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1.- RESUMEN.

El género Calea se distribuye en México, Centro y Sudamérica, esta integrado por
aproximadamente 110 especies, de las cuales 37 se tienen investigadas quimicamente. Se ha
analizado la composicion quimica de los extractos de éter etilico y de petréleo, cloroformo,
etandlico y aceténicos de ejemplares de Calea urticifolia colectados en Veracruz, Guatemala,
Honduras y El Salvador, proporcionando asi la identificacion de metabolitos secundarios, dentro
de los cuales se encuentran germacrandlidos, heliangdlidos, derivados de isoeugenol y de

floroglucinol.

Calea urticifolia es utilizada ampliamente en la medicina tradicional mexicana. En Oaxaca, es
conocida como hierba amarga, del coyote, garafiona y coyote amargo, en otras partes de la
republica es conocida como chichiquizo o matacucuyuchi o hierba del perro, hoja amarga y la
prodigiosa. En el Distrito Federal, es comercializada en el mercado de Sonora con el nombre de

hierba amarga, del perro o prodigiosa.

En este trabajo se determiné la actividad bactericida de los extractos hexanico y metandlico de las
hojas de Calea urticifolia sobre bacterias patdgenas al hombre, con el fin de evaluar si los
metabolitos secundarios presentes en Calea urticifolia poseen potencial antimicrobiano. La accion
antibacteriana se probd en las siguientes cepas: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli,Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Salmonella typhiy Shigella flexneri,
evaluandose concentraciones de 10000, 1000 y 100 ug/mL en pruebas de difusién y 30000, 3000,
300 pg/mL en pruebas de dilucion.

Los extractos hexanico y metandlico inhibieron el crecimiento de cada una de las bacterias
empleadas. La actividad antibacteriana para la prueba de difusion, frente al extracto hexanico fue
activa, pero la concentracién a la que fueron sensibles cada una de las bacterias fue variable, por
ejemplo 10000 pg/mL, para B.subtilis, S.aureus, S.epidermis, Salmonella tiphy. Para B. cereus,
1000 pg/mL y para Shigella flexneri , 100 ug/mL, en dichas cepas bacterianas se presento el efecto
Eagle. Para el extracto metandlico, cada una de las cepas fue sensible a la concentracion de
10000 pg/mL, pero en este caso, el cloramfenicol es igual o tiene mayor eficacia que dicho
extracto. Para la prueba de dilucion, el extracto hexanico fue activo en la concentraciéon de 10000
pMg/mL para las siete cepas empleadas, 1000 ug/mL para S.aureus, S.epidermis, Salmonella tiphy
y Shigella flexneri, 100 yg/mL para Salmonella tiphy. El extracto metandlico, fue activo en sus tres

concentraciones excepto para S. aureus y S. epidermis.
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2.- INTRODUCCION.

Todos los organismos vivos poseen rutas o caminos metabdlicos similares por los cuales sintetizan
y utilizan sustancias quimicas como: azucares, aminoacidos, acidos grasos, nucledtidos y los
polimeros derivados de ellos, a lo cual se le conoce como metabolismo primario. Estas sustancias
son esenciales para la supervivencia y bienestar del organismo. En comparacion con los derivados
del metabolismo primario, un conjunto de sustancias en el reino vegetal, tales como fenoles.
poliacetilenos, terpenos, etc, se les encuentra esporadicamente. Estas sustancias parecen no tener
algun papel explicito en el organismo que las produce y por tanto son comunmente conocidos

como metabolitos secundarios (Bermudez et al.,2005).

El interés para esturar los productos naturales de origen vegetal fue, por mucho tiempo, la
utilizacion de estos en la medicina. Los pueblos primitivos han venido adquiriendo informacion
sobre las propiedades medicinales de gran numero de plantas propias de su ambiente
(Dominguez, 1979). La historia y el uso de las plantas medicinales es antiquisimo, ya se sabia de
sus propiedades a través de las materias médicas de la antigua civilizacion egipcia y su
experiencia en las ciencias del curar. Hace miles de afios que se utilizan remedios naturales,
elaborados a partir de experimentos de Pitagoras, Galeno e Hipdcrates y de las observaciones de
meédicos y herboristas (Martinez et al., 2006). Dichos conocimientos, generalmente los han
acumulado determinados individuos (sacerdotes, hechiceros, curanderos, entre otros), quienes lo
han transmitido de generacion en generacién a sus descendientes (Dominguez, 1979). Esta
experiencia les permiti6 comprobar, en el caso del uso de los vegetales, sus propiedades
curativas. A partir de este momento se inicio el conocimiento empirico de la medicina alternativa,
también llamada medicina tradicional, que expresa las creencias, actitudes y acciones que la
sociedad tiene sobre el proceso salud-enfermedad, reflejo de su organizacién social, econdémica,

familiar y educativa, que conforman su mundo cultural y religioso (Hutterer, 2000).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del 80% de la poblacion mundial
utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atencion primaria
de salud (Bermudez et al., 2005). Es también frecuente encontrar en estas prescripciones,

extractos crudos de plantas, aunque se usan con menor frecuencia (Lock, 1994).
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De acuerdo a la OMS, una planta medicinal es cualquier especie vegetal que contiene sustancias
que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir
de precursores para la sintesis de nuevos farmacos (Bermudez et al., 2005). Para Kuklinski (2000),
una planta medicinal, es cualquier vegetal que contenga en sus 6rganos alguna sustancia con
actividad farmacoldgica que se pueda utilizar con fines terapéuticos, o que se pueda reemplazar

como prototipo para obtener nuevos farmacos por sintesis o hemisintesis.

Aunque en Meéxico las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos
terapéuticos, tanto en el medio rural como suburbano, su mal manejo ha ocasionado una pérdida
importante del conocimiento tradicional sobre su utilizacion. Aunado a ello, muchas de las
especies vegetales han disminuido debido a la degradacion de los bosques y su conversion a
bosques secundarios y campos agricola, en consecuencia, la cadena de transmisién de dicho
conocimiento se encuentra en riesgo. Es necesario hacer esfuerzos para evitar la pérdida definitiva
del conocimiento tradicional sobre plantas medicinales, no sélo para preservar esta herencia
cultural, sino también para registrar la informacion sobre ciertas especies utiles, que podrian ser
relevantes para el desarrollo de nuevas fuentes de medicamentos y de otros beneficios para la

humanidad, contribuyendo, al mismo tiempo, a proteger la biodiversidad (Bermudez et al., 2005).

La investigacion sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la etnoboténica, disciplina
interpretativa y asociativa que estudia, utiliza, integra e interpreta las relaciones entre las
sociedades humanas y las plantas, con el fin de comprender y explicar la evolucién de las
civilizaciones. Ademas, debe identificar los vegetales valiosos para una cultura, descubrir cémo la
gente las clasifica, identifica y se relaciona con ellas. La etnobotanica por su naturaleza
interdisciplinaria abarca muchas éreas, incluyendo: botanica, quimica, medicina, farmacologia,
toxicologia, nutricién, agronomia, ecologia, sociologia, antropologia, linguistica, historia vy

arqueologia, entre otras; lo cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones (Luna,2002)

Sin embargo, es necesario aplicar el método cientifico de manera interdisciplinaria para el estudio
de las plantas, que actualmente se estan utilizando como medicinales. En nuestro pais existe una
gran diversidad de especies vegetales de origen tropical, de las cuales unas cinco mil plantas son
usadas como medicinales, y dada la diversidad podrian llegar a ser hasta veinte mil. A pesar de la
riqueza y la variedad de la flora medicinal, el porcentaje de las especies que han sido estudiadas
fitoquimica y farmacolégicamente es muy escaso (Osuna et al., 2005). Por lo tanto, en este trabajo
se identific6 quimicamente los metabolitos secundarios del extracto metandlico y los aceites
esenciales de Calea urticifolia, colectada en Oaxaca, municipio de Putla. Asi mismo se evalud la

actividad antibacteriana de dicha especie.
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MARCO TEORICO.
3.- PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO.

Nuestro pais, cuenta con la mayor diversidad de especies vegetales (Rzedowski, 1983). Su flora
fanerogamica es de aproximadamente 220 familias, con 2 410 géneros y 30 000 especies, dentro
de las cuales 3 352 especies son conocidas como medicinales (Lock, 1994). Sumada a dicha
diversidad, no deja de persistir en la sociedad, un conocimiento tradicional en sus diversas

regiones geograficas que lo integran.

Actualmente para México, se tienen reportadas aproximadamente 5000 plantas medicinales, de las
cuales el 25% son nativas de nuestro pais, pero solamente el 16 % de esas especies nativas han
sido estudiadas por farmacoélogos, el resto no cuenta con estudios quimicos o farmacolégicos que

avalen las propiedades que se les atribuyen en la medicina tradicional (Cebrian et al., 2002).

Se estima que unos 120 productos farmacéuticos con principios activos derivan directamente de
las plantas medicinales (Mannfried, 2002). Es también frecuente encontrar en estas prescripciones,

extractos crudos de plantas, aunque se usan con menor frecuencia (Lock, 1994).

La importancia de las plantas medicinales radica, en que se pueden emplear en situaciones en
que las enfermedades no representan ningun problema mayor para la salud. Hay quienes las
usan cuando el medicamento que les prescribié el doctor no dié resultado, otras mas, para
controlar los efectos secundarios producidos por los medicamentos farmacéuticos, hecho que cada

dia se generaliza mas (Linares et al., 1993).

Un nucleo muy variado de la poblacion mexicana usa sélo plantas medicinales y remedios caseros
por no tener recursos ni la posibilidad de acceso a la medicina institucional. El uso de las plantas
medicinales hoy en dia, es una alternativa para curar enfermedades, aunque en algunas
ocasiones, ciertas especies tienen mayor eficacia que los medicamentos de patente (Linares et al.,

1993). Su uso presenta las siguientes ventajas.

e Ejercen sobre el organismo una accion global mas efectiva que los medicamentos debido a

la interaccion entre sus diferentes principios activos.

o Ciertas especies vegetales, al ser probadas durante milenios, se espera que sus principios
activos sean menos severos, que el obtenido con determinadas medicinas.
e Como la accion en el metabolismo de sus principios activos es mas duradera, los

tratamientos pueden prologarse durante grandes periédos.

e Son capaces de curar las enfermedades ocultas y las manifestadas debido a las multiples

propiedades de sus metabolitos secundarios
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e Son una alternativa como complemento con medicamentos convencionales (Cebrian et
al., 2002).

4.- METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAS PLANTAS MEDICINALES.

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos que cumplen con funciones no esenciales
en el crecimiento de la planta, de forma que su ausencia no la afecta, ya que no intervienen en el

metabolismo primario, es decir su crecimiento y desarrollo (Kuklinski, 2000).
Las caracteristicas generales de los metabolitos secundarios son las siguientes:

¢ No tener funciones metabdlicas directas aparentes en el desarrollo vegetativo de la planta
e Serimportantes para la supervivencia e interaccion de las plantas con su entorno

e Presentar diferente distribucion en el reino vegetal (Lock,1994).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en tres grandes grupos, con base
a sus origenes biosintéticos como los terpenoides, compuestos fendlicos y alcaloides (Kuklinski,
2000).

Para Tyler (1979), los metabolitos secundarios tienen gran importancia biolégica ya que
participan en los procesos de adaptacién de las plantas a su ambiente, atraen polinizadores y
dispersores de semillas y frutos; protegen a las plantas de los herbivoros, virus, hongos y
bacterias. Segun Domingo y Lopez Brea (2003) y Sepulveda et al. (2003), las plantas producen
mas de 100 000 metabolitos secundarios, de los cuales sélo se conoce la estructura quimica de

aproximadamente 20,000.

Segun Domingo y Lépez Brea (2003), los aceites esenciales son compuestos causantes del
agradable olor de las plantas, debido a su rapida volatilidad, se les conoce como aceites volatiles,
etéreos o esenciales. Por lo general, los aceites esenciales cuando son frescos son incoloros.
Estos se encuentran presentes en las coniferas, rutdceas, umbeliferas, mirtaceas y labiadas.
Actilan como repelentes de insectos, previniendo la destruccion de las flores y hojas, o por el

contrario, sirven para atraer polinizadores (Tyler et al 1979).

Algunos tienen actividad antimicrobiana, como el mentol obtenido de la menta (Menta piperita) y
la capsaicina de los chiles (Capsicumm annum). Pino (et al., 2006) y sus colaboradores,

encontraron un alto contenido de carvona en Lippia alba (Mill.) y lo reportan como un buen
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antibacteriano. Por las propiedades aromaticas de los aceites se utilizan en la industria alimentaria,
perfumeria y en la elaboraciéon de productos de limpieza, ademas cuentan con aplicaciones
farmacolégicas como antisépticos, desodorantes, analgésicos, insecticidas y repelentes artificiales
(Kuklinski, 2000).

ALCALOIDES.

Los alcaloides tienen propiedades basicas debido a que son substancias basicas que contienen
uno o mas atomos de nitrégeno (Ramos et al., 1998). Se encuentran en las semillas, raices,
cortezas y hojas; libres en forma de glicosidos, formando N-6xidos o combinados constituyendo
sales con acidos organicos. En 1970 se registraban alrededor de 5000 alcaloides aislados de
aproximadamente 40 familias de plantas, principalmente de Apocynaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Solanaceae, Rutaceae y Rubiaceae, para 1990 su numero se elevé a 7 000
aproximadamente (Lock, 1994). Entre los alcaloides ampliamente utilizados en medicina estan la
morfina como anéstesico y la quinina para combartir el paludismo (Kuklinski, 2000). Roberst (et al.,

1998), y su equipo reportan que la voacamina es un buen antibacteriano.
CUMARINAS.

Segun Meyers, (1974), las benzo-2 pironas, son comunmente conocidas como cumarinas, entre
las cuales se encuentra el principal constituyente del aroma dulce del clavel blanco. Se encuentran
en raices, tallos, hojas y frutos de leguminosas, rubidceas, asteraceas, especialmente en
umbeliferas y rutaceas; ademas de ciertos hongos, por ejemplo, las aflatoxinas del género
Aspergillus, destacan por ser altamente toxicas (Domingo y Lopez Brea, 2003; Dominguez, 1979).
Algunas de las cumarinas tienen actividad biolégica como anticoagulantes, antibacteriales,
antimicdticas, antibioticas, insecticidas; también son utilizadas como saborizantes y en perfumeria
le dan color a las esencias (Kuklinski, 2000; Domingo y Lépez Brea, 2003) Rahmann y sus
colaboradores (et al., 2005), evaluaron la umbelliprenina, cumarina presente en Angelica sylvestris

(Apiaceae), obteniendo muy buenos resultados sobre bacterias Gram negativas.

FENOLES.

De acuerdo con Kuklinski (2000), los fenoles son compuestos derivados del benceno. Algunos
ejemplos de éstos son el catecol, pirogalol, los acidos cinamicos y caféico. Son empleados en la
fabricacion de farmacos, actian como desinfectantes, antisépticos, insecticidas, herbicidas y en la
elaboracién de aromatizantes. Plaus (et al., 2001) y su equipo, demostraron que el carvacrol, tiene

mostré diferentes grados de sensibilidad frente a bacterias Gram positivas y negativas.
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FLAVONOIDES.

Para Dominguez (1979), los flavonoides son los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Contienen quince atomos de carbono en su nucleo basico y estan
arreglados bajo un sistema C6-C3-C6, en el cual dos anillos aromaticos llamados A y B estan
unidos por una unidad de tres carbonos, que pueden o no, formar un tercer anillo, llamado C.
Suelen encontrarse bajo la forma de glicésidos, con una o tres unidades de azlcar, los mas
comunes son la glucosa, galactosa, xilosa y arabinosa; es frecuente que diferentes azucares se
hallen unidos a una misma aglicona y en diferentes posiciones lo que diversifica el nUmero de

glicosidos conocidos (Kuklinski, 2000).

Los flavonoides son las responsables de las diferentes coloraciones de las flores, para atraccion de
polinizadores y estan ampliamente distribuidas en las angiospermas. Se encuentran en las hojas,
flores y frutos. Se emplean en la industria como colorantes para tefiir lana, en la conservacion de
grasas o jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes de algunas polihidroxilflavonas y
como edulcorantes. Entre otras aplicaciones farmacoldgicas, se utilizan como dilatadores de las
coronarias, igualmente como insecticidas, antibacterianos, antiviricos y antifungicos (Kuklinski,
2000). Flavonoides como apigenina, genkwanina, 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona, rhamnocitrina,
kaemferol de Combretum erythrophyllum, mostraron que tienen una buena actividad antibacteriana

sobre diversas bacterias (Martini et al., 2004).

LACTONAS SESQUITERPENICAS.

Las lactonas sesquiterpénicas son productos naturales, predominantes en la familia Asteraceae,
aunque también se encuentran en umbeliferas, magnoliaceas y lauraceas, pueden llegar a ser
muy téxicas (Ramos et al., 1998). Su presencia en determinados grupos de vegetales, permite su
aplicacion para resolver problemas taxondmicos. Son sustancias amargas que se encuentran en
concentraciones que varian entre 0.01 y 8 % del peso seco, con una mayor concentracion en las
hojas. Presentan una gran importancia bioldgica, ya que han demostrado accion citotoxica,
analgésica, inhibidoras del crecimiento de bacterias, entre otros usos. Estos compuestos lactonicos
son primariamente clasificados con base en su esqueleto carboxiclico como germacrandlidos,
guaiandlidos, eudesmandlidos y pseudoguaiandlidos, entre otros (el sufijo olido se refiere a la
funcién lactona) (Domingo y Lopez Brea, 2003). A partir del extracto hexanico del alga de agua
dulce Vaucheria sessilis, Pérez y colaboradores (et al., 2009), aislaron una lactona
sesquiterpenica, la 10p-Hidroxi-11BH-guai-12,6a-olido. El compuesto aislado inhibe el crecimiento
de Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.
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QUINONAS.

Segun Dominguez (1979), las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracion
varia del amarillo palido hasta casi negro. Se encuentran en las ramnaceas, leguminosas,
ericaceas, euforbiaceas, escrofulariaceas y rubiaceas. Son frecuentes en las cortezas, tallos y
raices y en algunos casos en las hojas, donde su color esta enmascarado por otros pigmentos.
Ademas, se presentan en hongos, entre ellos, el cornezuelo del centeno y algunos liquenes
(Kuklinski, 2000).

Son causantes del color marrén que se produce en las frutas cuando son dafadas (Domingo,
2003). Estas han sido reconocidas desde la antigiledad por sus propiedades: tintéreas, por su
efecto colagogo, ya que favorecen la salida de bilis de la vesicula biliar y a dosis elevadas tienen
un accion purgante, ademas de su actividad bactericida (Kuklinski, 2000). La fumigatina (3-hidroxi,
4metoxi, 2:5-toluquinona), producida por Aspergillus futnifatis, posee una capacidad definida para

inhibir la multiplicacién de varias bacterias Gram positivas (Armstrong et al., 1943).

SAPONINAS.

Lock (1994), indica que las saponinas son pigmentos fendlicos amarillos, ademas de ser un grupo
de glucosidos que se hallan de manera particular en la saponaria, de la cual toman su nombre. Se
encuentran tanto en algas y liquenes, como en vegetales primitivos como musgos y helechos y
plantas con semilla. En dicotiledoneas hay principalmente saponinas triterpénicas y en
monocotiledéneas, rara vez se encuentran saponinas esteroidicas. Se utilizan como
expectorantes, diuréticas y ademas tienen actividad antiprotozoaria. La saponina 28-O-[3-D-
glucopiranosil-(1—4)-O-3-D-galactopiranosil]-éster, aislada de los tallos de Lactuca scariola, es un
buen antibacteriano (Yadava R.N. y Jharbade J, 2008).

El interés creciente de estos compuestos se debe a su actividad farmacoldgica como agentes
espumantes y emulgentes. Las saponinas esteroidales se utilizan sobre todo industrialmente para
obtener las agliconas esteroidales, que son los precursores para la sintesis de farmacos

esteroideos como hormonas sexuales y glucocorticoides, entre otros (Kuklinski, 2000).

La utilizacién de los metabolitos secundarios obtenidos a partir de las plantas medicinales en el
tratamiento de diferentes enfermedades, constituye hoy en dia, un reto en la medicina y es una
alternativa, en aquellos malestares donde la medicina institucional no tiene el tratamiento
adecuado (Domingo y Lépez Brea, 2003). La ciencia moderna esta analizando y estudiando los

efectos terapéuticos de las plantas, para precisar, comparar y clasificar sus diversas propiedades.
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En este contexto, es importante aislar, purificar y establecer la estructura quimica de los principios
activos relacionados con el alivio o cura de enfermedades, y posteriormente producirlos de manera
sintética y ya modificados quimicamente aumentar su efectividad y ponerlos al servicio de la
humanidad. Los estudios quimicos de estos productos naturales, deber realizarse de manera
multidisciplinaria con la intervenciéon de bidlogos, quimicos, farmacélogos, farmacognostas, entre
otros (Lock,1994).

5.- PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

A través del tiempo, la valoracién de los antibiéticos se ha realizado mediante el uso de pruebas
de sensibilidad antimicrobiana, por difusion en disco o por dilucién liquida. Estas pruebas sirven
para medir la inhibicion del crecimiento de un microorganismo (Bauer, 1986). Gamazo et al.,
(2008), considera que existen un gran niumero de agentes antibacterianos susceptibles para ser
empleados en estas pruebas. Pero como no todas las bacterias tienen la misma sensibilidad a los
distintos antibidticos, es importante realizar diferentes determinaciones y asi mismo, buscar
nuevos compuestos naturales que puedan proporcionar alguna alternativa en los casos donde el

tratamiento con los farmacos origina resistencia bacteriana.

TIPOS DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA O VALORACION
MICROBIOLOGICA.

DIFUSION EN AGAR (TECNICA DE KIRBY & BAUER).

El método de Kirby-Bauer, tiene la ventaja que normaliza la mayoria de factores que intervienen
en el tamafio de la zona de inhibicidén, exceptuando la susceptibilidad antimicrobiana. Estos
factores son el tamafo del indculo, pH del medio, profundidad del medio, concentracién del agar,
velocidad de difusién de la droga, concentracion del antibidtico de los discos impregnados e

incubacion (Bauer, 1986).

El principio de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana por difusion en disco, radica en que al
poner en contacto el disco previamente impregnado con el antibidtico sobre la superficie humeda
del agar inoculada con un agente microbiano, el cual se difunde en el medio que rodea un disco
impregnado, el agua se absorbe en el papel filtro y el antibiético se difunde en el medio (Koneman

et al., 1999). Al medir la inhibicion del crecimiento de un microorganismo en la superficie de una
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placa de agar, el tamafno de la zona de inhibicion de una cepa bacteriana determinada, es
inversamente proporcional a la concentracion minima de un antibiético dado, como se determina
por la prueba de difusién cuando las condiciones de la prueba son constantes (Bauer, 1986). El
diametro de inhibiciéon se relaciona con una concentracion inhibitoria y se extrapola de manera
cualitativa, lo que permite establecer una relacién entre el tamafo del diametro y el nivel de
susceptibilidad al antibiético, interpretando sus resultados como sensible, intermedio o resistente.
Para que se considere como un halo de inhibicion debe ser mayor a 6 mm. En ésta técnica, el
indculo bacteriano es llevado a una concentracion igual a la del estandar 0,5 de Mc Farland.
(Herrera, 2004).

La prueba de Kirby-Bauer o de difusidon en disco no debe utilizarse para bacterias de crecimientos
lentos o anaerobios (Crespo, 2005). Son varios los factores que afectan al tamafo del halo de
inhibicién, como son: la carga de antibiético en los discos, la difusion del antibiéticos en el medio

de cultivo, la velocidad del crecimiento bacteriano y el tiempo de incubacion (Gamazo et al, 2008).

De acuerdo con Herrera (2004), la técnica de difusion en agar, presenta varias ventajas como:
a. Es facil de efectuar y de gran reproducibilidad

b. Bajo precio

c. No requiere equipo especial

d. Sus resultados son facilmente interpretados por los clinicos

e. Es muy flexible a la hora de escoger los antibiéticos a probar.

DILUCION EN TUBO.

Esta prueba es también conocida como macrotitulacion en tubo, segun Koneman et al., (1999), fue
una de las primeras en desarrollarse. Consiste en preparar series de soluciones de
concentraciones crecientes de un antibidtico o de extractos vegetales a la cual se le agrega a una

suspension bacteriana (Pradeu y Cohen, 1998).

10
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FACTORES QUE AFECTAN LOS CULTIVOS MICROBIANOS.

TEMPERATURA.

La resistencia del microorganismo depende en gran parte de la etapa de desarrollo en que se
encuntra, si forma o no esporas y de si el calor es seco o himedo. Ademas, también es importante
el tiempo de exposicion. Las bacterias responden a temperaturas bajas. Para Koneman et al.,

(1999), las placas se deben inocular de 35 a 37 °C.
DESECACION.

De acuerdo con Bryan y colaboradores, (1971), la privacién de agua a una célula bacteriana suele
producir su muerte. La desecacion en el aire mata a la mayor parte de formas vegetativas de
bacterias patégenas en pocas horas, ya que requieren de un grado de humedad adecuado para el

desarrollo 6ptimo, la cual esta en relacion con las sales.
AGITACION.

El sacudimiento excesivo acaba desorganizando a la célula bacteriana interfiriendo con su

crecimiento (Bryan et al., 1971).
pH.

Koneman et al.,(1986), sugiere que el pH 6ptimo para su desarrollo a temperatura ambiente es de

7.2a7.5, pero Bryan et al., (1971), sugieren el rango de 6.5 a 7.5.

SENSIBILIDAD DE LAS BACTERIAS ANTE UN ANTIBIOTICO.

La sensibilidad de una bacteria a un antimicrobiano determinado viene dada por la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida. Ambas pruebas se determinan por

los métodos de dilucion
CONCENTRACION MIiNIMA INHIBITORIA (CMI).

Se define como la menor concentracion de antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo de una
cepa bacteriana dada (Koneman et al., 1999; Gamazo et al.,2008). Es expresada en unidades
como ml 6 yg / mL. Los resultados pueden ser interpretados como sensible (S), moderadamente

sensible (MS), intermedio (l) o resistente (R).

11
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CONCENTRACION MINIMA BA CTERICIDA (CMB).

Es la menor concentracion de un antimicrobiano capaz de originar la muerte celular de una cepa
bacteriana dada (Koneman et al., 1999). Para Gamazo et al. (,2008), es una concentraciéon por
debajo de la correspondiente a la CMI, en la cual no pueden recuperarse bacterias viables tras el
subcultivo, y por tanto, tampoco en concentraciones superiores. Se puede calcular partiendo del
meétodo de dilucién en caldo y determinado por la porcién de bacterias viables después de 18 a 24

horas de contacto con el caldo que contiene el antibitico.

6.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS BACTERIAS EMPLEADAS

¢QUE SON LAS BACTERIAS?

Segun Bryan et al., (1971), las bacterias son diminutos organismos microscopicos, vegetales y
unicelulares que difieren de las plantas superiores debido a que carecen de clorofila y se
reproducen por fisién binaria cada veinte minutos. Se encuentran en el suelo, agua, aire y la leche,
en la superficie de las frutas y vegetales, asi mismos en diversas partes de cuerpo, tales como
conducto alimenticio o la piel. Para Evan, (1996), las bacterias son microorganismos procariotas,
unicelulares, que en general se constituyen por pared celular, membrana citoplasmatica,
citoplasma, ribosomas y nucleoide. Dependiendo del tipo de bacteria puede poseer flagelos,

capsula, esporas, entre otros.

Las bacterias son de tamafio pequefio, por lo que para su observacién es preciso utilizar el
microscopio optico. Su tamafio se mide en um (0,000001 m) y oscila entre 0,2 y 2 ym de diametro
y 6 uym de largo (Bryan et al., 1971; Koneman et al., 1999). Existen cuatro morfologias basicas
para las bacterias: células esféricas 6 cocos, células con la forma de bastdn, cilindrica o bacilo,
también pueden ser helicoidal o espirilo, las que tienen forma de coma, llamadas vibriones,

espiral (espiroqueta), estrella y cuadrangular (Bryan et al., 1971).

Para Koneman et al, (1999), la disposicion de los cocos pueden ser: aislados, parejas
(diplococos), cadenas (estreptococos), racimos (estafilococos) y formas cubicas de ocho
compuestos (sarcinas). Los bacilos pueden ser igual que los cocos, solamente que cambian la

terminacion final en bacilos, aunque algunos de ellos se parecen tanto que se llaman cocobacilos

12
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CARACTERISTICAS DE BACTERIAS EMPLEADAS
Bacillus cereus.

Prototipo de la familia Bacillaceae, bacilo Gram positivo, esporulado, aerobio o anaerobio
facultativo, generalmente son moviles con flagelos peritricos. Su temperatura o6ptima de
crecimiento 5°C a 55°C, el pH 6ptimo 4.5 a 9.3. Produce dos tipos de toxiinfecciones alimentarias:

la forma diarreica y la forma emética (vomito): produce vomitos y nauseas (Koneman et al., 1999).
Bacillus subtilis.

Gram positivos aerobios o anaerobios facultativos, de un tamafno aproximado de 0.5 x 1.2 a 2.5 x
10 um. Tienen amplia distribucién, ya que habitan el aire, suelo y agua. Algunas pueden formar
parte de la flora intestinal del hombre y otros animales (Koneman et al., 1999). Las enfermedades

producidas por dicho patégeno son el carbunco®.
Escherichia coli.

Se encuentra dentro de la familia Enterobacteriaceae, su morfologia es bacilar, de 1 a 3 ym por 0.5
um, Gram negativo no esporulados, aunque las formas jovenes son de tipo coco bacilar. En
general, cuenta con flagelos peritricos, sin embargo pueden carecer de ellos, soportan
temperaturas altas. Es saprdfito de la flora anaerobia y facultativa del tracto digestivo y en general,
se encuentra en aguas y alimentos, ademas es indicador de contaminacion fecal. Frecuentemente
es asociado con septis bacteriana*, en ocasiones puede crear transtornos gastrointestinales tipo
diarreas, infecciones urinarias y meningitis en neonatos (Granados y Villa Verde, 1996: Koneman
et al., 1999).

Salmonella tiphy.

Son Gram negativas, de forma bacilar. Puede causar infecciones con caracter entérico, tipo fiebres
tifoideas o paratiroideas que pueden originar en casos mas graves septicemias, ademas de
infecciones tipo gastroenteritis o enterocolitis, ademas de la muy conocida fiebre tifoidea,
transmitida al hombre via oral por alimentos crudos, mal conservados que llevan mucho tiempo

preparados, asi como aguas que contengan a dicho patégeno (Granados y Villa Verde, 1996).
Shigella flexneri.

Son Gram negativos, aerobios 6 anaerobios facultativos, de la familia Enterobacteriaceae,integrado
por bacterias de forma bacilar, no esporuladas, inméviles, pero animados de movimiento pendular

(oscilacién) in situ. El género Shigella se divide en cuatro especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S.

*Carbunco: Enfermedad causada por bacterias del género Bacillus. La infeccion en los humanos 13
compromete mas a menudo la piel, el tracto gastrointestinal o los pulmones
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boydii, S. sonnei. Ocasiona diarrea en humanos; pero invade el epitelio colénico con destruccion
de la superficie de la mucosa y pueden producirse Ulceras en esa mucosa, aunque rara vez

invaden la mucosa (Granados y , 1996: Koneman et al., 1999).
Staphylococcus aureus.

Son cocos Gram positivos, inméviles, no formadores de esporas y de tamafio entre 0.5 y 2
micrometros. Se conoce como estafilococo dorado por el pigmento no difusible de color amarillo
que lo conforma (Granados vy Villa Verde, 1996). Segun Koneman (1999), se le encuentra en el
ambiente externo, en narinas interiores, pliegues cutaneos, periné, axilas y vagina, aunque puede
formar parte de la microflora humana. Ademas de ocasionar infecciones cutaneas relativamente
benignas como foliculitis simple, la cual es una infeccion superficial que rodea los foliculos pilosos,
el impétigo, infeccidn superficial de la piel observada principalmente en nifios, asi como furinculos
y carbuncos que afectan el tejido subcutaneo y producen sintomas sistémicos como fiebre. En

ancianos ocasiona bronconeumonia, ademas de neumonia nosocomial, entre otros.

Staphylococcus epidermis.

Especie del género Staphylococcus, consistente en cocos Gram positivos arreglados en grupos. Es
la causa mas frecuente de infecciones en cuerpos extrafios implantados (catéteres intravasculares,
catéter de la dialisis peritoneal ambulatoria). Ocasiona las siguientes infecciones: cistitis,
septicemia, endocarditis, endoftalmitis (Granados y Villa Verde, 1996: Koneman et al., 1999).

*Septis bacteriana. Es una enfermedad grave en la cual el torrente sanguineo se encuentra inundado de
bacterias

7.- CARACTERISTICAS DE Calea urticifolia (Mill.) DC.

TAXONOMIA.

Esta especie pertenece a la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Asterales, familia
Asteraceae (Cronquist, 1981). Esta familia tiene un lugar preponderante en la flora mexicana, tanto
a nivel de género como de especie, por lo tanto, contribuye substancialmente a la enorme riqueza
floristica de nuestro pais. Actualmente se registran para el territorio de la Republica 3,005 especies

nativas, distribuidas en 392 géneros (Balleza y Villasefior 2002).

14



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Calea urticifolia (Mill.) DC, se distribuye desde Panama, Costa Rica, Nicaragua,Honduras,El
Salvador, Guatemala, Belice hasta México (Figura 1). En México se encuentra en los estados de
Chiapas, Colima, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz, Yucatdn y Zacatecas (Wussow R. et al.,
1985). Habita en lugares de clima seco, entre 100-1,900m, se asocia con vegetacion de bosques

de pino y encino.

e Coleo urticifolia vor. urticifolho
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FIGURA 1.- DISTRIBUCION DE Calea urticifolia (Mill) DC, TOMADA DE WUSSOW ET AL (1985).

DESCRIPCION TAXONOMICA.

Calea urticifolia es un arbusto erecto, de 1 a 2 m de alto, ramas esparcidas o densamente pilosas
(Figura 2). Hojas cortamente pecioladas, laminas, ovada a oblongo-lanceoladas eliptico-
lanceoladas, frecuentemente de 4-12 cm largo, 1-6 cm ancho; apice, agudo o acuminado, base
aguda u obtusa, triplinervadas, margenes serrados, escabrosas en el haz, frecuentemente
rugosas, venas conspicuas, fina o densamente hispidulosas o escabrosas en el envés, a menudo
lustrosas en ambas caras. Inflorescencia en pequefas cabezas numerosas, radias en forma de
umbela o panicula, éstas frecuentemente mas cortas que las hojas; pedicelos delgados,
frecuentemente 0.5-2.5 cm largo; involucros, 6-7 mm largo; filarios externos oblongos u oblongo-
lanceolados, herbaceos hacia el apice, agudos u obtusos, puberulentos, frecuentemente igual a los
interiores, los interiores oblongos o oblongo-obovados, membranaceos, glabros o casi asi,

amarillentos; 3-8 flores de disco, las ligulas amarillas brillantes, extendidas, 4 a 5 mm largo; flores
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de disco (8-)20-26(-14). Fruto, aquenio, 2.5 mm largo, cortamente pilosas; vilano de escamas, 3 a 4

mm largo (Nash y Williams, 1976).

FIGURA 2. Calea urticifolia (Mill) DC

1.5.4.- SINONIMOS.

Calea urticifolia es conocida en Chiapas como chichiquizo, matacucuyuchi o hierba del perro.. En
Michoacén recibe los nhombres comunes de hoja amarga y prodigiosa y se han registrado los
mismos usos que para el estado de Chiapas (Escobar y Ocampo, 2007). En el Distrito Federal, es
comercializada en el mercado de Sonora con el nombre de hierba amarga o del perro y prodigiosa

(Enriquez, com. pers. 2009).

En Yucatan, se reconoce con el nombre de xikin, la emplean como nematicida y fungicida en la
agricultura (Alejo et al, 2008). En Oaxaca, es conocida como hierba amarga, del coyote, garafiona
y coyote amargo, se emplea para combatir el dolor de estémago, macerado en aguardiente para la
diabetes, como té es antiamibiano y para tratar la disenteria (Solano, com. pers. 2009). En el

Salvador, se le conoce como juanislama, nombre que se le ha signado a muchos de sus
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metabolitos secundarios y se le emplea para combatir la gastritis, melanomas, leucemia, cancer de

colon, inhibidor de apoptosis celular y adipogénica, entre otros (Nakahua et al., 2005).

ESTUDIOS REALIZADOS AL GENERO Calea.

Las especies de este género son utilizadas ampliamente en la medicina tradicional en México
Centro y Sudamérica. Existen diversos trabajos donde se ha estudiado y probado la actividad
biolégica de metabolitos secundarios de varias especies del género Calea, incluyendo a la
especie urticifolia. En el cuadro 1 muestra la especie, el lugar de procedencia, el tipo de extracto
que se ha analizado, las partes utilizadas, asi mismo el estudio realizado y los remedios en el

tratamiento de enfermedades de dicha familia.

Venegas et al., (2002), realizaron el estudio del extracto acuoso de las hojas de Calea
zacatechichi, para evaluar su actividad antiinflamatoria. Mediante la induccién de un edema en
ratas hembras y machos en la cavidad peritoneal. Encontraron que el extracto acuoso presentard
disminucién significativa en el numero de migracién de neutréfilos a la cavidad peritoneal
comparados con dexametasona, inhiben la migracion 50 + 8% y los extractos de Calea
zacatechichi 44 + 7%, por lo tanto, concluyeron que dicho extracto contiene compuestos con

potencial antiinflamatorio.

Mendes et al., (2004), probaron el extracto de diclorometano de las hojas de Calea platylepis Sch.
Bip. Ex Baker, mediante un método de difusién con un rango de concentraciones de 50 y 1000
pg/mL. Ellos observaron que se inhibié el crecimiento de hongos como Candida tropicalis, Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, entre otros, y las bacterias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, entre otros. Concluyendo que los compuestos (+)-4a,7b-
aromadendranediol, euparina, caleprunina B y euparona tienen actividad bactericida y fungicida,
ademas el compuesto caleprunina A mostré mayor actividad contra Trichophyton mentagrophytes.
Por otro lado, Yamada et al., (2004), de las hojas de Calea urticifolia (Mill.) DC colectada en El
Salvador, aislaron del extracto aceténico, a siete germacrandlidos, midieron su bioactividad en
células U937 (leucemia), encontraron que la calealactona C y 2,3-epoxijuanislamina presentan

mayor actividad citotéxica que su control el partenélido.
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En estudios recientes, Sarda et al., (2008), probaron la actividad acaricida del extracto hexanico de

la parte aérea de Calea serrata en Boophilus microplus y Rhipicephalus sanguineu. Concluyeron

que dicho extracto, present6 un porcentaje de 100% de mortandad en cultivos in vitro en larvas de

Boophilus microplus y Rhipicephalus sanguineus. Para B. microplus, a concentraciones de 25

mg/mL y 12.5mg/mL, la eclosién disminuy6 presentando un 10-30% ya que las larvas al eclosionar

morian, debido al contacto con el extracto. Atribuyen la actividad acaricida al precoceno II.

CUADRO 1. USOS EN MEDICINA TRADICIONAL DEL GENERO Calea

Especie Procedencia Extracto utilizado | Parte utilizada Estudio Uso
Pinnatifida
Bank Disenteria
(Ferreira et al Sao Paulo Etandlico Hojas amoebica
1980)
L.ant0|de.s Acetato de etilo- . -
(Vichnewski et Brasil hexanico Hojas Larvicida
al,. 1982)
Platylepis . . . Antimicrobiano y
(Mendes et al., Brasil Diclorometano Flores y hojas funaicida
2004) ung
i . Anti-influenza,
Clematidea Sur de Brasil y ) . .
(Flach et al., Uruqua Aceite esencial Flores y hojas catarro y
2002) guay fungicida
o Reumatismo,
Zacatechichi enfermedades
Edema, y . .
i Sureste de . . . respiratorias,
(Martinez et al., s Acuoso Hojas antiinflamatorias .
México hemorragias,
1987) (Venegas , .
et al., 2002) malaria,
diarrea
Pruhlfolla Bogota Hojas
(Garz‘(’)'géet al, Etanolico
) Anti- malaria
Vasodilatador
(Onzaga et al., Colombi Tall hoi
2008) olombia allo y hojas
Clausseniana , Diclorometanoy | Parte aéreay . .
(Mendes et al., Brasil otanol hoias Tripanocida
2007) ]
Serrata Ulceras,
Brasil Hexanico Hojas y tallos Acaricida enfermedades
(Mendes et del higad
al.,2007) el higado
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ESTUDIOS REALIZADOS A Calea urticifolia.

La documentacion cientifica de los principales usos del género Calea en las diferentes patologias
es muy escasa, por ello, es de gran importancia sustentarlo. Yamada et al.(2004) extrajeron de las
hojas de Calea urticifolia siete germacrandlidos y los probaron en células leucémicas U937,
encontraron que la calealactona C y 2,3-epoxijuanislamina presentan mayor actividad citotoxica
que el partendlido utilizado como testigo. Por otro lado, Matsuura et al., (2005) evaluaron el efecto
de siete germacrandlidos como caleina D, juanislamina, 2,3-epoxijuanislamina, calealactona A, B y
C y 2,3-epoxicalealactona sobre la diferenciacion de lineas celulares 3T3-L1. Observaron que los
germacranolidos probados inhiben la adipogénesis a concentraciones de 1.25-5uM, con lo cual
concluyeron que estos germacrandlidos son inhibidores especificos de la diferenciacion
preadipocitica, ademas de que serian un buen remedio para la obesidad y en especial la originada

por ateroesclerosis.

Nakagua et al. (2005) probaron los extractos acetonicos de lactonas sesquiterpénicas, de las
hojas de Calea urticifolia en cultivos in vitro de lineas celulares de HL60 (leucemia), indicaron que
el arucandlido, disminuye el crecimiento de estas células a una concentracion de 10 uM. Umemura
et al (2008) realizaron un estudio de estrés oxidativo con lactonas sesquiterpénicas de esta
especie y evaluaron la respuesta de células PC12 de ratones al arucrandlido, calealactona A, 2,3-
epoxicalealactona A, calealactona B, 2,3 epoxijuanilasmina y registraron que estos compuestos
carecen de actividad antioxidante. Recientemente, Ohguchi (2009) encontr6 que la 2,3

epoxijuanislamina, tiene efecto inhibidor de la melanogénesis a una concentraciéon de 2uM.

También se ha documentado su efecto como nematicida y fungicida de plantas nativas de Yucatan.
Alejo et al. (2006) compararon 55 extractos vegetales etandlicos, para ver cuales respondian
como mejor nematicida. Obtuvieron mejores resultados utilizando extractos de hojas y raices de
Calea urticifolia, con un 80% de mortalidad en Meloidogyne incognita. Alejo et al. (2008) probaron
extractos etandlicos de Calea urticifolia contra los hongos Alternaria tagetica, Colletotricum
gloeusprioides, Fusarium oxisporum y Rhizopus sp., encontraron que redujo el crecimiento del

micelio en un 61%.

Herrera y colaboradores (2009), probaron los extractos acuosos de las hojas y raices de Calea
urticifolia para evaluar el control de Meloidoyne incognita en cultivos de tomate cv, en Rio Grande,
encontrando asi que aplicando los extractos 72 hrs antes del transplante, disminuye del 45 al 48%

el nimero de huevos.

Existen diversos estudios, en los cuales se evalud la composicidon quimica de los extractos de éter

etilico y de petroleo, cloroformo, etandlicos y acetonicos de las hojas  Calea urticifolia, de
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ejemplares colectados en Veracruz, Guatemala, Honduras y de El Salvador, dentro de los cuales
se encuentran sesqioterpenos lactona como germacrandlidos, heiangdlidos, derivados de

isoeugenol y de floroglucinol.

Bolhmann y Jakupovic (1979), aislaron del extracto éter etilico y éter de petréleo 6-metoxi-
isoeugenol-isobutirato, caleurticina, 9a-hidroxi-atripliciolido-8-O-[2-metilacrilato], 9a [ isovaleriloxi-
bzw.senecioiloxi-bzw.angeloiloxi]-15-hidroxi-atripliciolido-8-O-[2metilacrilato], caleurticélido acetato,
caleurticolido -[2-metilacrilato], caleurticélido-angelicato-3,10-epoxi-9-(3-metilbutanoil )-8-(2-
metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-2.411(13) trien-12,6-olido, 3,10-epoxi-9-(3 metil-2
butenoil)-8-(2-metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-2,4,11 (13)-trien-12,6-olido y 3,10-epoxi-9-
angeloil-8-(2-metilpropenoil)-15-hidroxi-1-oxo-germacra-2,4,11(13)-trien-12,6-noil)-15-hidroxi-1-oxo-
germacra-2,4,11(13)-trien-12,6 olido, cinco heliangdlidos, ocho derivados de isougenol y un

derivado de isoeugenol.

De igual forma, Borges et al., (1981), de un ejemplar colectado en EI Salvador, del extracto
etandlico de las hojas, reportaron dos nuevos sesquiterpeno lactonas juanislamina y 2,3-epoxi-
juanislamina, ademas de caleina D y 2,3-epoxi-caleina D. Vargas et al., (1989), realizaron estudios
de dos poblaciones de Calea urticifolia de Veracruz, son los pioneros en analizar a una especie
mexicana y una de Costa Rica. Utilizando el extracto cloroférmico (CHCI3) de sus hojas. En la
fraccion de etanol encontraron al acetato de caleurticélido, caleurticélido [2-metilacrilato], (4,5)

[acetato de 2,3a-epoxicaleurticdlido] y [2,3a-epoxicaleurticolido [2-metilacrilato] caleiana A.

En 2004, Yamada et al., de las hojas de Calea (Mill.) DC colectada en El Salvador, aislaron del
extracto cloroférmico, a siete germacrandlidos calealactona A, B y C: 2,3-epoxicalealactona A,
caleina D, juanislamina, y. 2,3-epoxijuanislamina. Nakagua et al., (2005), de los extractos
acetoénicos de las hojas de Calea urticifolia, encontraron , juanislamina, 2,3-epoxijuanislamina,
calealactona A, B, C , 2,3-epoxicalealactona A y arucandlido. En 2009, Ohguchi et al., aislaron de
las hojas de Calea urticifolia a los siguientes sesquiterpeno lactonas: calealactona A y B,

auracandlido, 2,3-epoxijuanislamina y 2,3-epoxicalealactona A.

En el cuadro 2, se indican el lugar de procedencia, el tipo de extracto que se ha analizado, las
partes utilizadas, asi mismo el estudio realizado Calea urticifolia Mill D.C. En el cuadro 3, se

sintetizan los remedios para los cuales se emplea a Calea urticifolia Mill D.C.
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CUADRO 2. PRUEBAS REALIZADAS A Calea urticifolia Mill DC EN DIVERSOS PAISES DE
LATINOAMERICA.

Procedencia

Extracto utilizado

Parte utilizada

Prueba

El Salvador

Lineas celulares de

(Yamada et al.2004) Cloroformo Hojas leucemia U937
El Salvador . . . .
(Matsuura et al., 2005) Acetona Hojas Inhiben la adipogénesis
El Salvador Acetona Hoias Celulares de HL60
(Nakagua et al. 2005) J leucemia y cancer de colén
Yucatan

(Alejo et al. 2006)

Etandlico y acuoso

Planta entera

Nematicida y fungicida

Yucatan

(Alejo et al.(2008)

Etandlico

Planta entera

Fungicida

(Umemura et al.,2008)

Eter de petréleo

Hojas

Estrés oxidativo

Yucatan

(Herrera et al.,2009)

Acuoso

Hojas y raices

Nematicida

CUADRO 3. USOS ETNOBOTANICOS DE Calea urticifolia Mill DC EN DIVERSOS PAISES DE
LATINOAMERICA.

Procedencia Sinénimo Parte utilizada Uso tradicional
chichiquizo,
thapa§ matacucuyuchi o hierba . Paludismo y enfermedades
Michoacan del perro Hojas astricas
(Escobar-Ocampo, 2007) hoja amarga y 9 )
prodigiosa

Distrito Federal en el
mercado de Sonora

(Enriquez, com. pers. 2009).

hierba amarga o del
perro y prodigiosa

Toda la planta

Diabetes, bilis, inflamacion del
higado, coagulacion de la
sangre, retencién de liquidos y
enfermedades de la piel

hierba amarga, del

Oaxaca covote. qarafiona. covote Hoias Antiamibiano y para tratar la
(Solano, com. pers. 2009). yote, gamargo » COY ) disenteria
El Salvador juanislama Hojas Gastritis, ulcera, bactericida y

fungicida
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COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO Calea.

El género Calea, se distribuye en México, Centro y Sudamérica, esta integrado aproximadamente
por 110 especies, de las cuales 37 representantes se tienen investigadas quimicamente. La
mayoria de los estudios quimicos realizados han reportado furanoheliangélidos, germacrandlidos,
eudesmandlidos y guaiandlidos. Ademas de derivados de p-hidroxiacetofenona y de timol,
benzofuranos, cromenos, entre otros (Mendes et al 2002). Los compuestos que se han analizado
en algunos ejemplares del género se muestran en la Cuadro 4 vy sus estructuras reportadas fueron

agrupadas como figura 3 en el anexo 1.
COMPOSICION QUIMICA DE Calea urticifolia.

En cuanto a la especie Calea urticifolia, como se puede apreciar en la tabla 2, se han analizado la
composicién quimica de los extractos de éter etilico y de petroleo, cloroformo, etandlico y
aceténicos de de ejemplares colectados en Guatemala, Honduras y de ElI Salvador,
proporcionando asi la identificacion de metabolitos secundarios, dentro de los cuales se
encuentran germacranolidos, heliangdlidos, derivados de isoeugenol y de floroglucinol (Bolhmann y
Jakupovic, 1979; Werner y Neandra. 1980; Yoshito et al., 2005).

CUADRO 5.- METABOLITOS SECUNDARIOS REPORTADOS EN Calea urticifolia.

Compuesto quimico Num., d?
referencia
arucandlido (1) 75,79,98 y 105
calealactona A (2) 75,79,98 y 105
calealactona B (3) 75,79,98 y 105
calealactona C (4) 75,79,98 y 105
caleina D (5) 75,79,98 y 105
caleurticina (6) 10,21y 22
acetato de caleurticéido (7) 10,21y 22
caleurticélido-[2-metilacrilato] (8) 10,21y 22
caleurticélido-angelicato(9) 10,21y 22
2,3-epoxicalealactona (10) 75,79,98 y 105
2,3-epoxijuanislamina (11) 75,79,98 y 105
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CUADRO 5.- CONTINUACION

2,3-epoxicalealactona A (12) 75,79,98 y 105
juanislamina (13) 75,79,98 y 105
6-metoxi-isoeugenol-isobutirato (14) 10,21y 22
9a-hidroxi-atripliciélido-8-O[2-metilacrilato]  (15) 10,21y 22
9a[iﬁpvatgriIo>.(i-l_az.\{v:senecioiloxi-b;k,ar)geIoioni]-15- 1021y 22
idroxi-atripliciolido-8-O-[2-metilacrilato] (16)

FIGURA 4.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS ENCONTRADOS EN Calea urticifolia
(ENLISTADOS EN LA TABLA 1)
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7) acetato de caleurticélido , 8) caleurticolido-[2-metilacrilato] y 9) caleurticélido-angelicato
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11) 2,3-epoxijuanislamina 12) 2,3-epoxicalealactona A 13) juanislamina
OMe
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MeO g
T
14) 6-metoxi-isoeugenol-isobutirato 15) 9a-hidroxi-atripliciolido-8-O[2-metilacrilato] y 16)

9a[isovateriloxi-bzw,senecioiloxi-bzk,angeloiloxi]-15-hidroxi-atripliciolido-8-O-[2-metilacrilato]

En un esfuerzo por detener el incremento en la incidencia de la resistencia a los antibidticos, el
sector salud y la industria farmacéutica han invertido importantes recursos en la busqueda de
nuevos compuestos inhibitorios de origen vegetal. Por estas razones, en el presente proyecto de
tesis de licenciatura se evaluaré la actividad antibacteriana de los extractos organicos de las hojas

de Calea urticifolia (Mill) DC., una especie ampliamente utilizada en medicina tradicional mexicana.
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1.6.-HIPOTESIS:

Tomando en cuenta que el extracto crudo de diclorometano de las flores y hojas de Calea
platylepis Sch. Bip. Ex Baker, tienen actividad antibacteriana es factible suponer que los
extractos hexanico y metandlico obtenidos de Calea urticifolia tengan el mismo efecto

sobre microorganismos patégenos.

9.- OBJETIVOS GENERAL

Identificar los componentes mayoritarios presentes en los aceites esenciales y el extracto
metanodlico de las hojas de Calea urticifolia (Mill) DC, asimismo evaluar la actividad

antimicrobiana mediante los métodos de difusion y dilucién.

1.-OBJETIVOS PARTICULARE

Realizar la investigacion bibliografica sobre los estudios quimicos y farmacoetnobotanicos
del género Calea y sobre todo la especie Calea urticifolia

Obtener los extractos hexanico y metandlico, asi como los aceites esenciales de las hojas
de Calea urticifolia y determinar el rendimiento de cada extracto.

Extraer e identificar los metabolitos secundarios mas abundantes en el extracto metandlico
y aceites esenciales obtenidos de las hojas de Calea urticifolia (Mill) DC.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos crudos de hexano y metanol
obtenidos de las hojas de Calea urticifolia (Mill) DC, mediante la prueba de difusion y
dilucion en las cepas bacterianas; Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia

coli,Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,Salmonella typhi'y Shigella flexneri.
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10.-JUSTIFICACION

En México y en el mundo, se comercializan numerosas plantas con propiedades medicinales, las
cuales por su bajo costo, son empleadas para curar diversos padecimientos, sin conocer sus
efectos colaterales. Por ello, la validaciéon cientifica de sus usos medicinales y la busqueda de

nuevos compuestos que aminoren a muchas de las enfermedades, es una tarea que no tiene fin.

En este sentido, Calea urticifolia es utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades
curativas en diversos padecimientos causados por bacterias, hongos y amibas, también en
enfermedades gastricas, como hipoglucimiente, inflamacion del higado, coagulacién de la sangre,
retencion de liquidos y padecimientos cutaneos. De igual forma, se usa para tratar algunos tipos de
cancer como melanoma, leucemia y de colon. Se utiliza en malestares pulmonares como la tos. Es

inhibidora de apoptosis celular y tiene accion adipogénica.

Existen antecedentes de que los extractos etandlicos, acetdnicos y de diclorometano de las hojas
de Calea urticifolia provenientes de Centro y Sudamérica, contienen lactonas sesquiterpénicas,
derivados de isoeugenol y floroglucinol. Estas mismas sustancias se han registrado en extractos de
ejemplares de Calea urticifolia provenientes de Veracruz. Pero ningun estudio para esta especie
ha revelado su accién antibacteriana y muy pocos refieren su efecto como fungicida. Partiendo de
los datos proporcionados por la investigacién bibliografica, se decidié realizar la extraccion
empleando como disolvente metanol, ya que en Calea urticifolia no se cuenta con ningun analisis
de este tipo. Asimismo se planted realizar el analisis de los aceites esenciales, puesto que, sdlo se

tiene un reporte de este tipo de estudio en Calea clematidea (Flach et al., 2002).

26



LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

11.- MATERIAL Y METODOLOGIA

MATERIAL
e Agitadores magnéticos e Matraz bola de 50, 500 y 1000 ml
¢ Anillo metalico e Matraz Erlenmeyer de de 250 y 4000 ml
e Asas bacterioldgicas e Pinzas de tres dedos
e Cajas Petri e Pipetas graduadas
e Columna fraccionada e Pipetas Pasteur
e Embudo tallo corto e Probeta de 50 y 100 mi
e Embudo de separacion e Refrigerante
e Hisopos e Regla graduada
e Tubos de ensaye e  Soporte universal

MATERIAL BIOLOGICO

CEPAS BACTERIANAS

+Bacillus cereus + Salmonella typhi
+Bacillus subtilis + Shigella flexneri
+Escherichia coli

+Staphylococcus aureus

+Staphylococcus epidermis

EQUIPO

e Canastilla de calentamiento

e Cromatografo de gases, marca Agilent, modelo 6890 N

e  Columna capilar fase DB-5MS(5% fenil-metilsilicon) Dimensiones 10 m de long y 0.18mm de D.I.
Espesor de pelicula de 018 uM

e Equipo de arrastre de vapor y extraccion simultanea

e Espectrofotometro Genesys 10 UV

. Espectrémetro de Masas marca LECO, modelo: Pegasus 4D

e Parrilla de calentamiento y agitacion

o Recirculador

e Rotavapor

e Reostato
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REACTIVOS
e Agar bacteriolégico e Eter etilico
e Agua destilada ¢ Hexano
e Acetato de etilo e Metanol
e Caldo nutritivo e  Solucion buffer Trizma® base pH 7.2
e Cloramfenicol e Acido clorhidrico
e Diclorometano e  Fenil-metilsilicon

TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.
OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

La planta fue colectada en el mes de abril de 2009, en el estado de Oaxaca, en el distrito Putla,
municipio Putla a una latitud 16 59°01°", longitud oeste 97,54°, 6"y una altitud de 777 m.s.n.m. La
vegetacion corresponde al resto de selva subcadocifolia. El espécimen fue determinado
taxondmicamente por el Doctor Eloy Solano Camacho del herbario de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, México Distrito Federal.

PREPARACION DEL VEGETAL.

Se realizé la separacién de la planta en flor, tallo y hoja. Se les eliminé la humedad en la cdmara

de secado del herbario de la FES Zaragoza durante tres dias, a una temperatura de 30°C.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.
EXTRACTO HEXANICO.

A 980g de hojas secas y molidas se maceraron con hexano (3000 mL x 2) en un matraz
Erlenmeyer protegido de la luz y el polvo durante 48 h, se agité periddicamente, pasado el tiempo,

se decantd Yy filtr6 el disolvente con papel Whatman No. 42.

EXTRACTO METANOLICO.

Las hojas previamente tratadas con hexano, se sometieron a extraccion con metanol (3000 ml x 3)
durante 72 hrs, pasado el tiempo, en cada ocasién decantd vy filtr6 el disolvente con papel

Whatman No., 42. Se evapor¢ el disolvente en el rotavapor.
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EXTRACCION ACIDO-BASE DEL EXTRACTO METANOLICO.

Del extracto metandlico crudo, se tomaron 10 g, se adicionaron 20 mL de &cido sulfurico 0.1 N,
seguidamente se adicion6 5 g de zinc (Zn), se someti6 a agitacion durante dos horas.
Posteriormente, se decantd v filtr6 el disolvente con papel Whatman No., 42. Seguidamente, la
fase acuosa se extrajo con éter en un embudo de separacion (75 mL x 4). Al extracto acuoso se
le cambid el pH a 9 con hidréxido de amonio (NH,OH), se extrajo con CH,Cl, (75 mL x 3) en el

embudo de separacion, la fase organica se sec6 con NaSQO, (sulfato de sodio anhidro).
ACEITE ESENCIAL.

Se realizé una destilacion por arrastre de vapor y extraccion simuiltanea con pentano en un equipo
modificado de Lickens y Nickerson de las hojas secas de Calea urticifolia (Mill) DC., durante dos
horas. Se empleé el mismo procedimiento con éter como disolvente para extraer los compuestos

oxigenados.
OBTENCION DEL PESO SECO DE LOS EXTRACTOS.

Se peso6 cada uno de los extractos obtenidos, se almacenaron en frascos color ambar tarados, a

continuacion se calculé el peso seco de cada uno de los extractos y el rendimiento.
IDENTIFICACION DE COMPUESTOS EXTRAIDOS POR CG-MASAS.

Se utilizé un cromatdgrafo de gases marca Agilent y modelo 6890 N, acoplado a un detector de
masas con cuadrupolo (MDS,HP-HP5989 o HP-5972). EIl analisis espectrométrico de masas fue
por ionizacién de impacto de electrones a 70 eV, la temperatura del inyector y del detector fueron
de 225° C. El programa de temperatura del horno fue 40 ° C durante 3 minutos, una rampa de
calentamiento de 10 ° C/min y una temperatura fina de 200 ° C durante 5 minutos. El volumen de
inyeccioén fue de 1 pL. Se utilizaron dos columnas capilares de alta resolucién de silice fundida. En
una primera etapa del trabajo se utilizé una columna de 30 m de fenilmetilsilicon con didmetro
interno de 0.32 mm vy un tamafo de particula de 0.250-uym. Posteriormente, se empelo el
cromatografo con una columna de FFAP de 50 m, 0.32 mm de diametro interno, 0.52 ym de
tamafio de particula. En parte debido a su longitud se obtuvo una mejor resolucién con la columna
de FFAP (polietilenglicol) que es mas polar que la de fenilmetilsilicon, por lo que la mayoria de los

compuestos que se identificaron fueron separados con esta fase.

Los compuestos se identificaron comparando los espectros obtenidos con los datos espectrales de
la biblioteca NIST 75K del detector de masas.
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ENSAYOS BIOLOGICOS
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANAS.

Se utilizé el método de difusidn en disco en agar, la cual permite medir la susceptibilidad in vitro de
microorganismos patdogenos frente a una sustancia o a la mezcla de varias sustancias
desconocidas de origen vegetal con potencial antimicrobiano, de acuerdo al procedimiento
modificado de acuerdo a Vanden y Vlietinck, (1991): Atta et al 2001.

OBTENCION DE LAS CEPAS.

Las cepas de los agentes patégenos (bacterias), fueron proporcionadas por el cepario de Campus

I, del Laboratorio de Microbiologia, de la FES Zaragoza.

PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE LOS EXTRACTOS.

Se pes6 0.001 g del extracto metandlico, se diluyd con 1 mL de solucién reguladora Trizma Base a
pH 7.2, para obtener una concentracién de 10000 ug/mL a partir de esta solucion, se prepard una
dilucién tomando 20uL y se diluyé en 180 pL de solucion reguladora a pH 7.2 para obtener una
solucién de concentraciones de 1000 pg/mL. Se mezcld y tomo 20uL y diluir en 180 yL reguladora
a pH 7.2, obteniendo asi una solucion de 100 pg/mL. Como testigo positivo se utilizo al
cloramfenicol a una concentracion de 30 ug/mL y como testigo negativo metanol. Para el extracto

hexanico, fue el mismo procedimiento, salvo que el disolvente empleado fue metanol.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Se prepard agar bacterioldgico, se depositdé en cajas Petri, se dejo solidificar, se esterilizé durante

15 minutos, junto con las asas bacteriolégicas, pinzas y los hisopos.
PREPARACION DE LOS DISCOS.

Se cortaron discos de papel Whatman con un diametro de 5 mm, se esterilizaron por 20 min,
posteriormente se impregnaron con 2 uL de cada una de las diluciones y controles. Se dejaron

secar por evaporacion al ambiente.
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PREPARACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS.

ESTANDARIZACION DEL INOCULO MICROBIOLOGICO.

Para cada grupo de microorganismos, se tomaron de cuatro a cinco colonias con un asa
bacteriologica, se colocaron en 5 mL de solucion fisiolégica estéril (NaCl al 0.9%) y se ajustd por

medio de la turbidez del estandar de Mc Farland del tubo No.1 de dicha escala.

SIEMBRA DEL INOCULO o PREPARACION DEL ANTIBIOGRAMA.

Se tomaron 1.2 mL de la solucién previamente estandarizada, se distribuydé homogeneamente
sobre la superficie del medio de cultivo,mediante la ayuda de una hisopo, posteriormente se
colocaron los discos de papel filtro estériles, previamente preparados con ayuda de pinzas
estériles, se presiono con el fin de que quedaran adheridos a la superficie del agar. Se incubo a

35°C durante 24 h, posteriormente, se realizé la medicion de los halos de inhibicién (mm).

DETERMINACION DEL HALO DE INHIBICION.

Pasado el tiempo de incubacién (24 hrs), se midié el halo de inhibicién para cada grupo de

bacterias, con ayuda de una regla graduada (incluyendo el area del disco).

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO DE LA PRUEBA DE DILUCION
ACTIVACION DEL INOCULO.

Se tomaron a 5 colonias de bacterias, se incubaron en frascos serolégicos con caldo nutritivo

liquido por un lapso de 24 h.

ESTANDARIZACION DEL INOCULO.

Se tomaron a 5 mL de indculo activado y se ajusto la turbidez al tubo 1 de la escala de Mc Farland
(3 x 10° U.F.C/mL) a 580nm. Se realizd una dilucién 1/100 para obtener una dilucion 10°
U.F.C/mL (Garcia y Cantén, 2001).
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PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE EXTRACTOS.

Se pesaron 0.015 g del extracto metandlico y se disolvi6 en 5 mL solucién reguladora a pH 7.2,
para obtener una solucién con concentracion de 30000 ug/mL. De esta solucion se tomé 1 mL y
diluyé en 9 mL en solucién reguladora a pH 7.2, para obtener una solucién de 3000 ug/mL,
asimismo tomo6 1 mL de ésta y se diluyd en 9 mL de solucién reguladora a pH 7.2, para obtener
una solucion de 300 pg/mL. Para el extracto hexanico, fue el mismo procedimiento, salvo que el

disolvente empleado fue metanol.

PREPARACION DE LOS TUBOS.

e Para las pruebas con el extracto:1 mL de caldo nutritivo, 1 mL de solucién de cada
concentracién de extracto, 1 mL del indculo.

e Para el control negativo: 1 mL del indculo, 1mL de caldo nutritivo

e Para el control positivo :1 mL del inéculo, 1mL de caldo nutritivo y 1ml del antibiotico

RECUENTO BACTERIANO.

Pasado el tiempo de incubacion (24 hrs), se ley6 la turbidez a cada una de las muestras en el

espectrofotometro a 580 nm, para determinar el potencial antimicrobiano de Calea urticifolia.

12- DISENO EXPERIMENTAL.

Se realizaron 3 experimentos, cada uno de ellos por triplicado, se realizé el analisis de varianza y
una comparaciéon de medias poblacionales por la prueba de Tukey, para la prueba de difusién y
para el ensayo de dilucién, se empleo el método de Holm-Sidak, para saber si existe diferencia
significativa entre cada una de las disoluciones y su respectivo control, con un nivel de confianza
de 95 % y un a=0.05%.
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13.- RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.
RESULTADOS DEL RENDIMIENTO DEL EXTRACTO
RENDIMIENTOS OBTENIDOS.

El porcentaje del extracto permite conocer que tanto material vegetativo se necesita macerar para
obtener la cantidad necesaria de extracto en peso seco, igualmente para saber la cantidad de
metabolitos secundarios que tiene la especie vegetal. En la cuadro 6 se muestra el rendimiento
obtenido para el extracto hexanico, como para el metandlico, asimismo para los extractos
obtenidos en la extraccion acido-base del extracto metandlico y de los aceites esenciales, estos

obtenidos mediante un equipo de arrastre de vapor y extracciéon simultanea.

CUADRO 6.- PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO SECO DE LAS HOJAS Calea
urticifolia Mill DC.

Rendimiento del extracto
ESTRUCTURA PESO (g) Disolvente Peso del extracto (g) seco (%)
Hexano
980 de hoja
Hojas

__
20de extaco | Tl oo |
T

ANALISIS GASES-MASAS.

Mediante la cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas, se analizaron cada
uno de los concentrados obtenidos en la extraccion acido-base del extracto metandlico (cuadro 7 y
8) vy los aceites esenciales (cuadro 9 y 10), los cuales se enlistan de acuerdo a su tiempo de

retencion y los que tienen un area mayor al 1%.

A continuacion se enlistan los compuestos identificados en Calea urticifolia, que tienen estructuras
similares a otras sustancias reportadas que cuentan con efecto antibacteriano, lo cual sustentaria

su empleo en la medicina tradicional de Calea urticifolia.
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COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN EL EXTRACTO ETEREO.

En la cuadro 7, se muestran los componentes oxigenados extraidos con éter etilico del extracto
metandlico de las hojas de Calea urticifolia, los cuales fueron identificados con el sistema gases-
masas. Los trece componentes principales representan el 48.29 % del total del extracto etéreo
obtenido. De la observacion de la tabla mencionada se desprende que el componente mayoritario
del extracto etéreo de Calea urticifolia es el 3-metil-4-propil, 2,5-furanodieno, que se encuentra
en un 6.56 %.El 3,4-dimetol cis tetrahidro furano, esta presente en un 4.64%. Seguido por el cis
5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil, 2-furano metanol, con un 1.91 %. Ogunwande (et al., 2005),

encontraron actividad antibacteriana a los furanodienos.

Avalos (et al,. 2009) y Baveja (et al., 2004), proponen que la furanona inhibe el desarrollo
bacteriano, en nuestro analisis se detect6 la 5-etil,2(5H)-furanona con un 2.88% y a la hidroxi
lactona del acido undecanoico en un 2.17%, que posiblemente tengan actividad antibacteriana,
por la semejanza a las estructuras. Bohlmann (et al 1982 e,f,g y j), encontré6 en Calea angusta,
Calea hispida, Calea hymenolepis y Calea villosa, hallaron la presencia de furanodienos, al igual

que Fisher (et al 1984), en Calea ternifolia, encontré furanos tipo heliangélido.

Thorarensen (et al., 2007), menciona que las amidas son metabolitos secundarios que inhiben la
actividad bacteriana, en nuestro analisis esta presente la N,N-dimetildodecanoamida se
encuentra en un 3.91%. EI 2-metoxi-4-vinilfenol, se encuentra presente en una proporcion del
3.53% en el extracto etéreo, seguido por el 2,4-bis (1-feniletil) fenol en un 2.66 %. Muchos
fenoles son compuestos con accion antibacteriana, segun lo reportado por Kuklinski, (2000) y

Domingo y Lépez Brea (2003).

Lourenco (et al., 1981) en el extracto hexanico de Calea cuneifolia, encontraron los siguientes
fenoles: 2-senecionil-4-(1-hidroxietil) fenol, 2-senecionil-4-(1-acetoxietil)fenol, 2-senecionil-4-(1-
acetil sarracinoiloxietilhidroxietil) fenol, 2-(3-metil-3-hidroxibutanoil-1)-4-(1-hidroxietil) fenol y 2-

senecionil-4-vinil fenol.

Ogunwande (et al., 2005), y Xu (et al, 2003), mencionan que tanto la hidroquinona 4-propil, 1,3-
bencenodiol 2.25 %, al igual que los otros metabolitos secundarios analizados, tienen

propiedades antibacterianas. Bohlmann (1984 k) y Schmeda et al (1986) encontraron en Calea
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harleyi y Calea clematidea, al éter dimetilico de la timohidroquinona en este trabajo se encontré a

la 6-acetil-2,5,8-trihidroxi,1,4-naftoquinona,con un 1.50 %.

CUADRO 7.- COMPONENTES DEL EXTRACTO ETER ETILICO DE LAS HOJAS DE Calea
urticifolia CON EL SISTEMA GASES-MASAS.

N.P COMPUESTO T.R A% S P.M.
4-(1-metiletoxi), 1-butanol 152.374 | 1.9681 830 132
8 3-metil,2-ciclopentenona 164.047 | 3.0521 936 96
10| 5_til 2(5H)-furanona 198.147 | 2.8865 | 930 | 112
14 hidroxi lactona del &cido undecanoico 214.947 | 2.1782 675 184
12 cis 5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil, 2-furano metanol 218.747 | 1.9127 903 170
17 3-metil-4-propil ,2,5-furanodieno 253.147 | 6.5637 733 154
18 3,4-dimetol cis tetrahidro furano 261.247 | 4.6411 817 100
211 3-metil, 1-penteno 302.447 | 3.1406 | 739 | 84
22 | 2-metoxi-4-vinil fenol 319.947 | 3.5358 | 967 | 150
26 4-propil,1,3-bencenodiol 396.747 | 2.2582 796 152
31 6-acetil-2,5,8-trihidroxi, 1,4-naftoquinona 502.547 | 1.5011 721 248
32 N,N-dimetildodecanoamida 677.447 | 3.9143 935 227
33 | 2,4-bis(1-fenil etil), fenol 685.947 | 2.6645 796 302
Simbologia :
T.R.= tiempo de retencién A= greaen % N.P.=Numero de pico  S= Similitud

P.M. Peso molecular
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FIGURA 5.- CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO ETEREO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC.

17

120000 -

100000 -

200

1000

1200

1400

36



LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN EL EXTRACTO DE DICLOROMETANO.

Para obtener el extracto de alcaloides, de una porcion del extracto metandlico, se sometié a un

tratamiento acido-base en presencia de Zn, con el objetivo de reducir a los N-Oxidos libres. En el

cuadro 8, se muestran los componentes nitrogenados extraidos con diclorometano e identificados

por Cromatografia de Gases masas de las hojas de Calea urticifolia, los catorce compuestos

identificados representan el 48.8% del extracto etéreo obtenido.

CUADRO 8.- COMPONENTES EXTRAIDOS CON DICLOROMETANO DE LAS HOJAS DE Calea
urticifolia CON EL SISTEMA GASES-MASAS

TR A% S P.M
N.P. COMPUESTO
191 5 butanol 119.83 | 1.2706 | 925 | 74
4 2-butanol,3-metoxi 139.33 5.39 938 | 104
5 1,4-butanodiamina 150.93 | 4.6844 | 806 88
18 | oxirano, (etoximetil) 197.53 | 1.4185 | 750 | 102
22 3-metil,4-hexen-2-ona 218.23 | 1.99 | 888 | 112
23 | 2-etil,1,3-dioxilano 221.23 | 2.0719 | 848 | 102
acido, 2- [3-(1,1-dimetiletil)-1-oxoperidropirrolo [1,2] [1,3]
38 340.93 | 1.2144 | 677 | 255
oxazol-7-il]-, métil ester acético
46 | 4-metildocosano 491.03 | 3.3552 | 725 | 324
45 | 9,10-dimetiltriciclo [4.2.1.1(2,5)] -9,10-diol decano 485.43 | 1.377 | 724 | 196
2,5,5,8a-tetrametil-4-metileno-6,7,8,8a-tetrahidro- -4a-il
48 494.43 | 2.8979 | 696 | 238
hidroperéxido-4H,5H-cromeno
49 | aspidospermidina-3-carboxi, 2,3-didehidro-1-metil ester 498.73 | 3.6336 | 757 | 352
53 | 5,10-dietoxi-2,3,7,8-tetrahidro-1H,6H-dipirrolo diperazina. 544.83 | 1.3519 | 745 | 250
acido ciclopropano, 2-bromo-4-fluorofenilo ester,
60 ) 730.23 | 10.775 | 842 | 258
carboxilico
acetico acido, 10-hidroximetil-6-metil-12,13-dioxa-triciclo
55 ] ) 662.53 | 7.3789 | 662 | 284
[7.3.1.0(1,6)] tridec-5-il ester
Simbologia :
T.R.= tiempo de retencion A= areaen % N.P.=Numero de pico S= Similitud

P.M. Peso molecular
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El componente mayoritario del extracto de diclorometano de Calea urticifolia es el hidrocarburo
acido ciclopropano, 2-bromo-4-fluorofenilo ester, carboxilico, que se encuentra en un 10.77
%. A este compuesto le sigue el alcaloide aspidospermidina-3-carboxi-2,3-didehidro-1-metil
éster (figura 6), enun 3.63 %, como constituyentes de importancia. Este se agrupa dentro de los
alcaloides indolicos, del tipo aspidospermidina. De acuerdo con Waller y Nawacki (1978), este tipo
de alcaloide esta presente en la familia Apocynaceae y no se tiene algun reporte en la familia
Asteraceae y Compositae (Lawrence, 1973). Algunas estructuras similares de algunos alcaloides
tienen efecto como fungicida y bactericida por ejemplo el 6,7 dihidrota bersonina y vincadifornina
(William, 1961).

La identidad de este metabolito secundario y de los demas grupos presentes en el extracto de
diclorometano se confirmd tanto en el cromatograma (figura 7) y en el espectro de Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (figura 8), en estros dos figuras se corroboré la
presencia del alcaloide aspidospermidina-3-carboxi-2,3-didehidro-1-metil éster. En el
cromatograma se sefiala en el pico 49 y en el espectro , aparece en el pico en 396 (m/z*), 338
con una abundancia de 15, 300 con (60), 278 con abundancia de 10, 251 con (20), 182 con
abundancia de 30, 149 con (30), 122 con abundancia de 30 y 43 con (100).

De igual forma se analiz6 el acido, 2-[3-(1,1-dimetiletil)-1-oxoperidropirrolo [1,2] [1,3] oxazol-7-
il], métil ester acético, compuesto nitrogenado presente en un 1.21%, seguido por el 10-dietoxi-

2,3,7,8-tetrahidro-1H,6H-dipirrolo diperazina, presente en un 1.35%

FIGURA 6. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ALCALOIDE
ASPIDOSPERMIDINA-3-CARBOXI-2,3-DIDEHIDRO-1-
METIL ESTER
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FIGURA 7.- CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO DE DICLOROMETANO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC.
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FIGURA 8. ESPECTRO DEL ALCALOIDE ASPIDOSPERMIDINA-3-CARBOXI-2,3-DIDEHIDRO-1-METIL ESTER EXTRACTO DE
DICLOROMETANO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC.
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En muy poca proporcion se encuentra el alqueno 3-metil 4-hexen-2-ona, con una proporcion de
1.99 %, seguido por 2-etil,1,3-dioxilano con un 2.07% y por los alcoholes 2-butanol, 3-metoxi, el
cual se encuentra en 5.39 % y 2-butanol con una proporcion 1.27%, el oxirano, (etoximetil), en
un 1.41 %. Seguido por la 1,4-butanodiamina con un 4.68%. Asimismo por el 4-metildocosano,
presente en un 3.35%, seguido por el 9,10-dimetiltriciclo [4.2.1.1(2,5)] -9,10-diol decano, en un
1.37 %, 2,5,5,8a-tetrametil-4-metileno-6,7,8,8a-tetrahidro-4a-il hidroperéxido-4H,5H-cromeno,
presente en un 2.89 %. ElI acético acido, 10-hidroximetil-6-metil-12,13-dioxa-triciclo
[7.3.1.0(1,6)] tridec-5-il ester esta presente en un 7.37%.

COMPUESTOS IDENTIFICADOS DE ACEITES ESENCIALES

PENTANO

En cuanto al rendimiento de los aceites esenciales, en la cuadro 9, se presentan los resultados, el

que obtuvo mayor rendimiento fue el de pentano (24%) y con éter etilico (16%).

CUADRO 9.- PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE ACEITES ESENCIALES DE LAS HOJAS
CALEA URTICIFOLIA MILL DC.

Volumen del % de rendimiento
ESTRUCTURA PESO (g) Cantidad de aceite del aceite
disolvente esencial (mL) esencial
50 mL de pentano 12 24
Hojas S0g 50 mL de éter
N 8 16
etilico

En el cuadro 10, se enlistan los 8 constituyentes que se identificaron en el aceite esencial
extraido con pentano, de los cuales, el componente mayoritario fue el a-bisaboleno en un 6.67 %,
presente este metabolito en Calea rotundifolia (Bohlmann et al., 1981 e) seguido por el a-pineno,
el cual representa el 5.8 %. Barbachyn et al., (1993), concluyeron que los monoterpenos, son

compuestos con potente actividad antibacteriana.
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CUADRO 10.- COMPONENTES EXTRAIDOS CON PENTANO DEL ACEITE ESENCIAL DE

Calea urticifolia DETECTADO POR EL SISTEMA GASES-MASAS

N.P | COMPUESTO TR |A S P.M.
1 | 2-hexenal 109.7 | 1.25 | 965 | 98
2 | a-pineno 1445. | 5.8 945 | 136
12 | cis 5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil-, 2-furano metanol 216.7 | 1.29 | 933 | 170
32 | humuleno 389.3 | 3.16 | 878 | 204
36 | nerolidol 4121 | 1.45 | 954 | 222
37 | 6xido de cariofileno 422 438 | 936 | 220
43 | a-bisaboleno 457.9 | 6.67 | 929 | 222
45 | 3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina 502.9 | 2.99 | 718 | 218

Simbologia :

T.R.= tiempo de retencién A= greaen % N.P.=Ntmero de pico  S= Similitud

P.M. Peso molecular

El 2-hexenal presente en un 1.25%, seguido por el sesquiterpeno humuleno se encuentra en un
3.16 % y el 6xido de cariofileno, se encuentra en una proporcion de 4.38 %, los cuales segun
Bailac (et al., 2000) tienen propiedades antibacterianas, seguido por el nerolidol con un 1.45 %,
cuyo compuesto tiene la mismas propiedades (Fernandez et al 2008). Este compuesto se presenta
en Calea pilosa (Bohlmann et al.,1981 c y d) . El cis 5-eteniltetrahidro-a,a, 5-trimetil-2-furano
metanol , con una proporcion de 1.29 %, Ogunwande (et al, 2005)le atribuye actividad

antibacteriana los furanodienos.

Se detectaron a-pineno y epoxido de cariofileno en estudios realizados con C. teucrifolia (Gardn)
Baker, C. morii, C rotunfolia, C hymenolepis, C. villosa Bohimann, (et al., 1981 ay b ) y Bohimann,
(etal.,1982d,gvyj)y C. prunifolia (Castro V ,1984).

Thorarensen (et al., 2007), mencionan que las aminas cuentan con un gran potencial antibacterial,
en nuestro analisis, se encontrd al 3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina, en una proporcion del
2.99 %.
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FIGURA 9. CROMATOGRAMA DEL ACEITE ESENCIAL EXTRAIDO CON PENTANO DE LAS HOJAS DE
Calea urticifolia Mill DC.
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ETER ETILICO

En el cuadro 11, se muestran los componentes extraidos con éter etilico de los aceites esenciales
de las hojas de Calea urticifolia con el sistema gases-masas. De los quince principales
compuestos oxigenados identificados, el componente mayoritario del extracto etéreo de Calea
urticifolia es el a-bisaboleno, en cual se encunetra en un 10.61 %, el cual se encuentra en mayor
proporcién, comparado con el extracto de pentano, (Arango et al., 2009: Bohlmann et al., 1981:
Castro V, 1984).

Este componente se encuentra acompanado por el cariofileno en un 5.19 %, reportado por Flach
et al.,( 2002), acompanado del elemeno con un 1.93 %,de acuerdo a lo reportado con Bailac (et
al., 2000), presenta propiedades antibacterianas. En muy poca proporciéon se encuentra, el 1H-
3a,7-metanoazuleno, 2,3,6,7,8,8a-hexahidro-1,4,9,9-tetrametil en una proporcién de 1.62 %,
seguido por el 3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina, el cual se encuentra en un 1.90%. Kumar
(et al., 2009), en un estudio de la evaluacion de antibacteriana de 2-amino-4H-pirano y el 2-amino-
5-ox0-5,6,7,8-tetrahidro-4H-cromeno, demostré que las aminas son efectivas como antimicrobiano.
Acompanado por el naftaleno, 1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metil etil) en un 2 %,
asimismo por el a-cadinol, con un 1.29 %, Shafaghat A. (2009), lo reporta como un compuesto con

actividad antibacteriana.

El trans longipinocarveol, se haya en una proporcién de 1.3 %, Boutaghane et al. (2008),
demostré que dicho compuesto es un buen antibacterianouenta con potencial para inhibir la
actividad antibacteriana sobre diversas cepas. A dicho compuesto le sigue el éxido de
aromadendreno en una proporcion de 1.12 %. Ugur et al., probo la actividad antibacterial de
dicho compuesto y encontraron que el oxido de aromadendreno fue el mejor compuesto
antibacteriano. En C. platylepis Sch Bip ex Baker, se encuentra presente el (+)-4a,73-

aromadendranediol, estructura similar a la de nuestro compuesto.
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CUADRO 11.- COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN EL ACEITE ESENCIAL DE ETER ETILICO
DE Calea urticifolia DETECTADO POR EL SISTEMA GASES-MASAS

N.P COMPUESTO T.R. A% S P.M
26

cariofileno 362.947 | 5.1951 | 930 204
34

elemeno 390.147 | 1.9328 | 813 204
43 | 1H-3a,7-metanoazuleno, 2,3,6,7,8,8a-hexahidro-

1,4,9,9-tetrametil 402.247 | 1.6298 | 688 204
52 | naftaleno, 1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1- (1-

metil etil) 443.147 | 2.007 | 830 204
53

a-cadinol 448.647 | 1.2919 | 923 222
54

trans longipinocarveol 449.647 | 1.3788 | 618 220
58

a-bisaboleno 460.747 | 10.616 | 888 222
63

oxido de aromadendreno 473.047 | 1.1217 | 830 220
64

3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina 503.147 | 1.9015 | 720 218
Simbologia :

T.R.= tiempo de retencion A=areaen % N.P.=Numero de pico S= Similitud
P.M. Peso molecular

Flach et al.,( 2002), estudiaron los aceites esenciales de las flores y hojas con éter dimetilico de
Calea clematidea, encontrando los siguientes compuestos: clemateol, 2,5,5-trimetilhepta-3--6-dien-
2-ol o comunmente conocido como alcohol yomogi conocido como el (3E)-2,5,5-trimetilhepta-3,6-
dien-2-ol, a-terpineno, o-cimeno, m-cimeno, timol metil éter, carvacrol timol metilico, o-vainillina, a-
gurjuneno, cariofileno (E ), 2,5-dimetoxi-p-cimeno, 6-metil-y-ioneno- (E ), germacrano B, dehidro-

apofarnesol (Z), espatulenol.
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FIGURA 10.- CROMATOGRAMA DEL ACEITE ESENCIAL EXTRAIDO CON ETER ETILICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia
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RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA PRUEBA DE DIFUSION.

Como se habia mencionado anteriormente, los resultados de esta prueba de sensibilidad
antimicrobiana presentados para Calea urticifolia son los primeros de su tipo. El presente trabajo,
valida el uso tradicional de dicha especie para las enfermedades gastrointestinales, epidérmicas y
respiratorias. Es posible decir que dichos resultados muestran una alta actividad bactericida, de
acuerdo a lo reportado por Herrera (2004) que un halo mayor de 6 mm se debe a una actividad
antibacteriana alta, y Dominguez (1979) explica que si los extractos utilizados no son puros el

efecto se debe al sinergismo de los metabolitos secundarios presentes en los extractos.

Varios compuestos con estructuras semejantes a las de los metabolitos secundarios encontrados
en la extraccion acido base del extracto metandlico (cuadro 12) se reportan por diferentes autores
con actividad antibacteriana: como las furanonas segin lo reportado por Avalos et al. (2009) y
Baveja et al. (2004), de igual forma Ogunwande et al. (2005), mencionan a los furanodienos, Xu et
al (2003) encontré al benzenodiol, Kuklinski, (2000) y Domingo y Lépez Brea (2003) a los fenoles,
estos ultimos también presentes en el extracto de diclorometano. En este extracto también se
encuentra un alcaloide inddlico, del tipo aspidospermidina, segun lo reportado por Waller y
Nowacki. Arango (et al., 1979), mencionan al éxido de cariofileno y Thorarensen (et al., 2007) a las

amidas.

CUADRO 12. METABOLITOS SECUNDARIOS DEL EXTRACTO METANOLICO CON EFECTO
ANTIMICROBIANO

Extracto etéreo

Extracto de diclorometano

4-(1-metiletoxi),1-butanol
3-metil,2-ciclopentenona

5-etil ,2(5H)-furanona

hidroxi lactona del acido undecanoico
cis 5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil, 2-
furano metanol

3-metil-4-propil ,2,5-furanodieno

3,4-dimetol cis tetrahidro furano

3-metil, 1-penteno
2-metoxi-4-vinil fenol

4-propil,1,3-bencenodiol
6-acetil-2,5,8-trihidroxi, 1,4-naftoquinona

N,N-dimetildodecanoamida

2,4-bis(1-fenil etil), fenol

2-butanol
2-butanol,3-metoxi
1,4-butanodiamina
oxirano, (etoximetil)

3-metil,4-hexen-2-ona

2-etil,1,3-dioxilano

acido, 2-[3-(1,1-dimetiletil)-1-oxoperidropirrolo [1,2] [1,3]
oxazol-7-il]-, métil ester acético

4-metildocosano

9,10-dimetiltriciclo [4.2.1.1(2,5)] -9,10-diol decano
2,5,5,8a-tetrametil-4-metileno-6,7,8,8a-tetrahidro- -4a-il
hidroperéxido-4H,5H-cromeno
aspidospermidina-3-carboxi, 2,3-didehidro-1-metil ester
5,10-dietoxi-2,3,7,8-tetrahidro-1H,6H-dipirrolo diperazina.

acido ciclopropano, 2-bromo-4-fluorofenilo ester,
carboxilico

acético acido, 10-hidroximetil-6-metil-12,13-dioxa-triciclo
[7.3.1.0(1,6)] tridec-5-il ester
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Los resultados del analisis de varianza se manejaron con una significancia de P = 0.05. Los datos
obtenidos de los halos de inhibicion de cada una de las siete cepas bacterianas se aprecian en la
tabla 13. La concentracion a la cual fueron mas sensibles en el extracto hexanico las bacterias
fueron a 10000 ug/mL, excepto para Bacillus cereus, que fue a 1000 ug/mL y para Shigella flexneri,
a 100 uyg/mL. Para el extracto metandlico, la concentracion a la cual fueron mas sensibles las

bacterias fue a 10000 ug/mL, excepto para Shigella flexneri, a 1000 yg/mL

CUADRO 13. RESULTADOS CUANTITATIVOS DE LA PRUEBA DE DIFUSION DE LOS

EXTRACTOS ORGANICOS DE LAS HOJAS Calea urticifolia

Bacteria | Concentracion

Halos de inhibicion del extracto

Halos de inhibicion del extracto

(ng/mL) hexanico (mm) metandlico (mm)
10000 (10.22+£ 0.22) (17.88 £ 0.67)
1000 (17.55+ 0.29) (16.11£ 0.87)
B.c. 100 (14.66+ 0.33) (12.22+ 0.49)

Cloramfenicol

(22.22+ 2.63)

(19.00% 1.31)

B s 10000 (18.88+0.35) (17.55% 1.27)
’ 1000 (15.33+0.16) (14.88+ 1.02)
100 (10.33+ 0.23) (11.88+ 0.65)
Cloramfenicol (20.88+ 0.80) (18.33+ 2.20)

Ec 10000 (18.56+ 0.24) (21.77+1.37)
o 1000 (13.00+ 0.40) (16.33+ 0.33)
100 (13.00% 0.57) (11.44+ 0.33)
Cloramfenicol (22.78+ 0.87) (19.44+ 1.73)

S a 10000 (16.33+ 0.52) (20.22+ 0.99)
’ 1000 (13.00+ 0.79) (16.11£ 0.48)
100 (12.88+ 0.84) (12.44+ 0.60)
Cloramfenicol (14.22+ 1.36) (21.77£1.78)

S. e 10000 (21.44+ 1.49) (19.55 + 1.24)
1000 (9.88+ 0.42) (15.33+£ 0.47)

100 (10.77+ 0.54) (10.77+ 0.36)

Cloramfenicol

(14.88 £ 0.11)

(19.66+ 2.03)

Nota: Los datos presentados para cada una de las cepas son la media y el error estandar.

El cloranfenicol se manejo a 30 pg/mL

Simbologia: B.c (Bacillus cereus), B.s (Bacillus subtilis), E.c (Escherichia coli.), S.a (Staphylococcus aureus) y 48

S.e (Sthaphylococcus epidermis)
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Cuadro 13.Continuacién

Bacteria | Concentracion | Halos de inhibicion del extracto Halos de inhibicion del extracto

(ng/mL) hexanico (mm) metandélico (mm)

S.t 10000 (17.77+0.87) (19.77+ 1.05)
1000 (14.55+ 0.44) (16.55+ 0.44)
100 (10.00+ 0.00) (12.22+ 0.77)
Cloramfenicol (18.55+ 0.91) (19.66+ 1.47)
S.f. 10000 (21.66+0.83) (15.88+ 1.20)
1000 (16.66+ 0.83) (16.11+ 0.58)
100 (32.77+0.087) (11.55+ 0.29)
Cloramfenicol (22.77+ 1.21) (18.88% 1.62)

Nota: Los datos presentados para cada una de las cepas son la media y el error estandar.
El cloranfenicol se manejo a 30 pg/mL

Simbologia: Salmonella typhi (S. t.) y Shigella flexneri (S. f)

En esta prueba de sensibilidad antimicrobiana, en la Grafica 1 se muestra el comportamiento de
Bacillus cereus ante los extractos hexanico y metandlico. A 1000 pg/mL del extracto hexanico, es
mas sensible Bacillus cereus. Este evento se conoce como -El fendmeno paraddjico o de Eagle”,
el cual consiste en que a una concentracién menor de un extracto, hay una mayor destruccion de
bacterias, entre las posibles causas por las que se presenta dicho evento puede ser la produccion
de artefactos al esterilizar el medio de cultivo y las impurezas presentes en el antibiético o dado el
caso en el extracto (Eagle y Musselman, 1948), las impurezas se relacionan al sinergismo de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos, caso expuesto por Dominguez (1979). Los
resultados estadisticos indican que hay diferencia significativa entre las tres concentraciones del
extracto hexanico (10000,1000 y 100 pg/mL) y el control positivo y las tres tienen menor actividad

que el cloramfenicol, el cual es mas eficaz que el extracto.

Respecto al extracto metandlico, la concentracion de 10000 pg/mL, es a la cual es mas sensible
Bacillus cereus, el diametro promedio de sus halos de inhibicion fue de 17.88 mm, comparados con
su control positivo (19 mm). Al comparar estadisticamente los datos obtenidos el cloramfenicol
tiene una mayor capacidad bactericida que el extracto metandlico, aunque el extracto metandlico

es activo en todas las concentraciones, ya que inhibe el crecimiento de Bacillus cereus.
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GRAFICA 1.- INHIBICION EN CULTIVOS DE Bacillus cereus CAUSADOS POR EXTRACTOS
HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC.
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La concentracion de 10000 pg/mL del extracto hexanico en Bacillus subtilis, dio los mayores
halos de inhibicién (18.88 mm), comparados con las otras concentraciones de extracto pero el
control positivo presenté mayor actividad (20.88 mm). Existe diferencia significativa en las tres
concentraciones del extracto hexanico, estas son activas contra B. subtilis, pero el cloramfenicol

tiene mayor efecto ( grafica 2).

Al igual que el extracto hexanico, en el metandlico, la concentracién de 10000 ug/mL es a la que
es mas sensible dicho patégeno, mostrando asi diametros promedio de sus halos de inhibicién de
17.55 mm, comparado con su control (18.33 mm), pero la actividad bactericida del extracto
metandlico a las concentraciones de 1000 y 10000 ug/mL no presentan diferencia significativa con
la actividad del cloramfenicol, con lo que se deduce que tienen el mismo efecto el cloramfenicol y

las concentraciones 10000 y 1000 pg/mL.

GRAFICA 2.-’INHIBICI(')N EN CULTIVOS DE Bacillus subtilis CAUSADOS POR EXTRACTOS
HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC.
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Para Escherichia coli, en el extracto hexanico, el halo de inhibicion mayor fue de 18.53 mm a la
concentracion de 10000, y el halo del control positivo fue de 19.40 mm ( grafica 3).
Estadisticamente las tres concentraciones con respecto al cloramfenicol presentan diferencia
significativa, por lo cual se observa que el extracto hexanico si tiene efecto bactericida en sus tres
concentraciones, pero es inferior al efecto del cloramfenicol. En cuanto al extracto metandlico, la
inhibicion mayor fue de 21.77 mm a 10000 y su control el cual fue de 19.44 mm. El extracto
metandlico tiene la misma actividad bactericida en sus dos concentraciones de 1000 y 10000

pMg/mL que a su vez es igual a la del cloramfenicol.

Mendes vy colaboradores (2004), realizaron un estudio de la actividad antibacteriana con extracto
de diclorometano, obtenido de toda la planta. Al probar los compuestos puros en Escherichia coli
obtuvieron halos de inhibicién de 7 y 8 mm, por lo que se visualiza que Calea urticifolia, se obtuvo

un mejor resultado.

GRAFICA 3.- INHIBICION EN CULTIVOS DE Escherichia coli CAUSADOS POR EXTRACTOS
HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC
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En la grafica 4, se observa la actividad antibacteriana de Staphylococcus aureus, la cual no
presenta diferencia significativa entre ninguna de sus concentraciones y el cloramfenicol, por lo que
la eficacia del extracto hexanico comparada con su control es la misma. El extracto metandlico, en
todas sus concentraciones presenta actividad bactericida contra S. aureus, pero en la
concentraciéon de 10000 su actividad es igual a la del cloramfenicol. En el 2004, Mendes vy
colaboradores, reportaron que con compuestos puros a concentraciones de 50 y 1000 yg/mL de
Calea platylepis, la inhibiciéon de sus halos en Staphylococcus aureus fue de 6 y 7 mm, lo Calea

urticifolia, a la concentracion de 1000 ug/mL da un mejor resultado.
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GRAFICA 4.- INHIBICION EN CULTIVOS DE Staphylococcus aureus CAUSADOS POR
EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC
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Para Staphylococcus epidermis, en el extracto hexanico, el halo de inhibicion mayor fue de 21.44
mm a la concentracion de 10000, y el halo del control positivo fue de 14.88 mm ( grafica 5). En sus
tres concentraciones (10000,1000 y 100 ug/mL), presenta diferencia significativa, pero en la de
10000 pg/mL, es la que tiene mayor efecto que el cloramfenicol, ya que muestra una actividad

bactericida 1.44 veces mas alta.

Los resultados obtenidos en la prueba del extracto metandlico, el halo de inhibicion mayor fue de
19.55 mm a la concentracion de 10000, y el halo del control positivo fue de 19.66 mm.
Estadisticamente, la concentracion de 10000 pg/mL, es la que tiene el mismo efecto bactericida
que el antibiético. En el 2004, Mendes y colaboradores, en la prueba con Staphylococcus

epidermis, no obtuvieron la inhibiciéon de su crecimiento.

GRAFICA 5.- INHIBICION EN CULTIVOS DE Staphylococcus epidermis CAUSADOS POR
EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC
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Las concentraciones tanto del extracto hexanico como el metandlico aplicadas a Salmonella tiphy
se muestran en la gréfica 6. Estadisticamente el extracto hexanico en la concentraciéon de 10000
pMg/mL (17.77 mm) es la Unica que presenta la misma actividad bactericida que el cloramfenicol
(17.77 mm). La 1000 y 100 yg/mL presenta una actividad menor comparada con el control. El
extracto metandlico, en sus tres concentraciones presenta actividad bactericida, pero a la
concentracion de 10000 upg/mL, presenta la misma actividad bactericida que el cloramfenicol

(19.77 mm VS 19.66 mm).

GRAFICA 6.- INHIBICION EN CULTIVOS DE Salmonella tiphy CAUSADOS POR EXTRACTOS
HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC
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En la grafica 7, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de sensibilidad Shigella flexneri,
100 pg/mL fue la concentracion que proporciond los mayores halos de inhibicién en esta cepa
(32.77 mm), comparado con el control (22.67 mm). Dicho efecto se relaciona con lo expuesto por
Eagle y Musselman, (1948). Estadisticamente presenta una actividad 1.43 veces mas alta que la
actividad bactericida del cloramfenicol. En cuanto al extracto metandlico, los mayores halos de
inhibicién en esta cepa fueron de 15.88 mm en 10000 pg/mL y de 18.88 mm por su control,
Estadisticamente, la concentraciéon de 10000 ug/mL es la que presenta el mismo efecto bactericida

que el cloramfenicol sobre dicho patégeno.

GRAFICA 7.-,INHIBICI(')N EN CULTIVOS DE Shigella flexneri CAUSADOS POR EXTRACTOS
HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC
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RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA PRUEBA DE DILUCION.

Se llevé a cabo la prueba de dilucién en liquido, con el fin de realizar una comparacioén con el

ensayo de difusion en agar. Para el extracto hexanico, presenté actividad antimicrobiana a la
concentracion de 10000 ug/mL en Escherichia coli, Bacillus cereus y subtilis. Para Staphylococcus

aureus y epidermis, Salmonella tiphy y Shigella flexneri

en 10000 pg/mL y 1000 pg/mL,

la

concentracion de 100 no mostroé actividad antibacteriana. Comparada con la prueba de difusién, en

dicho ensayo, en cada una de sus concentraciones se inhibid el crecimiento. Para el extracto

metandlico, en la prueba de dilucion fue activo en todas las concentraciones, excepto para

Staphylococcus aureus y epidermis, comparada con la prueba de difusién, el extracto metandlico

fue activo en cada una de sus concentraciones.

CUADRO 14.- RESULTADOS CUANTITATIVOS DE LA PRUEBA DE DILUCION DE LOS
EXTRACTOS ORGANICOS DE LAS HOJAS DE Calea urticifolia

Bacteria

Concentracion

(ng/mL)

Absorbancias de la
inhibicién del extracto

hexanico (nm)

Absorbancias de la

inhibicién del extracto

metandélico (nm)

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,t1

Caldo, t0
Caldo,t1
Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.814 + 0.003)
(2.381 + 0.011)
(0.052 + 0.005)
(0.218 + 0.013)
(-0.031 £ 0.001)
(0.058 + 0.006)
(-0.007 + 0.001)
(0.476 + .015)
(-0.022 £ 0.002)
(-0.007 + 0.002)

(0.409 + 0.092)
(1.817 + 0.086)
(0.399 + 0.048)
(0.243 + 0.011)
(0.139 £ 0.029)

(0.035 £ 0.003)

(0.376 + 0.124)
(0.585 + 0.120)
(0.046 +0.012)
(0.005 + 0.001)

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,t1

Caldo, t0
Caldo,t1
Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.78 £ 0.008 )
(0.46 + 0.057 )
(0.03 0.003 )
(0.20 + 0.01)
(-0.02 + 0.001)
(0.07 + 0.006 )
(-0.02 +0.002 )
(1.03 £ 0.038)
(-0.02 +0.002 )
(-0.005 + 0.0008)

(1.88+ 0.047)
(1.68£0.043)
(0.40+ 0.047)
(0.24+0.008)
(0.21£0.054 )
(0.06+0.005 )
(0.2740.073 )
(0.67+ 0.097)
(0.004+0.000 )
(0.059+0.009 )

Nota: Los datos presentados para cada una de las cepas son la media y el error estandar.

El Cloranfenicol se manejo a 30 pg/mL

Simbologia: B.c = Bacillus cereus

B.s.= Bacillus subtilis
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CUADRO 14.- CONTINUACION

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,11

Caldo, t0
Caldo,t1
Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(0.86+ 0.002)
(0.27+0.009 )
(-0.005+0.000 )
(0.05£0.006 )
(-0.003+0.000 )
(0.005+ 0.001)
(-0.014+ 0.0008)
(0.4760.015)
(-0.017+0.001 )
(-0.007+0.002)

(1.65 0.096)
(1.49520.101)
(0.403% 0.036)
(0.24520.007 )
(0.204+0.039)
(0.06+ 0.008)
(0.274% 0.079)
(0.718+0.084)
(0.0474 0.007)
(0.006+0.0009)

S.a

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,t1

Caldo, t0
Caldo,t1
Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.607+0.003)
(0.596+0.062 )
(0.934+0.007 )
(0.461+ 0.037)
(-0.0241 0.001)
(0.070 0.006)
(0.0062 0.0007)
(0.402+ 0.031)
(0.036+0.0009 )
(0.020£0.0029 )

(1.7614 0.044)
(1.923+0.036 )
(0.27420.010 )
(0.57+0.057)
(0.08920.018 )
(0.397+ 0.031)
(0.47£0.171)
(0.844£0.207 )
(0.040£0.009 )
(0.014£0.002)

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,t1

Caldo, t0

Caldo,t1

Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.454+ 0.010)
(0.540+0.022)
(0.7160.033 )
(0.414+0.040 )

(0.1002+0.002 )
(0.171£0.011)
(0.037+ 0.005)
(0.208+0.011 )
(0.0342+0.007)
(0.007+0.001)

(2.09620.072 )
(1.9231 0.036)
(0.31840.014 )
(0.627+0.044 )
(0.073+0.006 )
(0.436+0.048 )
(0.4021 0.157)
(0.893+0.182)
(0.0409+0.010 )
(0.021£0.008)

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,11

Caldo, t0

Caldo,t1

Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.6600.004 )
(0.601+0.064 )
(0.952+0.003 )
(0.393+0.042 )
(0.193+0.001)
(0.16+ 0.031)
(0.108+0.006 )
(0.357+0.009 )
(0.088 0.002)

(0.0187+ 0.007)

1.647+0.156 )
1.513£0.151 )
0.3600.049 )
0.2200.011)
0.172+ 0.036)
0.046+0.009 )
0.316+ 0.121)
0.734+0.093 )
0.059+ 0.007)
0.018+0.005)

AN SN SN SN S~ o~

—

S.f

10000, t0
10000,t1

1000, t0

1000,t1

100, t0

100,t1

Caldo, t0
Caldo,t1
Cloramfenicol,t0
Cloramfenicol,t1

(2.744+0.005 )
(0.702+0.031 )
(0.562+0.006 )
(0.469+ 0.053)
(0.081+0.003 )
(0.233+0.005 )
(-0.009+0.002 )
(0.66+ 0.054)
(-0.088+0.047 )
(0.005+0.0007)

(2.117+0.133)
(1.933+0.075 )
(0.33420.019 )
(0.258+0.012 )
(0.291£0.061 )
(0.08520.010 )
(0.228+0.078 )
(0.89240.161 )
(0.125+0.0786 )
(0.012+.001)

Nota: Los datos presentados para cada una de las cepas son la media y el error estandar.

El Cloranfenicol se manejo a 30 pg/mL

Simbologia: Staphylococcus epidermis (S. e.), Salmonella typhi (S. t.) y Shigella flexneri (S. f).




LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

En el ensayo de Bacillus cereus, la concentracién de 10000 ug/mL del extracto hexanico, a la
que fue mas sensible. Comparado con la prueba de difusion (grafica 1), en esta ultima, Bacillus
cereus fue mas sensible a la concentracion de 1000 ug/mL. Estadisticamente, la prueba de
dilucion (gréfica 8), presenta diferencia significativa, debido a que tiene mayor eficacia respecto al
antibiético. Comparando los datos estadisticos de la prueba de difusion, el cloramfenicol tiene

mayor eficacia.

Respecto a la prueba realizada con el extracto metandlico, la concentracion de 10000 ug/mL, fue la
Unica concentracion a la cual inhibié el crecimiento de Bacillus cereus. Los resultados
estadisticos indican que el extracto metandlico tiene mayor eficacia como antibacteriano que el
cloramfenicol, comparado con la prueba de difusién (grafica 1), el cloramfenicol tiene mayor

eficacia que el extracto.

GRAFICA 8.-EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS
DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Bacillus cereus.
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Para Bacillus subtilis, en la Unica concentracion del extracto hexanico en la cual hubo inhibicion
de bacterias fue en 10000 pg/mL. Estadisticamente, tanto en la prueba de difusion (grafica 2) como
dilucién (grafica 9), se presenta diferencia significativa, por lo que el cloramfenicol tiene mayor
eficacia comparada con el extracto. En el ensayo del extracto metandlico, éste es activo en todas
las concentraciones (10000,1000 y 100 pg/mL), ya que inhibi6 el crecimiento bacteriano, aunque
estadisticamente, el cloramfenicol, tiene mayor o igual eficacia comparado con 1000 y 100 pg/mL,
respecto a 10000 ug/mL, tiene mayor eficacia el antibiético. Comparado con la prueba de difusion

tiene el mismo efecto el antibiético y 10000 pg/mL.
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LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

GRAFICA 9.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS HOJAS
DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Bacillus subtilis
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En la prueba realizada para Escherichia coli (grafica 10), en 10000 y 100 pug/mL fueron las unicas
concentraciones donde fue activo el extracto hexanico, siendo la de 100 ug/mL la que originé una
mayor inhibiciéon del crecimiento. Este evento se conoce como -El fenémeno paraddjico o de
Eagle” el cual fue reportado por Eagle y Musselman (1948). Al comparar estadisticamente los
datos obtenidos, sélo en 100 pg/mL, es mas activo el extracto que el cloramfenicol. Comparado

con la prueba de difusion, el cloramfenicol es mas activo que el extracto.

Respecto al extracto metandlico, éste es activo en todas las concentraciones, pero en 100 ug/mL,
hay una mayor inhibicion de crecimiento (Eagle y Musselman, 1948). Los resultados estadisticos
indican que en las concentraciones de 1000 y 100 ug/mL, tienen mayor o igual eficacia que el
cloramfenicol. En la prueba de difusion (grafica 3), s6lo en sus dos concentraciones de 1000 y

10000 pg/mL tiene el mismo efecto del cloramfenicol.

GRAFICA 10.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS
HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Escherichia coli
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LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

La actividad antibacteriana para Staphylococcus aureus en el extracto hexanico (gréfica 11),
sb6lo es sensible a las concentraciones de 10000 y 1000 pg/mL. Estadisticamente las dos
concentraciones respecto al cloramfenicol presentan diferencia significativa, ya que tienen la
misma o igual eficacia de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus que el antibiético. En la
prueba de difusién, las tres concentraciones del extracto hexanico tienen la misma eficacia
comparada con su control. El extracto metandlico no es activo en Staphylococcus aureus, por lo
que estadisticamente, el cloramfenicol tiene mayor actividad antibacteriana. Comparado con la
prueba de difusion, en sus tres concentraciones tiene efecto antibacteriano el extracto, siendo

10000 ug/mL, la que tiene el mismo efecto que el antibidtico.

GRAFICA 11.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS
HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus.
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En Staphylococcus epidermis (grafica 12), es activo el extracto hexanico en dos de sus
concentraciones, 10000 y 1000 pg/mL, pero estadisticamente, el cloramfenicol presenta mayor
efecto antibacteriano que el extracto, comparado con la prueba de difusién, sélo 10000 ug/mL, es
la que tiene mayor efecto que el cloramfenicol. En el ensayo del extracto metandlico, solamente la
concentracion de 10000 pg/mL es activa frente a Staphylococcus epidermis, pero
estadisticamente, el antibidtico es el que pose mayor efecto antimicrobiano, lo contrario sucede en
la prueba de difusién, ya que la concentracion de 10000 pg/mL, tiene el mismo efecto

antibacteriano que el cloramfenicol.
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LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

GRAFICA 12.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS
HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Staphylococcus epidermis
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Para Salmonella tiphy (grafica 13), el extracto hexanico es activo en sus tres concentraciones, ya
que inhibe en gran medida el desarrollo bacteriano de dicho patégeno. Los resultados estadisticos
indican que hay diferencia significativa entre las tres concentraciones comparadas con el control,
por lo cual presentan mayor o igual eficacia que el cloramfenicol. En cuanto al extracto metandlico,
en las concentraciones de 1000 y 100 ug/mL es donde hay una mayor inhibicion bacteriana, pero
estadisticamente 1000 y 100 yg/mL tienen mayor o igual eficacia que el antibiético. En la prueba
de difusion, la concentracion de 10000 pg/mL, es la Unica que presenta la misma actividad

bactericida que el cloramfenicol.

GRAFICA 13.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS
HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Salmonella tiphy.
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LABORATORIO DE QUIMICA VEGETAL

Shigella flexneri, en las contracciones de 10000 y 1000 ug/mL del extracto hexanico (grafica 14),
es donde se inhibe el crecimiento de dicho patégeno. Al comparar estadisticamente los datos
obtenidos, dichas concentraciones presentan diferencia significativa, por lo que tienen el mismo o
igual efecto que el antibidtico. Contrariamente, en la prueba de difusién la concentracion de 100 fue
la que mostré6 mayor actividad antibacteriana en relacion al control. Respecto a la prueba realizada
con el extracto metandlico, en sus tres concentraciones es activo, pero estadisticamente 1000 y
100 ug/mL tienen mayor o el mismo efecto antibacteriano que el cloramfenicol. En la prueba de
difusion, la concentracion de 10000 ug/mL es la que presenta el mismo efecto antibacteriano que el

cloramfenicol sobre dicho patégeno.

GRAFICA 14.- EFECTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y EL METANOLICO DE LAS
HOJAS DE Calea urticifolia Mill DC SOBRE EL CRECIMIENTO DE Shigella flexneri
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14.- CONCLUSIONES

1.- De la extraccion acido-base del extracto etéreo, identificaron a:

4-(1-metiletoxi),1-butanol
3-metil,2-ciclopentenona

5-etil ,2(5H)-furanona

hidroxi lactona del acido undecanoico

cis 5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil, 2-furano metanol

3-metil-4-propil ,2,5-furanodieno
3,4-dimetol cis tetrahidro furano

3-metil, 1-penteno

2-metoxi-4-vinil fenol
4-propil,1,3-bencenodiol
6-acetil-2,5,8-trihidroxi, 1,4-naftoquinona
N,N-dimetildodecanoamida
2,4-bis(1-fenil etil), fenol

2.- De la extracciéon acido-base, del extracto de diclorometano, se identificaron a los siguientes

compuestos:

2-butanol
2-butanol,3-metoxi
1,4-butanodiamina
oxirano, (etoximetil)
3-metil,4-hexen-2-ona
2-etil,1,3-dioxilano

acido, 2-[3-(1,1-dimetiletil)-1-oxoperidropirrolo [1,2-c] [1,3] oxazol-7-il]-, métil ester acético

4-metildocosano
9,10-dimetiltriciclo [4.2.1.1(2,5)] -9,10-diol decano

2,5,5,8a-tetrametil-4-metileno-6,7,8,8a-tetrahidro- -4a-il hidroperéxido-4H,5H-cromeno

aspidospermidina-3-carboxi, 2,3-didehidro-1-metil ester

5,10-dietoxi-2,3,7,8-tetrahidro-1H,6H-dipirrolo diperazina.

acido ciclopropano, 2-bromo-4-fluorofenilo ester, carboxilico

acético acido, 10-hidroximetil-6-metil-12,13-dioxa-triciclo[7.3.1.0(1,6)] tridec-5-il ester

3.- El alcaloide analizado es el aspidospermidina-3- acido carboxilico, 2,3-didehidro-1-metil-, metil

éster, se reporta por primera vez para la familia Asteraceae.
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4 .- De la esencia extraida con pentano, los compuestos mayoritarios analizados fueron :

e 2-hexenal

e Q-pineno

e cis 5-eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil-, 2-furano metanol
e humuleno

e nerolidol

e Oxido de cariofileno

e a-bisaboleno

e 3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina

5.- Para los aceites esenciales extraidos con éter etilico, los compuestos son:

e cariofileno

e elemeno

e 1H-3a,7-metanoazuleno, 2,3,6,7,8,8a-hexahidro-1,4,9,9-tetrametil
e naftaleno, 1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metil etil)

e a-cadinol

e trans longipinocarveol

e a-bisabolol

e oxido de aromadendreno

e 3-amino-4-metil-6,7-dimetoxiquinolina

6.- De acuerdo al analisis quimico, Calea urticifolia, estd mas estrechamente emparentada con: C.
angusta, Calea clematidea, C. cuneifolia, Calea harleyi, C. hispida, C. hymenolepis, C. morii, C

rotunfolia C. ternifolia y C. villosa.

7.- El extracto hexanico, en la prueba de difusién, para Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, el cloranfenicol tiene mayor eficacia como antimicrobiano, para Staphylococus
aureus, las tres concentraciones tienen el mismo efecto que el cloranfenicol, para Staphylococcus
epidermis , s6lo 10000 pug/mL tiene mayor efecto como bactericida, de igual forma 100 pg/mL para

Salmonella tiphy vy Shigella flexneri.

8.- Para el extracto metandlico, en la prueba de difusion, a 10000 y 1000 ug/mL estadisticamente

tiene mayor o igual eficacia comparadas con el cloramfenicol.

9.- En la prueba de dilucién del extracto hexanico y metandlico, para Bacillus cereus, E. coli,
Staphylococus aureus, Salmonella tiphy y Shigella flexneri el extracto tiene mayor eficacia que el
antibidtico. Para Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermis, el cloranfenicol es mas efectivo

como antimicrobiano.
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15.- SUGERENCIAS

e Analizar la composicion del extracto hexanico

e Obtener y purificar los extractos hexanico y metandlico, de igual forma los aceites

esenciales de las flores y tallo de Calea urticifolia.

e Obtener, purificar y realizar pruebas fisico-quimicas al alcaloide aspidospermidina-3-
carboxilico acido, 2,3-didehidro-1-metil-, metil éster, (5a,12a,19a), para corroborar su

presencia en la familia Asteraceae.

e Evaluar la actividad antibacteriana con los compuestos puros del extracto hexanico y
metandlico en Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Salmonella tiphy y Shigella flexneri para comparar los resultados

con los extractos crudos.

e Evaluar la actividad fungicida de los extractos crudos de hexano y metanol obtenidos de
las hojas de Calea urticifolia (Mill) DC. en cepas de hongos, como Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Candida krusei, Candida glabatra, Microsporum canis, Microsporum

nanum, Microsporum gypseum Trichophyton rubrum, para validar su uso como fungicida

e Realizar un estudio de toxicidad para evaluar si existe repercusion al consumir Calea
urticifolia.
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Anexo 16.1-COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO Calea

7.1- COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO CALEA

CUADRO 4.- COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO Calea

ESPECIE METABOLITO COMPUESTO
Calea
zacatechichi Germacrandlido 1) 1a-acetoxi-zacatechindlido
(Hertz and Kumar 2) 1-oxo-zacatechindlido
(1980) 3) germacrano D

4) caleinaA y B
5) neurolenina

Calea pinnatifida

Bank Germacranolidos
Bohlmann (et al, 6) auracrandlido
1981 cyd)
Nueva especie Germacrandlidos
Bohlmann (et al, 7) timol (11 a) e isobutirato (11 b)
1981) 8) derivado de germacrano 12y 13
Sesquiterpeno Lac 9) derivado de 8B-angeloiloxi atriplicidlido pirazolidino (1)
(heliangdlido) 10) acetato de 1-epi-niveusin C

11) 5 hidroxinerolidol y 5 acetoxinerolidol
derivados de neurodiol 12) caleteucrino (17)

Calea teucrifolia _ 13) 9-acetoxicaleteucrino (18)
Bohlmann (et al, derivados de 14) 9-isobutiriloxicaleteucrino (19)
1981 cyd) benzofuranos 15) 9-hidroxicaleteucrino (20)

16) 9- isobutiriloxicalefolieno (21)
17) 9-angeloiloxicalefolieno (22)
18) caleteucrifoleno

19) iso timol metil éter

20) 8-O-dihidrocaleteicrino angelato

21) nerodiol (7)

Lactonas 22) derivados de hidroxi (8)
Calea pilosa 23) espatulenol
Bohlmann (et al, 24) angelato 15 de oxibudleina A (21)
1981 cyd) 25) atriplicolido 22 y 26

26) 9a-hidroxiatriplicolido 8- O-angelato (24)

27) 9a-hidroxiatriplicolidotiglato (25)

28) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatriplicidlido angelato (27)*
29) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatripliciolido tiglato (28)*

30) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatriplicidlido metacrilato (29)
31) 11-hidroxi-13-cloro-11,13-dihidroatripliciélido-8-O-
angelato (33 a)*

32) 9a,11-dihidroxi-13-cloro-11,13-dihidroatripliciolido-8-
O-angelato

33) 3pB-acetoxi-8B-angeloiloxi-1,10-dihidro- 1a,10 -
epoxicostundlido

34) 5-mirtenil-4,5-11,13-tetrahidro,11-
13,epoxiatripliciolido-8-O-angelato (38)
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CUADRO 4.-CONTINUACION

ESPECIE

METABOLITO

COMPUESTO

Calea morii
Bohlmann (et al,
1981 cyd)

35) 2,3 dimetil-6-[acetoxi acetil]7-metoxicromeno (16)
36) 2-[2-acetoxietil]-5-prop-1-inil-ditienil (18)

37) 11-hidroxi-13-cloro-11,13-dihidroatripliciolido-8-O-
tiglato (34)

38) 2-senecionil-4-(1-hidroxietil ) fenol
39) 171-bis-[2-senecionil-4-(1-etil)-fenoxi]éter (1 b)

Calea cuneifolia 40) meso—1,1—bis[2—senecioni|—4—(1—etiI)—fenoxi] éter (1¢)
41) 2-senecionil-4-(1-acetoxietil)-fenol (1d)
Derivados de 42) 2-senecionil-4-(1-acetilsarricinoyloxietil)-fenol (1e)
acetofenona 43) 2-(3-metil-3-hidroxibutanoil-1)-4-(1-hidroxietil)-fenol
Lourenco (et al, 2)
1981) 44) 2-senecionil-4-vinilfenol (3)
45) 6-hidroxi-2,2-dimetilcromano-4-one (4)
46) acido de acetilsarricinico (5)
o 47) bisaboleno (1y 2)
Calea rotundifolia 48) 1b.1 Oa-epoxi-8-tiglinpiloxi-1,10-dihidrocostinolido
- (3)
Bohlmann (et al, germacranolido 49) heliangino (4)

1981e

heliangino heliangdlido
eudesmandlidos

norterpeno

50) acetato de heliangino-3-O (5)

51) 8- tiglinoiloxi reinosin 6

52) 1p3-hidroxi-8B-tiglinoiloxi arbusculino Bv (7)
53) 8- tiglinoiloxibalchanino (8)

54) 3-hidroxi-octa-1,5t-dien-7-ona (9)

Calea angusta

Bohlmann (et al,
1982 f)

furanoheliangdlidos

epoxidos

55) isocomeno 5

56) [- isocomeno 6

57) silfineno

58) escualeno 1-3

59) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatripliciolido-2-metilbutirato
(13)

60) 9a-hidroxi-11,13-dihidro-11,13-epoxiatripliciolido-2-
metilbutirato (14)

Calea hispida
Bohlmann (et al,
1982 g)

Furanoheliangolidos y
derivados de farnesol

61) 1,2 - dihldroxI - 3,4 — dehldromentona

62) 5@ - mirtenil - 9a - hiydroxi - 4,5 - dihidroatripliciolido -
8 - 0 — angelato

63) 5B3,9a - dihidroxi - 4,5 - atripliciolido - 8 - 0 - angelato
64) 15 - acetoxi- 5 - hidroxifarnesil acetato

65) 15 - acetoxi - 5,10 - dihidroxi - 12,13 - dehidro - 10,11 -
dihidrofarnesil acetato

65




Anexo 16.1-COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO Calea

CUADRO 4.- CONTINUACION

ESPECIE

METABOLITO

COMPUESTO

Calea hymenolepis

Bohlmann (et al, 1982
h)

Furanoheliangolidos

66) 8-0-dihldrocaleteucrina acetato
67) senecioato de calelepino

68) caleahimenona A

69) caleahimenona B

70) isoatriplicidlido angelato

71) caleamircendlido

Calea lantoides

(Vichnewski et al,
1982)

Heliangdlidos

72) derivado 15 deoxi

Calea oxilepis

Bohlmann (et al,
1982i)

Heliangolidos

73) 1 B-hidroxi-8-desacilzacatechinolido-(2-metil
butirato) (7).
74) 1a-acetoxli-8-desacilzacatechindlido-(2-metil

butirato) (8).

75) 1-0x0-8-desacetilzacatechindlido-(2-metil
(9).

76) alcohol de acetato 1,2-acetoxi-1,2-dihidroartemisia
(10).

butirato)

Calea reticulata

Bohlmann (et al, 1982
)i

Germacrano y
derivados de
eudesmano

77) ichtierol
78) germacra-4(15), 5, 10(14)-trieno-l-ona (4).
79) 6-epi-B-verbesinol coumarato (5).

Calea ternifolia var
calyculata

(Lee et al., 1982)

80) 9a-acetoxizexbrevino (1)
81) 9a-hidroxi-11,13 - dihidro - lla,13 -
epoxiatripliciolido - 83 — 0-[2-metilacrilato] (4)

Harleyi

Bohlmann (et al, 1984
1)

Germacranolidos
Derivados de B-
hidroxiacetofenona

82) 8-desacllacetlichapliatrino angelato (1).

83) caleharloido-8-0-[2’,3’-epoxi-2’-metilbutirato] (3).

84) caleharloido-8-O-[ent-2’,3’-epoxi-2’-metilbutirato (4).
85) caleharloido-8-0-[2’-hidroxi-2’-metil-but-3’-enoato]
(5).

86) 9-0-dihidrocalefolieno (7).

87) 9-0-dihidrocalefolieno angelato (8).
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ESPECIE METABOLITO COMPUESTO
88) acora-6.8-dienO (1)
Prunifolia 89) acora-6,8(1 5)-dieno (2).
. 90) acora-4(14),8-dieno (3).
Sesquitrerpeno y .
Castro V (1984) derivados de 91) 8-desmetil acor-6-en-ona (5
acorano 92) dauca-3,11-dien-2-ona (6 )

93) 2-isopropenil-5,6,7-trimetoxi benzofurano (9)

94) 5-aceto-6,7-dimetoxibenzofurano (10 )

95) 11 -acetoxicalepruna-1,4E,9-trien-6- ol(11)

96) 6-hidroxi-norcalepruna-1.4E,8E-trien-10-ona (1 2)
97) apocalepruna-1,4E-dien-6,9-olido (13).

98) 6p,10-oxidocalepruna-1,4E-dien-93-ol (14)

99) 6,9-oxido calepruna-1,4E-dien-10-ol (115)

Subcordata Eudesmandlido
100) subcordatolido B.

Subcordata
101) 8-epi-isobutirilrupicolino A
G.Ober (et al. 1984 a 102) 8-epi-isobutirilrupicolino B (2),
yb) 103) subcordatolido A (3),
104) diacetano de subcordatdlido A (6)

Ternifolia 105) 9a-acetoxizexbrevino (1)

106) 8p - angeloiloxi-9a-hidroxicaliculatolido(2)

107) 8pB- metilacriloiloxi-9a- hidroxicaliculatolido (3) :

108) 11,13-dihidro-11a. 13-epoxiatripliciolido-83-angelato(4)
109) 11,13-dihidro-11a,13-epoxiatripliciolido-83-O-
metilacrilato (5)

110) 15-hidroxi-11,13-dihidro-11a,1 3-epoxiatripliciolido-83-
O-angelato(6 )

111) 9a-hidroxi-11 a.1 3-epoxyatripliciolido-8 P-0-angelato (8)

Fisher (et al. 1984) Furanoheliangdlidos

Eudesmandlidos
Trichomata 112) 8pB-tigloxireinosino (1)
113) tricomatdlido A (5),

G.Ober (et al. 1964 c) 114) diacetato de tricomatdlido A (6).

Trichomata
115) 3-deoxi-2,3-dehidroheliangino (1)
G.Ober (et al. 1984d) 116) trucomatdlido B (2)

117) tricomatdlido C (3)

118) tricomatdlido D (5)

119) acetato de tricomatélido D (6)
120) acetato de tricomatdlido E (8)
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ESPECIE METABOLITO COMPUESTO
121) 8B-angeloiloxi-9a-hidroxicaliculatolido(2)
122) 8 B-metilacriloxi -9a -bidroxicaliculatoildo (3
Ternifolia var 123) 11,13-dihidro-11a,13-epoxiatripliciolido-83-0-
caliculata angelato(4)
124) 11,13-dihidro-11a,13-epoxiatriplicidlido-83-O-
Fisher (et al. 1984) metalacrilato (5)
125) 15-hidroxi-11,13-dihidro-11a,13-epoxiatripliciélido-
8pB-0O-angelato 6
126) 9a-hidroxi-11a-13-epoxiatripliciélido-3-0-angelato
(8)
Clematidea 127) acetato de eupatélido
128) acetado de ovatifolin
Schmeda (et &l,1985) 129) acetato de ridentino-8-O (4).
130) 8B-acetoxi derivado de anhidroverlotorino (5).
131) O-metil acacetino (l),
132) acacetino (2)
_ flavonas 133) apigenino (3)
Divarcata 134) angelato atriplicidlido(4)
135) 11,13-dihidroxi-11,13-atripliciolido (5)
lactonas

G.Ober (etal. 1985 ¢)

heliangolidos

136) 11,13-dihidroxi-11 a,13-epoxiatripliciolido 83-O-
angelato(5)

137) acetato de leptocarpino (9)

138) 2a-hidroxi-eupatélido-8-O-angelato (10)

Berteriana

G.Ober (et al. 1985 f)

Germacranolidos-
Calbertolidos

139) calbertdlido A 8-epi-8-tiglilrupicolina A’
140) calbertolido B
141) calbertolido C

Solidaginea

G.Ober (et al. 1985 g)

guaianolidos

142) solidaginolido A(1)

143) artecanino (2)

144) derivado de tricloroacetil carbamato ++
145) canino

146) solidagindlido B (5)

Leptocephala

G.Ober (et al. 1986 h)

Sesquitrerpeno
lactona

147) 8p-angeloiloxi-9a-hidroxi-caliculatélido (1)
148) 8 B-Angeloiloxi-9a -acetoxicaliculatdlido (2).
149) desacetilcaleina A(3).

150) caleina A

151) erioflorina (6)

152) 8B-angeloiloxileptocefalido (7)
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ESPECIE

METABOLITO

COMPUESTO

Jamaicensis

G.Ober (et al. 1986i)

Sesquitrerpeno
lactona

153) prunicromeno 1

154) O-metil acacetino (2)
155) acacetino (3)

156) jamaicdlido A (4a).
157) jamaicélido B (5)
158) jamaicdlido (7a)
159) jamaicdlido D (8a).

Rupicola

Schmeda (et al,1986)

Furanoheliangdlidos

160) 9a-hidroxiatripliciolido-8-O-isoburato (4).
161) 5p-mirnetil-43-5-dihidroatriplicidlido-8-O-Isovalerato
(6)

Septuplinervia

G.Ober (et al. 1987))

Sesquitrerpeno
lactona

162) telekino (1)
163) septiplindlido (2)

Septuplinervia

G.Ober (et al. 1987))

Sesquitrerpeno
lactona

162) telekino (1)
163) septiplindlido (2)

Subcordata

G.Ober (et al. 1986 k)

Sesquitrerpeno
lactona

164) subcordatélido D (1)
165) subcordatélido D-B-bromobenzoato (4)
166) subcordatélido E (5)

Zacatechichi

Martinez (et al, 1987)

caleinas

167) caleina E (1)
168) caleine F (2).
169) neurolenina (6

Prunifolia

Castro (et al. 1989)

Sesquitrerpeno
lactona

170) 7-metoxicaleteucrino (5) prunicromenoBAyC
171) 3,4,5-Trimetoxisalicialdehido 8*

172) caleprunifolina (16)

173) 2-senecioil-hidroxiquinona-4-O-metil éter(17).
174) 5a-hidroperoxi-costol acetato (23).
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Peckii

Castro (et al. 1989)

Sesquitrerpeno
lactona

175) 4,6-dimetoxi-2-isopropil ideno-3-oxo-2,3-
dihidrobenzofurano (3)

176) 1B-hidroxi-bisabola-2,10-dien-4-ona (24).
177) 1a-hidroxi-bisabola-2,10-dieno-4-ona (25)

178) 4-hidroxi-3-metoxibisabola-1,10-dieno (26).

179) 1a-hidroperoxi- 8f3-tigloiloxi guaia-3,9,11 (13)-trien-
12,60 olido(28)

180) 3p-hidroxi-8p-tigloiloxiheliangolido (31).

Crocinervosa

Ortega (et al 1989)

Sesquitrerpeno
lactona

181) crocirnervolido (1)

182) carbamato (3)

Nelsonii

Martinez (et al,
1987:Maldonado et al,
1992)

Derivados de timol

183) 10-acetoxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxitimol isobutirato
(2).

184) 10-acetoxi-8,9 epoxi-7-hidroxitimol isobutirato (3)
185) 8-hidroxi- 9 acetoxi-10- isobutiriloxitimol (4).

186) 7-acetoxi-8-hidroxi-9,10- diisobutirioxitimol (5).
187) 7-isobutiriloxi-8,9-dihidroxitimol (6)

188) 7,9-di-isobutiriloxi-8-metoxitimol (7)

Platylepis Sch. Bip. ex
Baker
Mendes et al.,(2002)

Flavona

Sesquitrerpeno lac
benzofuranos

189) genkwanina

190) (+)- 4a, 73 aromadendranediol
191) euparina

192) caleprunina a

193) caleprunina b

194) euparona
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ANEXO 16.2.

FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

1) 1a-acetoxi-zacatechindlido 2) 1-oxo-zacatechindlido 3) germacrano D 4) caleinaA y B

R!'= e 1@ R*:J;-.!\ 2 . I‘:"u, \ C¥
bl T
1 Ha R = H 0
Ith R - B

(R
i S
G .)\/ ~ l

(rH

Ac f=Valerate

5) neurolenina 6) auracranodlido 7) timol (11 a) e isobutirato (11 b) 8) derivado de germacrano
12y 13

R = Ang 0

9) derivado de 8B-angeloiloxi atripliciolido pirazolidino (1) 10) acetato de 1-epi-niveusin C

= o 1T R=H
It y 78 R - oA
O 2y y T I S W R
R =H T: OMe 200 R = OH
R -- Ac "R

11) 5 hidroxinerolidol y 5 acetoxinerolidol 12) caleteucrino (17) 13) 9-acetoxicaleteucrino (18)
14) 9-isobutiriloxicaleteucrino (19)15) 9-hidroxicaleteucrino (20)
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N\

. f\/[/( )THJ\
Q‘*'C,\[" \-\‘1-' T A e (vt Ang O .

L | .
| R - i-Bu A o :
2 R = Ang 23 2%

2
3

16) 9- isobutiriloxicalefolieno (21)17) 9-angeloiloxicalefolieno (22) 18) caleteucrifoleno 19) iso

timol metil éter 20) 8-O-dihidrocaleteicrino angelato (25)

OH

R’
Me O ;
-~ R ANg Tigl Meger An2 Tigl Meacr
H H H OH OH OH
i1 R=H
12 R=0Me

23) espatulenol 24) angelato 15 de oxibudleina A (21) 25) atriplicélido 22 y 26 26) 9a-
hidroxiatriplicolido 8- O-angelato (24) 27) 9a-hidroxiatriplicolidotiglato (25)
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p 27 28 29
pr Ang Tigl Meacr
H H H

28) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatriplicidlido angelato (27)* 29) 11,13-dihidro-11,13-
epoxiatripliciélido tiglato (28)* 30) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatriplicidlido metacrilato (29)

a5
Ang
OH

31) 11-hidroxi-13-cloro-11,13-dihidroatripliciélido-8-O-angelato (33 a)* 32) 9a,11-dihidroxi-13-
cloro-11,13-dihidroatripliciolido-8-O-angelato 33) 3[-acetoxi-8f3-angeloiloxi-1,10-dihidro- 1a,10 B-
epoxicostundlido

16 R =0Ac R = OMe

34) 5-mirtenil-4,5-11,13-tetrahidro,11 13,epoxiatripliciolido-8-O-angelato (38) y 35) 2,3 dimetil-6-
[acetoxi acetil]7-metoxicromeno (16)

MeC E(:Q_Q,{:H,cﬁjcmc
5 S
36) 2-[2-acetoxietil]-5-prop-1-inil-ditienil (18) y 37) 11-hidroxi-13-cloro-11,13-dihidroatripliciolido-

8-O-tiglato (34)
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» R =CHMe OH

COCH=CMe,

38) 2-senecionil-4-(1-hidroxietil ) fenol 39) 1°1-bis-[2-senecionil-4-(1-etil)-fenoxiléter (1 b)

Ie = Ib 40) meso-1,1-bis[2-senecionil-4-(1-etil)-fenoxi éter (1c)
e 41) 2-senecionil-4-(1-acetoxietil)-fenol (1d)
id B=Ac 42) 2-senecionil-4-(1-acetilsarricinoyloxietil)-fenol (1e)

le R =COC{CH,0Ac)CHMe

OH O ol OH o

HO% 3

OH =

43) 2-(3-metil-3-hidroxibutanoil-1)-4-(1-hidroxietil)-fenol (2) 44) 2-senecionil-4-vinilfenol (3) y 45)
6-hidroxi-2,2-dimetilcromano-4-one (4)

i RO .0*
A0 e
KOA:

I R=H
I R =Me

46) acido de acetilsarricinico (5) y 47) bisaboleno (1y 2)

e

¢

Tl

3 R = H {45 rans)
4 R~ 0OH
5 R =0Ac

0

48) 1b,1 Oa-epoxi-8f-tiglinpiloxi-1,10-dihidrocostinolido (3) 49) heliangino (4) y 50) acetato de
heliangino-3-O (5)
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51) 8p- tiglinoiloxi reinosin 6 52) 1B-hidroxi-8B-tiglinoiloxi arbusculino Bv (7) y 563) 8-
tiglinoiloxibalchanino (8)

OH ~

s O

o

o

54) 3-hidroxi-octa-1,5t-dien-7-ona (9) 55) isocomeno 5 56) (- isocomeno 6

I/f‘\ﬂ_.(‘,.\ie
_ = Ty
- I ‘,‘- _,..'—,. ‘."- |\ |
S FooH, M Mecscon=oe, Men e
5 & "5 T
P Y -
& e | F=ti
S 2 Aama

57) silfinenoy 58) escualeno 1-3

(o]

I e '
I3 R=0 = J"'*‘_;;/" e i o
4 R =0 Ll: @ - = |
Y
. AL

nd o

59) 11,13-dihidro-11,13-epoxiatripliciolido-2-metilbutirato (13) 60) 9a-hidroxi-11,13-dihidro-11,13-
epoxiatripliciolido-2-metilbutirato (14)

61) 1,2 - dihldroxI - 3,4 — dehldromentona y 62) 5 - mirtenil - 9a - hiydroxi - 4,5 -
dihidroatripliciolido -8 - 0 — angelato
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FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

z i - 4 2 Odc

63) 5B,9a - dihidroxi - 4,5 - atripliciolido - 8 - 0 — angelato y 64) 15 - acetoxi- 5 - hidroxifarnesil

tat . N ,
acetaloy 65) 15 - acetoxi - 5,10 - dihidroxi - 12,13 - dehidro - 10,11 -

;fa’;m_.x‘c: e ¥ "%}5.—0"««;;

= '
I | ] li zl Lo 3 - Io.ff" N
,gﬁ‘}&,-——ﬂ y: \.H__.F,e x::-'!__.-"""'-___\:__f__,_-.-""'\-\._\_\lpl‘__,.-" E{f;‘\r-’l%\/ . OMe P

- s T N
x%.f S “-w{ . o “Me
Qb Otte

RH,C

T R=80H
8 Re=alAc
4

72) derivado 15 de oxi 73) 1 B-hidroxi-8-desacilzacatechinélido-(2-metil butirato) (7).74) 1a-acetoxli-
8-desacilzacatechindlido-(2-metil butirato) (8).
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HO"

(e
Hul.a.,”.r' ot

75) 1-0x0-8-desacetilzacatechindlido-(2-metil butirato) (9) y76) alcohol de acetato 1,2-acetoxi-1,2-
dihidroartemisia (10).
i
Me (C=() :—C-I:.gl !"l‘“

1
r"f - 5}
Y . . 3
G S N./LE:
| T ¥
U’f . -

80) 9a-acetoxizexbrevino (1) 81) 9a-hidroxi-11,13 - dihidro - lla,13 - epoxiatripliciolido - 88 — 0-[2-
metilacrilato] (4)

(4}
82) 8-desacllacetlichapliatrino angelato (1). 83) caleharloido-8-0-[2’,3’-epoxi-2’-metilbutirato] (3).
84) caleharloido-8-O-[ent-2’,3’-epoxi-2’-metilbutirato (4).
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FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

)J\‘,\ 8

H\\‘ g Lo
T R=H

B R = Ang

85) caleharloido-8-0-[2’-hidroxi-2’-metil-but-3’-enoato] (5). 86) 9-0-dihidrocalefolieno (7). 87) 9-0-
dihidrocalefolieno angelato (8).

1 A89
2 Ag15

88) acora-6.8-dienO (1) 89) acora-6,8(1 5)-dieno (2). 90) acora-4(14),8-dieno (3). y91) 8-
desmetil acora-6-en-ona (5)

# & 1
a - _.-"II. --..Il
7 H Me O™ 9
12"’7%'\13 5
9 R=0Me

92) dauca-3,11-dien-2-ona (6 ) 93) 2-isopropenil-5,6,7-trimetoxi benzofurano (9) 94) 5-aceto-
6,7-dimetoxibenzofurano (10 )

AcO

95) 11 -acetoxicalepruna-1,4E,9-trien-6- ol(11) 96) 6-hidroxi-norcalepruna-1.4E,8E-trien-10-ona
(12)
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% 15

99) 6,9-oxido calepruna-1,4E-dien-10-ol (I115) 100) subcordatélido B. 101) 8-epi-
isobutirilrupicolino A

105) 9a-acetoxizexbrevino (1) 106) 8 - angeloiloxi-9a-hidroxicaliculatolido(2)
107) 8B- metilacriloiloxi-9a- hidroxicaliculatolido (3)
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R R R"
4 H Ang H
5 H Mac H
6 H Ang OH
8 OH Ang H

108) 11,13-dihidro-11a. 13-epoxiatripliciolido-83-angelato(4) 109) 11,13-dihidro-11a,13
epoxiatripliciolido-8pB-O-metilacrilato (5) 110) 15-hidroxi-11,13-dihidro-11a,1 3-epoxiatripliciolido-
8B-O-angelato(6 ) 111) 9a-hidroxi-I1 a.1 3-epoxyatripliciolido-8 P-0-angelato (8)

HO RO

'D”
bd =
= A

115) 3-deoxi-2,3-dehidroheliangino (1) 116) trucomatdlido B (2) 117) trlcomatolldo C (3) 118)
tricomatélido D (5)

.
3
. R'= OAc, R= o .
6+ B'= OAc, R= 3 i
e |
L]
D

119) acetato de tricomatdlido D (6) y 120) acetato de tricomatdlido E (8)
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R’ R"
Ang H
Mac H
Ang OH

H Ang H

@ Pk
QIzI|m

121) 8B-angeloiloxi-9a-hidroxicaliculatolido(2) 122) 8 B-metilacriloxi -9a -bidroxicaliculatoildo (3)
123) 11,13-dihidro-11a,13-epoxiatripliciolido-83-0- angelato(4) 124) 11,13-dihidro-11a,13-
epoxiatriplicidlido-8p-O- metalacrilato (5) 125) 15-hidroxi-11,13-dihidro-11a,13-epoxiatriplicidlido-
8B-0O-angelato 6 126) 9a-hidroxi-11a-13-epoxiatripliciélido-B-0-angelato (8)

ORr
QA Olc . -
)\ﬂ/\ J- %
= ; kS =
o %
o

b I K=H 2 R=0Ac
3 R-H

127) acetato de eupatdlido 128) acetado de ovatifolin 129) acetato de ridentino-8-O (4) y 130)
8B-acetoxi derivado de anhidroverlotorino (5).

OR' ! 0
4 R=H CAng OAng
Lo AR s oo Lo ]
R=H R'=H R 0
HO O 0 R 03
0

131) 0-metil acacetino (I), 132) acacetino (2) y 133) apigenino (3) 134) angelato atripliciélido(4)
135) 11,13-dihidroxi-11,13-atripliciolido (5) 136) 11,13-dihidroxi-11 a,13-epoxiatriplicidlido 83-O-
angelato(5)
0

\ (0] Anq HO. OAﬂq

7 9 R=Ac ‘
o 0
o) @]

137) acetato de leptocarpino (9) 138) 2a-hidroxi-eupatélido-8-O-angelato (10)

RO
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ANEXO 16.2

FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

H JK=H
OTiglate, B'= CONHCOCCL:

139) calbertélido A 140) calbertdlido B 141) calbertolido C 142) solidagindlido A(1)
143) artecanino (2) y 144) derivado de tricloroacetil carbamato

145) canino 146) solidaginolido B (5) 147) 8B-angeloiloxi-9a-hidroxi-caliculatolido (1) 148) 8 B-

Angeloiloxi-9a -acetoxicaliculatélido (2).
RO
0

ey by

153) prunicromeno 1 154) O-metil acacetino (2) 155) acacetino (3) y 156) jamaicdlido A (4a).

g\rl-\/‘;-l-l-: iﬁ' S iy
x{/ l ' Cp — 4 - DA . T‘:Ew'fl'_"fh'l-.--"h i {;,..,
‘-:"“\“"--;\v-' (I\'/ _;H\T: .a--."“}-:ﬁl ! isidl i .,: L
n o - 5 R-H o T T ) 4 Rl
.5'.“ w D I Ta B = angelae il
| Ba R'= Ang. R = Ac

157) jamaicolido B (5) 158) jamaicdlido (7a) 159) jamaicélido D (8a).
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ANEXO 16.2

FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

160) 9a-hidroxiatriplicidlido-8-O-isoburato (4) y 161) 5B-mirnetil-43-5-dihidroatripliciélido-8-O-
Isovalerato (6)

OH

! R=H

162) telekino (1) 163) septiplindlido (2) 164) subcordatolido D (1) 165) subcordatolido D-3-
bromobenzoato (4)
QiBu

OR* | Ri= H; R? = meotacrilate
2 R'= H; R' = tyglate
& R'= H; R' * povalenate

166) subcordatélido E (5) 167) caleina E (1) 168) caleine F (2).169)
neurolenina (6)

170) 7-metoxicaleteucrino (5) prunicromeno B Ay C 171) 3,4,5-Trimetoxisalicialdehido 172)
caleprunifolina (16)
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ANEXO 16.2

FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

172) caleprunifolina (16) y 173) 2-senecioil-hidroxiquinona-4-O-metil éter(17). 174) acetato de
5a-hidroperoxi-costol (23).

laOH

175) 4,6-dimetoxi-2-isopropil ideno-3-oxo-2,3-dihidrobenzofurano (3) 176) 1B-hidroxi-bisabola-
2,10-dien-4-ona (24) y 177) 1a-hidroxi-bisabola-2,10-dieno-4-ona (25)

OMe

O
/éIOfk(

MeO

178) 4-hidroxi-3-metoxibisabola-1,10-dieno (26) 179) 1a-hidroperoxi- 8f3-tigloiloxi guaia-3,9,11
(13)-trien-12,6a olido(28)

OTigl 14 ¥
] F
[ Y 4 >y
HO' o O
2 OR
0 0101 R=MH
3 R = CONHCOCC!,

180) 3B-hidroxi-8pB-tigloiloxiheliangdlido (31) 181) crocirnervdlido (1) 182) carbamato (3)
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FIGURA 3.- ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO DE CALEA

183) 10-acetoxi-8,9-epoxi-7-isobutiriloxitimol isobutirato (2). 184) 10-acetoxi-8,9 epoxi-7-hidroxitimol
isobutirato (3) 185) 8-hidroxi- 9 acetoxi-10- isobutiriloxitimol (4). 186) 7-acetoxi-8-hidroxi-9,10-
diisobutirioxitimol (5). 187) 7-isobutiriloxi-8,9-dihidroxitimol (6)

OH HQ\<H
| j ~ vf
|

. : lﬂ .:Hjn\r:IJ |

R R OR*
T by We H
188) 7,9-di-isobutiriloxi-8-metoxitimol (7) 189) genkwanina 190) (+)- 4a, 7 aromadendranediol

OCH; CHy o

° | CH;0 |/n:>_< CHy0 0
3

HOr ﬁh‘h—"” 0

191) euparina 192) caleprunina a 193) caleprunina b 194) euparona
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Anexo 16.3.- PREPARACION DE LA ESCALA MC-FARLAND

Se utiliza dicha escala para realizar suspensiones bacterianas, ajustandolas a un patrén.
Generalmente se suele usar el 0.5, para esto se toma una muestra de nuestra bacteria y la
inoculamos en un tubo con solucién salina, en el momento en que se produzca un poco de
turbidez, ya estamos en el 0.5 (de forma visual). La finalidad, es establecer una relacion entre una
precipitacion quimica y una suspensién bacteriana. La escala se basa en la capacidad de
precipitacion del cloruro de bario en presencia del acido sulfurico (tabla 14).

e Agregar a los tubos los volumenes de los reactivos que se mencionan en la tabla
Una alicuota de 0.1 ml de BaCI2 (1%) se agrega a 9.9 ml de H2804 al 1% con agitacion

constante para mantener la suspension.

e La suspension de sulfato de bario debe transferirse en alicuotas de conforme indica la
tabla a tubos con tapa atornillada del mismo tamano, como los que se usan para el
crecimiento o dilucién del in6culo de bacterias.

e Estos tubos deben estar bien sellados y almacenados en la obscuridad a temperatura
ambiente.

e El estandar de turbidez debe ser bien agitado. El estandar de sulfato de bario debe ser
reemplazado o verificado su densidad mensualmente.

CUADRO 15.- ESQUEMA DE LAS CONCENTRACIONES DE LA ESCALA DE MCFARLAND

Tubo Ba Cl, 1% H,S0,1% U.F.C/mi
1 0.1ml 9.9ml 3.0x10°
2 0.2ml 9.8 ml 6.0 x 10°
3 0.3ml 9.7 ml 9.0 x 10°
4 0.4 ml 9.6 ml 1.2x10°
5 0.5 ml 9.5 ml 1.5x10°
6 0.6 ml 9.4 ml 1.8 x10°
7 0.7 ml 9.3 ml 2.1x10°
8 0.8 ml 9.2ml 2.4 x10°
9 0.9 ml 9.1 ml 2.7 x10°
10 1ml 9ml 3.0x10°
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