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RESUMEN

El presente trabajo esta basado en un estudio etnobotanico (Rosas, 2002)
y fitoquimico preliminar (Rocha, 2003) en los cuales se mencioné el uso de la
planta Viguiera dentata (chimalacate) en San Rafael Coxcatlan para aliviar las
erupciones producidas por el uso del pafal y la reportan con actividad
antibacteriana. Lo anterior plantea la necesidad de realizar estudios que permitan
comprobar dicha informacion y ver a esta planta no como una especie que se
tenga que controlar (puesto que es una maleza) sSino como un recurso con
potencial que se puede explotar. Por lo tanto se evalué la actividad antibacteriana
de Viguiera dentata (Cav.) Sprenguel y se aislé el compuesto responsable de
dicha actividad. La planta se colectd durante los meses de noviembre y diciembre
en la zona de San Rafael Coxcatlan que pertenece al Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, se determiné la actividad antibacteriana (método de Kirby Bater) de
los aceites esenciales, del extracto acuoso y de los extractos obtenidos con
solventes de diferentes polaridades (hexanico, acetato de etilo y metandlico)
extraidos de la parte aérea de la planta (tallo, hoja y flor), se ensayaron frente a
14 cepas de bacterias (Gram positivas y Gram negativas). El extracto hexanico
de tallo presentd mayor actividad antibacteriana. Se aislé el compuesto
responsable de la actividad antibacteriana, mediante técnicas cromatograficas; la
elucidacién de la estructura quimica se realizO mediante el analisis de los
espectros de: UV, IR, RMN'H, RMN**C y espectrometria de masas. Concluyendo
que uno de los metabolitos responsables de la actividad contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas es el diterpeno acido ent-Kaur-16-en19-oico (acido

kaurenoico).



INTRODUCCION

El hombre ha encontrado empiricamente en la flora, los medicamentos

contra las enfermedades de nuestra especie (Kumate, 1993).

México es un pais de gran diversidad floristica, su poblacién a través del
tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido apropiarse de los
recursos naturales para su beneficio y por la utilidad que les proporciona, asi se
encuentran plantas que se usan para diversos fines, tanto de orden alimenticio
como forrajero 0 medicinal, ademas forman parte importante de los recursos
terapéuticos que emplea la medicina tradicional popular mexicana y han
representado desde siempre una alternativa a otro tipo de recursos para la

salud (Aguilar y Camacho, 1985).

Las plantas curativas son usadas practicamente en todo el territorio
nacional (60 %), de esas plantas un 40% son utilizadas para combatir
afecciones de la piel y traumatismo y un 60% para padecimientos infecciosos
de los aparatos digestivos y respiratorios, dentro de estas el primer lugar lo
ocupan las enfermedades gastrointestinales, seguida de signos y sintomas,
aparato reproductor femenino, traumatismo, sindrome de filiacion cultural,
aparato urinario, sistema musculo-esquelético, aparato circulatorio y sistema
nervioso (Aguilar et al., 1994). Con la diversidad biolégica como base de origen
de las moléculas con accion terapéutica es natural la gran variedad de plantas
medicinales encontradas en la nacion (Kumate, 1993).

En México se tiene la informacion de que algunas comunidades de
nuestro pais, emplean infusiones para el tratamiento de algunos padecimientos
digestivos como diarrea, dolor de estomago, célicos e inflamacion intestinal
(Aguilar y Camacho, 1985); ademas, se sabe que gran cantidad de plantas
presentan actividades farmacoldgicas, y que nuestro pueblo las ha utilizado
desde épocas precortesianas en formas de jarabes, infusiones, ungientos,
cataplasma entre otras (Sepulveda, 1988 en Rubio, 1996). También se

prescriben la preparacion de extractos herbales, considerando la medicina



tradicional como alternativa para el descubrimiento de nuevas drogas con

propiedades antimicrobianas (Hamburger y Hostettman, 1991).

Las plantas medicinales pueden contener principios activos, los cuales
administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos en las
enfermedades del hombre y de los animales en general (Argueta et al., 1994).
La Fitoquimica o quimica botanica, se ha desarrollado como una disciplina
independiente que relaciona la quimica organica de los productos naturales y la
bioquimica de la planta. Es la encargada del estudio de esas sustancias
activas, de la estructura quimica de esos compuestos, de su distribucion en la
planta, de la preparacion del remedio vegetal y de su posterior
almacenamiento, su biosintesis, metabolismo, y su funcién biolégica (Harbone,
1993).

Los principios activos de las plantas pueden ser sustancias simples
(como alcaloides) o bien mezclas complejas (resinas, aceites esenciales, etc.)
Los compuestos mas comunes son los azlcares y heterosidos (azucar mas un
compuesto sin azucar), que pueden ser glucosidos, galactésidos, etc. Otros
componentes activos de las plantas son lipidos, gomas, mucilagos, principios
amargos, taninos, aceites esenciales, resinas, balsamos, oleorresinas, acidos

organicos, enzimas y vitaminas (Trease-Evans, 1991).

Los productos del metabolismo vegetal se dividen en dos tipos:
productos del metabolismo primario (sacéridos principalmente) que son
sustancias formadas en todas las plantas verdes por fotosintesis y el segundo
tipo por metabolitos secundarios; es decir resultantes de procesos originados
principalmente por la asimilacion del nitrégeno. Estos productos parecen a
veces inutiles para la planta, pero para el hombre sus efectos terapéuticos son
por el contrario destacables (Trease-Evans, op cit). Estos metabolitos

secundarios son considerados como productos naturales (Gros et al., 1985).

Muchos medicamentos de origen vegetal fueron usados por el hombre,
aunque por ser variable el contenido del principio activo era dificil su

dosificacion, hasta que Lavoisier elabor6 un método para analizar los



compuestos organicos en cuanto a su contenido de carbono, hidrégeno y
algunos otros elementos como nitrdgeno. En 1828 el quimico Friedich Wohler,
demostré que la sintesis de compuestos organicos era posible de llevar a cabo
por el ser humano, quien solo requeria de habilidad y conocimiento. Los
quimicos fueron adquiriendo cada dia mas habilidad en el aislamiento,
purificacion y determinacion estructural de productos naturales (Romo de Vivar,
1982).

El interés por las plantas medicinales, ha resurgido una vez mas en el
ambito de la ciencia y de la economia. Es frecuente en la literatura cientifica la
inclusion de especies vegetales como uno de los recursos importantes a
considerar en la busqueda de nuevos medicamentos. A partir de la segunda
mitad del siglo, la Fitoquimica fue la disciplina que impulsé un avance
sustancial en el conocimiento de las plantas medicinales del pais. El empleo de
la herbolaria medicinal dio sustento a los estudios etnobotanicos que aportaron
el registro de un gran numero de las especies medicinales actualmente en uso.
Asimismo el esquema de trabajo interdisciplinario de fitoquimicos y de
farmacoélogos fundamenté sus disefios metodologicos de acuerdo a la
informacion que proporcionaban los estudios de antropologia médica y
etnobotanica. Hoy en dia, la mayoria de los fitoquimicos ya no soélo estan
interesados en el descubrimiento de nuevas estructuras, sino que buscan
novedosos compuestos biolégicamente activos. Sin embargo, un escaso
namero de estructuras aisladas e identificadas han sido evaluadas para
determinar sus propiedades biolégicas y sus potenciales como medicamentos
(Meckes, 1993).

Los antibiético son compuestos quimicos derivados de organismos vivos
o producido por ellos, que son capaces, a pequeias concentraciones, de inhibir
los procesos vitales de los microorganismos, pero el concepto de que
sustancias derivadas de un microorganismo vivo pueden matar a otro
(antibiosis) es casi tan antiguo como la misma ciencia microbioldgica. Entre los

mecanismos de accién de los antimicrobianos se encuentran:

1.- Inhibicién de la sintesis de la pared celular



2.- Alteracion de la permeabilidad en la membrana celular.
3.- Inhibicién de la sintesis proteinas:
En el proceso de transcripcion o
En el proceso de traduccion.
4.- Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos.
5.- Bloqueo de rutas metabdlicas esenciales o antagonismo competitivo
(Murray et al., 1993).

Se pensaba que al conocer los mecanismos de toxicidad de los
farmacos y tratar de mejorar su eficacia terapéutica seria facil controlar las
infecciones bacterianas; pero el uso indiscriminado y muy extendido de los
antibiéticos, provocaron que los grupos bacterianos que se habian controlado,
desarrollaran resistencia ante los antibioticos.

La resistencia bacteriana a los antibidticos puede ocurrir por

mecanismos genéticos 0 no genéticos:

Dentro de los mecanismos genéticos se tiene:

a) Mutacién: una alteracion espontanea aleatoria y permanente a las
secuencias de las bases del DNA del microorganismo y b) transferencia de
informacion genética de un organismo a otro, bien sea por recombinacion
cromosomica (transformacion, trasduccion o conjugacion) o por transferencia
extracromosomica (plasmidos, episomas), llamados factores R que tiene dos
componentes: un factor de transferencia de resistencia (RTF), que transporta
los genes que codifican la duplicacion y otro que permiten la transmision sexual

del plasmido, ejemplos:

1.- El aumento en la destruccion del antimicrobiano, producido por un plasmido.
Los plasmidos R (actuan como si fueran virus sin envoltura externa) presentan
gran variedad en cuanto a su contenido en genes, que confieren resistencia a
diversos antibiéticos. La resistencia mdultiple puede ser transferida por
conjugacion entre cepas resistentes y cepas sensibles.



2.- Aumento en la destruccion de la droga. El nivel aumentado de una enzima
puede incrementar la resistencia, (puede implicar la formacion aumentada del
metabolito competitivo 0 un nimero de copias de la enzima inhibida resultante

de la ampliacion genética en los plasmidos).

Entre los mecanismos no genéticos:

l.-La disminucién de permeabilidad, en mutantes resistentes a los analogos de
aminoacidos, implican la pérdida o la alteracion de un sistema de transporte de
membranas que transportan también el correspondiente aminoacidos normal.
Las barreras de permeabilidad normales son responsables de muchas
resistencias naturales contribuyendo asi la membrana externa a la

generalmente menor sensibilidad de los gérmenes gram negativos.

Il.- la disminucion en la actividad de la droga que se observa en mutantes
resistente a sustancias andlogas a las purinas o pirimidinas, que pueden
convertirse en nucledtidos antes de que hayan podido interferir las reacciones

fundamentales.

[ll.- La formacion de un receptor alterado.

IV.- desarrollo de un paso metabdlico alterno, evitando la reaccién inhibida.

V.- Presencia de una enzima alterada que todavia es capaz de realizar su

funcién metabdlica y que no es afectada ya por la droga.

VI.- Una estructura alterada de proteina ribosémica (Myrnk et al., 1991; Murray,
et al., 1993).

El descubrimiento de hongos productores de antibiéticos desencadend la
busqueda exhaustiva en los Ultimos cincuenta afios con resultados mas que
sorprendentes. La penicilina de Inglaterra, la estreptomicina de Filipinas, las

cefalosporinas y rifamicinas de Italia, la vancomicina de Indonesia, la



kanamicina de Japén. La pesquisa continda, uno de los ultimos hallazgos, las

ciclosporinas (Kumate, 1993).

La busqueda de compuestos de origen natural decay6 por mucho tiempo
(1930-1970) por el auge en la obtencién de productos sintéticos. La aparicion
de enfermedades causadas por organismos que tienen resistencia a farmacos,
representd severos problemas al area de la salud y dio pauta para incrementar
las investigaciones desde el punto de vista quimico y farmacoldgico de las
plantas enfocadas a la busqueda de nuevos principios activos para el
desarrollo de compuestos menos toxicos, mas selectivos y mas eficaces
(Cragg et al., 1997).

JUSTIFICACION

La flora mexicana al ser una de las mas ricas del mundo y los estudios
fitoquimicos relativamente escasos (Romo de Vivar, 1985), el potencial que
ofrecen las plantas usadas en la medicina tradicional, como fuente de nuevos
y/o conocidos principios activos es valioso porque aun no se han explorado
adecuadamente (Mata, 1993). Y como se han formado numerosas cepas
resistentes a los antibioticos, en la actualidad ha surgido gran interés en la
busqueda de sustancias de origen vegetal con la capacidad de controlar y
aliviar diferentes tipos de infecciones. Ademas las plantas desde épocas
antiguas son utilizadas para el tratamiento de diversos padecimientos, como la
diarrea. En México, al igual que en muchos paises en desarrollo las
enfermedades de origen bacteriano representan un problema de salud
importante, la planta Viguiera dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate) es
considerada como maleza y en un estudio preliminar (Rocha, 2003) la reportan
con actividad antibacteriana, lo anterior plantea la necesidad de realizar
investigaciones que permitan caracterizar y comprobar dicha informacion, asi el
conocimiento del potencial de los recursos vegetales contribuye de manera
significativa en la definiciobn de estrategias para su aprovechamiento y podrian
desarrollarse a través de la investigacion alternativas para la elaboracion de

formas farmaceéuticas econémicas y accesibles a la poblacion.



OBJETIVOS GENERALES

Determinar la actividad antibacteriana de Viguiera dentata (Cav.) Sprengel
(Chimalacate), purificar el (o los) principio (s) activo (s) y elucidar su (s)

estructura (s) quimica (s).

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la actividad antibacteriana de aceites esenciales, extractos de

diferente polaridad (hexano, acetato de etilo, metanol y extracto acuoso).

Comparar la actividad antibacteriana de los extractos de las diferentes partes
de la planta (tallo, hoja y flor) utilizando diferentes polaridades (hexanos,

acetato de etilo y metanol).

Determinar la Concentracion Minima inhibitoria (MIC) y Bactericida Minima (CBM)

del compuesto puro responsable de la actividad antibacteriana.



ANTECEDENTES

LA FAMILIA ASTERACEAE Y LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE
ORIGEN VEGETAL CON ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

De algunas especies de plantas se han aislado compuestos
antimicrobianos (Murphy-Cowan, 1999), bacteriostaticos y antifingicos:
liguenes, Briofitas (musgos y hepéticas), monocotiledoneas, dicotiledoneas
(Trease-Evans, 1991).

Por otra parte, de otros trabajos, se tiene el conocimiento de que
extractos de diferente polaridad (sobre todo de polaridades intermedias 0 no
polares) presentan y se han aislado algunos principios activos con actividad
antibacteriana (Gutiérrez, 1989, Méndez, 1995; Avila,1996 y 2002; Rubio, 1996;
Hernandez, 1999; Canales, 2000).

Cabe mencionar que se han aislado varios principios activos de plantas
superiores desde inicio de siglo, hasta la fecha. Pero en este caso Unicamente
nos referiremos a la importancia que representa la familia Asteraceae a los
metabolitos que producen y a la actividad bioldgica que presenta algunas de

estas plantas debido a que la planta a estudiar pertenece a esta familia.

La familia ocupa un lugar preponderante en la flora de México, tanto a
nivel de géneros (387) como de especies (2861) y contribuye grandemente a la
enorme riqueza floristica de nuestro pais (Villasefior, 1993). Frecuentemente
representan 10-15% de las especies de cualquier region floristica o
biogeografica (Turner y Nesom en Ramamoorthy et al., 1998). En México, tanto
las zonas montafiosa como en las aridas y semiaridas representan sus

principales areas de diversificacion (Rzedowski, 1972)

La perturbacion continua o intensa por el hombre siempre tiene efectos
devastadores sobre la flora natural, los organismos que prosperan en los
habitats hechos por el hombre son las malezas y las plantas domesticadas. Las

malezas con frecuencia invaden habitats pioneros, pero son reemplazadas por
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colonizadores silvestres cuando el habitat no es mas perturbado (De Wet,
1975).

Las Asteraceae tienen un incalculable interés econdmico indirecto para
el hombre, pues son las que contribuyen a la diversidad, y por consiguiente, a
la estabilidad y mantenimiento de la productividad de los tipos mas secos de
comunidades (pradera, matorrales y semidesiertos) de todo el mundo,
especialmente de las éareas tropicales y subtropicales. En contraste y no
obstante a su gran diversidad, la importancia econdmica directa de la familia es
pequefia. Pertenecen a ella plantas alimenticias, ornamentales, suculentas,
venenosas, mala hierba, ceremoniales, de estética, para obtener colorantes y

medicinales (Heywood, 1985; Step y Moerman, 2001).

La diversidad observada en la familia puede atribuirse a diversos
factores, entre los que se pueden mencionar su plasticidad génica que les
permite adaptarse a muy diversas condiciones ecoldgicas, muchas veces como
malezas, muy probablemente, por sus eficientes mecanismos de dispersion y
posiblemente también a su plasticidad quimica, que se refleja en su éxito
contra los depredadores o competidores (Cronquist, 1981; Cabrera-Rodriguez
y Villasefior, 1987).

Los metabolitos secundarios en las plantas son importantes para las
funciones ecoldgicas como la alelopatia, donde inhiben la germinacién y el
crecimiento de otras plantas; como atrayentes para insectos y otros animales
polinizadores y para la dispersion de la semilla; para la defensa quimica contra
microbios, insectos y herbivoros (Harbone, 1993), parece ser que las malezas
podrian tener considerable concentracion de metabolitos secundarios
bioactivos. De las 12 familias de malezas que existen, también son las mas
importantes familias medicinales, entre ellas estan las Asteraceae (Holm, 1978

en Stepp y Moerman, 2001)

Algunas Asteraceae tienen propiedades bioldgicas antiinflamatorias,
antitumoral, antidlceras, cardiotonica, neurotoxica, antimigrafia, analgésica,

antihelmintica, antiséptica, para aliviar infecciones y desordenes
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gastrointestinales aunque algunas pueden causar dermatitis, alergias,
hipotensién, otras tienen propiedades oxitoxicas, citotdxicas y algunas efectos
estimulantes al sistema nervioso central y puede causar convulsiones y la
muerte (Martinez, 1982; Henrich, et al., 1998).

La familia Asteraceae esta dividida en varias tribus, o subtribus, las
cuales tienen caracteristicas diferentes en su fitoquimica (Henrich, et al., op
cit), Los productos naturales que producen son diversos pero incluyen lactonas
sesquiterpenicas (SQLs), poliacetilenos, alcaloides, aceites esenciales,
terpenos, flavonoides y cumarinas, por lo tanto su actividad biolégica depende
l6gicamente del compuesto activo que contenga (Romo de Vivar, 1985 (b);
Henrich et al., 1998).

Muchos de estos compuesto presentan actividad antibacteriana lactonas
sesquiterpénicas, alcaloides, aceites esenciales, terpenos, flavonoides, taninos,
cumarinas, fenoles, quinonas, polipéptidos y terpenos (Murphy, 1999), pero
solo algunos se les ha determinado su mecanismo de acciébn, como por
ejemplo: flavonoides: inhiben la sintesis de DNA o RNA (Mori, 1987), taninos:
presentan astringencia (Scalbert, 1991), accibn sobre membranas vy
competencia por metales (Konishy, 1987), terpenos: solubiliza y causan lisis en
la membrana (Kubo, 1993).
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LOS TERPENOS

El hombre encontré que en las fracciones mas volatiles de muchos
aceites esenciales habia un gran numero de hidrocarburos de férmula CioHi6 a
los que se denomind terpenos (del aleméan terpentin = trementina). Mas tarde
se aislaron compuestos oxigenados que se incluyeron dentro de esta
clasificacion general por lo que la terminacion “eno” (correspondiente a

hidrocarburo) resulté inadecuado y se les llamo terpenoides (Gros et al., 1985).

Se han aislado compuestos de 20 y 30 atomos de carbono (di y
triterpenos, respectivamente) principalmente de gomas y resinas de plantas y
arboles, pero que a diferencia de los monoterpenoides de los aceites

esenciales, no son arrastrables por vapor.

Se ha encontrado que en la biosintesis de los llamados isoprenoides, el acido
mevaldnico (acido 3,5-dihidroxi-3-metilpentanoico), se convierte en el reactivo
pirosfosfato de isopentenilo o su isdbmero. Al reaccionar éstos, se forma el
pirofosfato de geranilo con el esqueleto de un monoterpeno. La unién de éste
con otro pirofosfato de isopentenilo forma el pirofosfato de farnesilo
(sesquiterpeno). La unién de éste con su isomero alilico origina un triterpeno.
La union similar del pirofosfato de farnesilo con otra de pirifasfato de isopetenilo

origina un diterpeno (Dominguez, 1988).

Los diterpenoides son definidos por sus origenes biosintéticos a partir de
un precursor geranilgeraniol Co. Son derivados de cuatro unidades isoprenos
(isopentil pirofosfato) con uniones cabeza-cola es decir, esqueletos carbonados
de 20 atomos de carbono, se sintetizan a partir de unidades de acetato (acetil
CoA) y como tal comparten su origen con los &cidos grasos, que se condensan
y transforman para originar acido mevaldnico, este es activado, formandose
isopentil pirofosfato, apartir de este compuesto y de una enzima (prenil
transferasa) se origina toda la diversidad de terpenos (Figura 1). Difieren de los

acidos grasos en que tienen grandes ramas y son ciclicos.
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En un principio los diterpenoides se clasificaron con base en los
esqueletos carbonados obtenidos fundamentalmente por deshidrogenacién de
los productos naturales aislados (reteno, pimantreno y 7, 8-trimetilfenantreno)
pero esto se ha reclasificado, tomando en cuenta en este caso el nimero de
ciclos que presenta el esqueleto carbonado, en las siguientes clases:
aliciclicos, biciclicos, triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos, macrociclicos,

miscelaneos.

Estas clases se han subdividido atendiendo al tipo de esqueleto

carbonado.

Biciclicos hay diterpenoides con esqueleto del tipo labdano y otros tipo de
clerodano, entre los triciclicos se encuentran los esqueletos del pimirano, del
abietano y del cassano. Tetraciclico se aislaron compuestos con esqueletos del
tipo del kaurano, del beyrano y del asiserano. Dentro de los tetraciclicos se
incluyen dos grupos de sustancias biolégicamente activas, uno de ellos esta
formado por las giberelinas, que son acidos carboxilicos lactonicos diterpénicos
con esqueletos del giberelano, que son hormonas responsables de la
estimulacién de numerosos procesos normales del crecimiento vegetal y estan
presentes en numerosas plantas superiores. El otro grupo esta constituido por
guayanotoxinas, que son diterpenoides toxicos presentes en las hojas de varias

especies vegetales, muchas veces como glicésidos.
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Fig. 1. Origen biosintético de los principales grupos de compuestos secundarios
destacando a los terpenoides (Azcon-Bieto, 1993; modificado con Soriano,
1994).

La variedad de estructuras carbonadas encontradas y la presencia de distintos
sustituyentes en diferentes posiciones de la molécula han dado origen a
numerosos compuestos de este tipo aislados de fuentes naturales (Gros et al.,
1985)
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ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos generalmente olorosos, obtenidos
por arrastre con vapor de agua de partes vegetales o mediante extraccion con
fluidos supercriticos: en las flores, hojas y aunque menos en raices, lefios,
cortezas, frutos o semillas. Cuantitativamente, los contenidos son muy bajos,
normalmente inferiores al 1%; porcentajes elevados, como el de los botones

florales de clavo (15%) son excepcionales.

Composicion quimica. Esta caracterizada por origenes biosintéticos distintos:
la serie terpénica y la serie de los compuestos arénicos derivados del
fenilpropano.

Serie terpénica. Monoterpenos y sesquiterpenos (terpenos mas volatiles).

Serie aroméatica. Derivan del fenilpropano, a veces pueden ir acompafiados de
moléculas de Ce-C;- Biogenéticamente, estos arenos son productos del

metabolismo del acido shikimico.

Compuestos de origenes diversos. Compuestos aciclicos no terpénicos:
alcoholes, aldehidos o cetonas de peso molécular bastante bajo. Segun la
forma de extraccion, la esencia puede contener también productos mas

pesados: cumarinas, homélogos superiores de los fenilpropanos.

En las propiedades bioldgicas de los aceites esenciales destacan las siguientes

relaciones:

a) poder antiséptico. Incluye ciertas cepas resistentes al antibiotico.
Algunos son activos frente a hongos inferiores responsables de micosis
incluso, frente a levaduras.

b) propiedades irritantes (expectorantes, diuréticos).

c) propiedades espasmoliticas, sedantes, tropismo neurovegetativo y

ejerce una accion neurosedante (Bruneton, 1991).
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Mecanismo de accion de los terpenos

(Compuestos bactericidas de origen vegetal)

El mecanismo de accion de los terpenos no ha sido totalmente entendido, pero
se especula que involucra el rompimiento de la membrana por sus compuestos

lipofilicos.

Algunos monoterpenos y compuestos fendlicos de bajo peso molecular
presentes en los aceites esenciales de las plantas poseen una actividad
antimicrobiana inespecifica puesto que tienen la capacidad de disolver las
membranas celulares, con esto, se produce un efecto similar al de la lisis
bacteriana provocada mediante enzimas liticas (lisozimas) o por tratamiento
con disolventes organicos (Harvey, 1982) este efecto es observado
especialmente en bacterias gram negativas (Kubo, 1993). Helander et al.,
(1998) demostraron que las bacterias Escherichia coli y Salmonella
thyphimurium al ser sometidas a dosis bajas de carvacrol y de timol
aumentaban la concentracion de ATP y de glucosa 6-fosfato extracelular,
debido a esto, se evidencié el efecto litico de estos compuestos sobre la

membrana celular bacteriana.

Las lactonas sesquiterpénicas muestran, tanto in vivo como in Vvitro,
propiedades antimicrobianas, como la helenalina. Las moléculas activas
poseen grupos funcionales reactivos: epoxidos, ésteres o cetonas a,pB,-
insaturadas. Todos estos compuestos actlan por alquilacién de los centros
nucléofilos de las moléculas bioldgicas; las a-metilen, y lactonas son muy
reactivas frente a tioles y aminas, provocando una alquilacion irreversible de
estos grupos, bloqueando asi numerosas enzimas necesarias para las
funciones metabdlicas (Bruneton, 1991). Los estudios de estructura-actividad
han demostrado que las enzimas bacterianas como la fosfofructocinasa, la
DNA polimerasa y la timidilato sintetasa de E. coli son inhibidas por estas
lactonas (Fischer, 1991).

Mendoza (1997) encontré que incrementando la hidrofilizacion del diterpenoide

kaureno por adicién de un grupo metilo drasticamente reduce su actividad
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antimicrobial. Los dobles enlaces conjugados y el CH que reacciona con el
exterior de un anillo puede mejorar la actividad antibacteriana, ademas el grupo
hidroxilo aumenta también la actividad antibacteriana (Chang et al., 2001). La
substitucion sobre un carbono-15 aumenta significativamente la actividad
antibacteriana en los compuestos derivados del &cido kaurenoico (Davino et al.,
1989).

El mecanismo de accién del acido kaurenoico (AK) no ha sido bien
determinado, pero Wilkens et al., (2002) sugieren que la membrana externa
puede servir como barrera preventiva contra AK y la via de entrada es la
membrana citoplasmatica aunque la accién sobre la sintesis de peptidoglucano
no puede ser descartada. Asi mismo un &cido débil puede trasportar protones a
través de la membrana, otro posible mecanismo de accion del AK es la
interaccion del trasporte de electrones y subsecuentemente la fosforilacion
oxidativa en la membrana citoplasmatica. También puede deberse por la
ruptura de la membrana citoplasmatica por interaccion fisica. Estructuralmente
la presencia del acido carboxilico en posicidon 19 parece ser importante sobre
la actividad antibacteriana debido a que derivados sintéticos y naturales con
este grupo bloquean la interaccionan con enlaces hidrégenos reduciendo o
inhibiendo la actividad. Ademas el efecto litico del diterpeno depende del medio
de cultivo asi como de la forma que presenta la bacteria observandose mayor

efecto en formas esféricas como en vesiculares.

Una via adicional de entrada para determinar los mecanismos de accién del
compuesto antibacterial es el aislamiento de las mutantes espontaneas
resistentes sugiriendo un sitio blanco del AK o una estructura esencial o

funcional.

Algunos ejemplos de terpenos aislados con actividad biolégica son: el
terpenoide capsaicina, tiene un amplio rango de actividades biologicas en el
humano, es bactericida para Helicobacter pylori. El terpenoide petalostemumol,
aislado del trébol de la pradera es activo contra Bacillus subtilis vy
Staphylococcus aureus, y mucho menos activo contra bacterias gram

negativas, asi como también contra Candida albicans (Murphy-Cowan, 1999).
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El compuesto diversifolin presenta actividad antibacteriana contra Bacillus
subtilis (Rungeler et al., 1998), el espatulenol contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Cobos et al., 2001) como Staphylococcus aureus y Proteus
mirabilis (Ulubelen et al., 1994), el compuesto manool tiene actividad contra
Staphylococcus aureus y Candida albicans (Ulubelen et al., 1994), el acido
oleandlico presenta actividad contra Bacillus subtilis y contra Staphylococcus
aureus resistente a metacilina (Woldemichael et al., 2003).

Velikova et al., (2000) mencionan que el acido kaurenoico tiene actividad
antibacterial moderada, Zgoda-Pols et al., (2002) menciona la actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus resistente a metacilina y
Mycobacterium smegmatis. Wilkens et al.,, (2002) realizaron una
caracterizacion de la actividad antibacterial del acido kaurenoico en el que
menciona la actividad selectiva contra bacterias gram positivas, es bacteriolitico
para Bacillus cereus, esa actividad en particular es afectada por la composicion
y el pH del medio de cultivo, por otra parte, las mutantes LPS de Salmonella
typhi son resistentes a este compuesto, pero los esferoplastos de Escherichia

coli son mas sensibles.
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ANTECEDENTES DEL GENERO VIGUIERA

Las Asteraceae es una de las familias con mayor nidmero de especies en el
reino vegetal y se ha dividido en trece tribus con caracteristicas morfolégicas

comunes.

Con frecuencia, las diferencias morfologicas entre especies son muy pequefias
y crean por lo tanto confusion. Los metabolitos secundarios ayudan para la
clasificacion de plantas (quimiotaxonomia), ya que algunos de éstos son
caracteristicos de tribus, de géneros y en ocasiones, son tipicos de especies

particulares (Romo de Vivar y Delgado, 1985 (a)).

El género Viguiera es muy primitivo ya que uno de los escasos fésiles de
identidad establecida pertenece a este género, por lo que es considerada como
el punto de origen de la familia Asteraceae; por lo que cualquier contribucion al
estudio quimico y taxondémico de Viguiera y géneros derivados de él, tiene
interés en cuanto al aspecto evolutivo de esta familia (Romo de Vivar, 1985 (a),
Romo de Vivar, 1985 (b)).

Género Viguiera

El género fue establecido por Kunth, en 1820 y revisado botanicamente, por
Blake, fijandolo en tres subgéneros, siete secciones, diez series, dos subseries,
141 especies y dos especies de dudosa afinidad (Blake 1918 citado por Romo
de Vivar, 1985 (a), Romo de Vivar, 1985 (b)).

El género Viguiera se representa como una especie oportunista que crece y se
desarrolla después de las primeras lluvias (Guillet et al., 1997).

En cuanto al estudio quimico del género se han encontrado lactonas
sesquiterpénicas, germacrolidos, heliangdlidos y furanohelingdlidos. Diterpenos
con esqueleto de ent-kaurano, ent-beyerano, ent-atisano, traquilobano y ent-
primarano (Vaccarini et al., 1999). La Tabla 1 resume los metabolitos

secundarios encontrados en el género Viguiera:
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Tabla 1. Metabolitos secundarios del género Viguiera.

Especie Compuestos aislados

V.angustifolia Budleina A

(H.B.K.) Blake

V. annua Trans-1,3,5,11-tridecatetraen-7,9-diyne, 1,cis-3,trans-5,trans-11-tridecatetraen-7.9-
diyne.

V arenaria Acido ent-Primara-8(14),15-dien-19-oic

V. aspillioides Acido (-)-ent-kaur-16-en-19-oic,4cido (-)-trachyloba-19-oic, (-)-kauran-16c.-ol, (-)-kaur-

16-en-19-ol.

V. bishopii H. Robles

o-pinene, acido ent-kaurenoico ent-manol, acido stached-19-oic, acido 9, 11-dehydro-
ent-kaurenico, 17 o-hydroxy-ent-kaurano, &cido trachylobanico, bicyclogermcrene,
modhephene, biformene, spathulenol, elimicin, y-asarone, spathulenol, elimicina, &cido
beyerano-15-en19-oico, modefeno, 9(11)-deshidroanalogo, &cido traquilobanico, ©-
asarona

V. buddleiaeformis
(D.C)B&H

Budleina Ay B, viguiepinina

V. decurrens

Acido Ent-kaureno-16-en-19-oic, 4cido 15ai-angeloyloxy-ent-kaureno-16-en-19-oic, -
D-glucopyranosyloleanolate, B-sitosteryl-3- O-B-D-glucopyranosiduronoate, chromene,
8-hidroxy-6-acetyl-2,2dimethylchromene, friedelan-3-ol, &cido oleanolico, 3-O-
(methyl-B-D-glucuronopyranosiduronoate)-28- --3-D-glucopyranosyloleanolate, 6-
methylglucuronopyranosiduronoate.

V. dentata (Cav.)
Spreng

manool (I y Il), ent-kauranol (111), &cido grandiflorico, acido angeloyl-grandiflorico, &cido
15-0xo0-ent-kaurenico, acido trachylobanico, diversifolin y espatulenol, el acido ent-
kaurenico 9, 11-dehydro-ent-kaureno, &cido linoleico,acido ent-kaurenico.

V. discolor Sucrose fructosyltransferase(SST), fructan fructosyl-transferase (FFT), 1.kestose

V. eriophora (Erioflorina y 17, 18 dehidroviguiepinina) (m),

Greenm.

V. eriophora ssp. 17,18-dehydroviguiepinina, erioflorina, acetylerioflorina,budleina A,calaxin, leptocarpin,
eriophora acetil-erioflorina

V. excelsa (Wiild.)
B.&N.

Clovandiol, budleina A

V. grammatoglossa
D.C.

Ent beyerenos, 4cidos kaurenoicos, germacrenos

V. gregii

Zexbrevina, zabrevina B y 1(2)-dehidro-zexbrevina B

V. hemesleyana

Lactona (17,18 dihidrobudleina A

V. hypargyrea

Acido ent-beyer-15-en-19-oic, acido ent-kaur-16-en-19 oic, clovandiol, 8-
[epoxyangeloyloxi]-14-hydroxythifolin, 8-epoxy-[angeloyl]-14-acetoxy-eupatolide, 15a-
tigloyloxy-9p-hidroxy-ent-kaur-16-en 19 —oic acid, methyl-15a-angeloyloxy-9p-hidroxy-
ent-kaur-16-en-19-oate, eupatolde, hanphyllin, budleina B, 12-oxo-ent-kaur-9(11), 16-
dien-19-oico acido.

V. hipoclona

Budleina A

V. incana

Falcarinol, acido ent-kaurenoico,acetato de falcarinol

V. insignis Miranda

acidos ent-Kaur-9(11)-16-dien-19-oico, acido ent-Kaur-16-dien-19 oico y los alcoholes
diterpénicos estach-15-en-19-oico, estach-15-en-3-ol y los dioles isémeros, (+)-estach-
15-en-3a-, 19 diol y su isémero estach-15-en-3, 12-diol, estach-15-en-3ai-ol, estach-
15-en-3at,12B-diol. (b) ent-kaur-9(11)-16-dien-19-oate (2), acetil-leptocarpina, budleina
A y B, flavan-3-ol

V. lanceolata Britton

falcarinol, falcarinone, acido ent-.kaurenoico, 17,18-dihidrobudleina A
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V.linearis (Cav.)
Sch. Bip. Ex Heas

Viguileninaclovandiol, budleina B

V. maculata Blake

15-0x0-zoapatlin

V.microphylla Vasey
& Rose

1(10)-epoxi-germacrolida, 10a-

epoxido.

3B-hydroxy-83-epoxyangeloyloxyconstunolide-18,

V. multiflora (Hutt.)
Blake

Chalconas y auronas, estenolobina ()

V. oblongifolia
Garda.

1-keto-2,3-insturada-3,10-epoxy, 1P, 6B,7B,10a-cadina-4(1)dieno B-bisboleno analogo
de atripliciolida, 17,18-dihidrobudleina A, silphiperfol-5-ene, 18,6B,78,19aH-Cadina-4,1-
dieno.

V. pazensis Rusby

acido trachylobanico, falcarinol, falcarinone, acido ent-.kaurenoico, 13a.,15a., dihidroxi-
villanovano, viguiestenina

V. pinnatilobata Sch.
Bip.

Viguiepinina y desacetilviguiestenina (h) 17,18-deshidro-viguiepinina

V.procumbens
(Pers.) Blake

Acido ent-kaurenoico, falcarione 7, falcarinol, &cido trachylobanico, o-farnesene,
pentadec-1-ene, humulene, isobutyrate (viguiestenina), desacetylviguiestenina,8a-[2-
Methylbutyryloxy], isovaleriloxy-8-desacylviguestenina.germacreno D,humileno17,18-
deshidro-acetil-leptocarpina,isovateral anélogo.

V. quinqueradiata
(Cav.) gray

Lactona sesquiterpénica leptocarpina, 15-ai-angeiloxi ent-Kaur-16-en-oico, 15- a-
tiogloloxi--16-en-19-oico y el &cido 15- a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico

V. quinqueremis
Blake

1a-Methoxy-3a,15-dihydroxy-3,10-epoxy-8f- O-angeloyl-4,11(13)germacradien,6a.,12-
olide, 1a-Methoxy-3at, 15-dihydroxy-3,10-epoxy-8f3- O-methylbutanoyl-4-11
(13)germacradien,6a,12-olide,  1a.,108,15-Trihydroxy-3-oxo-8f-3  methylbutanoyl-
4,11(13)germacradien,6a, 12-olide, 3o, 15-Dihydroxy-3,10-epoxy-8p- - methylbutanoyl
-1,4,11(13)germacratrien,6a.,12-olide, 2o-hidroxy-9B- O-methylbutanoyl-
1(10),4,11(13)germacratrien,6a.,12-olide, 2oi-Hydroxy-9B- G-angeloyl-
1(10),4,11(13)germacradien,6a.,12-olide, 6-Angeloyl-2.3-dimethylbutanoyl-myoinositol,
1-keto-2,4-insaturada budleina. Budleina A

V.robusta

1-keto-2,3-insturada-3,10-epoxy, acido ent-kaurenoico, budleina Atiglate, methacrylate

V. shultzii Blake

Budleina A

V. stenoloba Blake

lactonas sesquiterpénicas (viguiestenina y la desacetilviguiestenina) diterpeno
tetraciclico (ent-kaurenicos estenolobina y 15 o angeloiloxi estenolobina) C(1)C(2)
ent-kaur-9(11)-16-dien-19-oate, ent-9a-hidroxy kaurenoico acido ent-kaur-9(11)-16-
dien-19-oic, 4&cido ent-kaur-9(11)-15-dien-19-oate, demethyl-stenolobina, iso-
zoapatlin,zoapatlin, 15-oxo-zoapatlin, methyl-15a-angeloyloxy-9B-hidroxy-ent-kaur-16-
en 19-oate.

V. stenoloba var.
chihuahuensis Blake

acido cis-6zico

V. sphaerocephala
(D.C)

Esferocefalina y la heliangdlida erioflorina

V. tucumanensis

Clerodano-14-ene-3a.,43-13¢&-triol,

Tomado de Romo de Vivar y Delgado, 1985 (a), complementado con Romo de Vivar, 1985 (b); Alvarez et al., 1985;
Ambrosio et al., 2002;Bohlmann, et al., 1981; Bohlman et al., 1984; Da Costa, Albuquerque, Vichnewski, 1996; Da
Costa, Vichnewski y Herz, 1996; Delgado y Romo de Vivar, 1984;Delgado et al., 1983; Gao et al., 1985; Gershenzon et
al., 1983; Guillet et al., 1997; Itaya et al., Spring et al., 2000; Spring et al., 2001; Vaccarini et al., 1999.
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DESCRIPCION DE LA PLANTA

Viguiera dentata (Cav.) Sprengel. Asteraceae

Botanica

Ubicacion taxonOmica
Reino.- Plantae.
Subreino.-Magnoleofita (cormofita)
Division.- Espermatofita.
Subdivision.- Angeosperma.
Clase.- Dicotiledonia.
Subclase.- Asteridae.
Orden.- Asterales.

Familia.- Asteraceae
Subfamilia.- Asteroidae.
Tribu.- Heliantheae.
Genero.- Viguiera.

Sprenguel.

Fig. 2. Viguiera dentata (Chimalacate)

Nombres comunes.

Tah (Yucatan), Toh (Yucatan)
Chamizo (Region de Guadalcazar, S.L.P.)

Romerillo de la costa.
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Descripcién. V. dentata es una planta herbacea perenne, erecta de 2.5 metros
de alto hasta 30 centimetros; tallos glabros a pilosos o hispidos; hojas todas
opuestas o bien alternas en la parte superior, sobre peciolos de 0.5 a 5.5
centimetros de largo, limbos generalmente ovalados o romboides ovalados de
3.5 a 12 centimetros de largo de 1 a 8 centimetros de ancho, en el apice,
enteros o cerrados en el margen, cuneados o acuminados truncados en la
base, finalmente estrigoso a piloso en el haz, esparcidamente trigoso a
subcanescente en el envés, trinervados; con inflorescencias cabezuelas
numerosas en paniculas, cimosas bracteadas, sobre pedunculos hasta de 15
centimetros de largo; involucro anchamente campanulado a subhemisférico, de
5 a 10 milimetros de alto, sus bracteas dispuestas en 2 a 3 series graduadas
de tamafno subigual, endurecidas en la base y con la parte distal herbacea,
linear o linear oblonga; paleas pubescentes dorsalmente de 6 a 7 milimetros de
largo, flores liguladas 10 a 13 elipticas u oblongas amarillas de 7 a 15
milimetros de largo y los rayos de las flores de 10 a 12, flores del disco mas de
50, su corola amarilla es de 3 a 4 milimetros de largo. Disco de la corola

amarillo, fruto negro o moteado (Rzedowsky, 1985).

Se distingue por su escasa 0 nula pubescencia en el tallo y por las hojas
verdes en ambas caras. V. dentata también se cité en el Valle de México como

Viguiera helianthoides HBK.

Es maleza ruderal, o matorrales (Rzedowsky, op cit).

Planta originaria de México (Argueta et al., 1994).

Etnobdtanicay antropologia

Se usa como antiséptico en Sonora y antitusivo en Quintana Roo. No se
detectaron antecedentes de estudios quimicos o farmacologicos que

corroboren su efecto (Argueta et al., op cit).

En San Rafael Coxcatlan, Viguiera dentata es una de las plantas mas empleadas

debido a que es utilizada como forrajera ademas de que es aplicada para aliviar
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la picadura de hormiga y como remedio para el chincual (granitos en los gluteos
de los bebés) (Rosas, 2003).

Actividad Biologica

Un estudio fitoquimico en la zona de San Rafael Coxcatlan, Puebla, reporta a
Viguiera dentata con un efecto antibacteriano en los extractos no polares
principalmente, contra 7 bacterias que producen enfermedades intestinales e

infecciosas de la piel (Rocha, 2002).

Quimica

Se reportan los compuesto: manool, ent-kauranol, acido grandiflorico, acido
angeloyl-grandiflorico, &cido 15-Oxo-ent-kaurenico, acido trachylobanico,
diversifolin y espatulenol, el &cido ent-kaurenico 9,11-dehydro-ent-kaureno,
acido lindleico (Bolhaman en Gao et al., 1985).

Ecologia

Es una de las especies mas ampliamente distribuidas de este género (Gao et
al., 1985).

Conocida del SW de los Estados Unidos a Honduras. Originaria de México,
predomina en climas calidos desde 2250 — 2500 msnm hasta los 30 m.

asociada a bosques tropicales subcaducifolios (Argueta et al., 1994).

En México las asociaciones vegetales secundarias (principalmente) donde se
encuentra V. dentata son:

Cardonal de Pachycereus weberi, Cardonal de Stenocereus stellatus, Tetechera
de Neobuxbaumia tetetzo, Selva baja caducifolia, Izotal de Beaucarnea gracilis,
Candelillar de Euphorbia antisyphilitica, Matorral esclerdéfilo perennifolio (mexical),
Matorral de Gochnatia hypoleuca (Davila, 1993 y Casas, 1999 en Valiente-Banuet,
2000).
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Villasefior et al., (1998) menciona al género Viguiera como maleza de México
en cultivos de henequén y de maiz. También reporta la distribucién de Viguiera

dentata en México:

Viguiera dentata (Cav.) Spreng. var. dentata (DC.) S.F. Blake

Aguascalientes Guerrero Jalisco Tamaulipas
Chiapas Guanajuato Hidalgo Veracruz
Chihuahua Puebla Sinaloa Zacatecas
Coahuila Querétaro Sonora Estado de México.
Colima San Luis Potosi Morelos

Durango Nayarit Oaxaca

Nuevo ledn Distrito federal Michoacan

Viguiera dentata (Cav.) Spreng. var. helianthoides (Kunth) S.F. Blake Viguiera

helianthoides Kunth

Quintana roo Chiapas
Chihuahua Sonora
Yucatan

Campeche.
No se encuentra reporte alguno para estos estados:
Baja California Norte

Tabasco

Tlaxcala
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-

v

] V.dentata(cav)Spreng var denfata(DC)S.F. Blake
Y V.dentata(cav)Spreng var helianthoide (Kunth)S.F

A localizacion del Genero Viguiera.

Fig. 3. Distribucién del género Viguiera
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AREA DE ESTUDIO.

La planta fue colectada en San Rafael Coxcatlan (Fig. 1). En un estudio
realizado por Medina (2000), menciona que el municipio estéd localizado al
sureste del valle a 18° 12" y 18° 14" de latitud norte, 97° 07" y 97° 09” longitud
oeste, 870 a 1043 msnm dentro del valle de Tehuacan—Cuicatlan. Segun
reportes de la estacion meteoroldgica de Coxcatlan el tipo de clima en la zona
es el Bsl (h) w” (w) (e) g correspondiente a climas secos o aridos, célidos con
lluvias en verano, con temperatura media anual sobre 22 °C, su régimen de

lluvias es de verano y se calcula una precipitacién total anual de 394.6 mm.

Dentro del valle, la comunidad Nahua de San Rafael Coxcatlan tiene gran
importancia para la reconstruccion de la prehistoria ya que en algunas cuevas del
area de Coxcatlan, los arquedlogos han encontrado la evidencia mas antigua de
la domesticacion de plantas y origen de agricultura en el nuevo mundo
(MacNeish, 1992).

En cuanto a vegetacion acorde con Rzedowski (1978) el area presenta bosque
tropical caducifolio y como especies dominantes: Bursera morelensis, B.
aptera, Pachycereus weberi, Opuntia puberula, Ceiba parviflora, Acacia
cochliacantha, Ademas, Fernandez (1999) reconocié por nivel topogréfico los

siguientes tipos de vegetacion para el area de estudio:

CARDONAL de Pachycereus weberi se caracteriza por la dominancia de
cactaceas columnares (Cardones), coexistiendo diferentes tipos de arbustos en

el cual se encuentra Viguiera dentata.

CHIOTILLAL de Escontria chiotilla en el nivel proximo al margen del cauce
del rio, sobre niveles de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal, con

una alta densidad arbustiva.

CUAJIOTAL con especies dominantes como: Bursera morelensis, Mimosa
polyantha, Fouqueria formosa, asi como arbustos y hierbas como Sanvitalia

fructosa, localizada a aproximadamente 1.5 a 3.5 m por encima del nivel basal.
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FOUQUERIA tiene especies dominantes como: Fouquieria formosa, Bursera
aptera, Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia, Manihotoides pauciflora, Senna
wisliseni, Mimosa luisana y Sanvitalia fructicosa. Localizada en el nivel mas
alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel basal, la densidad de plantas en los
estratos arbustivos y herbaceo es muy baja, dominando en su totalidad por

Sanvitalia fructosa.
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METODOLOGIA

Se trabajo con la planta Viguiera dentata (Cav.) Sprengel, comunmente
llamada “chimalacate” en la zona de San Rafael, Coxcatlan, Puebla. Se realizé
una revision bibliografica de la planta debido a que se tienen antecedentes
sobre estudios etnobotanico-quimico-bioldgicos en relacion a su actividad
antibacteriana (Canales, comunicacion personal) y es necesario comprobar y

complementar dicha informacion.

|.- OBTENCION DE LA PLANTA.

La planta V. dentata se colectdé durante los meses de octubre y diciembre del
2001, en la zona de San Rafael, Coxcatlan Puebla, se llevdé un ejemplar al

herbario IZTA y se identifico.

II. BIOENSAYOS PRELIMINARES.

Se realizaron bioensayos preliminares de la planta V. dentata cada uno por
triplicado para comprobar la actividad antibacteriana, los cuales consistieron

en:

A) OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES.
Con 500 g. de la planta fresca se obtuvieron los aceites mediante arrastre de

vapor (Dominguez, 1973, Vogel, 1989) (apéndice 2).

B) PREPARACION DE EXTRACTOS.

-Extracto acuoso.
Se pesaron 50 g. de planta seca, el extracto acuoso se obtuvo por infusion
(apéndice 1) y se concentré a sequedad en una liofilizadora Labconco modelo
Freeze dry system / Freezone 4.5.



31

-Extractos de diferente polaridad de toda la planta.

Los extractos herbales se obtuvieron mediante la técnica de percolacion
(apéndice 4), utilizando 92.16 g. de planta seca. A los cuales se les determino

el rendimiento y la actividad antibacteriana.

Después los bioensayos preliminares y de la comprobacién de la actividad
antibacteriana se realiz6 un bioensayo de cada una de las diferentes partes de
la planta V. dentata (hoja, tallo y flor) cada uno por triplicado, los cuales

consistieron en:

[11.-SEGUNDO BIOENSAYO:

-Extractos de diferente polaridad de las diferentes partes de la planta

(tallo, hojay flor).

Los extractos herbales se obtuvieron mediante la técnica de percolacion,
utilizando 398.64 g. de flor, 257.30 g. de hoja y 1376.83 g. de tallo de la planta
seca, se destilo el exceso de solvente a presion reducida y los diferentes
extractos se concentraron a sequedad (apéndice 4). Se les determin6 el

rendimiento y la actividad antibacteriana.

CUANTIFICACION DE SOLIDOS.
Se realiz6 de acuerdo al Método propuesto por Gonzalez-Pefalosa (1981)

modificado (apéndice 3).

MICROORGANISMOS UTILIZADOS:

Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae INDRE 206 aislado de agua
contaminada, Vibrio cholerae aislada caso clinico (estas cepas corresponden
al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo INABA), Vibrio cholerae Tor
CDC V 23, Escherichia coli ATCC 25022, Enterobacter agglomerans ATCC
27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700,
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Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

lutea, Yersinia enterocolitica
la FES-Cuautitlan.

epidermidis, Bacillus subtilis, Sarcina

donadas por el laboratorio de microbiologia de
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans donadas por el laboratorio de

analisis clinicos de la CUSI de la FES-Iztacala.

Cuadro 2. Simbologia de las cepas bacterianas utilizadas para evaluar la

actividad antibacteriana de V. dentata.

Bacteria Simbologia
Bacillus subtilis B.s
Sarcina lutea S.
Staphylococcus aureus S.a
Staphylococcus epidermidis S.e.
Salmonella typhi S.t
Enterobacter aerogenes E.ae.
Enterobacter agglomerans ATCC E.ag.
27155
Escherichia coli ATCC 25922 E.c.
Shigella boydii ATCC 8700 S.b.
Yersinia enterocolitica Y.e.
Vibrio cholerae Tor CDC V 23 V.ch.Tor.
Vibrio cholerae aislada de un caso | V.ch.C.C.
clinico (grupo 01, productor de
enterotoxina, serotipo Inaba)
Vibrio cholerae INDRE 206 aislado | V.ch. agua
de agua contaminada
Vibrio cholerae No.01 V.ch.No. 01
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

El método que se utilizo para evaluar la actividad antibacteriana en los ensayos
preliminares fue el de difusién en agar (Kirby-Bater) EI método general se

explica en el apéndice 5. Cada bioensayo se realizé por triplicado.

[I1) AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

Se realizé una particion mediante el lavado del extracto hexanico de tallo con
metanol por presentar la mayor actividad antibacteriana con respecto a las
otras particiones, luego la purificacion del compuesto activo por cromatografia
biodirigida. Para la separacion por cromatografia de placa fina se utilizaron
cromatofolios de gel silice (ALUGRAM SIL g/uv ;s4); para las cromatografias en

columna se utilizé silica gel malla 60-GF 254 (apéndice 6).

IV) ELUCIDACION DE LAS ESTRUCTURAS.

Se realiz6 mediante el analisis de los espectros de: Infrarrojo, Ultravioleta,
resonancia magnética nuclear de protones RMN'H, resonancia magnética

nuclear de carbono 13 RMN'C y espectrometria de masas.

V) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
Y CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM).

Se utilizé la microtécnica de diluciéon en caldo de Koneman modificado (1985)
(Apéndice 7).

VI) METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO.

1.- EN EL BIOENSAYO PRELIMINAR.

Para saber si existian diferencias significativas entre extractos y bacterias, a los
resultados se les realizé un analisis de varianza de dos factores (ANOVA
bifactorial), siendo estos: a) extracto con 3 niveles (hexanico, acuoso y aceites

esenciales) b) bacteria con dos niveles (gram positiva y gram negativa).
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2.- EN LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE TALLO, HOJA Y FLOR.
a) Para determinar si existian diferencias significativas en los resultados de los
bioensayos se realiz6 un analisis de varianza de tres factores, siendo estos:
factor extracto con 2 niveles (hoja y tallo), factor solvente con tres niveles
(hexano, acetato de etilo y metanol) y factor bacteria con dos niveles (Gram

positiva y Gram negativa).

b) Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de las
diferentes combinaciones de solvente, extracto y bacteria se realiz6 una

prueba de Tukey.

3.- EN LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS
PARTICIONES.

Se realiz6 un analisis de varianza de dos factores, siendo éstos: factor extracto
de tallo con dos niveles (particibn hexanica y particibn metandlica) y factor

bacteria con dos niveles (Gram positiva y Gram negativa).
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RESULTADOS Y ANALISIS

|.-OBTENCION Y DATOS GENERALES DE LA PLANTA

La colecta de la planta Viguiera dentata (Cav.) Sprenguel, se realiz6 en el
municipio de San Rafael Coxcatlan, Puebla en el mes de octubre para la
realizacion de los bioensayos preliminares y en noviembre de 2001 para el
estudio fitoquimico, la identificaciébn taxondmica de la especie fue realizada por
la Biol. Rocio Rosas, el ejemplar fue depositado en el herbario IZTA de la FES

Iztacala. La informacidn obtenida se resume en las tablas 3, 4 y 5.

Tabla 3.- Generalidades de la planta

Nombre cientifico Viguiera dentata (Cav.) Sprenguel
Familia Asteraceae
Nombre comun en la localidad Chimalacate
No. De registro 29 990

Tabla 4.- Datos etnobotanicos de la planta V. dentata en la zona de San
Rafael Coxcatlan, Puebla (Rosas, 2003; Rocha, 2002).

Especie Viguiera dentata (Cav) Sprenguel
Usos Contra la picadura de hormiga ™
y el chincual®
Parte utilizada Hojas
Forma de preparacioén Infusién y cataplasma
Epoca de colecta Noviembre-Febrero

Tabla 5.- Datos etnobotanicos de la planta V. dentata del atlas de las
plantas de la medicina tradicional mexicana lll (Argueta et al., 1994).

Viguiera helianthoides H. B. K.©
Estado Uso
Sonora antiséptico
Quintana Roo antitusivo

1)  Para los piquetes de insectos, principalmente hormigas, se restriega la hoja entre los dedos y se coloca directamente
sobre en la zona afectada.

2) Parael chincual (granitos en los gldteos de los bebés ocasionados por el pafial), se hace una infusion colocando hojas
tiernas en agua hirviendo, se tapa el recipiente, se deja hervir por un “momento” y después con ese preparado se lava
la parte afectada (Canales, en prensa).
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3)  Sin6nimia de Viguiera dentata.

II.- BIOENSAYOS PRELIMINARES

Los rendimientos de los sélidos concentrados a sequedad (para extractos), se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimientos obtenidos de los aceites esenciales, del extracto

acuoso y de los extractos de diferente polaridad de las partes aéreas de

V. dentata.
Extractos y aceites | Sélidos solubles (g.) | Rendimiento (%) || Planta utilizada (g.)
Hexano 3.11 3.37
Acetato de etilo 1.31 1.42 92.16
Metanol 14.49 15.72
Agua 11.89 23.78 50
Aceites esenciales 1.01 0.202 500

Nota. Para los aceites esenciales se utilizé planta fresca, para los demas extractos se utilizo planta seca.

En la Tabla 6 el extracto con mayor rendimiento fue el extracto de metanol

(15.72%) y el rendimiento mas bajo fue el de acetato de etilo (1.42 %).

Los resultados obtenidos para determinar la actividad antibacteriana se
muestran en la Tabla 7.




Tabla 7. Actividad antibacteriana de V. dentata.
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Microorganismo Halos de inhibicion (mm) de los extractos y de los aceites esenciales de
(La simbologia esta V. dentata.
presentadaen la control Hexano Acetato de etilo Agua Aceites
tabla 2) positivo esenciales
B.s. 23.67 £ 2.03 9.00 £0.50 15.67 £1.15 20.66 + 1.15 9.33+£0.57
S.. 23.57+£0.75 || 13.67 £0.57 n.a 11.33+£0.57 n.a.
S.e. 27.00 £0.50 8.33£1.15 n.a 10.00 +£0.50 7.66 £ 0.57
S.a. 25.33+£1.50 9.33 £0.57 n.a n.a 9.33+£0.57
V.ch.No. 01 30.00 +0.82 8.33 £0.57 n.a 11.00 £ 0.50 13.00 + 0.50
V. ch. agua 29.67 +1.15 7.67 £ 0.57 n.a 13.66 +0.57 15.00 +£1.00
V.ch. C.C. 27.33+£2.30 7.00 £0.50 n.a 7.00 +0.50 9.00 £0.50
E.c. 18.80 + 0.34 n.a n.a n.a 9.00 £0.50
E.ae. 21.30 £ 0.50 n.a n.a n.a 9.66 £ 0.57
E.ag. 19.30 +1.15 n.a n.a n.a 8.33£0.57
St. 25.67+ 1.15 n.a n.a n.a 8.00+ 0.50

Promedio de tres repeticiones, con una concentracion de 2 mg/disco. Se utilizd como control positivo cloramfenicol 25 pg/disco y
como control negativo cada uno de los solventes correspondientes (AcoEt y MeOH y para los aceites esenciales y hexano aceite
de olivo estéril).

Nota: El extracto de metanol no presento actividad sobre ninguno de los tipos bacterianos ensayados.

Los extractos de hexano, acetato de etilo y el extracto acuoso no fueron activos sobre: Salmonella Typhi, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella boydii ATCC 8700, Yersinia
enterocolitica, Vibrio cholerae Tor CDC V 23.

Los aceites esenciales no presentaron actividad sobre las bacterias Shigella boydii ATCC 8700, Yersinia enterocolitica, Vibrio
cholerae Tor CDC V 23.

Simbologia: n.a = no presento actividad

En el bioensayo preliminar el extracto metandlico no presenté actividad sobre
las 14 cepas ensayadas; los extractos hexanicos y acuoso presentaron
actividad contra bacterias gram positivas y gram negativas, por otra parte el

extracto de acetato de etilo solo tuvo actividad contra Bacillus subtilis.

Los resultados obtenidos del analisis de varianza de dos factores (ANOVA

bifactorial) se pueden observar en la Tabla 8.
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Tabla 8. Andlisis de varianza de 2 factores.

Factores F P-nivel
Extractos 8.10 0.0089*
Bacteria 1.58 0.2153
Interaccion 9.17 0.00041*

Como se observa en la Tabla 8, se puede afirmar que existen diferencias
significativas (*) entre la actividad de los diferentes extractos (P < 0.01), y
también hubo una interaccién significativa entre el tipo de extracto y el tipo de

bacteria.

Tabla 9. Prueba de Tukey

Extracto/Aceites Bacterias Media
Gram negativas 7.66x0.70
Hexano Gram positiva 10.08+2.27
Gram negativas 10.5£52.92
AcCu0s0 Gram positiva 14.50+5.18
Aceites Gram negativas 12.33+£2.69
esenciales Gram positiva 8.77+0.97

La prueba de Tukey mostré que en el caso de las bacterias Gram negativas,
los aceites esenciales y el extracto acuoso fueron los de mayor actividad y el
de menor actividad fue el extracto hexanico. En el caso de las bacterias Gram
positivas, el extracto con mayor actividad fue el acuoso, con menor actividad el

hexanico y los aceites esenciales (vease Tabla 9).

Para poder observar la actividad de los extractos contra los dos tipos
bacterianos (Gram positivas y Gram negativas) se grafico el halo de inhibiciéon
del extracto contra la bacteria, obteniendo la figura 5, donde se puede observar
gue las bacterias Gram positivas fueron mas sensibles al extracto acuoso y las

Gram negativas a los aceites esenciales.
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Figura 5. Actividad antibacteriana de V. dentata

Con este bioensayo se confirma que la mayor actividad antibacteriana se

encuentra en los extractos hexanicos (Rocha, 2002), lo que puede indicar que

el compuesto con mayor actividad es no polar.

II. Determinacion de la mayor actividad antibacteriana en la planta (tallo,

hojay flor) y rendimiento de cada uno.

Los rendimientos de los sdlidos concentrados a sequedad (del tallo, hoja y flor),

se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Rendimiento obtenido de los diferentes extractos de V. dentata.

Extracto Hexano AcoEt MeOH Cantidad de planta
utilizada (g.)
Hoja 14.94 g. 16.81 g. 78.20 g.
2.58% 2.90% 13.51% 578.42
Tallo 25.27 g. 20.07g. 149.81 g.
1.83% 1.45% 10.88% 1376.832
Flor 28.93 g. 11.96 g. 80.45g.
7.25% 3.00% 13.90% 398.64
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En la Tabla 10 se puede observar que el extracto metandlico de flor tuvo mayor

rendimiento (13.90%) y el rendimiento mas bajo fue el extracto de tallo (1.45%)

con el solvente de acetato de etilo.

Como se puede observar en la Tabla 11 los extractos que presentaron mayor

actividad fueron los hexanicos de tallo y hoja contra bacterias Gram positivas y

Gram negativas, sin embargo este mismo extracto no presento actividad contra

las bacterias Sarcina lutea ni Enterobacter aerogenes; el extracto de acetato de

etilo de flor Unicamente presento actividad sobre Staphylococcus epidermidis.

Tabla 11. Actividad antibacteriana de los extractos de las diferentes

partes (hoja, tallo y flor) de V. dentata, “chimalacate”.

Microorganismo

Halos de inhibicion (mm) de los extractos de V. dentata.

(Lasimbologfaesta || Control Hexano Acetato de etilo
presentada en la L.

tabla 2) positivo Tallo Hoja Flor Tallo Hoja Flor
S.e 27.00+0.50 || 8.33+1.52 || 7.67£057 || 6.66+£0.57 | 7.33+0.57 | 7.66+1.52 | 12.00+0.50

B.s. 23.67 £2.03 || 18.33 £1.52 n.a. 12.66+0.57 n.a. 7.66+0.57 n.a.

Sa. 25.33£1.5 | 15.00+1.73 | 12.00£1.00 n.a. n.a. 7.67 £0.57 n.a.

St 25.67+1.15 || 15.33 £0.57 || 11.66+0.57 n.a. n.a. n.a. n.a.

E.ag. 19.33+1.15 || 17.33+2.88 na na na na. na.

E.c. 18.80+£0.34 || 9.33+0.57 || 12.66+0.57 n.a. n.a. n.a. n.a.

S.b. 19.33£0.58 n.a. n.a. 8.33+1.52 || 8.00 £1.00 || 13.33+1.00 n.a.

Y.e. 21.00+0.50 || 18.33 +1.52 || 9.33+1.15 n.a. n.a. n.a. n.a.

V.ch.Tor. 26.00 +0.50 n.a. n.a. 7.00+0.50 | 11.66+0.57 || 10.66+1.15 n.a.

V.ch.C.C. 27.33+2.33 | 7.66 £1.00 || 12.66+1.15 || 8.00 £0.50 || 11.33+£0.57 || 11.33+0.57 n.a.

V.ch.agua 29.67 £1.15 17.33£2.88 n.a. n.a. n.a. 10.66+0.57 n.a.

V.ch. No. 01 30.00 £0.82 || 16.00+ 0.57 || 8.00 £1.00 || 6.66 £1.15 n.a. 9.33+0.57 n.a.

Se report6 el promedio de tres repeticiones.
Nota: el extracto de metanol no present6 actividad. Ninguno de los extractos presentaron actividad sobre las bacterias Sarcina
lutea y Enterobacter aerogenes. Se utilizd como control positivo cloramfenicol (25 pg/disco) y como control negativo cada uno de
los solventes correspondientes (acetato de etilo y metanol y aceite de olivo estéril para hexanos)
Simbologia: n.a. = no presentd actividad.
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Los resultados obtenidos del analisis de varianza de tres factores se pueden

observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Analisis de varianza.

Factores F P
Solvente 7.99* 0.0052*
Extracto 94.38* 0.0000*
Bacteria 0.41 0.5209
Solvente-extracto 9.42* 0.0001*
Solvente-bacteria 0.01 0.9113
Extracto-bacteria 0.22 0.7966
Extracto-Solvente-Bacteria 0.079 0.9237

En el analisis de varianza se puede afirmar que existen diferencias
significativas (*) entre la actividad de los diferentes extractos, solventes y

solvente -extractos (P < 0.01) (ver Tabla 12).

Tabla 13. Prueba de Tukey.

Solvente-Extracto- Media | Desviacion Interaccion
Bacteria estandar 1 2 3
AcoEt-Tallo-Negativa 1.83 4.97 XXXX
AcoEt-Tallo-Positiva 3.10 1.64 XXXX
AcoEt-Hoja-Negativa 3.83 9.23 XXXX
Hexano-Hoja-Negativa 4,91 7.39 XXXX
Hexano-Hoja-positiva 5.43 5.71 XXXX
AcoEt-Hoja-Positiva 5.53 5.40 XXXX
Hexano-Tallo-Negativa | 10.41* 4.97 XXXX*
Hexano-Tallo-Positiva 12.13* 1.64 XXXX*
AcoEt-Control-Positiva | 24.36* 491 XXXX*
Hexano-Control-Negativa | 24.38* 3.32 XXXX*
AcoEt-Control-Negativa | 24.86* 5.91 XXXX*
Hexano-Control-Positiva || 24.86* 4.06 XXXX*

Nota: Para realizar estas prueba se descartaron del estadistico los extractos de flor debido a que el extracto de acetato de etilo
solamente presentd actividad en una bacteria (ver Tabla 7) y en caso de haberlo considerado produciria errores estndares
demasiado grandes para los otros extractos.
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Como se observa en la prueba de Tukey (Tabla 13) se puede afirmar que
existen diferencias significativas (*) entre la actividad de los extractos, los

solventes y los controles (P < 0.05).

Los extractos hexanicos de tallo fueron los Unicos que mostraron diferencia
significativa (*) en relacién con los otros extractos, pero fue similar la actividad

en cuanto al tipo de bacteria (Gram positiva o0 Gram negativa).
Para poder observar la sensibilidad de los extractos contra los dos tipos

bacterianos se grafico el halo de inhibicidbn del extracto contra la bacteria,

obteniendo la siguiente figura:

35
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Figura 6. Actividad antibacteriana de los diferentes extractos de V.

dentata.
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En la figura 6 se puede observar que el extracto con mayor actividad fue el

hexanico de tallo contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

[ll. Aislamiento de los compuestos activos.

Una vez que se encontrd que el extracto hexanico obtenido de tallo presento la

mayor actividad antibacteriana se realizaron las siguientes particiones:

Extracto hexanico
(25.27 g)

Particion con metanol

— — Interfase — —
Particion hexanica Particion metandlica
(4.99 g.)
(no polar) (6.24 g.) (polar) (13.74 g.)

Diagrama 1. Particiones del extracto hexénico de tallo.

La actividad antibacteriana se evalu6 contra una bacteria Gram positiva y una

Gram negativa, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Actividad antibacteriana de las particiones del extracto hexanico

de tallo.

Microorganismo Control Particion Interfase Particion
(La simbologia positivo hexanica metandlica
esta presentada

en latabla 2)
B.s. 23.67+2.03 10.33+1.15 8.00+0.50 6.33+0.57
V. ch. agua 29.67+1.15 13.67+0.57 9.67+0.57 7.00+1.00

Halos de inhibicion en mm. Datos obtenidos al realizar el bioensayo con cada una de las particiones del extracto hexanico de
tallo, el resultado es el nimero promedio de tres repeticiones.
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Los resultados obtenidos del andlisis de varianza de dos factores se pueden

observar enla Tabla 15.

Tabla 15. Andlisis de varianza bifactorial de la particion hexanica de tallo.

Factores F P

Extracto 48.56 1.77X10°

Bacteria 18.06 0.0011
Interaccion 3.06 0.084

Como se observa en la tabla 12 se puede afirmar que existen diferencias
significativas en la actividad antibacteriana entre los extractos y también entre

el tipo bacteriano (Gram positivas y Gram negativas).

Debido a que estadisticamente presentan diferencias significativas y se puede
considerar que la particiones hexénicas fueron los extractos con mayor
actividad, se realiz6 el aislamiento del principo activo con el extracto hexanico

de tallo.

Se corrid6 una cromatografia en columna con la particion hexanica, de la
columna se obtuvieron 325 fracciones de 100 ml cada una, se agruparon
mediante cromatografia de placa fina, finalmente se obtuvieron 17 fracciones
(Tabla 16).
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Tabla 16. Fracciones obtenidas por cromatografia de columna de la

particion hexénica de la planta V. dentata.

Fraccion Fracciones de | Rendimiento |Rendimiento %| Fase moévil
la columna mg

1 1-16 21 0.015 98-2
Hexano- AcoEt

2 17-21 4 2.90 x10°®

3 22-27 98 0.071 055

: 1555 T T3 aigT | Hexano-AcoEt

6 60-82 55 0.039

7 83-112 20 0.014

8 113-124 1 7.26 x10-* 90-10
Hexano-AcoEt

9 125-129 12 8.71 x 10° 80-20

10 130-132 4 2.90 x 10° Hexano-AcoEt

11 133-156 32 0.023 70-30

12 157-169 43 0.031 Hexano-AcokEt

13 170-184 3 2.17 x 10° 50-50
Hexano-AcoEt

14 185-187 13 9.44 x 107 40-60
Hexano-AcoEt

15 188-209 11 7.98 x 107 30-70
Hexano-AcoEt

16 210-234 38 0.027 10-90
Hexano-AcoEt

17 235 11 7.98x 10°° MeOH

(una Gram positiva y una Gram negativa) (Tabla 17).

La actividad antibacteriana de las 17 fracciones fue evaluada con dos bacterias

Tabla 17. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las fracciones

obtenidas por cromatografia de columna de la particion hexanica de V.

dentata.

Microorganismo Control Fracciones obtenidas por cromatografia de
(La simbologia esta positivo columna
presentada en la tabla
2) 1 213149 J11)12) 14 15 ) 17
B.s. 2367203 | 6 | 6 (| 7 {7 7| 7| 7 || 14 | na|n.a
V.ch. agua 2967+1.15 10101191214 |nafna.| 8 7

Nota: las fracciones 5, 6, 7, 8, 10, 13, 16, no presentaron actividad contra ninguna de las dos cepas bacterianas.
Simbologia: n.a = no present6 actividad. Halos de inhibicién (mm)
Se realiz6 esta evaluacion para conocer que fracciones presentan actividad antibacteriana.
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De la fraccion 5 se obtuvieron cristales blancos con punto de fusion de 85-90
°C, no presentaron actividad, en base al punto de fusion podria considerarse al

compuesto como cera.

Como la fraccion 3 cristalizd y presentd una actividad antibacteriana
considerable, se decidi6 determinar la estructura quimica del compuesto

responsable de dicha actividad.

IV. Elucidacién de la estructura.
Se determinaron los siguientes parametros: punto de fusion, fluorescencia UV,
color, Rf (Tabla 18), espectro de absorcibn en el ultravioleta, infrarrojo,
resonancia magnética nuclear de protones (RMN'H), resonancia magnética
nuclear de carbono 13 (RMN®C).

Tabla 18. Parametros de la fraccion activa pura.

Punto de fusién 160-163 °C
Rf (fase movil Hexano-AcoEt 95-5) 0.542
Fluorescencia UV revelada con sulfato sérico 264 nm
Color Amarillo claro
Rendimiento 98 mg (0.071%)

Como se observa en el cuadro anterior el punto de fusién fue de 160-163 °C,
esto quiere decir que el compuesto tiene un grado de pureza aceptable ya que

el rango de la temperatura de fusion es pequefio.
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Figura 7. Espectro de absorcion de UV del compuesto aislado de
V. dentata.
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Como se observa en el espectro de UV, el compuesto absorbe a 264.17,
265.94 y 269.06 nm., lo cual sugiere la presencia de terpenos, ya que estos
presentan una absorcion de 275 a 380 nm, aunque puede variar por efecto de
los diferente solventes, en el que se disuelve o se aisla el compuesto (Dey y
Harbone, 1991).
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Figura 8. Espectro de infrarrojo del compuesto aislado de V. dentata.
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El andlisis de espectroscopia de Infrarrojo muestra los principales grupos

funcionales de la molécula. En la Tabla 19 se observa la presencia de las

bandas de absorcion del espectro de infrarrojo.

Tabla 19. Grupos funcionales asignables a las bandas de absorcion del

espectro de infrarrojo

Bandas de absorcién

Grupo funcional asignable

3064.84 OH de carboxilo
2921.50, 2846.41y - CH, -CH,y —CHjs

2730.37 grupos alquilos y grupos alcanos

1741.74 Acido Carboxilico

1690.77 y 1656.79

Enlaces doble carbono (C=C)

1466.50 y 1442.71

Hidrocarburos con enlaces simples
(C-C)

En 3064.84 se observa la sefial del grupo OH de carboxilo, cuando el enlace de

hidrégeno existe en pequefia cantidad (o no tiene importancia), se observa un

pico de OH mas angosto y menos intenso.
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Los enlaces entre 4tomos de carbonos sp? (C=C) dan lugar a absorciones

caracteristicas de intensidad variable, entre 1600 y 1700 cm™.

Los enlaces entre atomos de carbono sp® (enlaces simples C-C) en anillos
aromaticos dan lugar a absorciones débiles en el infrarrojo (2921, 50, 2846.41 y
2730.37 cm™), la confirmacién de estos se observa a 1466.50 y 1442.71 cm-*.
En 1741.74 se observa la sefial del carbonilo de acido.

Figura 9. Espectro de RMN'H del compuesto aislado de Viguiera dentata
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Figura 9. Espectro de RMN'H del compuesto aislado de Viguiera dentata

continuacion.

El espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno, permitié conocer

las diferentes sefales de resonancia de cada protén (H’) para ubicar a cada



51

uno de ellos en la conformacion espacial de la molécula, en el cual se

presentaron las siguientes sefales:

De 5.7512 a 5.4503 se puede observar la sefial de los protones vinilico con
respecto a otro = 5.74 (d, J=5.58) y =5.46 (d, J=5.85).

Entre las sefales 4.7977 a 4.7391 se observa el protéon del carbono 5 = 4.76
(1H,d, J=15) la sefal de protén del carbono 6 se observa como un cuadruplete
4.57 (d,d, J1:=3.81; J,=1.77).

En 2.87 (triplete) se tiene la sefial del proton del carbono 13; finalmente en
2.1786 a 2.0115 se tienen las sefales de los protones alquilicos. En la Tabla 20
se puede observar el resumen de los principales desplazamientos quimicos

encontrados.

Tabla 20. Desplazamientos quimicos observados en el espectro de RMN*H

del compuesto activo puro de V. dentata

Desplazamiento Integracién Multiplicidad | Acoplamiento Grupo
(ppm) J
5.7512 Vinilicos
5.74 1H d 5.58
5.46 1H d 5.85
5.4503
4.7977 Alquilico
4.76 1H d 15
4.7391
4.57 1H c 3.81 Alquilico
1.77
2.6387 1H t Alquilico
2.1786 1H s Alquilico
2.0115

De 5.7512 a 5.4503 se puede observar la sefial de los protones vinilicos con
respecto a otro =5.74 (d, J=5.58) y = 5.46 (d, J=5.85).Entre las sefales 4.7977
a 4.7391 se observa el protén del carbono 4.76 (1H, d, J=15) la sefial del
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protén del carbono seis se observa como un doble de dobles 4.57 (d d J,= 3.81;
J, = 1.77).

Figura 10. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono®® del

compuesto aislado de Viguiera dentata.
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Figura 10. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono®® del

compuesto aislado de Viguiera dentata continuacion.
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Figura 10. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono®® del

compuesto aislado de Viguiera dentata continuacion.
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El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono™® nos indica las
sefales de resonancia de cada carbono que forma parte de la estructura de la

molécula.

Tabla 21 .Asignacion de los desplazamientos del **C-NMR (ppm) del

compuesto aislado de V. dentata.

12
ne” ne
GG e
2(:/C\mc|:/c\8 \/C
3(|: 5C|: 7C|: 15C
\4C/ \GC/
5’ \lQCOOH
Carbonos asignables 13C-NMR sefiales quimicas (ppm) del
compuesto aislado de V. dentata.

C-1 40.6
C-2 19.6
C-3 38.8
C-4 43.8
C-5 57.04
C-6 22.3
C-7 41.2
C-8 48.9
C-9 55.1
C-10 39.6
C-11 18.6
C-12 33.08
C-13 44.2
C-14 39.6
C-15 49.02
C-16 155.9
C-17 102.9
C-18 29.1
C-19 189.3
C-20 15.5
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Se compararon los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono

obtenidos del espectro del acido ent-Kaur-16-en19-oico (Dey y Harbone, 1991)

Tabla 22. Comparacién del **C-NMR del compuesto aislado de V. dentata.

CARBONOS ASIGNABLES

A=

BC-NMR

sefales

guimicas (ppm) del acido
kaurenico-16-en-19-oico.

B= BC-NMR sefiales

guimicas

(ppm) del

compuesto aislado de V.

dentata.
C-1 41.1 40.6
C-2 19.8 19.6
C-3 38.6 38.8
C-4 43.8 43.8
C-5 57.1 57.04
C-6 22.5 22.3
C-7 415 41.2
C-8 44.4 48.9
C-9 55.2 55.1
C-10 39.9 39.6
C-11 18.6 18.6
C-12 33.3 33.08
C-13 44.2 44.2
C-14 39.9 39.6
C-15 49.2 49.02
C-16 155.7 155.9
C-17 103.5 102.9
C-18 29.3 29.1
C-19 179.9 189.3
C-20 16.0 15.5

En el espectro de masas (Figura 11) se observa que el ion molecular del

compuesto es de 302 e/z, el cual coincide con el del acido ent-Kaur-16-en19-

oico (CoH3002). Por lo que se decidié comparar el Peso Molecular y los picos

principales del &cido kaurenoico con las sefiales obtenidas del compuesto

aislado (Tabla 23).
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Tabla 23. Comparacion de las sefiales obtenidas del espectro de masas

del compuesto aislado de V. dentata con los picos principales del

espectro de masas del acido kaurenoico.

Compuesto aislado de V. dentata | Acido kaurenoico (Mitscher et al., 1983)
302 302
287 287
259 259
241 241
213 213
187 187
159 159
147 147
135 133
119 131
105 105
91 91

Como se puede observar en la Tabla 23 las sefiales del compuesto aislado

corresponden al acido kaurenoico.
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Figura 11. Espectro de masas del compuesto con actividad antibacteriana
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Con las constantes espectroscopicas registradas con los espectros de UV,

RMN'H RMN™C y de masas, se llegé a la determinacion de la estructura

quimica del compuesto con actividad antibacteriana, el cual fue el &acido

kaurenoico (acido ent-Kaur-16-en19-oico), cuya férmula se muestra en la figura

12.

316
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Figura 12. Estructura propuesta del compuesto aislado de Viguiera
dentata (Cav.) Sprenguel responsable de la actividad antibacteriana.

Y%

\O
OH

Estructura que corresponde al compuesto acido ent-Kaur-16-en19-oico, con férmula

condensada CygH300, y un peso molecular de 302.

V. Determinacion de MIC y CBM del compuesto activo aislado de la planta

Viguiera dentata.

En la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Concentracion
Bactericida Minima (CBM), se utiliz6 la microtécnica de dilucion en caldo (Koneman,
1985). Utilizando las 14 cepas bacterianas. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 24.
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Tabla 24. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Concentracion

Bactericida Minima (CBM) del compuesto activo puro.

Cepas CMI CBM
bacterianas [ ]mg/ml [ 1mg/ml

B.s. 0.125 0.25

S.e. 0.250 0.375

S| 0.125 0.25

S.a 0.250 0.375
E.c. 0.75 2.0
V.ch. cc 2.0 >2.0
V. ch. agua 0.75 15
V.ch. Tor 0.75 15
V.ch. no.01 0.375 0.75

S.b. 0.250 0.375
St 15 2.0

E. ae. 2.0 >2.0
E. ag. 2.0 >2.0
Y.e. 1.0 2.0

Simbologia: > = mayor
CMI= concentraciéon Minima Inhibitoria

CBM= Concentracién Bactericida Minima.

En la Tabla 24 se muestra que la bacteria Bacillus subtilis fue mas sensible que
la bacteria de Vibrio cholerae aislado de agua contaminada puesto que los
valores de CMI fluctian entre 0.25 y 0.5 mg/ml; el valor de CBM es de 0.5
mg/ml para esta bacteria, cabe mencionar que ambos valores de MIC y CBM
para estas cepas se encuentran muy cercanos entre si. También se muestran
los valores para la bacteria de Vibrio cholerae aislada de agua contaminada la
cual fue mayor el valor para MIC de 1.00 mg/ml y para CBM fue mayor de 2

mg/ml.

Concluido el aislamiento de uno de los principios activos de la planta, se

decidié evaluar si el compuesto inhibia el crecimiento de la levadura Candida
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albicans. Pero al realizar el bioensayo, el principio activo no presentd actividad

antifungica sobre la levadura ensayada.

Se decidié comparar el rendimiento del acido kaurenoico (Tabla 18) con el

rendimiento obtenido de otras especies de Viguiera (Tabla 25).

Tabla 25. Rendimiento del 4cido kaurenoico en algunas especies del

género Viguiera.

Especie Rendimiento Localidad Otros datos Referencia
%
mpl70-174°C, Marquina,
V. decurrens 0.1151 Chihuahua 100:0:0 hexano, 2001
percolacion
Hexano-acetato 9:1 Alvarez et
V. hypargyrea 0.32 Durango CH,Cl,-Me,CO 98:2 al., 1985
Hexano- EtOAc 9:1 Zamilpa et
V. hyparhyrea Raiz: 0.02 Durango Rf 0.65 m.p.165-167 al., 2001
°C;.44.8° , CHCI3
Bohlmann et
V. bischopii Raiz: 0.08. Bolivia Et,O-petrol 1:10 al., 1981
Raiz: 0.91 Bohlmann et
V. procumbens Aéreas:0.086 Bolivia Et,O-petrol 1:10 al., 1981
Raiz: 0.08 Bohlmann et
V. lanceolada Aéreas: 0.028 Bolivia Et,O-petrol 1:10 al., 1981
Bohlmann et
V.pazensis Aéreas: 0.011 Bolivia Et,O-petrol 1:10 al., 1981
Bohlmann et
V. incana Aéreas: 0.13 Ecuador Et,O-petrol 1:10 al., 1981
Raiz: 2.21 Bohlmann et
V. dentata Aérea: 0.42 Bolivia al., 1981
Aéreas: 1.28 Columna hexano- Gao et al.,
V. dentata Chiapas CH2CI2-MeOH(7:4:1) 1985
Aéreas: 0.071 San Rafael m.p.160-163°C, Rf=
V. dentata Coxcatlan, 0.542, Hexano-AcoEt Tabla 15
Puebla. 95-5

En la Tabla 18 y 25 se muestra el rendimiento del acido kaurenoico en

diferentes especies del género Viguiera y se observa gran diferencia en el

rendimiento del compuesto segun la especie y la parte de la planta de que fue

aislado.
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DISCUSION

|.-OBTENCION Y DATOS GENERALES DE LA PLANTA

Se colecto la planta en su época de crecimiento, que comprendié entre los
meses de octubre y noviembre del 2001, ya que la acumulacion de gran parte
de los metabolitos secundarios, producidos por las plantas superiores, parece
ser regulada durante el desarrollo y puede responder a sefiales tanto internas
como externas (Flores et al., 1989). Entonces la época de colecta es un factor
importante para el estudio de las plantas medicinales, pues se ha comprobado
gue las plantas biosintetizan metabolitos secundarios en diferentes fases de su
desarrollo y en diferentes estaciones del afio en relacion directa a los cambios

medioambientales.

Se utilizo el criterio etnobotanico para la eleccion de la especie puesto que es
de gran importancia en la medicina tradicional de nuestro pais que se ha ido
perdiendo, por los fuertes procesos de aculturizacion y pérdida de interés
tradicional por las nuevas generaciones (Cervantes y Valdés 1990). Asi el tener
una investigacion etnobotanica como antecedente juega un papel basico y
fundamental en la metodologia de esta investigacion asi la realizacion de estos
estudios (etnobotanica, bioquimica vegetal y fitoquimica) pueden indicarnos la
ruta de aislamiento y sintesis mas rapida y econdémica de compuestos
fitoquimicos de interés comercial que puden ser mas econémicos. Es necesario
rescatar el conocimiento tradicional de las plantas medicinales sistematizar
dicha informacién, extrapolarlo con los estudios quimicos y fitoquimicos que se
le han realizado a las plantas esto permite tener modelos estructurales en base
a la relacion estructura quimica-actividad, asimismo no sélo se conoce la
utilizacién de la planta sino la posible relacion bioldgica y quimica que tiene la
planta y esta con otras con las que aparentemente no tiene ninguna conexién

taxonémica.
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Il.- Bioensayos preliminares

Para realizar el estudio preliminar se utilizé el método de percolacion ya que es
un método eficiente y rdpido en comparacion con otros métodos de separacion
de compuestos, como por ejemplo maceracion, tinturas, reduccion, de coccion,
infusion (Soriano, 1994), que requieren de diversos metodologias por ejemplo:
unas requieren de calor, pero se pueden perder compuestos volatiles de bajo
peso al hervir, otras se dejan reposar en alcohol u otro solvente durante 7 a 14
dias segun la planta por lo tanto se requiere de mucho tiempo para poder
extraer los compuesto y mas tiempo, si se requieren de distinta polaridad (baja

a alta polaridad) ademés la mayoria se debe de filtrar (apendice 1).

Se prepar6 un extracto acuoso ya que estudios etnobotanicos previos (Rosas
2003; Canales en proceso) mencionan que en la zona utilizan la planta por
medio de infusiones, bafios y cataplasma (Tabla 3) asi justificar el uso del el
extracto acuoso, compararlo contra los extractos de diferente polaridad y
verificar si el extracto hexanico presenta la mayor actividad antibacteriana
(Rocha, 2002).

Viguiera dentata es una planta que contiene aceites esenciales que le confiere
un olor agradable, especialmente cuando esta fresca; los componentes de los
aceites esenciales no s6lo poseen aromas agradables sino que con frecuencia
tienen propiedades biologicas interesantes (Gros et al., 1985; Dey y Harborne
(1991); Harborne 1993), por lo que se decidi6 determinar la actividad

antibacteriana.

Se obtuvo un rendimiento de 0.202 % de los aceites esenciales este resultado
concuerda con lo mencionado por Bruneton (1991), cuantitativamente, los
contenidos en aceites esencial son muy bajos, normalmente inferiores al 1 %,
ademas la concentracion de varios ingredientes en aceites esenciales en las
mismas especies de plantas puede variar por la ecologia, (factores del entorno,
las condiciones climaticas y la naturaleza del suelo), también los factores de
crecimiento de la planta influyen directamente en la produccion de aceites
(Deans y Svoboda, 1989; Wang y Yin, 1991; Yin, 1991).
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El mayor rendimiento (Tabla 6) lo obtuvo el extracto de metanol y el menor
rendimiento el de acetato de etilo. Las plantas producen compuestos
secundarios que las protegen contra los ataques de hongos, bacterias e
insectos (Coley et al., 1985; Harborne, 1988). La pared celular vegetal presenta
una barrera contra la entrada en el citoplasma de organismos potencialmente
patdgenos, asi cuando se ven expuestas al atague por microorganismos, hay
una interaccion considerable de moléculas de origen microbiano vegetal
defensivas, (Margalef, 1977; Azcon-Bieto et al., 1993) por tanto existe una
particular resistencia inducida (Margalef, 1977) se sabe que al tener esta
interaccion la planta produce estos metabolitos que pueden explicar junto con
otros factores ambientales el porque se obtiene mayor o menor rendimiento de
los extractos o el porque se encuentran ciertos compuestos (Flores et al.,
1989).

El extracto metandlico no presentd actividad contra ninguna de las 14 cepas
bacterianas, el extracto de acetato de etilo Unicamente fue activo contra la
bacteria Bacillus subtilis (Tabla 7); el extracto hexanico y el extracto acuoso
tienen mayor actividad contra la bacteria Bacillus subtilis. El extracto acuoso no
presentd actividad contra Sarcina lutea en comparacién con el extracto
hexanico y los aceites esenciales, probablemente al realizar la liofilizacion, el
extracto acuoso contenia compuestos pequefios que se pudieron volatilizar
puesto que esta técnica se hace a presion reducida y alto vacio, tal vez algunos
de estos compuestos tenian o actuaban junto con otro compuesto (sinergismo)
en la inhibicion de Sarcina lutea; por lo que se recomienda extraer estos
compuestos con algun otro solvente. El hecho de que el extracto metandlico no
presente actividad antibacteriana y el extracto acuoso si presente y los dos
extractos son polares, radica en la diferente forma que se obtuvieron y los
posibles compuestos que contiene cada uno, el extracto acuoso se realizd
mediante la técnica de infusion (apéndice 1) asi el extracto contiene todos los
compuestos presentes en la planta (compuestos de baja a alta polaridad) y el
extracto metandlico se realizé mediante la técnica de percolacion (apéndice 4)
empezando desde polaridad baja a alta (hexano a metanol) asi el extracto

metanolico Unicamente contiene compuestos polares ademas este
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procedimiento se realiza en frio y el de infusion requiere calor esto hace que el
extracto contenga compuestos de polaridad baja y de bajo peso molecular y el

otro no.

Al comparar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales se encontro la
presencia de halos de inhibicion en las mismas bacterias que presenta el
extracto acuoso y el extracto hexanico pero con la gran diferencia de presentar
actividad con cuatro bacterias mas: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,

Enterobacter agglomerans y Salmonella typhi (bacterias gram negativas).

Al comprobar que los aceites esenciales de la planta Viguiera dentata,
presentaron actividad antibacteriana, probablemente al realizar la extraccién
por arrastre de vapor se aislaron monoterpenos hidrocarburos, alcoholes o
cetonas que son los mayores constituyentes de los aceites (Gros et al., 1985) y
podria ser uno o varios de estos compuestos lo (s) responsable(s) de la
actividad antibacteriana que se presenta; ya que algunos monoterpenos y
compuestos fendlicos de bajo peso molecular presentes en los aceites
esenciales de las plantas poseen una actividad antimicrobiana inespecifica
puesto que tienen la capacidad de disolver las membranas celulares, con esto,
se produce un efecto similar al de la lisis bacteriana provocada mediante
enzimas liticas (lisozimas) o por tratamiento con disolventes organicos (Harvey,
1982) este efecto es observado especialmente en bacterias gram negativas
(Kubo, 1993) esto es concuerda con los resultados que obtuvimos para aceites

esenciales (Tabla 7y 9)

Son de gran importancia los terpenos que se puedan encontrar en los aceites
esenciales pues tienen diversas funciones en la planta, como la inhibicion de
hongos y bacterias, emiten sefiales de atraccion o repelacién influyendo en la
depredacion de la planta; asi como en el fenébmeno de alelopatia donde inhibe
la germinacion de otras especies competitivas (Crawford, 1989; Harborne,
1993).

Los extractos acuosos y hexanicos presentaron menor actividad en las

bacterias gram negativas esto era de esperarse pues generalmente estas
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bacterias son mas resistentes que las bacterias gram positivas (Pa et al., 195;
Vlietinck et al., 1995; Kudi et al., 1999).

Al observar que no existe mucha diferencias significativas entre el extracto
acuoso Yy el extracto hexanico, este ultimo extracto nos hace pensar como ya
se habia mencionado que la actividad se debe principalmente a la presencia de
compuestos poco polares ademas de que el extracto de hexanos es una
fraccion y el extracto acuoso concentra todos los compuestos de la planta.
Para separar y purificar el compuesto con actividad es mas facil aislarlo de una
fraccidbn que de un extracto que contiene muchos compuestos de diferente

polaridad.

Al separar la planta y evaluar la actividad antibacteriana de los diferentes
extractos, los hexanico presentaban mayor actividad contra mas bacterias
(Tabla 11); pero esto no s6lo se observé para esto sino para todos los demas
extractos, la actividad contra diferentes bacterias tanto gram positivas como
contra bacterias gram negativas aumenta conforme se separan las diferentes

partes de la planta.

Al realizar el analisis de varianza de la actividad antibacteriana se esperaba
encontrar la mayor actividad en los extractos de hoja ya que el estudio
etnobotanico refiere que son precisamente las hojas tiernas las que usa la
gente en San Rafael Coxcatlan, sin embargo se encontré que la mayor
actividad la presenta el extracto de tallo (Tabla 11). En la zona de estudio
utilizan la hoja joven de la planta pero al utilizarla llevan parte del tallo (Canales

comunicacion personal) por lo que el empleo de esta planta resulta eficaz.

La actividad encontrada en tallo y en hojas puede deberse a que el transporte
de sustancias organicas es consecuencia de la especializacion funcional que
son distribuidos desde las zonas de sintesis (hojas) o de almacenamiento
(parénquimas reservantes) a todos los 6rganos de la planta, donde son
necesarios para el metabolismo y el crecimiento; las hojas en desarrollo
reciben la mayor parte de los metabolitos desde las hojas adultas situadas en

la region apical de la planta, mientras las raices los reciben desde las hojas
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mas basales; esto se realiza en el floema mediante el paso obligatorio del tallo
(corteza)(Azcon-Bieto et al., 1996), entonces en el tallo se encuentra la mayor

concentacion del compuesto responsable de la actividad.

También se sabe que los productos secundarios al sintetizarse se encuentran
en tejidos especificos en la planta completa, la sintesis se lleva a cabo en la
fase estacionaria; asi la expresion de las vias de sintesis de los metabolitos
secundarios en las plantas generalmente se encuentran en tejidos especificos
(etapas particulares de su desarrollo), pero también la acumulacion de gran
parte de los metabolitos secundarios, parece ser regulada durante el desarrollo
(Flores et al., 1989).

[ll. Aislamiento de los compuestos activos.

Al realizar la cromatografia se observé que la fraccion 5 cristalizd, no presento
actividad pero presenta un color blanco y un punto de fusion bajo (85-90 °C),
caracteristico de las ceras y puede ser considerado como tal debido a que la
ceras se encuentran depositadas sobre las paredes externas de las células
epidermidicas de las partes aéreas de las plantas (tallo y hojas principalmente)
(Romo de Vivar, 1985; Azcon-Bieto et al., 1993) ademas de haber sido
obtenidas con solventes de baja polaridad (hexano-acetato de etilo 95-5
respectivamente) también caracteristico de estas (Bruneton, 1991). Las ceras
son de caracter hidrofobico, reducen de forma importante la permeabilidad al
agua Yy los solutos restableciendo una barrera fisica que evita su pérdida a
través de la interfase planta-aire, restringiendo también la difusion de gases; las

ceras son comunes en plantas de regiones aridas (Azcon-Bieto et al., 1993).

En el presente estudio, a diferencia del trabajo de Rocha (2002) que solamente
trabajé ensayos preliminares de toda la planta, se trabajé cada parte aérea,
encontrando la ventaja de que fraccionando desde un principio la planta y
realizando particiones de cada extracto con metanol para separar sustancias
polares y con hexano para obtener sustancias no polares, resulta mas facil
separar grandes grupos de compuestos a partir de su polaridad; la desventaja

de este método es el tiempo que se emplea en la etapa de percolacion de cada
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parte de la planta, pero que es compensado ya que es un método mas rapido
para aislar y separar los principios activos; siempre y cuando se puedan llevar
a cabo las particiones, ya que muchas veces aunque se realicen las particiones
no se logran separar facilmente los compuestos o se disuelven totalmente y
después se tienen que separar mediante un embudo de separacion y para esto
se requiere mas tiempo y al realizar una cromatografia de capa fina (CCF) no
se logra observar la separacion de compuestos por polaridad, ya que muchos
de estos pueden presentar polaridades similares, otra desventaja puede ser
que al realizar las particiones de los extractos y realizar la purificacion del
compuesto el rendimiento sea poco y no sea suficiente para realizar las

pruebas para su identificacién o para determinar su actividad biolégica.

V. Elucidacion de la estructura.

Al principio se podria pensar que el compuesto que se aisléo del extacto
hexanico era un terpeno ya que son comunmente de olores fuertes y la
sustancias son de consistencia grasosa y contienen un punto de fusion de 140-
180 C° (Harborne y Baxter, 1993). Al observar que en espectro de UV el
compuesto absorbe a 383.00 nm, a 264.17, 265.94 y 269.06, sugiere la
presencia de terpenos, ya que estos presentan una absorcion de 275 a 380
nm, aunque puede variar por efecto de los diferente solventes, en el que se
disuelve o se aisla el compuesto (Dey y Harborne, 1991) y al complementarlo
con el espectro de RMN C* se puede confirmar que es un diterpeno ya que

presenta 20 carbonos caracteristico de éstos (Gros et al., 1985).

Es importante hacer notar que en los espectros se observa la presencia de otro
compuesto; que no se detectd en las cromatografias de placa fina que se
realizaron para determinar la pureza del compuesto y que al ser reveladas con
sulfato sérico s6lo mostraron una mancha debido a que la concentracion fue
baja, sin embargo el compuesto fue detectado en los estudios
espectroscépicos realizados ya que éstos son mucho mas sensibles. La
presencia del compuesto contaminante puede deberse a varios factores: a) el
compuesto activo sufrié alguna alteracion durante el proceso de purificacion, b)

tal vez se trate de un intermediario de la ruta de biosintesis del compuesto
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activo con propiedades muy similares y por lo tanto se aisl6 con éste
(Hernandez, 1999).

VI. Determinacion de la actividad antibacteriana del compuesto activo

aislado de la planta Viguiera dentata.

Al realizar los ensayos preliminares para determinar la actividad de los
extractos, estos se encontraban a una concentracion de 2 mg/10ul, se observo
que el extracto hexanico presentd actividad contra la bacteria V.ch. agua
(Tablas7, 11 y 14) de igual manera se observé actividad al evaluar el
compuesto puro (Tabla 17), sin embargo al determinar CBM este valor quedo
por arriba de 2 mg/ml (Tabla 24), esto probablemente se debié a que en los
bioensayos preliminares y al evaluar el compuesto puro junto con las
fracciones, el extracto se realiz6 mediante la técnica de difusiébn en agar, en
cambio cuando se determin6 CBM el extracto se incluyé en el caldo
(microtécnica de dilucion en caldo) y como se trata de compuestos no polares y
el medio es hidrofilico, hubo poco contacto con la bacteria.

Aunque los resultados parecen indicar que los extractos crudos pueden ser
mas efectivos que los compuestos purificados. La pérdida en la actividad con la
purificacion sugiere efectos sinérgicos con otros compuestos presentes en la
planta (Pistelli et al., 2000). Fue notorio que conforme se purificaba el
compuesto activo se reducia la cantidad necesaria de sustancia para observar
halos de inhibicibn. Se podria afirmar que presenta un amplio espectro de
actividad antibacteriana.

La eficacia de MIC y CBM es de gran importancia para saber la cantidad que
se requiere para inhibir o matar un tipo de bacteria y es un factor determinante
para evaluar un antibiético, la sustancia antibacteriana es importante si su
indice terapéutico (que es la relacion entre la dosis tdxica y la concentracion

minima inhibitoria) es grande (Avila, 2002).

Mittscher et al., (1983) reporta que el &cido Ent-Kaur-16-en-19-oico no presenta

actividad contra Salmonella gallinarum, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
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aureus, Escherichia coli y Candida albicans a concentraciones de 100 pg/ml;
pero si contra Mycobacterium smegmatis (MIC 25 pg/ml). Marquina et al.,
(2001) reportan que el acido Ent-kaur-16-enl19-oico no presenta actividad
contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Pseudomona aureginosa, Trycophyton mentagrophytes y Candida albicans a
concentraciones mayores de 400 pg/ml; este dltimo dato concuerda con
nuestros resultados, puesto que el acido Ent-Kaur-16-en19-oico que se aislo
tampoco presentd actividad contra esta levadura. Velikova et al., (2000)
menciona que el acido kaurenoico tiene actividad contra S. aureus (16 £1 mm)
pero no contra E. coli (400 pug en copa); Zgoda-Pols et al., (2002) mencionan la
actividad antimicrobiana contra Mycobacterium smegmatis (MIC 6.25 pg/ml)
pero no contra Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus resistente a
metacilina, Candida albicans y Criptococcus albidus (> 100 pg/ml 96-
pozos/placa) Wilkens et al., (2002) menciona que el acido kaurenoico presenta
actividad selectiva contra bacterias gram positivas, es bacteriolitico para
Bacillus cereus, por otra parte, las mutantes LPS de Salmonella typhi son
resistentes a este compuesto, pero los esferoplastos de Escherichia coli son

mas sensibles.

En el presente trabajo el &cido kaurenoico (AK) presenta actividad
antibacteriana contra las catorce cepas bacterianas, en particular contra
Bacillus subtilis y Sarcina lutea, Lo que concuerda con los resultados de
Wilkens et al., (2002) que menciona la actividad selectiva contra bacterias gram
positivas puesto que en nuestros resultados las bacterias gram negativas
(Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans y Vibrio cholerae aislada
de un caso clinico) requiere una concentracion mayor para inhibir su
crecimiento asi como para actuar como bactericida en comparacioén con las

bacterias gram positivas (Bacillus subtilis)(Tabla 24).

El hecho de que Mitscher et al., (1983) y Marquina et al., (2001) reportan que el
acido kaurenoico no presenta actividad contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, a concentraciones mayores de 100 y 400 pg/ml
respectivamente y Velikova et al., (2000) menciona lo mismo para esta Ultima

bacteria y nuestros resultados difieren de estos (Staphylococcus aureus, MIC
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mayores de 0.250 ug/mly menor de 0.375 pg/ml y Escherichia coli MIC de 0.75
pug/mly CBM de 2.0 ug/ml); radica en el método, la concentracion y el medio de
cultivo empleado, pues Wilkens et al., (2002) al realizar la caracterizaciéon de la
actividad bactericida del &cido kaurenoico contra Bacillus cereus dice que el
utilizar determinado meétodo para evaluar la actividad antibacteriana de
compuestos hidrofébicos, en este caso del acido kaurenoico esa actividad
antibacteriana en particular es afectada por la composicion y el pH del medio
de cultivo, pues al evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos, los
valores de MIC incrementan por agitacion del LB (Luria-Bertani) y MH (Mueller-
Hinton) complejo medio, el efecto de lisis disminuye en un medio de cultivo
denso, esto quiere decir que el efecto litico y la retencidn del &cido kaurenoico
(AK) depende de la densidad del medio de cultivo y de la forma que presente la
bacteria a ensayar, presentando mayor actividad antibacteriana las formas
esféricas y las vesiculas. También menciona que la insolubilidad del compuesto
en medios acuosos es limitada usando métodos con disco de papel, entonces
los resultados van a ser diferentes y dependen de la interaccion de los
compuestos orgénicos y el medio de cultivo utilizado. Asi al tratarse de
compuestos no polares y el medio es hidrofilico, el contacto con la bacteria fue
minimo por lo tanto no hubo interaccion y no presentaron actividad (Hernandez,
1999).

El mecanismo de accion de los terpenos no ha sido totalmente entendido, pero
se especula que involucra el rompimiento de la membrana por sus compuestos

lipofilicos.

Como el compuesto fue activo tanto en bacterias gram positivas como en gram
negativas se podria descartar la posibilidad de que actie a nivel de pared
celular, por lo que es probable que actie a nivel de inhibicion en la sintesis de
alguna biomolécula (Hernandez, 1999).

Como la actividad antimicrobiana es inespecifica puede tener la capacidad de
disolver las membranas celulares, con esto, se produce un efecto similar al de
la lisis bacterianas provocada mediante enzimas liticas (lisosimas) o por

tratamiento con disolventes organicos (Harvey, 1982) este efecto es observado
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especialmente en bacterias gram negativas (Kubo, 1993). Helander et al.,
(1998) demostraron que las bacterias Escherichia coli y Salmonella
thyphimurium al ser sometidas a dosis bajas de carvacrol y de timol
aumentaban la concentracion de ATP y de glucosa 6-fosfato extracelular,
debido a esto, se evidencio el efecto litico de esto compuestos sobre la
membrana celular bacteriana. Y puede ocurrir algo similar con el AK, pues
sugiere que la membrana externa puede servir como barrera preventiva contra
AK y la via de entrada es la membrana citoplasmatica aunque la accién sobre
la sintesis de peptidoglicano no puede no puede descartada, los resultados que
se obtuvieron exponen al protoplasto de B. cereus son también liticos en medio
iso-osmotico después de estar expuestos al AK. También menciona que un
acido débil puede transportar protones a través de la membrana, un posible
mecanismo de accién del AK es la interaccion del transporte de electrones y
subsecuentemente la fosforilacion oxidativa en la membrana citoplasmatica.
Otro posible mecanismo de accion es la ruptura de la membrana
citoplasmatica por interaccion fisica. Estructuralmente la presencia del acido
carboxilico en posicion 19 parece ser importante sobre la actividad
antibacteriana, porque derivados sintéticos y naturales con este grupo
bloquean o interaccionan con enlaces hidrégenos teniendo menos uniones.
Ademas también sugiere un sitio blanco, una estructura esencial o funcional del
AK (Wilkens et al., 2002).

En las plantas, se considera que tienen funcion defensiva las sustancias
secundarias, de las que se reconocen cinco grupos principales: fenilpropanos
(derivados de la fenilalanina), acetogeninas, terpenoides, esteroides vy
alcaloides; la distribucion de las sustancias secundarias es muy desigual,
ciertas familias estan menos defendidas que otras. Distintas acumulan
aminoacidos no usuales, utilizables para la planta, pero que pueden inferir con
el metabolismo de los animales y por lo tanto se comportan como toxicos.
(Margalef, 1977) es por esta razdn que se debe evaluar la toxicidad del

compuesto responsable de la actividad antibacteriana.

Otras actividades que se le han encontrado al compuesto son: actividad

contractil del musculo vascular liso (antiespasmaodica) (Tirapelli et al., 2002;
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Zamilpa et al., 2002); actividad trypanocidal (Alves et al., 1992; Batista et al.,
1999), actividad anticonceptiva (Blocka et al., 1998), potente estimulador de la
contraccion uterina (oxitocico) (Page et al.,, 1992) como inhibidor de la
generacion de malondialdehido en plaquetas de ratas responsable de la
trombina(actividad antiplaquetaria) (Harborne y Tomas-Barberan, 1991; Yang
et al., 2002).

En cuanto a la toxicidad del compuesto se encontrd que:

El acido ent-kaur-16-en-19-oico, presenta actividad téxica contra crustaceo de
mar (LC(50)=4.8 m/ml) y citotéxica contra células KB (IC(50)= 1.6
m/ml)(Mongelli et al., 2002), después de la fertilizacion inhibe la primera
division del évulo (IC(50)=84.2 mM), inhibe el desarrollo de células tumorales
(EC(50)= 78 mM) células leucocitos de CEM en un 95% y células de cancer
HCT-8 colon en un 45%; produce hemdlisis en células de raton (EC(50)=74
mM) y eritrocitos de humano (Ec(50)= 56.4 mM), es embriotoxico de blastulas
(IC (50)=44.7 mM) y estados de larva (< 10 mM )(Costa-Lotufo et al., 2002).
Activo contra células p388 de leucemia, no presenta actividad toxica contra
células de cancer de ovario, carcinoma de colon, cancer cérvico-uterino
(Marquina, 2001) tampoco es activo contra la replicacion de VIH en células de
linfocitos H9 (Yang-Chang et al., 1996).

Los productos quimicos que le sirven de defensa a las plantas generalmente se
encuentran en forma de latex, en glandulas o en las resinas protegiendo sitios
de alta actividad fisiol6gica (Oyama y Espinoza, 1986). El 4cido ent-kaur-16-en-
19-oico es un diterpeno que se encuentra en forma de resina; este metabolito
secundario, ademas de trabajar como agente protector, también pueden
funcionar como compuesto reductor de la digestibilidad (Oyama y Espinoza, op
cit) y control biolégico de alimentacion y ovoposicion de insectos fit6fagos
(Harborne, 1988), puesto que presenta actividad insecticida (Slimestad et al.,
1995), en especial contra larvas de distintas especies de lepiddpteros, inhibe la
presencia del colesterol sugiriendo una interaccion con el sistema hormonal de
estos insectos (Ellinger et al., 1976) al funcionar el compuesto como reductor

de la digestibilidad puede actuar a nivel externo con respecto al organismo
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herbivoro o patégeno, interactuando con almidones, celulosa o proteinas en
general o con enzimas digestivas, de tal modo que los recurso potenciales son
muy poco digeribles, aunque para ser efectivos necesitan existir en
concentraciones mayores, a mayores dosis, mayor efectividad, por sus
concentraciones (altas) son mas costosas para el organismo que los produce,
pero dificiles de superar por herbivoros; asi los protege contra organismos
generalistas, y aunque en menor grado contra organismos especialista
(Rhoades y Cates, 1976; Oyama y Espinoza, 1986), tal es el caso de no
presentar actividad contra Epilachna varivesti larvae (Coleoptera:

Coccinellidae)(Marquina et al., 2001).

También puede actuar en menos casos como hormonas vegetales y como
metabolitos en otros proceso fisiolégicos; la conversion del &cido kaurenoico a
7-OH acido kaurenoico es el paso primario en el metabolismo de las giberelinas
(GA) regulado por la vernalizaciéon de las hojas (Hazebroek et al., 1993),
también otros compuestos son derivados del acido ent-kaur-16-en-19-oico,
pues tiene hidroxilaciones kaurenicas, ya que tienen posiciones aintipodales

“ent” estereoquimicas (Dey y Harborne, 1991).

Por otra parte al comparar el rendimiento del compuesto (Tabla 25) con el
rendimiento obtenido de otras especies de Viguiera se observaron diferencias
entre la misma especie y las diferentes especies del género Viguiera, esto
debido a que la forma de aislar, el tipo de solvente, asi como la zona en que
fue colectado son diferentes para cada especie, Rajeswara et al., (1990)
mencionan que la composicion y rendimiento de los terpenos es influenciada
por la colecta de la planta en las diferentes localidades; y por los afios de
colecta (Rajeswara et al., 1993) también por la variacion geografica donde se
encuentran las diferentes especies del género (Gutiérrez-Lugo et al., 1996) el
fotoperiodo, intensidad de luz, temperatura los meses y las estaciones
(Rajeswara et al., 1996) también influye notoriamente en el rendimiento y

produccion de los metabolitos secundarios, en este caso del &cido kaurenoico.

Es importante sefalar la presencia de este diterpeno en la especie V. dentata,

puesto que en este trabajo se describe la composicion quimica y el potencial
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bioldgico especificamente antibacteriano de las diferentes partes de la planta.

Ademas sirve como base para realizar otros trabajos.

Los resultados indican que la especie V. dentata presenta diversos compuestos
activos con actividad antibacteriana que aun no se han aislado; pero al tener
como antecedentes la actividad biolégica de los terpenos que ya se habian
aislado de la planta: el compuesto diversifolin presenta actividad antibacteriana
contra Bacillus subtilis ademas de presentar actividad antiinflamatoria
(Rungeler et al., 1998), el espatulenol contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Cobos et al., 2001) como Staphylococcus aureus y Proteus mirabilis
(Ulubelen et al., 1994), presenta actividad toxica en Artemia sp. y citotoxicidad
en células KB, inhiben la topoisomerasa | de humanos (Pacciaroni et al., 2000);
el compuesto manool tiene actividad contra Staphylococcus aureus y Candida
albicans (Ulubelen et al., 1994) actividad toxica contra crustaceos, contra larvas
de mosquitos y citotoxico contra tres lineas celulares tumorales de humano (He
et al., 1997), el acido oleandlico presenta actividad contra Bacillus subtilis y
contra Staphylococcus aureus resistente a metacilina (Woldemichael et al.,
2003), con lo anterior se dedujo que estos compuestos también son
responsables de la actividad antibacteriana de V. dentata aunque no se
descarta la posibilidad de que se encuentren otros compuestos con dicha
actividad.

Entonces el acido kaurenoico al ser un precursor de las giberelinas y los otros
compuesto antes mencionados son también responsables de la actividad
antibacteriana de la planta, se puede explicar con mas facilidad el porque toda
la planta presenta esta actividad antibacteriana; el compuesto se encontré en
tallo pero también se puede encontrar en raiz (Bohlmann et al., 1980) y en
hojas (partes aéreas) (Bohlmann et al., 1980; Gao et al., 1985) pues al ser un
intermediario de las giberelinas (Hazebroek et al., 1993) y estas son
reguladoras del crecimiento vegetal (Romo de Vivar, 1985), se puede encontrar
en cualquier parte de la planta y como los otros compuestos pueden ser
responsables de la actividad antibacteriana, también se pueden encontrar en
las partes aéreas de la planta esta es la razon por la que V. dentata, presenta

actividad en las diferentes partes de la planta (tallo, hoja y flor).
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La planta Viguiera dentata presenta una actividad antibacteriana contra
bacterias gram positivas y gram negativas. Al inhibir el crecimiento de las
bacterias (gram positivas) que provocan infeccion en la garganta, como S.
aureus Yy al inhibir a la bacteria S. epidermidis que provoca infecciones en la
piel, se justifica el uso como antiséptico y antitusivo que se le da en las
diferentes zonas de México (Tabla 5), asi como el uso que se le da en la zona
de San Rafael Coxcatlan contra el chincual; esta correlacion de la planta
utilizada con fines médicos y la actividad antibacteriana presente en ella, indica
que este conocimiento puede ser similar a un entendimiento de la ecologia
quimica indigena, ademas se consideran que la interacciébn entre los
metabolitos secundarios de las plantas usadas en la medicina tradicional y el
estado de enfermedad el paciente podria ser mas complejo que el resultado de
la actividad directa ya que este es una entidad quimica unica (Lopeza et al.,
2001).

Al ser considerada la especie V. dentata como maleza o mala hierba, ha
provocado que se vea a todas las malezas como plantas que deben ser
erradicadas ya que muchas puedan acabar con cultivos cuando no se les
controla (Villasefior et al., 1998), pero la realizaciéon de estudios quimico y
biol6gicos permite ver a estas plantas de acuerdo al potencial biolégico que
presentan y mas aun como recurso que debe aprovecharse pues tiene amplia
distribucion en México (Villasefor et al., op cit), asi resultaria mas productivo y
representaria una alternativa mas para la elaboracion de formas farmaceéuticas

en un futuro.
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CONCLUSION

La época de colecta es un factor importante para los estudios fitoquimicos,
ya que las plantas biosintetizan metabolitos secundarios en diferentes fases

de su desarrollo y en relacion directa a los cambios medioambientales.

Resultd de gran importancia utilizar el criterio etnobotanico, quimico y
fitoquimico en la eleccién de la planta porque sirven como bases para

comprobar y aislar el compuesto responsable de la actividad antibacteriana.

Se valida el uso de V. dentata, en la medicina tradicional en México y sobre
todo en la region de San Rafael Coxcatlan, Puebla, pues se justifica el uso
de infusiones, bafios y cataplasmas al comprobar que el extracto acuoso
inhibe el crecimiento bacteriano y que los extractos hexanicos de hoja y

tallos son los que presentan mayor actividad antibacteriana.

Los aceites esenciales también presentan actividad antibacteriana

principalmente en bacterias gram negativas.

Uno de los principios activos responsables de la actividad antibacteriana es

el acido ent-Kaur-16-en-19-oico.

La planta Viguiera dentata presenta actividad antibacteriana contra

bacterias Gram negativas y Gram positivas principalmente en estas ultimas.

Existen otros compuestos presentes en Viguiera dentata con polaridad
media a no polar que seguramente también presentan actividad
antibacteriana no polar en flor, no polar y mediana polaridad para tallo y
hoja.
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RECOMENDACIONES

Se propone que se realicen investigaciones de actividad antiinflamatoria de
Viguiera dentata debido a que en la zona se utiliza contra la picadura de

hormiga.

Se pueden realizar estudios comparativos en cuanto a rendimientos y a

metabolitos secundarios.

Complementar el estudio comparando la produccibn de metabolitos

secundarios de la planta en las diferentes épocas del afo.

Realizar un estudio para conocer si los granitos en los glateos de los bebés,

es causado por dermatitis bacteriana o alérgica.

Se sugiere determinar la (s) otra (s) estructura (s) quimica (s) responsable
(s) de la actividad antibacteriana de Viguiera dentata.

Es necesario realizar mas estudios para determinar el mecanismo de accion

del acido kaurenoico.

Determinar la toxicidad del extracto crudo activo para poder vislumbrar la

aplicacion y comercializacion del producto.
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APENDICE 1

Las preparaciones mas frecuentes o comunes que se pueden llevar a cabo en

casa, son:

Infusién: calentar 500 ml de agua y afiadir 50 gramo de la planta necesaria en
el primer hervor. Seguidamente se aparta del fuego, se tapa y se deja reposar
unos minutos (10 minutos). La infusion una vez hecha no debe hervir. Se suele
preparar con las partes jovenes de la planta, como hojas, flores y semillas.

(Equivale a una taza) se cuela y después se toma.

De coccion: proceso por el cual la planta (un gramo de planta molida o
triturada con una taza de agua fria) se hierve durante un periodo de tiempo
determinado de 2 a 3 minutos si se trata de hojas, ramas jovenes, raices
delgadas y semillas; se hierve de 5 a 10 minutos este procedimiento si se trata

con las partes mas duras, como lefios, corteza, hojas coriaceas, raices y tallos.

Reduccion: si la coccion se lleva a cabo durante mas de 20 minutos, se
produce la reduccion. Se emplea para principios activos que resisten el calor y

de los que se necesita, por su escasa proporcion, una mayor concentracion.

Maceracion: consiste en dejar reposar las plantas en agua fria durante
algunas horas, (de preferencia molida o triturada durante 12 a 24 horas en un
recipiente tapado) Sirve para extraer principios activos inestables frente al calor
pero solubles en agua, y se usan en plantas de dificil extraccion y que

requieren varios minutos de ebullicion.

Tintura o vinos medicinales: es la maceracion hecha en alcohol (a diferentes
concentraciones 80°, 70°, 60°, 50°, 40°,30°, 20° y 10°. con una proporcion de
planta al 20% respecto del alcohol), la mezcla se coloca en una botella que
cierre herméticamente y se deja reposar de 7 a 14 dias segun la planta. Se usa
si los principios activos no se disuelven bien en agua o son de sabor
desagradable, empleandose generalmente planta seca. Son muy conocidos los

vinos de quina o el aguardiente de endrino (pacharan).
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Jarabes: son disoluciones de azucar (medio Kilo) en agua a las que después
se les afiade la planta (fresca o seca 100 gramos para un litro de agua). Este

preparado tiene una duracion de treinta dias.

Zumo o jugo: directamente se trituran las plantas frescas o sus frutos o se
exprimen segun el caso y luego se tamiza el liquido. Se consume recién
preparado, solo o mezclado con agua razén de una cucharada por cada 25 mi

de zumo.

Aceites medicinales: al igual que el alcohol, el aceite es otro de los
disolventes mas usados. De hecho hay ciertas plantas que transfieren mejor
sus principios activos al aceite. Son los mas utilizados para uso externo

(friegas, masajes o untes).

Cataplasmas o emplastos: se hacen hirviendo la planta o sometiéndola a la
accion del agua. Las plantas hervidas se envuelven en pafios delgados que se
sitlan sobre la zona a tratar. Se pueden usar también hojas frescas que solo se
machacaron con agua o aceite o0 sales hasta que adquiera la consistencia de

papilla.

Compresas, ungientos o fomentos: consiste en una coccién a razén de un
gramo por 100 ml de agua y antes de que la coccion se enfrie se moja un
lienzo en la coccion y se aplica en la parte afectada mientras esta caliente, se
repite esta operacion de 5 a 7 veces con la misma coccidn; la cual se calienta

tantas veces como sea necesaria.

Vahos: se preparan con hierbas aromaticas, las cuales se hierven en agua. El
vapor que se desprende del recipiente una vez retirado éste del fuego, es el
que debe ser inhalado

Extraccion alcohdlica: consiste en mezclar la planta y alcohol potable de 96°
con una relacion en peso de uno a uno: se deja reposar durante 7 dias. Se filtra
0 noy a partir del octavo dia esté listo para usarse.
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Gargarismos o colutorio: se utiliza una coccion a razon de un gramo por 100
ml de agua, después de colar y entibiar se hacen gargaras y generalmente no
se toma el liquido. Este tratamiento se repite cada 4 o 6 horas con planta nueva

cada vez.

Bafios: Es una coccién a razén de un gramo por 100 ml de agua con la cual
una vez colada, en este caso de que asi se prefiriera, se impregna todo el
cuerpo mientras esta caliente, se realiza generalmente en la noche, antes de
dormir ( Soriano, 1994)
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APENDICE 2
OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES POR DESTILACION
MEDIANTE ARRASTRE DE VAPOR (Vogel, 1989)

Los aceites esenciales se obtienen por la técnica de destilacion por
arrastre de vapor a partir de material vegetal lo mas fresco posible, en este
método se explota la caracteristica que poseen las esencias de presentar bajas
presiones de vapor por lo tanto pueden ser arrastradas por sustancias que
poseen presiones de vapor mas altas. El aparato a utilizar es el mostrado en la

figura A.

Empleando este aparato se pueden

apén
destilar por arrastre de vapor continuo de
100 a 500 g de planta fresca, con buena
recuperacion de esencia. Sin embargo,
para obtener la cantidad adecuada se

N\
N9 Agua

monta la unidad las veces que sea

necesario. En caso de que el rendimiento
sea muy bajo se puede colocar en “d” un
poco de éter etilico para obtener la esencia
y el destilado; se colecta la esencia 0 la
mezcla esencia-éter, se refrigera a 0 °C por

24 hrs para separar el éter de la mezcla. La

Fiaura A.

cantidad de aceite se puede medir en una
micropipeta (Dominguez, 1973).

En este caso se pesard 500 g. de la planta y se obtendran los aceites por
arrastre de vapor a partir de material vegetal lo més fresco posible (Dominguez,
1973; Vogel, 1989).
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APENDICE 3
CUANTIFICACION DE SOLIDOS (Gonzéles y Pefialosa, 1981 modificado).

Esta técnica se utiliza para cuantificar sélidos en solucidon o en suspension, la

metodologia es la siguiente:

a) Pesar en la balanza analitica determinada cantidad de muestra (peso seco
de la muestra)

b) Realizar la extraccion de solidos utilizando cualquier técnica (en este caso,
arrastre de vapor, o percolacion)

c) Esperar que el exceso de solvente se haya evaporado, entonces se pesa un
frasco vacio y previamente etiquetado.

d) se coloca la muestra (aceites esenciales o extracto segun sea el caso) y se

pesa nuevamente el frasco.

Los sélidos se calculan por diferencia entre el peso del frasco vacio y el peso

del frasco con la muestra.

APENDICE 4
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS HERBALES POR PERCOLACION.
(Lin et al., 1999)

Se coloca la planta (parte aérea seca) molida o “picada” en un embudo de
vidrio el cual contiene un tapon de gasa o de algodén que permite que no se
mezcle la planta con el recipiente de vidrio se le agrega los siguientes
disolventes: hexanos, acetato de etilo, metanol, este orden esta determinado
de acuerdo a su polaridad (de menor a mayor). Se le afiade suficiente
disolvente empezando con el compuesto no polar en este caso el disolvente de
hexano, hasta que el disolvente salga transparente siguiéndole el solvente de
acetato de etilo de mediana polaridad y por ultimo el metanol que es polar. Una
vez obtenido cada uno de los extractos, se destila el exceso de solvente, (en
este caso en un rotavapor a presion reducida) y se coloca en charolas de vidrio
para llevar a sequedad a temperatura ambiente.
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APENDICE 5
METODO DE DIFUSION EN AGAR O DE KIRBY-BAUER
(Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe y Vlietnick, 1991).

El método utiliza para evaluar la actividad antibacteriana de los preparados
herbales, y las fracciones obtenidas de las separaciones cromatograficas, la

metodologia es la siguiente:

MEDIO. Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Mueller-Hinton
(Bioxon 110-1).ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos
bacterianos clinicamente significativos. Es importante que el medio alcance en
la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los antibidticos tienden
a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de
inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusion de
antibiotico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de
inhibicidn.

Nota: Para la levadura Candida albicans, se utilizo el agar dextrosa Sabouraud.

INOCULO. Con una asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas
de 4 o 5 colonias de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar
(Escherichia coli, Salmonella thypi, Shigella boydii etc.). Se sumerge el asa en
10 ml de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo
de cultivo a 37 °C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez
del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de Mc Farland. Esto equivale a

una concentracién de aproximadamente 1.5 x 10® bacterias/ml.

El estandar 0.5 de Mc Farland se prepara afiadiendo 0.5 ml de cloruro de bario
99.5 H,S0O,4 0.36 N (Hendrickson, 1987). La comparacion de turbidez entre el
estandar y el caldo con los organismos en estudio se puede efectuar
observandolos contra una cartulina blanca con lineas negras horizontales, o en

su defecto con un espectrofotdmetro (Spectronic 21 Milton Roy) a 660 nm.
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Si la suspension de organismos es mas turbia que el estandar, se afade
solucion salina al 0.9 % hasta igualarlas una vez logrado esto, se sumerge un
hisopo estéril y seco en la suspensién bacteriana y antes de retirarlos se
elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del
tuvo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de Mueller-
Hinton (Bioxon 110-1). Previamente, se deja que la placa alcance temperatura
ambiente; es aconsejable mantener la tapa entre abierta para permitir la
evaporacion de cualquier de cualquier exceso de humedad de la superficie del
agar. Finalmente se siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones,
dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada

estria.

Una vez seco el in6culo, la placa de Miiller-Hinton esta lista para la aplicacion

de las muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

APLICACION DE SUSTANCIAS. Para este caso, se utilizaran pozos y
sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman N° 5 (los pozos
se utilizaran con los extractos no polares; los sensidiscos se utilizaran para
evaluar biolégicamente los extractos de polaridad intermedia, alta y las
fracciones separadas mediante cromatografia). En todos los casos se haran las
diluciones necesarias para que los pozos y los sensidiscos lleven la cantidad

deseada de producto 2 pg/ 10 pl).

PREPARACION DE MUESTRAS. Para el bioensayo preliminar el vehiculo
serd agua destilada. En cuanto a la evaluacion de las fracciones, los
sensidiscos se impregnaran con las soluciones valoradas de las muestra hasta
llegar a la concentracién deseada de sustancias (2 mg por disco); en este caso
se utilizaran solventes como el metanol y el acetato de etilo para solubilizar los
compuestos, para posteriormente impregnar los discos dejando evaporar el

solvente durante 24 horas.

CONTROLES NEGATIVOS. Para los bioensayos preliminares se utilizaran
sensidiscos con los diferentes solventes (metanol y acetato de etilo) dejandolos



99

evaporar durante 24 hrs. Al igual que los experimentales, para los extractos no

polares se utilizara aceite de olivo estéril.

CONTROL POSITIVO. Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales

con sensidiscos con 25 g cloramfenicol.

INCUBACION. Una vez preparadas convenientemente las placas para la
prueba de susceptibilidad. Se colocan en una estufa (aparato de laboratorio
con termostato 9 a 35 °C, sin mayor tensién de CO,. es preciso evitar presion
de CO, debido a que se puede formar acido carbdnico en la superficie
humedecida de agar. Provocando un descenso del pH. El desarrollo de algunos
microorganismos es inhibido a pH &cido, lo cual tiende a estrechar falsamente
la zona de inhibicion. Asimismo, la actividad de diversos antibi6ticos puede
aumentar o disimular con la caida del pH, produciéndose diferencias en las
velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicién. Se incuban
siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control (control

negativo).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. Se miden Las zonas de
inhibicién con una regla de calibracion en milimetros. En todos los casos, la

prueba se realizara por triplicado y se reportaran los valores promedio en mm.
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APENDICE 6
AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

Se realizé una particion dirigida, la particion consiste en agregar al extracto el
disolvente de metanol para eliminar compuestos con afinidad polar,

Se realizé una cromatografia de columna, con la particion hexanica de tallo.

Cromatografia

Las técnicas cromatograficas es una técnica de separacion que se basa en la
diferencia del coeficiente de distribucién de los componentes de una mezcla,
entre dos fases que pueden ser:

(1). Una fase solida y una fase liquida como en la cromatografia de adsorcion
(columnay placa delgada), o

(2). Dos fases liquidas, una moévil y una inmévil como en la cromatografia en
papel (particion). (Soledad, 1994)

Cromatografia en capa fina y de columna. Para la separaciéon por placas
finas se utilizaron cromatofolios de gel silice (ALUGRAM SIL g/uv 2s4); para las
cromatografias en columna se utilizaron silica gel malla 60-GF 254.

En la cromatografia de capa fina se acostumbra reportar el valor de Rf que
representa la relacion entre la velocidad de migracion de la sustancia a

investigar y la velocidad de migracion del frente del disolvente.

Rf = Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el frente del disolvente

El valor del Rf de las sustancias es una constante para un sistema

cromatografico determinado. (Soledad, 1994)

Los compuestos separados por placa de CCF se hacen visibles, sea utilizando

métodos generales o especificos. Asi, la luz ultravioleta detecta los compuestos
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fluorescentes; han de examinarse a la luz ultravioleta de onda larga (365 nm) y
corta (263 nm). Los compuestos que causan extincion de la fluorescencia se
detectan empleando absorbentes impregnados. Los reactivos de yodo,
Dragendorff y el sulfato sérico (utilizado en este caso para determinar si el
compuesto estaba realmente puro) que requiere el calentamiento de la CCF a

100 °C durante tiempo variable (5-10 minutos).

Para separar los compuestos activos, se determind la mezcla de solventes
(fase movil) y el soporte (fase estacionaria) para obtener la mejor separacion
en cromatografia de placa fina y asi poder extrapolar estos resultados en el

montaje de la cromatografia de columna.

Una vez comprobada la actividad antibacteriana de la fraccién 3 se determiné
la pureza del compuesto por cromatografia en placa fina, usando la mezcla
hexano-AcoEt (95-5) y revelada con sulfato sérico. La cromatografia mostro

una sola mancha.

DETERMINACION DE PUNTO DE FUSION. Se utilizé un aparato para medir el

punto de fusion Fischer-Johns

ELUCIDACION DE LAS ESTRUCTURAS. Se realizd6 mediante estudios

espectroscopicos:

El espectro de Infrarojo y el espectro de ultravioleta fueron obtenidos en los
equipos marca perkim elmer, modelo spectrum 2000 y lambda 2S

respectivamente.

Los espectro de resonancia magnética nuclear proténica (RMN'H), y de
resonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN*3C) fueron obtenidos en los
equipos Varian Unity VXR-300s, y Jeol eclipse 300, los cuales se operaron a
una frecuencia de 300 y 75.44 MHz, respectivamente y en un aparato FT-NMR
Varian PIOS 500, que trabaj6 a una frecuencia de 500 MHz (para RMN'H) y
125.7 MHZ (para RMN '3C). Los espectro se obtuvieron en CDCLs; los
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desplazamientos quimicos se expresan en unidades de ppm (8). En el caso de
los espectros de RMN'H, las constantes de acoplamiento (J) se obtuvieron

directamente del espectro y se reportan en Hertz (Hz).

El espectro de masas se determin6 en un aparato Jeol JMS-SX102A mediante
la técnica de lon normal (MF-Linerar).
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APENDICE 7
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM) MEDIANTE LA
MICROTECNICA DE DILUCION EN CALDO

(Koneman, 1985 modificado).

La microtécnica de dilucién tiene el mismo principio que el método de dilucion
en caldo, excepto que la susceptibilidad de los organismos a los
antibacterianos se determina en una serie de microtubos moldeados en una
caja plastica. Las placas de Elisa que se utilizan son de 96 concavidades con

fondo curvo.
a) Preparacion de reactivos y diluciones.

La microplaca se prepara colocando 50 ul de caldo Miueller—Hinton (Bioxon
260) en cada pozo con las concentraciones del extracto o fracciones a probar
en las concavidades apropiadas. Las concentraciones utilizadas seran: 0.075,
0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 0.5 y 2.0 mg/ml. Se deja 24 horas para que se evapore el
solvente en el que se disolvido el extracto, cada bioensayo se realiza por
triplicado manejandose un control positivo cloramfenicol (25 ug/ml) y un

negativo utilizando el solvente en el que se disuelve el extracto.

b) La inoculacion e incubacion de los tubos. Se prepara una suspension
bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio en 10 ml de caldo
Mueller-Hinton (Bioxon 260) y se incuba a 35°C durante 18 a 24 horas
(produciendo una concentracién bacteriana de aproximadamente 10°
organismos) y se diluye en solucion salina (0.8% de NaCl) para obtener una
concentracién aproximada 10° UFC/ ml (unidades formadoras de colonias/ml).
En cada una de las 96 concavidades se colocan 50 ul de esta suspension
diluida.

Una vez cargada la placa con la suspension bacteriana, se cubre con su tapa
para evitar el desecamiento durante la incubacién. Todas las placas se incuban
a 35°C durante 18 a 24 horas.
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Después del tiempo de incubacién se aflade a cada concavidad 50 pl de una
solucién de sal de tetrazolio oxidada TTC (Tetrazolium Violet 2,5-Diphenyl-3" [-
naphtyl] tetrazolium chloride [1719-71-7]) al 0.08%. La placa se incuba otros 30
minutos. En las concavidades donde se desarrolla el organismo, el colorante es
reducido a formazan, de color violeta, produciéndose un botén morado en el

fondo de la concavidad. Donde no hay desarrollo, la solucion permanece clara.

c) Para la interpretacion de los resultados. La menor concentracion de
antibacteriano que produce una inhibicibn completa del desarrollo visible
representa la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC). Una turbidez muy
ligera 0 un pequefio boton de desarrollo o turbidez definida se considera
evidencia de que la droga ha sido incapaz de inhibir por completo el desarrollo

a esa concentracion.

Para la Concentracion Bactericida Minima (CBM) se utilizara el método
modificado de dilucion en agar, cada bioensayo se realizaré por triplicado.

d) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MiINIMA
(Finegold y Jo Baron, 1989)

Para medir la capacidad de un microbiano para matar a un organismo se
realiza la prueba de actividad bactericida se emplea el mismo sistema de
diluciéon en caldo, se toma una alicuota del tubo de control de crecimiento
inmediatamente después d ser sembrado, la cual se inocula en una placa de
agar de Maueller-Hinton (Bioxon 110-1) para determinar el namero real de
unidades formadoras de colonia (UFC) del in6culo. Este nimero se obtiene al
contar las colonias presentes luego de la inoculacién de la placa de agar hasta
el dia siguiente y por multiplicacion del factor de dilucién.

Luego se ha determinado la CIM se siembra una cantidad conocida del in6culo
(usualmente 0.1 ml) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no
presentan turbidez luego e la incubacién, en placas de agar Mueller-Hinton. El

namero de colonias que se desarrolla en estos subcultivos luego de incubar
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durante 18 horas se compara con el numero de UFC/ml del cultivo original. En
aguellos tubos que no presenten turbidez, los microorganismos permaneceran
viables o bien, habran sido destruidos por el agente microbiano. Debido a que
incluso las drogas bactericidas no siempre esterilizan totalmente una poblacién
bacteriana, la minima concentracion del agente antibacteriano que permite
sobrevivir a menos de 0.1% del indculo original, se denomina Concentraciéon

Bactericida minima (CBM).



