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INTRODUCCION

JUSTIFICACION.

Es indudable que en los (itimos afios ha surgido un re-
novado interés por las plantas medicinales en todo el mundo;
la herbolaria medicinal recobra una posicibén que parecia per-
dida después del surgimiento y auge de la industria quimico-
farmacéutica que con sus numerosos medicamentos habfa revolu-
cionado la terapéutica.

El potencial de las principales plantas como fuentes
de nuevos f&rmacos todav{a esti inexplorado. De entre 250,000
y 500,000 especies de plantas que ge estiman, solamente un pe-
quefio porcentaje ha sido investigado fitoquimicamente y su eva-—
luacién farmacoldgica es alin més pequefia.

El proceso que comienza desde la planta hasta hacerla
farmacolégicamente activa; a partir de sus constituyentes puros
es muy largo y tedioso, y requiere una colaboracién multidisci-
plinaria de bot&nicos, farmacélogos, quimicos, farmacéuticos y
toxicdlogos.

En la resefia de constituyentes vegetales bioldgicamen-
te activos, la seleccidén de las especies a ser estudiadas, es
obviamente, un facter cruclal para ultimar el éxito de la in-
vestigacién. Ademis, la variedad de material vegetal ceolectado,
deberd centrarse considerando las relaciones taxondmicas y la

explotacibn de informacién etnoboténica.



Figura 3. Proceso de obtencifn en el estudio de una planta

medicinal.
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La deteccién de los constituyentea activos es una ta-—
rea diffeil. Sin embargo, la tendencia contemporfinea en esta
linea de investigacidn se enfoca al estudio de los agentes me-
dicinales, mediante la aplicacién de bioensayos durante el de-
sarrollo del andlisis fitoquimico de los extractos vegetales
(sufness, M. y Dourous, J. 1979). Diferentes andlisis han per-
mitido demostrar que las plantas medicinales exhiben un gran

espectro de actividades biolbégicas potenciales. Por lo tanto,
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el empleo de alglin tipo de bloensayo ayuda al fitoquimico a no
descartar compuestos activos, que de otra manera pasarfan in-
advertidos, contribuyendo simulténeamente a la investigacién
quimica y biolégica de las especies medicinales.

Los bioenasayos utilizados incluyen desde sencillos
andlisis microbiolégicos in vitro , hasta complejos estudics
farmacolégicos in vivo utilizando organismos superiores (Vliie-
tinek, A. J. 1987).

Sin embargo, la mayoria de las plantas superiores de
interés econémico y medicinal afin no se han descritoc desde
un punto de vista etnobotdnico y, mucho menos, se ha realiza-
do la investigacién de sus constituyentes quimicos o biolégi-
camente activos. Por lo tanto, nuevas fuentes de materlales
con valor comercial permanecen por ser descubiertas (Farns-
worth, R. N. 1977).

En consecuencia, las plantas superiores constituyen
una reserva de compuestos quimicos de utilidad potgncial no
s6lo como férmacos, sinc como fuentes importantes de nficleas
quimicos estructurales que servirdn como un punto de partida
para la sintesis de andlogos, y como una herramienta alterna-
tiva para el conocimiento de los procesos biolégicos (Farns-
worth, R. N. 1984).

Para poder impulsar una estrategia de revaloracién
de la herbolaria mexicana y propiciar un adecuado desarrollo
de los estudios cientificos nacionales tendientes a impulsar
un nuevo y diferente aprovechamiento de nuestros recursos, es

indispensable la informacién; se necesita reordenar y actuali-
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zar l1os datos que sobre herbolaria medicinal tiene la sociedad
mexicana a través del estudic de su literatura cient{fica, de
sus fuentes histéricas, de sus estudios floristicos, de un enor
me caudal de informacién, abandonada o dispersa en el polvo de
los afios para confrontarlas con el conocimiento cientifico de
nuestro tiempo y poder asi, retomar la tarea de su investiga-
cién y aplicacién en beneficio de 1a salud de los mexicanos.

Ahi donde 1as sociedades han conocido siglos de cul-
tura, y donde las tradiciones se arraigan a la poblacién, la
medicina popular o indigena, es rica en especies y conocimien-
tos porque se ha nutrido en un dindmico proceso de intercultu-
racién, adaptindose al perfodo histbérico correspondiente. Para
los mexicanos, la existencia de una medicina popular o tradi-
cional eminentemente herbolaria es una realidad cultural insog
layable que requiere ser estudiada y valorada.

La Medicina Tradicional mexicana, es rica en recursos
naturales, caracterizfndose por sus rafces ind{genas; cumple
con la importante labor de proporcionar la salud a un porcen-
taje considerable de la poblacién, ademis dichos recursos cong
tituyen fuentes potenciales para el hallazgo de nuevos y/o co-
nocidos principios actives. Considerando 1o anterior, la me-
dicina tradicional, debe ser objeto de estudios interdiscipli-
narios sistemlticos que permitan validarla sobre bases mis
cient{ificas y garantizar las fuentes naturales de las que ha-
ce uso0.

Por las razones anteriores, éste trabajo esti enfo-

cado a analizar una planta proveniente del Estado de Chiapas,
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la cual es utilizada por los indigenas para el dolor y hemo-
rragia después del parto.

La planta es conocida por los indigenas como Thuis
jovel o Thuis vomol y la parte de la planta que tiene la acti-
vidad mencionada es la Raiz.

Por sus caracteristicas botfnicas, la planta se cla-
sifica dentro de la Familia denominada cientificamente: IRIDA-
CEAB; Género Sismyrinchium; Especie gcabrum.

La revisién bibliogréifica realizada en torno a esta
planta medicinal demostr$ que no hay ningfin tipo de estudios
efectuades scbre 1a misma, por 1o que tiene una relevante im-
portancia el iniciar una investigacién fitoquimica de Sisyrin-—
chium scabrum,

Con el presente trabajo se contribuye a ampliar el
conocimiento que de ella se tiene validindola sobre bases cien

tificas para utilizarla de manera racional.



OBJRTIVOS.

OBJETIVO GENERAL.
Determinar la actividad antimicrobiana y ia toxicidad

contra el crusticeo Artemia salina (Leach), de la raiz de Sisy-

rinchium scabrum, as{ como, el aislamiento de su (s) principio

{s) activo (s).

OBJRTIVOS PARTICULARES.

A. Realizar una investigacién bibliogréfica exhaus-
tiva de 1la planta objeto de estudio.

B. Obtener los extractos cloroférmico, hexdnico, me-
tanblico y de acetato de etilo.

C. Evaluar la actividad antimicrobiana, mediante el
Método de Difusibn en Agar.

D. Evaluar la Toxicidad de los extractos contra el
crustfceo Artemia satina (Leach).

E. Hacer uso de 108 métodos cromatogrificos y fito-
quimicos, con el fin de obtener el compuesto o
compuestos responsables de la actividad bioibgi-
ca.

F. Hacer uso de los métodos empectroscépicos, para
1a elucidacién estructural del & los compuestos

aislados.

Vi



I ANTECEDENTES
I.l LOS ALTOS DE CHIAPAS.

I. .1.1. UBICACION GROGRAFICA.

El Estado de Chiapas se localiza al sureste de la Re-
pGblica Mexicana, con una extensidn territorial de 75,634.4 Km*
{3.8 X del territorio nacional); se limita al norte con el es-
tado de Tabagco, al aur con el Océano Pac{fico, al este con la
Repfiblica de Guatemala y al oeste con'los estados de Oaxaca y
Veracruz (Mapa 1).

Se divide en 111 municipios agrupados en 9 regiones
econémicas, dentro de las cuales se encuentra la regibn de los
Altos de Chiapas, no lejos de la ciudad de San Cristdbal de
las Casas (Agenda Estadfstica. Chiapas 1992) (Mapa 2).

Presenta una sucesidén continua de altas y rugosas
montaflas cuya altura mixima es de 2,858 metros y cuyo promedio
aproximado alcanza los 1,800 metros.

Abruptos precipicios y profundos desfiladeros se ha-
1lan por todas partes; 1los valles y las llanuras son escasos
Y., en general, la zona entera estd cubierta de abundantes arbg
les y de una vegetacién muy densa.

Los Altos de Chiapas permanecieron separados y aisla-
dos del resto de México hasta 1950, cuando se extendid la ca-
rretera panamericana desde Tuxtla Gutiérrez, Capital del Esta-

do, hasta San Cristébal a través de las montafias.



Mapa 1.
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ZONA DE ESTUDIO

Localizacidn geogréfica del Estado de Chiapas, México.



Mapa 2. Estado de Chlapas y localizacidn de
Regidén de Los Altos de Chiapas.




Daebido a la elevada altitud, el clima es templado y
himedo con lluvias de ve?ano que se prolongan desde junio has-
ta noviembre. El1 mes mis caluroso del afio tiene una temperatura
promedio de 23*C. En el valle de San Crigt6bal hay un promedio
anual de 945 mm de precipitacidén pluvial y en ias montafias ve-
cinas suele ser mucho mayor. Durante la estacién de lluvias
aparece la neblina al caer la tarde y llega a ser tan densa
que limita la visibilidad a pocos metros. Durante la estacidn
seca, que va de diciembre a mayoc, la temperatura fluctfia en-
tre los 3°¢C y los 26°C en la sombra y alcanza 40°C en el sol

(Holland, W. R. 1989).

I.1.2 LOS INDIOS TZOTZILES DE CHIAPAS.

Los 182,815 indfigenas tzotziles habitantes de los
Altos de Chiapas, forman uno de loa 21 grupos mayas que pue-
blan la Peninsula de Yucatfn, el Estado de Chiapas y Guatemala
(Mapa 3). Todos estos grupos tienen una poblacién total de
2 000 000 de individuos (Morley, 1956). El nombre Tzotzil tie-
ne el significado literal de "hombres murciflagos" (Seler,
1904).

Los tzotziles forman uno de los grupos indigenas me-
nos asimilados en México; de ellos muy pocos individuos domi-
nan suficientemente el espaflol para poder ser considerados
como bilingiies. Su forma de vida no ha cambiado mucho desde
la Congquista y son relativamente pocos los rasgos de la cultu-
ra europea que se han afladido a su vida, fundamentalmente pre-

hispinica.
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Descripcién geogréfica de los
Altos de Chiapas.



I.1.3 LA MEDICINA TRADICIONAL EN EL ESTADO DE CHIAPAS.

La Medicina Tradicional es un conjunto de conocimien-
tos y prlcticas generados en el seno de 1a comunidad, transmi-
tidos de generacidn en generacién y que, basada en un saber
fundamentalmente empirico, ofrece e intenta ofrecer soluciones
a las diversas manifestaciones de la enfermedad, buscando pro-
plciar 1a salud de la comunidad (Holland, R. W. 1989).

Este acervo de conocimientos, forma parte de la cul-
tura popular y por lo tanto esti sujeto a los cambios y desa-
rrollo de la misma. En muchas ocasiones se ha creido que la
medicina tradicional es un fenbémenc pasivo, un legado antiguo
que proviene de culturas ind{genas (particularmente maya y az-
teca) y permanece como patrimonio cultural de la comunidad sin
alteraciones, dindole a esta idea la connotacién de antigiiedad
o de reliquia. Sin embargo, la realidad nos muestra que, por
el contrario, la medicina tradicional o popular se ha ido mo-
dificando bajo 1la influencia de los cambios gue la propia cul-
tura popular ha sufrido en los distintos periodos histéricos.
Asi, en 1la actualidad, las pricticas curativas que ejercen las
comunidades en el Estado de Chiapas son el resultado de la
combinacién de conceptos y recursos de origen muy remoto con
otros heredados del perfodo colonlal y otros misg procedentes

de 1la medicina contemporanea (Estrada, L.E. 1992).

La cultura indf{gena posee una visibén propia del mun-
do, de la vida y de la naturaleza; interpretacién que se funda-

menta en antiqufsimos principiog filoséficos concebidos por

sociedades autdctonas de Mesoamérica y posteriormente influen-



ciados por la cultura occidental a partir de la conquista es-
paiicla. Los tzotziles, por ejemplo, conciben, en 1la actuﬁlidad'
su vida como "una lucha constante entre las fuerzas del bien,
representadas por los benevolentes dioses del cielo, y las
fuerzas del mal, encarnadas en los dioses o seres sobrenatura-
les del mundo inferior: mensajeros de la muerte y la destruc-—
cién" (Holliand, 1978).

El concepto de naturaleza humana para el pueblo Tzot-
zil tiene dos componentes al primero lo integran los elementos
materiales (carne, hueso, viceras, etc.) y al segundo {elemen-
to no material) el espiritu (chu'ulel): Estos dos componentes
estin din@micamente relacionados en todo individuo.

Para el tzotzil, el espiritu (echu'ulel) es la fuerza
vital de la paturaleza, la energia dindmica presente en el hom
bre, animales y plantas. Atribuyen 3 la sangre el caricter gde
sustancia vital, bdsica y reconocen en el pulso arterial la
expresién material y tangible del espfiritu humano. Los indige-
nas consideran que la relacién entre carne y espiritu es dina-
mica y que muchas cosas que afectan al chu'ulel existe antes
del nacimiento de la persona y después de la muerte {Estrada,

1992).

r.1.4 LAS PLANTAS MEDICINALES.

En todo el mundo se observa un renacimiento conside-
rable del interés por las plantas medicinales. Son cada vez
mis numerosas las personas gue, inguietas ante los exceses de

las civilizaciones industriales y lag amenazas que proyectan
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sobre la satud fisica y moral, recurren a las plantas curativas
llevadas por un desec de reconciliacidn con la naturaleza, una

de cuyas manifestaciones es el interés por la ecologia (Lozoya,
x. 1982).

La historia del hombre ha registrado gue la sabiduria
popular ha ido emergiendo de las tinieblas. Muchos de los gran-
des medicamentos contemporfneos nacieron en el curso de proce-
sos analogos. La mayorfa de las plantas de las gque se derivan
eran conocidas desde la antiguedad més remota. Las efedras, re-
medios adecuados contra el asma, que proporcionan la efedrina,
vienen utilizandose en China por 1o menos desde tres mil afios
antes de Jesucristo. Los grandes analgésicos tales como el be-
lefio, la mandrigora, el opfo y el asafétida, figuran en las
farmacopeas mis antiguas, que datan de las épocas sumeria y ba~
bilénica, porque mucho antes de aprender a curar las enferme-
dades, la facultad de aliviar el dolor fue, sin duda, el pri-
mer éxito sefialado de 1a medicina.

Con el descubrimiento de América y de la ruta mariti-
ma de las Indias se incorporan otras plantas y especies medici-
nales a las antiguas farmacopeas occidentales, contribuyendo a
enriguecer el vastc catdlogo que es usado por la medicina con-
temporédnea. )

A partir del siglo XIX evolucionan las pautas de uti-
lizacién de las plantas medicinales. El empleo terapéutico
de la planta o de sus preparados se cambia por el uso de los
constituyentes biocactivos que contienen. Las ideologfas pro-

ductivistas de las naclentes sociedades industriales revolu-
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cionan a fondo, durante esa época, la imagen tradicional de 1a
naturaleza gue solo representa un depdsito de materias primas,
un caudal aprovechable, y el hombre moderno se comporta a este
respecto como un administrador egoista e incluso como un explo-
tador (Estrada, L. 1992).

En 1la etapa siguiente, la sustancia bioactiva es re-
producida mediante sintesis total por 1os profesionales de 1a
quimica, que 1a reproducen. Desaparece, pues, todo interés por
la planta al dejar de ser ésta necesaria para fabricar las sus-
tancias gue contiene. Inspiréndose, en fin, en la estructura de
estas sustancias se sintetizan otras por modificacidén de la mo-
lécula original; se ensayan sus efectos y se fabrican series
cada vez mis numerosas de medicamentos sintéticos (Estrada,L.
1992).

A veces gse ha ido tan lejos por ese camino que se ol-
vida que tal o cual preparado moderno puramente quimico tuvo
en el inicio de su historia un "antepasado" vegetal que surtia
efectos semejantes. De esta manera, se lanzaron al mercado nu-
meros{simas moléculas sintéticas en base a los principios acti
vos de ias plantas medicinales.

El hombre no cesa de fabricar nuevos compuestos que no
existen en la naturaleza y que representan su "quimica parti-
cular" y cuyos riesgos para el equilibrio del medio naturali y
humano son evidentes. Estamos, en efecto, ante el fenfémeno de
la contaminacién del medio ambiente, pero también ante el de la
contaminacién medicamentosa, con el enorme problema del consumo

cada vez mayor de fArmacos por personas sanas.
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Como gquiera que sea, aumenta el niimerc de ios que ——-~
plensan con angustia en 1o que acaeceri si prosigue a este rit-
mo 1a evolucién industrial "indiscriminada®™ basada en la produc
cibén y el consumo cada vez mayores de sustancias nuevas. Ello
explica el inmenso movimiento de retorno a la naturaleza, ma-
nifiesto en todas partes y en particular en torno a las plantas
medicinales. Por ese motivo, la producclién y el consumo de plan
tas medicinaies a nivel mundial son muy elevados, a 1a par que
se desarrolla un vasto movimiento de opinién piiblica en pro de
formas terapéuticas nuevas, menos agresivas, menos peligrosas

para el organismo.

Pero s5i hoy queremos romper con los abusos de la civi-
1izacién quimica, y recrear o inventar una terapéutica nueva
que reconcilie al hombre con su entorno natural, habria que
aclarar las relaciones entre ciencia y el empirismo:; entre los
médicos y los curanderos, es necesario reconciliar cuanto antes
estas dos ramas del saber, y en ello reside el interés de las
investigaciones gue apoya la Organizacién Mundial de la Salud
Y que poco a poco impulsan a cada pais a investigar desde 1la
base sus propios recursos terapéuticos, entre los cuales las
plantas medicinales siguen desempefiando una funcidén dominante

(Berlin, B. 1990).

otra direccidn fructuosa de la labor investigadora es
1a exploracién metddica de grupeos boténicos, géneros o familias

ricos en principios activos. Sirve de guia, en este caso, el
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razonamiento analdgico de que si una cierta especie contiene
una sustancia determinada,es probable que una especie relacio-
nada la posea también. Existe, por decirlo de algiin modo, un
"espiritu familiar" y cada familia se especializa en una bio-

quimica propia.

Las investigaciones en materia de plantas medicinales
se desarrollan con mucho vigor en el mundo cntero. Es alenta-—
dor el vivo interés que los palses en desarrollo muestran ac-
tualmente por sus fdrmacos tradicionales. Bajo los auspicios
de la Organizacidn Mundial de la Salud, procuran satisfacer
con recursos proplos sus necesidades en la esfera de la salud,
aprovechando en lo que tienen de vilido las tradiciones mile-
narias de sus civilizaciones y reduciendo a lo estrictamente
indispensable las costosas importaciones de medicamentos ex-—
tranjeros, cuya superioridad no siempre es evidente. Hoy, como
ayer, las plantas medicinales son un campo muy vaste, abierto
a la investigacidén y al progresoc de la medicina (Pelt, J.M.

1979).

X.l.5 PLANTAS MEDICINALES DE I.0S ALTOS DE CHIAPAS.

La existencia de la medicina tradicional en las comu-
nidades indfgenas de las zonas marginadas del Estado de Chia-
pas no es un fendmeno accidental ni fortuito. Arraigada a las
‘culturas autdctonas, esta medicina (practicada por yerberos,
curanderos, pulsadores, parteras y poblacién en general),

afronta el tratamiento de diversas dolencias con mayor o menor
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éxito como resultado de una realidad cultural que no podemos
ignorar. De una manera u otra, para la mayoria de las comuni-
dades indigenas esta medicina ha sido la dnica alternativa para
resolver sus problemas de salud (Lozoya, X., Zolla, C., Agui-
lar, A., 1982).

Si bien es cierto que la comunidad y los practican-
tes de la medicina tradicional reconocen las limitaciones de
su terapéutica, en infinidad de casos la herbolaria peopular
constituye un recurso eficaz, y a veces iunico, al cual se ha

recurrido durante siglos.

Como recursos importantes con los gque cuenta la medi-

cina tradicional de los Altos de Chiapas se encuentran:
- Plantas medicinales (empleadas como emplastos, in-
geridas en forma de infusiones, etc., & usadas con

fines exclusivamente rituales).

~ Productos Animales (grasas, cdlculos renales y bi-

liares de diversos rumiantes, pieles, etc.).

- Firmacos (ungilentos, antibiéticos, laxantes, anti-

piréticos, vitaminas, etc.).

A continuacidn, se muestra un anilisis de las medici-
nas herbolarias mis utilizadas en los Altos de Chiapas:

(Holland, R.W., 1989).
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Nombre Nombre Nombre
Tzotzil Espafiol Latino Comentario
1 akubal us Stevia puede ser un
salicifolia agente dulcifi-
cador.
2 alalats
3 ch'ail vomol chichipate Eupatorium sp.
4 ch'ail vomol hoja amarga
5 ch'ich bot sangre de Croton
drago draco
6 chijiité safico Sambucus
mexicana
7 ch'it nuez
moscada
8 ch'ulelal te lajerio Saponaria provoca ataxia,
vomol officinalis disminucién de
la actividad mo-
- triz.
9 durazno Prunus
persica
10 granata granadilla provoca ataxia,
disminucién de
l1a actividad mo-
triz.
11 hinojo Foemiculum
vulgare
12 kanal manzanilla Crataegus
chishté pupescens



Nombre
Tzotzil

Nombre
Eapafiol

Nombre
Latino

14

Comentario

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

kashlan
chupak
koko'on

kush peul

lula

makom bet

mesté

mui

nap shuch

on té

higuerilila

epazote

sosa

ruda

mora

manzana

membrilio

bobotabaco

madron

Ricinus
communis

Chenopodium

ambrosioides

Solanum
torvum

Ruta

chulepensis

Rubus
idaeus

Malus
pumila

Cydonia
oblonga

Bacharis
vaccinides

Nicotiana
tabacum

antihelmintico

alcaloides pre-
sentes, ninguna
actividad

tabaco de fu-
mar

provoca ataxia,
disminucidn de
la actividad
motriz

provoca ataxia,
disminucién de
la actividad
motriz
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Nombre Nombre Nombre
Tzotzil Espaiiol Latino Comentario
24 pen ku lum berbena Verbena
officinalis
25 poshil obal Brunella disminuye la
yvulqaris actividad del
sistema nervio-
so central
26 poshil saltsi
27 pos 1lu mal
vomol
28 potoj - guayaba Psidium escasa activi-
gquayava dad del siste-
ma nervioso
cantral
29 poy té hierba de Achyrantes
zorro aspera
30 sak pat
31 sembrillo siempreviva Semprevivum provoca ataxia,
tectorum disminucién de
la actividad
motora
32 shashim timbre Acacia
angustisgima
33 soyon chuch mata palo
34 suk quebracha Acacia
millenaria
35 tsis uch laurel Litsea sp. contiene vene-

no tet&nico
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Nombre Nombre Nombre
Tzotzil Espafiol Latino Comentario
36 tuil vomol valeriana Valeriana
mexicana
37 tul nichim hierbabuena Mentha
piperita
38 wala shik
39 yashal nich

vomol

provoca ataxia,
disminucién de
la actividad
motriz

Una planta medicinal que no se menciona en el andlisis

anterior, pero que es muy utilizada por los ind{genas de los

Altos de Chiapas, para dolor y hemorragia después del parto,.

es la gque se conoce con el nombre vulgar de Thuis jovel o Thuis

vomol, se clasifica cientf{ficamente dentro de la fawilia IRIDA-

CRAE, pertenece al género Sisyrinchium y a la easpecie scabruws.
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I.2 GENERALIDADES DE LA FAMILIA IRIDACEAE.

I.2.1 ASPECTOS BOTANICOS DE LA FAMILIA.

La Familia Iridaceae, pertenece a la Familia Vegetal
de las Angiospermas, plantas lefiosas y herbédceas; trepaderas
con semilla encapsulada. Son plantas Monocotileddneas ya que
poseen un embridn con un cotiledén. Se encuentran, tanto en re-
giones tropicales, como en regiones templadas.

Son hierbas perennes (rara vez herbfceas anuales o
plantas subarbustivas), con frecuencia con porciones subterrd-
neas engrosadas a modo de rizomas, bulbos © raices carnosas;
las hojas son por lo general equitantes y disticas, variando de
filiformes a ensiformes o linearlanceoladas; flores solitarias
o en fasciculos, hermafroditas; 3 estambres, anteras bilocula-
res; ovario infero; fruto en forma de cépsula trivalva; semi-
1las por lo comfin numerosas en ! & 2 hileras en cada lb6culo.

Se calculan entre 55 y B0 géneros con 1000 a 1500 es-
pecies de amplia distribuciéﬁ. Esta familia tiene importancia
desde el punto de vista ornamental; pertenecen aqui los "1i-
rios® (Iris spp.) y los “"gladiolos" (Gladiolus spp.), ambos gé-
neros con numerosas especies, variedades, formas e hibridos,
son plantas de ‘flores vistosas de las mAs populares {Rzedowski,

J. 1990).

X.2.2 ASPECTOS FITOQUIMICOS DE LA FAMILIA.
Entre los metabolitos secundarios encontrados en la

Familia Iridaceae, se encuentran (Trease-Evans, 1991):
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1. Quinonas (naftaquinonas y antraguinonas).
2. Cetonas Aromdticas (como en el género Iris).

3. Pigmentos carotenoides (como en el azafrén).

4. Terpenoides (mono-, sesqui-, di-, y tetra- terpe-

noides).

5. Flavonoides {antocianinas, flavonas, flavonoles

e isoflavonas).

A pesar gue esta familia cuenta con alrededor de 1500
especies, finicamente, desde el punto de vista fitoquimico se

han estudiado un nGmero muy reducide de ellas.

En la siguiente tabla, se muestran los diferentes coj
puestos aislados de algunas especies de ésta familia que han

sido estudiadas quimicamente (Tabla 1).



Tabla 1.

COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE.

Especie Vegetal

Compuestos aislados

Parte de la planta
estudiada.

Referencias

Crocus reticulatus

Eleutherine americana

C-Glicosidos:

I. 8-C- (0-L-rhamnosil
-0-D-glucosil)-p-D-
glucopiranosa. (1)

II. 8-c-B-D-glucopira-
nosa. (2

Antraquinonas:

I. Metil ester del
dcido 3,4,8-trihi-
droxi-l-metil-antra-
9,10-quinon~2-carbo-
x{1ico.(3)

Tres compuestos aromi-
ticos:

1. Eleuterol {4)
2. Eleuterina  (5)
3. Isoeleuterina(6)

Hojas

Bulbos

Sergeeva,N.V.
1977.

Hajime Kamura,
RKohsei M., Hi-
royuki M., Hui
zhu H., 1983.

61



Tabla 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE (cont.)

Especie Vegetal Compuestos aislados Parte de la planta Referencias

estudiada.

Iris ensata I. c-Glicésido. Epigeo Blinova.(K.F.,
4',7-di-0-metilapi- Glyzin,V.I. y
genin 6-C-(0-B-D-glu- Pryakhina,N.I.
copiranosil-L-ramnosa. 1977.

(7
II.Acidos fendlicos. (8) Pryakhina,N.I. y

Blinova,R.F. 1979

Iris florentina I. 1,3,5,6-tetrahidroxi- Hojas y Fujita, M., Inove,
xantona-2-C-glucésido Rafz. T. 1981.
(9)

1I. Isomangiferin. (10)
III.Mangiferin. (11)

Iv. 1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona-2-C-B-
D-glucepiranosido(7-
0-metilmangiferin).(iy)

v. 1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona-4-C-p-
D-glucopiranesido(7-0
-~-metilisomangiferin).
(13)

0z



Tabla

1.

COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE (cont.)}

Especle vegetal

Compuestos aislados Parte de la planta Referencias
estudiada.
Iris florentina VI. Swertisin.(14) Hojas y Fujita,M.,Inove,
Rafz. T. 1981.
VII. 1Isoswertisin.(15)
VIII. Isoswertiajaponin.
Iris germanica Dos Triterpenoides: Raiz. Marner,F.J.;Krick,
I. e-Irigermanal(la) .:;Gellrich,B.;
y-Irigermanal(1b)(17) Jaenicke,L.;Winter
w. (1982)
II. Iridogermanal. (18)
Tres Isoflavonoides: Rafz. Ali,A.A.;El-Emary,
I. 5,3'-dihidroxi-4'-5'- N.A.;El-Moghazi,M.
dimetoxi-6,7-metilen~ <;Darwish,F.M;
dioxi-isoflavona.(19) Frahm,A.W. 1983.
II. 5-hidroxi-6,4'-dime-
toxi-isoflavona-7-
glucosido. (20)
111.5,3'~dihidroxi-4',5'-
dimetoxi-isoflavona-7
glucosido. (21)
Iris hollandica Plastoguinona. (22) Bulbos y Etman-Gervais,
Hojas. Claudine. 1976,

1z



Tabla 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE (cont.)
Especie vegetal Compuestos aislados Parte de la planta Referencias
estudiada.

Iris lactea I. S-hidroxi-4',7-dime- Partes aereas. Pryakhina,N.I.;
toxiflavona 6-C- [0- Sheichenko,V.I.;
(2~acetil- e\-L-rham- Blinova,K.F.
nopiranosil)-(1-2)- 1984,
x-acetil-B-D-glico-
piranosido] (diaceti}
embinina). (23)

II. 5-hidroxi-4',7-dime-

Iris milesii

-t
o]
>
o

migsouriensis

toxiflavona 6-C- [0-
(2-acetil- o -L-rham~
nopiranosil)-(1-2)-
D-glicopirarosid
(acetilembinina}.(24)

5,6,7,4'-tetrahidroxi
8-metoxi-isoflavona.
(25)

6 X-acetoxil-21p-hi-
droxil 6 22-eno.(26)

Raf{z.

Agarwal,V,K.;Thapp
R.K.:Agarval,S.G.;
Dhar,K.L. 1984.

Wong,Sui Ming:Pe-
zzuto,J.M. ;Fong,H.
Farnswart,N. 1986.

zz



Tabla 1.

COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE (cont.)

Especie Vegetal

Compuestos aislados

Parte de la planta Referencias

estudiada.

Iris nepalepsis D.

Iris tingitana

iris unguicularis

4'~hidroxi-5-metoxi-6,7
met§ lendioxi-isoflavona.
7

1. 5,4'-dimetoxi-6-7-
metilendioxi-isofia-
vona. (28

11. 5,4'-dimetoxi-3'-hi-~
droxi 6,7-metilendio-
xi-isoflavona. (29)

5,8-dihidroxi-4'-metoxi-
6,7--metilendioxiflavona.
(30)

Rafz.

Bulbos frescos.

Raiz.

Matsumato, Fukui.
1965.

El-Emary.Nasr A;
Robayashi,Y;0gi-
hara,Y. 1980.

Arisava,M.:Morita,
N. 1976.

€2 |
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A continuacién se muestran las Estructuras aisladas

de la Familia Iridaceae :

CHp0H CH70H CHy0H
o ° °
H o H OH
HO\oH H OH H HO\ oy  u/H
H OH H OH H OH

MeO HO Me

0
o
(4)
MeQ o] Me MeO ] Me
o] [+]
“Me
o Q
(5) (6)

Figura 1. Estructuras gquimicas de los compuestos quimicos
aislados de la Familia Iridaceae.
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Acidos fendlicos:

)} R=Ge B Re H R ai (14) Ry=Glc, REREH

) Re (15) Rj=Rg=H, Rp= Gl

; Ry= Gley R= R3= H, Re= OH (16) Ry=H, RF=Glc, Ry= i
)

(17)

Figura 1 Estructuras quimicas de los compuestos quimicos
algslados de la famiiia Iridaceae (cont.)



(18)

o]
af
H3
Qg (Ghai=Cc-aply H
° n=6,7,8,9
(22)
M0
o o]
W o]
(24)
Figura 1.

(19)
(0}
(21)

M R B R
H O -0 ¢

H Gk @Cc H

CH H @Gle ™

(25)

o

26

Estructuras quimicas de los compuestos quimicos
aislados de 1a familla Iridaceae (cont.)
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(ze) (27)

(28) R=H

(29) R = OH

Hzc/o 0l cﬁ
No
H [o]
(30)

Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos quimicos
aislados de la familia Iridaceae {(cont.)
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r.2.3 ASPECTOS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA FAMILIA.
Se han efectuado pruebas del potencial biolégico en
algunas especies de la Familia Iridaceae, as{ tenemos gque de

una planta cultivada en China conocida como Eleutherine ameri-

cana, de uso ornamental y medicinal, sus bulbos rojos se usan
para el tratamiento de enfermedades cardfacas, especialmente
en desordenes coronarios; también se reporta que tres compues-
tos aromdticos aislados de esta especie denominados Eleuterol,
Eleuterina e Isoeleuterina actfian como vasodepresores en el cg
razén del cerdo de Guinea (Komura, H.; Mizukawa, K.: Minakata.,

H. 1983).

En Alemania, de la raiz de Iris germanica, se obtie-
nen principios aromdticos utilizados en la preparacién de per-
fumes y cosméticos con fragancia de violetas dulces (Marner, F.

J.:; Krick, W.; Gellrich, B. y Jaenicke, L. 1981).

La especie conocida como Iris missouriensis, que se

cultiva en Norte América, se utiliza por los indios americanos
con propdsitos medicinales no especificados. Sin embargo, exis
ten reportes de que l1la planta tiene potencial antitumoral y an
ticancerigeno (Wong, S.; Pezzuto, J.W.; Fong, H.; Farnsworth,

N.; 1986).

En México son utilizadas como plantas curativas otras
especies de ta Familia Iridaceae, las cuales se encuentran re-
portadas en las Monograffas Cientf{ficas I y II editadas por

José Luis Df{az (IMEPLAM) 1976 (Tabla 2).
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La especie Sisyrinchium scabrum, es utilizada para el
dolor y hemorragia después del parto, por los indigenas Tzotzi
les de los Altos de Chiapas. La parte de la planta utilizada,

es la rafz y se administra por v{a oral.

En la siguiente Tabla se muestran algunas plantas me~
xicanas pertenecientes a la Familla Iridaceae que tienen uso

terapéutico.




Tabla 2. Plantas mexicanas pertenecientes a la Familia Iridaceae que tienen
uso terapéutico (D{az, J.L. 1976. Vol. I y II).

Nombre Cient{fico Nombre Vulgar usos via de Parte usada
Administracién
Género Especie Familia
Crocus sativus Irida Azafran Antiespasmédico oral &
Aperitivo
Azafrén Carminativo & Flor
oficinal. Condimento Oral "
Diurético “ &
Emanagogo " Flor/Planta
entera.
Eupéptico " "
Excitante " &
Sedante " &
Iris florentina Irida Lirioc Blanco Catéartico oral Raiz
Lirio de Cauterizante Tépica Raiz
Florencia. Diaforético oral .
Expectorante " "
Iris germanica Irida Lirio de & & Raiz
Florencia.

& = No hay informacidn.

[+



Tabla 2. Plantas mexicanas pertenecientes a la Familia Iridaceae que tienen

uso terapéutico (Dfaz, J.L. 1976. Vol. I y II). (cont.)

Nombre Cientifico Nombre Vulgar usos via de
Administracién

Género Especie Familia

Iris paliida Irida Lirio de & &
Florencia.
Tigridia dugesii Irida Cacomite & &
Tigridia pavonia Irida Cacomite Antipirético Oral
Flor de Tigre Enfermedades "
Exantemdticas.

Oceloxochitl  Favorece
Fecundidad. “

Expectorante. "

Parte usada

Raiz

& = No hay informacibn.

1€
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I.3 GENERALIDADES DEL GENERO SISYRINCHIUM.

Ir.3.1 ASPECTOS BOTANICOS DEL GENERO.

Son plantas herbaceas, anuales o perennes; tienen rafi-
ces fibrosas, m&s o menes engrosadas y con frecuencia carnosas,
a veces con rizomas rastreros también presentes; hojas disticas,
graminoides, lineares o ensiformes; tallos florales foliosos,
bracteados o desnudos, cilfndricos, cuadrangulares o mds o me-
nos comprimidos, hasta alados; espatas 1 a numerosas, conte—--
niendo 2 a muchas flores, pero por lo comin una sola ablierta
por espata; tépalos subliguales, por lo general unidos muy en
la base, a menudo con venas longitudinales manifiestas; estam-
bres insertos en la base del perianto, filamentos libres o con
mas frecuencia unidos en un tubo estaminal més o menos largo,
anteras a menudo versitiles, derechas, curvadas a retorcidas:
ovario ovoide a globoso, pubescente, ramas del estilo delgadas;
clpsulas en ocaslones con la superficie irregular por la pre=~
sién interna de las semillas, globosas a elipsoides, a veces
angulosas, hasta un poco aladas, pubescentes; semillas casi --
siempre numerosas y pequefias, angulosas, subglobosas o cbncavo
convexas.

Género americano de regiones templadas y tropicales.
Algunos autores calculan entre 30 y 125 especles, otros pre—--
fieren admitir un niéimero "incierto" de especies, ya que se tra
ta de un género sumamente complicado que requiere afin de un sg
rio estudio critico.

En relacidn con lo anterior, se ha llegado a la con--
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clusién de que en el Valle de México existen 10 especies de
Sisyrinchium, de las cuales 4 no habian sido registradas ante-
riormente para la regién. Sin embargo, a pesar de los esfuer-
zos hechos en cuanto a revisibén de plantaa, en el campo, en

los herbarios, asf{ como en la bibliograffa existente, el resul-
tado final se considera apenas tentativo y en muchos casos han
quedado dudas en relacidn con los 1f{mites reales de una espe-
cie dada y en otras ocasiones en lo que se refiere a la apli-

cacién correcta de los nombres (Rzedowski, J. 19390).
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I.4 GENERALIDADES DE LA ESPRCIE Sisyrinchium gcabrum.
I.4.1 ASPECTOS BOTANICOS DE S. gcabrum.

Es una planta herbdcea perenne, por lo general esca-
brosa, de 10 a 20 cm de alto; tiene raicillas numerosas, fibro~
sas, delgadas, en l1a base del tallo se aprecian £ibrillas Qiri-
gidas hacia la parte superior; talles por lo general saliendo
varios desde la base, aplanados; hojas en su mayoria basales,
estrechamente lanceolado-ensiformes, desiguales entre si, de 4
a 10 om de largo por alrededor de 1 a 2 mm de ancho; espatas 1
0 2 por tallo, conteniendo 1 a 4 filores, de 1 a 1.5 cm de largo:
flores sobre pedicelos filamentosos, hasta de 5 mm de largo,
alargéndose en el fruto:; perianto azul a morado, a veces blan-
quecino, de 1.5 a 2 om de di&metro, con una mancha amarilla
alargada en la parte basal media de cada tépalo, éstos unidos
muy en su base, con el Apice redondeado o mé&s frecuentemente
bidentado y con un apfcula de ¥ 1} mm de largo:; filamentos de
unos 2.5 mm de largo, unidos en toda su longitud, anteras ama-
rillas, oblongas, de * 1 mm de largo; ovario pubescente; fruto
piloso, glokoso o subgloboso, algo anguloso, de unos 3 0 4 mm
de largo por ¥ 3 mm de grosor; semiilas negras, Subhemisféri-
cas, cbncavo-convexas,de ¥ 1 mm de didmetro (Fiqura 2).

Es una planta que se encuentra ampliamente distribuida
en las elevaciones del Valle de México, en altitudes gue varian
entre 2450 y 3350 m:; en varilados habitats, desde matorrales y
pastizales hasta bosques de encino y de coni{feras, con frecuen

cia en lugares perturbados, a veces como maleza. (lNorte?) cen
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tro de México, de San Luils Potosi, Guanajuato y Michoacén a Pue
bla, Veracruz y Oaxaca, Chiapas.,
A egta especie se le ha venido llamando con frecuencia

S. angustifolium Mill., tax6n diferente que habita en el sures-

te de Canad§ centro y este de Estados Unidos. De cualquier ma-
nera, no queda aGn clara }a separacién de 5. scabrum de otros
miembros del complejo "angustifolium®, por lo que se requiere

de un estudio mfs profundo en este grupo (Rzedowski, J. 1990).
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Figura 2. Sisyrinchium scabrum : A. aspecto general
de la planta x 0.4; B. flor desprovista de
dos tépalos x 4, a. ovario; C. fruto x 6}
D. corte longitudinal del fruto x 7; E.
corte transversal del fruto x 8.
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11 METODOLOGIA

II.1 MATERIAL VEGETAL.

Las rafces de una poblacién de Sisyrinchium scabrum
fueron recolectadas de una regidén conocida con el nombre de
" Los Altos de Chiapas localizada cerca de San Cristébal de las
Casas, en el Estado de Chiapas.
La planta se recolecté a una altura de 2210 metros,
el dfa 26 de agosto de 1991. Las rafces de Sisyrinchium sca—
brum, fueron enviadas a la Escuela Nacional de Ciencias Biolé-
gicas del Instituto Politécnico Nacional, por la Organizacién
de Médicos Indfgenas del Estado de Chiapas {(OMIECH) para su
identificacidén y clasificacién, lo cual fué realizado por 1la
Dra. Concepcidén Rodriguez Jiménez, investigadora del departa-
mento de Botdnica de la E.N.C.B., y posteriormente enviada a
la seccién de Fitogquimica (Departamento de Farmacia) a cargo
de 1a M. en C. Ma. de Lourdes Hernéndez de Jes(is para su Andli-
sis. Una muestra de herbario se encuentra depositada en el Her-
b;zio de la E.N.C.B. del IPN y en el Jardin Boténico de la

UNAM.

1I.2 EXTRACCION Y PURIFPICACION DE LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DE LA RAIZ DE Sisyrinchium scabrum,

IX.z.1 ANALISIS PHRELIMINAR.
Aproximadamente 10 g de rafces secas y previamente

molidas en un molino de cuchillias, modelo Wiley 4; se colocan
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en pequefios matraces, uno por cada disolvente a utilizar y se
someten a maceraciones sucesivas con Hexano (CgHj4). Metanol
(MeOH), Cloroformo (CHCl3) y Acetato de Etilo (AcOEt), durante
5 dfas. Posterijormente el extracto se filtra y se evapora a
presién reducida a seguedad, proﬁorcionando un extracto por
cada disolvente.

Se realizan las evaluaciones bioldglicas preliminares
de cada uno de los extractos determinando el efecto téxico le-
tal contra el crusticeo Artemia salina (Leach) (Meyer, B.N.,
Ferrigni, N.R., Putnam, J.E. 1982). As{ mismo, se efectua la
evaluacibén de la actividad antimicrobiana, mediante el método
de Difusién en Agar (Jacobsen, L.B., Nichols, D.E.,1982), asi
como el desarrollo cromatogri&fico en capa fina de 1os residuos

orgénicos obtenidos,

I1.3 EXTRACCION.

3.0 Kg de rafces, se fragmentan en un molino de cuchi-
1las (modelo Wiley 4) y el polvc obtenido se somete a macera-
cién con Acetato de Etiio (AcOEt) durante S5 d{as. Posteriormen-
te, el disolvente de extraccidn se filtra y se evapora a pre-
sidn reducida, proporcionando un extracto total de 48 g.

Se realiza el anélisis de) extracto total mediante
Cromatogratfa en Capa Fina (C.C.F.), evaluaciones biolbégicas
de la actividad antimicrobiana (Método de Difusibn en Agar) y
la Citotoxicidad contra el crustfceo Artemia salina (Leach).
Posteriormente se procede a realizar el Andlisis Fitoquimico

preliminar del extracto total (AcOEt), mediante su fracciona-
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miento Cromatogrifico en Columna y 1la evaluacién Espectroscd-

pica del compuesto 6 comp tos purificados.

Cabe mencionar, que los Métodos de Evaluvacidén de la
Actividad Antimicrobiana y Evaluacién de la Actividad Citotéxi
ca, se emplean por su bajo costo, ademis de que se ha compro-
bado su factibilidad para obtener principios activos en tiem-
pos cortos. En el bloensayo de 1a Toxicldad contra el crusté-

ceo Artemia salina (Leach), se ha demostrado que tiene cierta

correlacién con otras actividades mis complejas como la cito-

tbéxica, antihelmintica y antipalfidica.

I1.3.1 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO TOTAL POR CROMATOGRAFIA
EN COLUMNA.

El extracto orgfnico (AcOEt) total, preparado a partir

de las rafices de S. scabrum, se somete al proceso de extraccidn

previamente descrito (Seccién I1.3) para el aislamiento de sus
constituyentes, proporcionando un residuo orgénico.

La purificacién de este residuo orgénico se lleva a
cabo mediante cromatograffa en columna de gel de silice utili-
zando como eluyentes distintas mezclas para cambiar la polari-
dad. De esta forma se obtuvieron distintas fracciones (Cuadro
1). Se utilizaron 40.0 g de sflice 60 Merck Fys54, tamafio de
particula 0.063 - 0.200 mm (40.0 g), en donde se adsoxvieron

4 g del extracto disuelto en cloroformo.



Cuadro 1. Cromatografi{a en columna del residuo orgdnico
obtenido del extracto de AcOEt a partir de las

rafces de 8. scabrum.

Sistema de Fracciones Eluatos
Eluyentes Proporcién Colectadas Combinados
CgH14 1 - 57 1 -19
CgHy4-AcOEL 95 5 58 - 94 69 - 91
CgH14~ACOEL 90 : 10 95 - 162 97 - 155
" 80 20 163 - 250 163 - 250
* 70 30 251 ~ 327 251 - 327
" 60 40 328 - 346 335 - 341
" 50 50 347 - 363 347 -~ 363
ACOEt 364 - 373 364 - 373

40
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II.4 ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

II.4.1 PREPARACION DE PLACAS CROMATOGRAFICAS.

Se utilizaron cromatoplacas de vidrio de 20 x 20 cm,
cubiertas de gel de silice 60 Fy54 (Merck), para las purifica-
ciones a nivel preparativo. El gel de s{lice, se prepard disol-
viendo 30 g de silice en 60 ml de agua destilada y =se aplicéd
sobre placas de vidrio de manera uniforme con una capa de 0.2
mm de grosor. Las placas se gecan por una hora a 120°C y, para
activarlas una vez frias y secas, se sometieron a calentamien-
to de 105°C durante 30 minutos.

como eluyentes utilizados para la separacién de los
constituyentes presentes en los extractos, se emplearon dife-

rentes mezclas de disolventes (Cuadro 2).

Ir.4.2 REVELADORES Y REACCIONES PARAMA IDENTIFICACION.

La purificacién de los compuestos y el desarrollo dev
las reacciones se monitorea por cromatograffa en capa fina con
placas comerciales conteniendo gel de silice Merck Fys54, antes
de revelar, se observa primeroc con luz ultravioleta para loca-
lizar el frente del eluito Yy posteriormente revelar con sulfa-

to cérico al 1 % en dcido sulffirico 2 N.
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Cuadro 2. Cromatografia en Capa Fina del extracto de
acetato de etilo obtenido de las raices de
S. Bcabrum.

sistens oo | proporcin | No deplacae | Mo oo Phee
Eluyentes de vidrio Merck Fas4
Hexano-AcOEt 895 : 5 40 10

" 90 : 10 20 5

" B0 : 20 10 5

- 70 : 30 6 4

" 60 : 40 5 3

. 50 : 50 5 3
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II1.5 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR DEL EXTRACTO DE
ACETATO DE ETILO (METODOLOGIA).

Del Extracto de Acetato de Etilo (E.l), se toma una

porcién para realizar los ensayos fitoquimicos siguientes:

II.5.1 IDENTIFICACION DE AZUCARES.
Una muestra del reslduo orginico (E.1) se diluye con
agua destilada, se mide el pH y se agrega hidrdxido de gecdio

al 5 ¥ para alcalinizar. El1 sxtracto se divide en dos tubos.

1. Reaccién de Pehling :
A 0.5 ml del extracto alcalino se le adiciona 0.5

ml de la solucidén A y 0.5 ml de la solucidn B.

2. Reactivo de Benedict :
0.5 ml del extracto alcalino se mezclan con ©.5 ml

de reactivo y 1 ml de agua.

3. Se prepara un blanco para cada reactivo. Leos 3 tu-

bos se colocan en un bafio marfa por 15 minutos.

Si los aziicares se encuentran presentes se forma un

precipitado de color naranja a rojo ladrillo en ambas pruebas.

11.5.2 IDENTIFICACION DE CUMARINAS.

1. Reaccién de Eriich :
Se coloca una pequefia porcidn del residuo organico
(E.1) en una placa de muesca, se afiaden dos gotas de reactive

y una gota de &cido clorhidrico concentrado.
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2. Reacclén con hidréxido de amonio :
A una porcidn del extracto concentrado se afiaden
0.5 ml de etanol mis dos gotas de hidréxido de amonio concen-
trado. Se observa una fluorescencia azul-violeta, si se encu-

entran presentes las cumarinas.

I1.5.3 IDENTIFICACION DE GLICOSIDOS CARDIACOS.

En una cipsula de porcelana con extracto (E.1) se agre
ga 3 ml de una mezcla cloroformo-metanol (E.2), se concentra a
la tercera parte de su volfinen original y se divide en tres

muestras para realizar las siguientes pruebas :

1. Reaccién de Legal :z
En una placa de muescas se colocan 2 gotas del ex-
tracto (E.2) dejando evaporar completamente el disolvente se
agregan 3 gotas de piridina, 1 gota de nitroprusiato de sodio

al 0.5 % y cuatro gotas de hidréxido de potasio.

Si se encuentran presentes 1os glicésidos cardiacos,

se formard una coloracidn roja poco estable.

2. Reaccidén de Baljet :
En la placa de muescas se colocan 2 gotas del ex-
tracto (E.2) agregéndole 3 gotas del reactivo de Baljet. Se

mezcla con 3 gotas de la solucién A y 3 gotas de la solucién B.

Si estdn presentes los glicdsidos se forman coloracio-

nes que varfan del naranja al rojo oscuro.



45

3. Reaccibn de Redde :
Una tira de papel filtro se moja con una gota de
reactivo y se deja secar, después se adiciona 1 gota del ex-
tracto (E.2). El cambio de color en un rango del azul al vio-

leta indican la presencia de glicdsidos cardiacos.

I1.5.4 FLAVONOIDES.

Se diluye una poreldén del extracto (E.1) con 2 ml de
etanol y se calienta por 1 minuto; se deja enfriar y se filtra
el extracto (E.3). Esta solucién se divide en 3 partes en tu-
bos de ensayo, utilizando uno comc blanco, y en los otros 2 se

efectuan las siguientes reacciones :

1. Reaccién de Shinoda :

A uno de los tubos conteniendo 0.5 ml del extracto
(E.3) se adiciocnan 2 gotas de Acido clorhidrico concentrado,
se observa si se pfesenta algin cambio de coloracidn comparan-
do contra el tubo testigo. Una coloracibén roja indica gque se
encuentran presentes auronas ¢ chalconas. Si no hay cambio, se
adiciona un trocito de magnesio met8lico, una coloracidn de
naranja a rojo es seflal de la presencia de flavonas; rojo si

son flavonoles y magenta si son flavononas.

2. Reaccién con hidréxido de sodio al 10 % =
Al segundo tubo con extracto (E.3) se le adicionan
3 gotas de hidrb6xido de sodio al 10 %; sl se observa una colo-
racién de amarillo a rojo se considera positiva para xantonas

¥y flavonas; café a haranja para flavonoles: plrpura a rojizo
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para chalconas, y azul para antocianinas.

I1.5.5 QUINONAS.

1. Reaccién con hidréxido de amonio :
A una porcibén de extracto concentrade (E.1) se afia
de una gota de hidréxido de amonio concentrado; si presenta una
coloracidén ligeramente rojo se considera gue hay presencia de

antraguinonas.

2. Reaccién de Boratraguer :

Se diluye una porcidén del extracto (E.l) con 3 ml
de agua y se filtra. Al 1fquido filtrado se afladen 3 ml de hi-
dréxido de potasio al 5 %, se callenta a ebullicién por 10 mi-
nutos, se enfrfia y se transfiere a un embudo de geparacidn. Se
extrae con 5 ml de benceno, la fade acuosa se elimina y la ben
cénica se extrae con 2 ml de hidrbxido de potasio al 5 %; si
la fase acuosa alcalina presenta color rojo indica la presen-
cia de quinonas, si es amarillo fluorescente indica que se en-

cuentran antronas.

IX.5.6 SESQUITERPENLACTONAS.

1. Reaccifn con hidroximato férrico :
En una cipsula de porcelana con una porcidén del ex-
tracto (E.1) se adicionan dos gotas de clorhidrato de hidroxil-
amina 2 N y una gota de hidréxido de potasio 2 N en metanol,

esta mezcla se calienta a ebullicién por 2 minutos, se enfria
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y se acidula a pH de 1 con &cido clorhfdrico 0.5 N adicionando
una gota de cloruro férrico al 1 %; la formacién de coloracio-

nes roja, violeta o rosa se considera positiva.

1X1.5.7 TANINOS.

Se prepara el extracto (E.4) con una porcién del ex-
tracto (E.1) y 2 ml de agua, se adicionan 3 gotas de cloruro
de sodio al 2 % calentando a ebullicién por 1 minuto; poste-
riormente se enfria y se filtra. E1 filtrado resultante (E.4)
se divide en tres tubos de ensayo para realizar las siguientes

pruebas :

1. Reaccidén con gelatina :
En uno de los tubos con extracto se adicionan dos
gotas de) reactivo. La formacién de un precipitado blance in-

dicard la presencia de taninos.

2. Reaccién con cloruro férrico al 1 %.

En otro tubo con extracto se afiade una gota de clo
ruro férrico al 1 %. La formacién de coloraciones de azul a ne-
gro indica la presencia de derivados del dcido gélico- si 1a
coloracién es verde se deberd a la presencia de derivados del

catecol.

3. Reaccién con ferriclanuro de potasio.
Al tubo de la prueba 2 se afiade una gota de ferri-
cianuro de potasio al 1 %. La formacién de una coloracién azul

comprobari la presencia de compuestos fendlicos.
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II.5.8  SAPONINAS.

1. Prueba de la espuma :

Se pesan 0.5 g de ia raiz de la planta, se.adicio-
na 1 ml de agua, se calienta y se agita vigorosamente este ex-
tracto acuoso. Se mide la altura de la espuma formada, si esta
mide de 8 a 10 mm y es estable por 15 minutos se le considera

positiva para saponinas.

2. Reaccién de Liebermann-Burchard :

Una pequeiia porcidn del extracto (E.l) concentrado
se disuelve en dos gotag de anhidrido acético, se estratifica
con una gota de dcido sulffirico concentrado; si se encuentran
presentes maponinas esteroidales se forman coloraciones azules
o verdes. Las saponinas triterpenoides dan coloraciones rosas.,

rojo, magenta o violeta.

3. Reaccién de Rosenthaler :
Se disuelve una pequefia porcién del extracto con-
centrado (E.1) en dos gotas del reactivo y se aflade una gota
de &cido sulf(rico concentrado. Si se encuentran presentes sa-—

poninas de tipo triterpenoide se forma una coloracién violeta.

1I1.5.9 GLICOSIDOS CIANOGENETICOS.

1. Reaccién de Guignard :
Se pesa un gramo de la planta (raiz) y se coloca
en un tubo de ensayo, se adicionan 2 ml de agua y se calienta

a ebullicién colocando en la boca del tubo una tira de papel
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filtro impregnado con reactivo de picrato de scdio. La forma-
cién de una mancha color rosa al rojo seri indicativa de la

presencia de éstos glicésidos.

II.5.10 BALCALOIDES.

A 1 g de la planta se adicionan 10 ml de Acido clor-
hidrico al 10 %, se calienta a ebullicidén por 5 minutos, se en-
fria y se filtra, esto se toma como extracto (E.5).

El filtrado claro y transparente (no incoloro) se di-
vide en 6 tubos de ensayo para realizar las siguientes reaccio-

nes utilizando uno como blanco :

1. Reaccién de Dragendorff :
Afiadirle a uno de los tubos con extracto (E.5) una
gota de reactivo. Si el extracto contiene alcaloides se forma

un precipitado anaranjado.

2. Reaccién de Mayer :
Se adiciona una gota del reactivo a otxo tubo con
extracto (E.5). Si el extracto contiene alcaloides se formari

un precipitado blanco a amarillento.

3. Reactivo de icido silicotungstico :
A otro tubo con extracto (E.5) se afiade una gota
del reactivo. Si hay alcaloides se forma un precipitado blanco-

amarillento.

4. Reactivo de Sonneschain :

Se aflade una gota del reactivo al tubo con el ex-
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tracto (E.5). Es positivo si da un precipitado amarillo.

5. Reactivo de Wagmer :
A otro tubo con extracto {E.5) se afiade una gota
del reactivo, si los alcaloides se encuentran presentes se for-

ma un precipitado café-naranja.

Los esquemas 1 y 2 muestran la secuencia seguilda en

esta metodologfa.
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Esquema 1. Marcha seguida en el Anflisis Fitogquimico Preliminar
del residuo orglnico extrafdo de la Raiz de Sisyrin-
chium scabrum.

Extracto Total
de Acetato de Etilo
(Residuo Orgénico)

E.l

v
4 H0 Glicésidos cardfacos Flav;%oides
pH E.1 + (CHCl3:CH30H) 2 ml Etanol + A
NaOH 5 % i E.3

E.2
Azficares 'F__Lj—l

Fehling Benedict Legal Baljet Kedde Shinoda NaOH
10%

Cumarinas
Erlich NH40H
+

l Etanol

Quinonas

NH40H Borntraguer

Sesquiterpenlactonas
Hidroximato férrico

Taninos
E.1+2ml1 H20+NaCl 2% A

LU

Gelatina QCloruro Ferriecianuro
Férrico 1% de potasio 1%
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Esquema 2. Marcha seguida en el An&lisis Fitoquimico Preliminar
de la Rafz de Simyrinchium scabrum.

Ra{z

Sisgrinchiumlscabrum
Saponinaz//’///,//”l\‘\\\\\\\\\*Axcaloides
Ha0 +4 Glicésidos HC1 10% + A

cianogenéticos

B“—ﬂvma(+) E.5
Prueba de H0 +
la espuma Dragendorf
picrato
de Mayer
Lieberman-Burchard sodio
Acido
Anhidrido Silicotungstico
Acético + H2504
Sonneschain
Rosenthaler wagher
+

H2804
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II.6 EVALUACIONES BIOLOGICAS DE LOS EXTRACTOS DE LA RAIZ
DE Sisyrinchium scabrum.

Ir.6.1 ANALISIS CUALITATIVO ANTIMICROBIANO.

La evaluacién de la potencialidad antimicrobiana de
los extractos y de las fracciones obtenidas se realiza utili-
zando el Método microbioldgico de Difusidédn en Agar (Huffoxd, C.

D., Funderburk, M.J. 1875).

IT.6.1.1 MICROORGANISMOS DE PRUEBA.
Las siguientes cepas, se utilizan como organismos de

prueba en las evaluaciones microbioldgicas.

Microorganismo ATCC No.
Staphylococcus aureus 6538
Bacillus subtilise 6633
Pseudomona aeruginosa 9027
Escherichia coli 8739

IT.6.1.2 PREPARACYON DE LOS INOCULOS.

tas bacterias se desarrollan mediante incubacién en
Caldo Nutritivo (Merck) durante 24 horas a 37°C.

La concentracidén final de organismos en céda uno de
los cultivos preparados se ajusta mediante dilucién en solu-
cién salina isoténica (Nacl 0.9 %) hasta obtener la turbidez

equivalente al estindar No. 1 de Mc Farland (0.1 ml de BaClyp
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al 1% y 9.9 ml de HzS804 al 1 ¥), correspondiente a un nimero

aproximado de 109 células/ml.

II.6.1.3 PREPARACION DE LA MUESTRA DE PRUEBA.

Las muestras a evaluar se suspenden en una solucién
de Tween 80 al 1 %. Los extractos y las fracciones se evaluan
por duplicado a las concentraciones de 50 y 100 ppm. Los con-
troles positivos (estindares) se preparan a una concentracién

de 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina, en solucidén acuosa.

II.6.1.4 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO.

Un mililitro de la suspensidn bacteriana se siembra
de manera uniforme en cada caja Petri (100 x 15 mm) de prueba,
conteniendo 15 ml de Agar-Antibibtico No. 1 (Merck) para bac-
terfas. Con un horadador cilindrico se remueve el agar de las
placas para producir tres perforaciones de un didmetro aproxi-
mado de 11 mm. Posteriormente, se adicionan 100 pl del control
positivo en una de las perforaciones; 100 y 50 ul de l1a solu-
cién se adicionan de manera independiente en las cavidades res-
tantes. Las placas as{ preparadas se mantienen por un periocdo
de 1 a 2 horas a temperatura ambiente para facilitar Xa difu-
sién de las muestras. Transcurrido ese tiempo las placas se
incuban por 24 horas a 37°C. Para cada muestra de prueba el en-
sayo Se realiza por duplicado.

La actividad antimicrobiana se registra midiendo la
longitud en mm de ia zona de inhibicién que circunda a cada

una de las perforaciones.
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I1.6.2 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD PARA RL CRUSTACEO
Artemia salina {(Leach).

IX1.6.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se prepara una solucidn original de la muestra (de ca-
da uno de los extractos) disolviendo 20 mg en 2 ml del disolven
te adecuado (CgHyq, MeOH, CHCl3 o AcOEt). De ésta solucibn se
transfieren 5, 50 y 500 Pl a frascos viales de manera indepen-
diente y por triplicado. Se deja evaporar el disoclvente a se-
quedad y, posteriormente, se afora cada vial con 5 ml de medio
salino artificial obteniéndose concentraciones de 10, 100 y

1000 ppm, respectivamente.

IX.6.2.2 BIOENSAYO.
Después de haber desarrollado previamente los huevos

de Artemia salina (Leach) en un medio salino artificial duran-

te 48 horas, se transfieren 10 crustfceos a cada uno de los
viales conteniendo las muestras. Transcurridas 24 horas se re-

gistra el nimero de organismos sobrevivientes.

La actividad se manifiesta como el efecto téxico le-

tal para las larvas del crustéiceo Artemia salina (Leach). Los

resultados finales se expresan en términos de la dosis letal
media (DLsgg).
La concentracidén letal media (CLsg) se calcula mediapn

te el Método de anilisis estadfstico de Fimnney.
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II1 RESULTADOS Y DISCUSION

El aspecto mds importante de la secuencia metodoiégica
desarrollada en la presente investigacién, consistié en el em--
pleo de un anilisis cualitativo preliminar que permitié detec—-
tar la actividad antimicrobiana potencial y la actividad de la
toxicidad sobre el crustficeo Artemia salina (Leach) de los ex--
tractos de la Ralz de Sisyrinchium scabrum y, al mismo tiempo,
reallzar el monitorec de la actividad biolégica a 1o largo del
estudio fitogquimico. Este Gltimo consistid, en la determinacién
de la potencialidad antimicroblana cualitativa preliminar en --
contra de bacterias Gram (+) (Staphylococcus aureus ATCC 6538

y Bacillus subtilis ATCC 6633) y Gram (-) (Pseudomona aeruqi-

nosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC B739), y la toxicidad

para Artemia salina (Leach) de los extractos metandlico, clo-

roférmico, hexinico y de acetato de etilo preparados a partir

de la rafiz de Sisyrinchium scabrum.

De los cuatro extractos preparados (metanol, clorofor
mo, hexano y acetato de etilo), el extracto de Acetato de Etilo
(AcOEt) fue el que demostrd un efecto significativo sobre las
bacterias Gram (+) (Cuadro 3) utilizadas como organismos de --—
prueba y, también, actividad en la toxicidad para el crusticeo

Artemia salina (Leach).

Cabe recordar que el Staphylococcus aureus patdgeno

es hemolf{tico y coagula el plasma, puede provocar supuraciones,

formacién de abscesos, diversas infecclones pibgenas y afin sep
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ticemias mortales. Estos mocroorganismos desarrollan rdpida-
mente cepas resistentes hacla muchos de 108 agentes antimicro-
bianos y plantean por esta causa problemas de tratamiento de
diffeil solucidén (Jawetz, E. 1983).

Los estafilococos forman parte de la flora normal de
la piel humana y de los sistemas respiratorio y digestivo.

El Bacillus subtilis es un agente causante de desér-

denes gastrointestinales (Jawetz, E. 1983), estas bacterias
causan enfermedades diarréicas ya sea por colonizacién y cre-

cimiento en el tubo digestivo, o por la secrecidén de exotoxinas.

Cuadro 3. Evaluacién de la Actividad Antimicrobiana de los
diferentes extractos obtenidos de la Raiz de

Sisyrinchium scabrum.

EXTRACTO
Hexano Acetato Cloroformo | Metanol

Microorganismo de Etilo

Concentracién (ug/m1)

100 50 100 © 50 100 50 100 50
S. aureus 8 6 8 [ 6 4 6 4
B. subtilis 6 4 6 4 - - - -
P. aeruginosa - - - - - - - -
E. co1i - - - - - - - -

Los resultados se reportan en milimetras del difmetro de la
zona de inhibicidn, con respecto al estandar de Estreptomi-
cina.
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En la determinacién de l1a toxicidad contra el crusté-

ceo Artemia salina (Leach) la mayor actividad se presenta en

el extracto hexénico y en seguida en el extracto de acetato de
etilo, preparados a partir de la rafz de Sisyrinchium scabrum,
a las concentraciones equivalentes a 1000 ppm donde todas o
casi todas las larvas probadas (30 por cada concentracidn)

mueren (Cuadro 4).

Cuadro 4. Evaluacién de la Toxicidad contra el crustéceo
Artemia salina (Leach) de los diferentes extrac-
tos obtenidos de la Rafz de Sisyrinchium scabrum.

EXTRACTO Lesp (ppm)
Hexano 68.08
Acetato de 231.23
Etilo

Cloroformo 282.86
Metanol »>1000

De acuerdo a estos resultados se procedid a preparar
una mayor cantidad del extracto de Acetato de Etilo (AcOEt)
para realizar el estudio biodirigido, con el objeto de encon-
trar el 6 los compuestos responsables de la actividad bioldgi-

ca.
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Paralelamente se realizé el estudio fitoquimico pre-
liminar obteniendo resultados positivos para Flavonoides (Chal-
conas), Quinonas (Antraquincnas)y para Taninos (Compuestos Fenb-
licos) (Cuadro 5); lo cual se correlaciona a la presencia de
estos metabolitos secundarios reportados en la literatura de

Plantas pertenecientes a la familia IRIDACEAE.

Cuadro S. Anélisis Pitoquimico preliminar del Extracto de
Acetato de Etilo de la Ralz de Sisyrinchium
scabrum.

Principio Reactivo Coloracién o pp Extracto| Obs.
activo teérico
Azficares l.Fehling pp anaranjado pp café pp azul-
café
2.Benedict | pp anar./rojo - gol. azul
clara
Cumarinas 1.Erlich coloracibn naran -
ja
2.NH4O0H fluorescencia -
azul,verde,vio-
leta
Glicésidos l.Legal rojo intenso -
Cardiacos 2.Baljet naranja a rojo -
3.Kedde azul a violeta -
Flavaenoides | l.shinoda rojo inmediato:
+ HC1 auronas o chalconas - turbidez
+ Mg naranja a rojo:
£lavonas -

rojo:flavonoles -
magenta:flavononas -
2.NaOH amarillo o rojo:
10 % xantonas y flavo-
nas -
café a naranja:
flavonoles -
piirpura-rojizo:
chalconas + plrpura
azul:antocianinas -
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Cuadro 5. Andlisis Fitoquimico preliminar del Extracto de
Acetato de Etilo de la Rafz de Sisyrinchium
gcabrum.(continuacibn).

Principio Reactivo Coloracién o pp Extracto Obs.

Activo tedrico

Quinonas 1.NH40H rojo:antraquinocnas + rojo

2.Borntra rojo:quinonas -
guer amarillo:antronas -

Sesquiter- 1.Hidroxi- | rojo,violeta o -

penlactonas mato f£é- | rosaspositive
rrico
Taninos l.Gelatina | pp blanco:tani- - Sol.rcsa
nos
2.FeCl3 al | azul a negro:de Sol.ama-
1% rivados del fci rilila
do gilico -
verde:derivados -
del catecol
3.X3Fe(CN)g| azulscomp. fend + Sol.azul
al 1 % licos verdosa
Saponinas l.Espuma estable por 1 min. -
forma de panal
2.Lieber- rosa,rojo,magenta -
man-Bur~ | o violeta:triter-
chard penos
3.Rosentha | violeta para sapg -
ler ninas tipo triter
penoides

Glicdsidos l.Guignard | rosa o rojo -

cianogené-

ticos

Alcaloides l.Mayer pp blanco a amari- - Sol.amar.

1lo

2.Dragen-~ pp anaranjado - Sol.amar.

dorff turbia
3.Sonnes- pp blanco a amar. - Sol.amar.

chain a verde
4.Wagner pp anaranjado - Sol.anar.
5.811ico- pp blanco a ama-

tungsti rillo - Sol.amar.

[={<]
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actividad a
en columna
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obteniendo
pondiente a
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Cuadro 6.
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extracto de Acetato de Etilo gue presentd la mayor
ntimicrobiana se fraccioné mediante cromatogratia
{CC) con Hexano-Acetato de Etllo; a cada una de las
obtenidas se determind la actividad antimicrobiana
resultados positivos en la fraccibn 328-346, corres~

la elucidén 60 : 40 Hexano-Acetato de Etilo (Cuadro

Cromatografia en Columna del extracto de Acetato de
Etilo de las rafces de Sisyrinchium scabrum, mostran
do la Actividad Antimicrobiana de las fracciones
activas.

Sistema de

proporcién| Fracciones| Eluatos Evaluacién

Eluyentes Colectadas| Combinados| Bioldgica
CeHi4q 1 - 57 1 -19 -
CgH14-ACOEL 95 : 5 58 - 94 69 - 91 +
CgH14-ACOEL 90 : 10 95 - 162 97 ~ 155 +

v 80 : 20 163 -~ 250 163 - 250 -

" 70 : 30 251 - 327 251 - 327 -

" 60 : 40 328 - 346 335 -~ 341 + + +

" 50 : 50 347 - 363 347 - 363 -
AcOEt " 364 - 373 364 - 373 -

Se observé también que esta fraccidén era la mayorita-

ria de la c
lo tanto, s

te cromatog

romatografia en capa fina del extracto total. Por
e procedid a obtener el compuesto bicactivo median-

raffa en capa preparativa.
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Esta fraccién activa (328 - 346), dié una coloracién
plrpura al ponerla en contacto con vapores de amonfaco; con
soluciones alcalinas de hidrdxido de sodio al 10 % presenta una
coloracidén pfirpura, y el Eapectro de Infrarojo obtenido de la
misma fraccidn mostrd bandas caracter{sticas de absorbancia
para grupos hidroxilo (3412 em—1), carbonilo de una ¥ pirona
(1630 cm~1) y dcbles enlaces aromiticos (1440 cm—l). Esto su-
glere la presencia de una Chalcona o una Aurona.

Por haber obtenido una pequefla cantidad de la frac-
cidn activa no se pudo separar los constituyentes presentes

para su purificacién y elucidacién estructural.

Todas las fraccicnes obtenidas de la cromatografia en
columna del extracto de Acetato de Etilo, se reunieron tomando
en cuenta la homogeneidad y la semejanza de los constituyentes
presentes en cada uno.

Las fracciones as{ obtenidas fueron sometidas de ma-
nera independiente a 1a evaluacibén de la actividad antimicro-

biana y la toxicidad para Artemia salina (Leach), mediante el

ensayo ya mencionado.

Los resultados de la evaluacién cualitativa antimicro-
biana de la fraceidn activa (328 - 346) evidenclaron una sig-
nificativa actividad bioldgica en contra de bacterias Gram {(+),

oservindose, que en Bacillus subtilis el halo de inhibiecién

generado por esta fraccién es mayor que el obtenido para Sta-
phylococcus aureus y este a su vez fue comparable con el obser-

vado para el estandar de Estreptomicina (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Evaluacién Antimicrobiana de la fraccién activa
obtenida del Extracto de Acetato de Etilo de la
Raiz de Sisyrinchium scabrum.

Muestra Fraccién Activa

(328 - 346)
Clasificacién Microorganismo | 100 50
meg/ml
Bacterias S. aureus 7 4
Gram (+) B. subtilis 14 10
Bacterias P. aeruginosa - -
Gram (-) E. coli 4 2

Log resultados estdn reportados en milimetros del didmetro de
la zona de inhibicién, con respecto al estandar de Estrepto-
micina.

De aquf, se suglere, que al ixr purificando la fraccidn

activa se obtiene una mayor actividad sobre Bacillus gubtilis

Y en el caso de Staphylococcus aureus, que presentd una mayor
actividad de inhibicién en el extracto total de Acetato de

Etilo gque la fraccibn activa aislada, esto puede deberse a un
efecto sinérgico de todos los componentes presentes en el ex-
tracto total. En el caso de la fraccibén activa se observa una
disminucibn en la inhibicién contra Staphylococcus aureus, lo
que también podrfa significar que en la fraccidén se tiene una
mezcla de compuestos que podrian ejercer un efecto antagénico

inhibitorio para Staphylococcus aureus.
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Esta misma fraccidn presentd actividad de 1la toxici-

dad para Artemia salina (Leach) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Evaluacidn Citotdéxica de la fraccidén activa contra
el crusticeo Artemia salina (Leach), del Extracto
de Acetato de Etilo de 1la rafz de Sisyrinchium

sScabrum.
Fraccién Activa
(328 - 346)

ppm 1000 100 10
No. de org. [+] 0 10
vivos 0 1 9

1 1 8
No. de org. 29 28 3
muertos
LCs5p 33.56 ppm

Las evaluaciones seleccionadas ofrecen las ventajas
de ser répidas, de bajo costo y requieren poca cantidad de
muestra. La determinacién de la toxicidad para Artemia salina
(Leach) se ha empleado en varias ocasiones como guia para con-
ducir el fraccionamiento y aisiamiento de sustancias bioactivas,
las cuales en mlltiples ocasiones han mostrado un cierto poten-—

cial citotédxico in vitro para células cancerfgenas (Anderson,

1991); actividad antihelmintica (Camacho, 19%0) y antipaliidica
(Hui, 1989; Hostettman, 1982; Martson, 1991). En lo gue se re-
fiere a la determinacién de la actividad antimicrobiana, los

microorganismos de prueba empleados se eligieron de acuerdo a
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los criterios convencionales (Mistcher, 1982). Con excepcidn de

Bacililus subtilis, todos los demds micreoorganismos son huespe-

des normales del hombre aunque, bajo ciertas condiciones, pue-
den llegar a presentar patogenicidad (Pelczar, 1982).

Los resultados de la evaluacién de la toxicidad para
Artemia salina (Leach) se encuentran expresados en términos de
la dosis letal media (LCsg), ¥ en el caso de pruebas antimicro-
bianas en términos de didmetro de inhibicién del crecimiento

microbiane.

Por otro lado, se realizd una cromatograff{a en capa
£ina del extracto de acetato de etilo de la raf{z de Sigsyrinchi-
um scabrum y la fraccién activa obtenida por cromatografia én
columna observindose que el compuesto mayoritario obtenido del
extracto, tenfa el mismo Rf que el obtenido en la fraccién. Por
tanto, se procedid a separar este compuesto mayoritario por
cromatogratia en placas preparativas sucesivas. El cuadro 9 re-
sume las diferentes proporciones de sistemas de Hexano-Acetato

de Etilo para la obtencibn del compuesto mayoritario.

La fraccién activa, se sometid a procedimientos de
purificacién adicionales mediante cromatografia en capa prepa-
rativa, sin lograr la separacién de los compuestos presentes

en esa fraccién.
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Cuadre 9. Cromatografi{a en Capa Fina del Extracto de Acetato
de Etilo de la Raiz de Sisyrinchium scabrum.

Sistema de No. de placas| No. de placas
Proporcién preparativas preparativas
Eluyentes de vidrio Merck F254
Hexano-AcOEt 95 : 5 40 10
" 90 : 10 20 5
" 80 : 20 10 5
" 70 : 30 6 4
" 60 : 40 5 3
" 50 : 50 5 3
oo~
Figura 4. Reproduccién de la cromatograffa —
en capa fina (ccf) de los ex- RE -« -
0.53
tractos de acetato de etilo y
—
de la fraceidn activa aislada -
=1
por cromatograffia en columna de -
la Rafiz de Sisyrinchium scabrum
Frac. BExt.
(CgH14 ~ ACOEt)} (85 : 5). 328-36) AR

En los resultados del AnAlisis Fitogqui{mico preliminar
(Cuadro 5) se observan reacclones positivas para Flavonoides,
Quinonas y Taninos. Los cuales se correlacionan a la presencia
de estos metabolitos secundarios reportados en l1a literatura
.en plantas pertenecientes a la Familia IRIDACEAE (Seccidén I.2.
2), por 1o que debe ser evidente una relacidén quimiotaxonSmi-

ca de S. scabrum con los demis miembros de ésta familia.
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1V CONCLUSIONES

En los {(ltimos afios, una de las estrategias que mejo-
res resultados ha proporcionado en la investigacién de produc-~
tos naturales es la de estudios fitoguimicos biodirigidos me-
diante evaluaciones adecuadas.

Esta estrategia consiste en ir monitoreando extractos
y fracciones hasta llegar al principio activo puro mediante un

bioensayo simple o mediante una prueba farmacoldgica.

El estudio biodirigido de 1a Rafz de Sisyrinchium

scabrum, una especie medicinal mexicana, propuesto como obje-

tivo fundamental de la presente investigacién, permitid gene-

rar las siguientes conclusiones :

A. El bloensayo para la determinacién del efecto lar-

vicida sobre el crustficeo Artemia salina (Leach), representd

una metodologf{a de fiAcil implementacién que permitié obtener

resultados en un tiempo relativamente corto a un bajo costo de
operacién, y demostré una alta sensibilidad para el monitoreo
de los constituyentes activos presentes en los extractos de la

Raiz de Sisyrinchium scabrum.

B. De los cuatro extractos preparados (Metanol, Clo-
roformo, Hexano y Acetato de Etilo) de la Rafz de Sisyrinchium
scabrum, el que presenté una mayor actividad antimicrobiana

significativa para bacterias Gram (+), Staphylococcus aureus

ATCC 6538 y Baciilus subtiiis ATCC 6633, fue el extracto de
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C. El fraccionamiento biodirigido del extracto acti-
vo, mediante la determinacién de la actividad antimicrobiana,
permitid la separacién de la fraccibébn (328 - 346). La cual de-
mostrd moderada actividad antimicrobiana en contra de bacterias
Gram (+). Posiblemente, la actividad que demostrdé el extracto
original se deba entonces a un efecto sinérgico de los compo-
nentes en el extracto y a la presencia de otros compuestos aln

no aislados de la fraccién activa.

D. El anilisis de Infrarojo y las reacciones de colo-
racidn de la fraceibn activa, sugiere la presencia probable de
una Chalcona o Aurona. Adicionalmente, el estudio fitoquimico
preliminar realizado al extracto total de Acetato de Etilo in-
dicé la presencia de Flavonoides, Quinonas y Taninos, lo cual
corresponde a una relacién quimiotaxondmica con otras especies

pertenecientes a la familia IRIDACEAE.

Por todos estos resultados preliminares se recomienda
continuar con los estudios fitogquimicos biodirigidos hasta el
aislamiento y elucidacién de los principios activos detectados

en esta especie medicinal.



Aperitivo.

Antipirético.
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V 610SARIQ

Estimulante del Apetito.

Agente gque se usa contra la hiperteimia o
fiebre. Sin. Antipirético, Febrifugo.

Antiespasmédico. Agente que se usa contra el espasmo.

Agente que previene la formaci6én de gases en el

Purgante, Catarético.
Agente que aumenta la secrecién de orina.

Agente que favorece la sudoracidn. Sin. Sudori-

Agente gque estimula el flujo menstrual.
Cotiledén 6§ cotiledones que se manifiestan fue-
ra de las cubiertas de la semilla y de la tie-

la germinacién.
Agente que favorece la digestién. Sin. Estomi-

Agente que proveca la expulsién de esputo de
lag vias respiratorias.

Material procedente de las vias resplratorias
que llega a la boca por expectoracién.

Carminativo.

tubo digestivo.
Catértico. Sinénimo.
Cauterizante. Agente que quema.
plurético.
Diaforético.

£ico.
Emanagogo.
Epigeo.

rra en
Bupéptico.

quico.
Expectorante.
Esputo.
Enf d

Sticas. Término genérico de varias enfer-

Pectoral.

medades de origen viral que se manifiesta pre-
dominantemente durante la infancia como el sa-
rampién, la escarlatina, la viruela, caracteri-
zadas por erupcién cutdnea de color rojo.

Relativo al pecho. Se usa comunmente como 8iné-
nimo de expectorante.



Piégeno.

Sedante.
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Que produce pus.

Agente que calma el dolor o la excitacién. Sin.
Calmante, Sedativo, en ocasiones sinénimo de An-
siolf{tico.
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