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RESUMEN

.
.

En el presente trabajo se realizé el estudio fitoquimico de Montanoa
speciosa, aisldndose compuestos previamente reportados en dicha planta y
otros ampliamente distribuidos en la naturaleza,

Ademds se aislaron cuatro nuevos componentes, los cuales no habian sido
reportados unteriormente en Moatanoa  speciosa, estos son: 3-cpi-
isotelekina, 11,13-dihidro-3-epi-isotelekina, virginina y galactiaincanina
|IAII

Como parte complementaria del trabajo se cvalué la actividad
antibacteriana de cinco de los compuestos aislados 'y un extracto
diclorometdnico de hojas de la planta, los cuales se probaron sobre
bacterias  Gram positivas: Staphylococcus epidermidis 'y Staphylococcus
aureus 'y Gram negativas: Escherichia cali, Salmonella tiphy, Shigella
baydii, 'y Vibrio cholerae, obteniendo resultados positivos tnicamente

para encelina, la  cual mostré actividad antibacteriana contra

Staphylococcus  epidermidis 'y Vibrio chalerae, - presentando una MIC de
20 pg/ml y 32 pg/ml, respectivamente. Este mismo compuesto al ser
utilizado en una prueba de toxicidad sobre Artemia salina, presenté una
DL50 de 50 ppm, siendo considerado un compuesto citotéxico.

El aislamiento de los componentes ya conocidos, asi como de los no
reportados anteriormente, y los resultados sobre actividad antibacteriana
obtenidos en este estudio, son importantes como un aporte al conocimiento
del género Montanoa. ’

D e

——




INTRODUCCION.

Los procesos metabdlicos de los diferentes organismos son variados y
complejos; sin embargo, hay muchos productos finales o intermcdiarios del
metabolismo que son compuestos orgdnicos relativamente fdciles de aislar.
Todos estos compuestos se agrupan bajo el encabezada de productos
naturales, '

Existen muchas clases diferentes de productos de origen natural, -

varios de ellos, tales como las grasas, carbohidratos, proteinas y dcidos
nucleicos, junto con upa cantidad relativamente pequefa de sustancias
relacionadas, estdn presentes en casi todos los organismos y se denominan
metabolitos primarios. ‘

Existe una segunda clase de productos naturales conocidos como

metabolitos secundarios; no se trata de que sean de importancia secundaria -

en ¢l organismo, sino que su distribucién dentro de la: naturaleza tiende a
ser mds especifica, razén por la cual se han usado exitosamente en algunos
casos como marcadores en -estudios quimiotaxondmicos (Streitwieser y
Heathcock, 1979). '

La flora mexicana siempre se ha caracterizado por ser una de las mds
abundantes y diversas, lo cual aunado a la riqueza de los conocimientos
empfricos de la geate ha motivado que investigadores en México y en otros
pafses se interesen en estudiar la gran variedad de especies vegetales que
presentan propiedades medicinales, con el fin de aislar y determinar la

estructura molecular de los principios activos y lograr la optimizacion en el -

uso terapéutico de estos productos naturales.



En este aspecto, la investigacion qufmica ha sentado las bases para cl
aislamiento ¢ identificacion de los compuestos quimicos  (principalmente ‘
" metabolitos  secundarios), provenientes’ de extractos vegetales ;
(diclorometdnico, metandlico, de acetato de etilo, etc.) en los cuales se busca :

un -mejor aprovechamiento, ya que se ha encontrado una amplia variedad
de actividades bioldgicas de wtilidad en el campo de la medicina,
§ agricultura, asf como otros usos a nivel industrial.
, !
i Cada dfa se incrementa el ndmero de nuevos productos naturales
( aislados .de vegetales; sin embargo en muchos casos, la dnica informacion ‘
' que se posee de estos metabolitos secundarios es su estructura quimica, de
% ahi el interés de realizar estudios sobre actividad biolégica a partir de - ‘
A pruebas sencillas, econdmicas y rdpidas, obteniendo resultados que
2 proporcionen informaci6én preliminar, la cual sirva de base para dirigir :
v trabajos posteriores mds detallados dentro de las distintas dreas  de
\ e investigacién involucradas, logrando de este modo un adecuado
T ens i n|)roveChan1iento tanto del recurso mismo, como de los recursos materiales '
i ylo econémicos (Romo de Vivar, 1985). y
i :
¢ ,
1
!
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ANTECEDENTES
I. FAMILIA COMPOSITAE (ASTERACEAE).

La familia de las compuestas es muy numerosa dentro de las
angiospermas, s¢ encucntra mds diversificada y mejor representada en el
Norte y Centro de la Repiblica Mexicana. Esto se debe principalmente a
factores ecoldgicos, pues el clima himedo y caliente es el menos favorable
para este grupo de plantas que alcanzan su mdxima representacion en
sitios secos y lugares frescos de las regiones montaiiosas,

Es una familia formada por 14 tribus en donde cada una de estas
presenta diferentes subtribus, y de las cuales algunas no presentan grupas

sino que se deriva inmediatamente ¢l género.

TABLA No. I: TRIBUS DE LA FAMILIA DE LAS COMPUESTAS.

VERNONIEAE SENECIOEAE
EUPATORIEAE CALENDULEAE
ASTEREAE ARCTOTIDEAE
INULEAE MUTISIEAE
HELIANTHEAE CYNAREAE
HELENIEAE CHICHORIEAE
ANTHEMIDEAE TAGETEAE

En México Heliantheae forma la tribu dominante de la familia,
prevaleciendo en zonas de clima templado y cdlido.

La familia de las compuestas estd constituida por hierbas, arbustos y
drboles, con hojas alternas y opuestas, simples o divididas en forma
diversa, sin cstipulas, las flores son hermafroditas unisexuales o estériles,
actinomorfas, eon cdliz ausente o sustituido por el papus o vilano que sirve
para la diseminacion de los fratos, El fruto es de una semilla, indchiscente,
casi siempre seco, llamado cdpsula. '



Las flores se encuentran en cabezuelas compactas o capitulos cn
forma racemosa indeterminada y las mds externas maduran primero. Estas
poseen un involucro formado. por bricteas, cn recepticulo plano convexo o
globoso sobre el que se encucntran implantadas las flores, prolcgidhs por
bricteas Illamadas pdleas. Las cabezuelas puoeden- ser homdgamas o
heter6gamas (Rzedowski, 1985).

En relacion eon el nimero de eomponentes que lienen, las compuestas
son fuente de relativamente pocos productos de importancia econdmica y
médica. Sin embargo, como resultado de una investigaeidn sistemitica,
quimiotaxondmiea y farmacéutica se ha renovado la importancia de csta
familia en las aplicaciones bioldgicas y terapéuticas (Romo de Vivar, 1985).

I1. GENERO Montanoa Cervantes.
Todos los miembros pertenccientes a este género son lefiosos, ln
mayoria son arbustos; sin embargo la variacién del tamaiio dentro del

género va desde enredaderas (4 especies) a drboles de 20 metros de altura
(5 especies).

El género csta constituido por 25 ecspecies, en su gran mayorfa

~ mexicanas, sc extiende a través de América Latina y varias especies son

cultivadas en partes. cdlidas de! mundo,

Algunas especies son objeto de cultivo como ornamentales; en el Valle
de México se ven en esta calidad con cierta frecuencia M. grandiflora
Alamén y M.speciosa AP. de Candolle (Funk, 1982).

Algunas otras especies se usan como plantas medicinales, por ecjemplo,
Montanoa tomentosa  (Dominguez, 1973).



ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS DEL GENERO MONTANOA,

El uso del "zoapalle™ en tiempos prehispinicos, se cncuentra descrito
ew varias obras clisicas sobre medicina indigena del México colonial, cnire
ellas la obra del médico indigena Mantin de la Cruz, cscrita en ndhuall y
traducida al lawin por Juan Badiano en 1552 como “Libellus de
Medicinalibus Indorum Hervis® mejor conocido como el cddice de la Cruz-
Badiano en ¢l cual mencionan a la planta del género Montanoa conocida
como "zoapatle, hicrba de la mujer o cihvapatli* confiriéndole propicdades
abostivas, inductora de contracciones uterinas durante el parto, para el
tratamiento de algunos desérdenes del sistema reproductivo de la mujer o
cow fimes estomilicos, diuréticos y pectorales (Lozoya, 1982),

Posteriormente fueson numerosos los trabajos tendientes a esclarecer
¢l mecanismo de accién y propiedades de la infusion (T¢) preparada a
paniir de las hojas de dicha planta.

Al iniciar la década de 1970, la investigacién quimica retoma interés
¢s [os metabolitos secundarios del géncro Montanoa, aislindose una
amplia diversidad de componentes entre los que se  encuentran:
compeestos aromiticos dec  tipo dc los flavonoides y coumarinas,
writerpenos, esteroles, compuestos alifticos, diterpenos derivados del
oxepano como monlanol (1), zoapatanol (2) elc. asf como derivados del
kasramo por cjemplo dcido kaurencico (3), scsquiterpenos cntre los que se
enceentran varias laclonas entre ellas la tomentosina (4), primera lactona
sesquiterpénica aislada del géncro Montanoa, encontrada en las flores y
hejas de Montanoa tomentosa (Lozoya, 1982).




(1))R=H, R'= (CHy)C=CHCH,
(2)R=H, R'= (CHy);CHC(CHy)=CH
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Actualmente, de las 25 especies que constituyen el género Montanoa
(Compositae: Heliantheae), 16 de ellas -han sido objeto de estudios
fitoqufmicos, 20 crecen cn México y sélo 7 se han sometido a pruebas de
actividad  biol6gica (Rzedowski, 1985).

Los estudios. sobre actividad biolégica que se han llevado a cabo han
sido principalmente en relacién con efectos uteroconstrictores; se reportan

6 especics dé¢ Montanoa capaces de inducir estos efectos si se administran

en forma de extractos acuosos de sus hojas, estas especies son: M.

frutescens, M. tomentosa ssp tomentosa, M. leucantha ssp arborescens, M.

leucantha ssp leucantha, M. grandiflora 'y M. mollissima, sin embargo, la
intensidad de los efectos depende del grado de crecimiento vepetal, del
suelo donde crece y de la época en que se cosccha (Estrada, 1983),




I11. ESPECIE Montanoa speciosa

M. speciosa es un atractivo arbusto, comdnmente cultivado en México,
de 1-4 metros de altura, hojas relativamente consistentes de bordes
pentagonales, margen completamente aserrado, superficie adaxial densa a
moderadamente pubescente, tricomas menores a 1.0 mm de largo, blancos,
dando una coloracién verde brillante a la superficie, cabezuelas de 2 cm de
digmetro en floracién y de 3 a 4 cm en fructificacion, pocos o varios frutos
en inflorescencias, en ramas opuestas o alternas componiendo corimbas,
Superficie adaxial densamente glandular y pubescente (Funk, 1982).

DISTRIBUCION.

En forma silvestre esta distribuido en la Sierra Madre del Sur, en los
Estados de Michoacdn, México, Morelos, Oaxaca, Puebla y Guerrero; en
bosques tropicales, laderas dridas, y bordes herbdceos de algunas
carrcteras, a altitudes de 140-1400 metros, encontrdndose a menores
elevaciones en Guerrero y QOaxaca. Su perfodo de floracidn comprende de

octubre a noviembre y cuando es tardfo de noviembre a enero (Funk,
1982), o '

TABLA No. 2: CLASIFICACION BOTANICA.

REINO VEGETAL
DIVISION ESPERMATHOPYTA
SUBDIVISION ANGIOSPERMA
CLASE DICOTILEDONEAE
ORDEN ASTERALES
FAMILIA ASTERACEAE
(COMPOSITAE)
TRIBU HELIANTHEAE
SUBTRIBU MONTANONINAE
GENERO MONTANOA |
ESPECIE M._speciosi
7
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ANTECEDENTES QUIMICOS Y BIOLOGICOS
DE Montanoa speciosa .

En 1985, Seaman y Bencsath, publicaron la obtencién de los dos
principales constituyentes de dicha especic que fueron identilicados como
dcido ent-kaurenoico (3) y un nuevo dcido del tipo del cudesmano, [,2-
dehidro-3-0xo0-céstico (8).

Para 1991, aparece otro trabajo (Quijano e al ), que menciona las
conocidas cudesmandlidas: encelina (12), 1,2-dehidro-3-epi-isotelekina
(10) y su correspondiente acetato (15), asf como ¢l derivado del
cudesmano, ¢! 4cido 1,2-dchidro-3-oxo-céstico (8) aislado anteriormente y
un nuevo cudesmandlido dimérico denominado: . hidroxi-bis-dihidro-
encelina (16).

Finalmente cn 1995, Sabanero er al., reportan un ensayo realizado con
la lactona sesquiterpénica encelina (12), aislada de” M., speciosa,
examinando su accién sobre ct desarollo de células en Mucor rouxii, los

resultados mostraron una accién determinante en el crecimiento y los

procesos morfogenéticos de estas células fiingicas,

En la actualidad, como ya se menciond anteriormente, el género

Montanoa es motivo de amplios estudios quimicos en México como ¢n otros.

pafses debido a la actividad bioldgica demostrada por algunas de estas
plantas y a la gran variedad de metabolitos secundarios aislados de clins,

Dentro de los metabolitos secundarios aislados del género, en general sc
encuentran: flavonoides, alcaloides, esteroles, coumarinas y terpenos.




IV. TERPENOS.

Los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno o
itomos de carbono que contiene la moléeula,

TABLA No. 3. CLASIFICACION DE TERPENOS.

GRUPO NAC N.UI N.UT
HEMITERPENOS 5 l Lo
MONOTERPENOS 10 2 i
SESQUITERPENOS 15 3 Ry
DITERPENOS 20 4 2
SESTERTERPEN 25 5 21/
TRITERPENOS - 30 6 3
TETRATERPENOS 40 8 4
POLITERPENOS (5)n n>8 n

N.A.C = Niimero de dtomos de carbono
N.U.I = Nimero de unidades isoprénicas
N.UT = Nimero de unidades terpénicas

De acuerdo con la llamada "regla del isopreno”, todos los terpenos.
parccen haber sido constituidos téoricamente por unidades de 5 dtomos de
carbono, de 2-metil-1,3-butadieno conocido como isopreno, generalmente

mediante uniones "cabeza-cola" denominadas uniones regulares que sc
presentan  cominmente ‘en monoterpenos, sesquiterpenos y  diterpenos,
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“Actualmente se sabe que los terpenos no se originan de la
polimerizacién del isopreno como tal, sino que el primer paso en la
biosintesis de los terpenos es la coudensacién de 3 unidades de acetil
coenzima A, para dar fugar al dcido mevdlonico y ¢ste por una posterior
descarboxilacidn y deshidratacién a un par de alcoholes isoprenilicos: ¢l
alcohol isopentenflico y el alcohol dimetilaiffico (Fesseaden, 1986). Esta
"regla isoprénica” es por tanto ledrica; sin embargo tiene la ventaja de
mostrar perfectamente la unidad biosintética de Ia mayorfa de los
integrantes de este grupo.

Los sesquiterpenos forman la clase mds extensa de terpenos. Son
compuestos generalmente insaturados que presentan en sy estructury
grupos funcionales como alcoholes, cpdxidos, ésteres, lactomas, aldehidos,
cetonas, etc. (Kupchan, 1971),

Los sesquiterpenos son de los metabolitos secundarios mds dtiles en la

guimiotaxonomfa de la familia de las compuestas, y dentro de clios.

destacan las lactonas sesquiterpénicas, ya que algunas son caracteristicas
de tribus, géneros y en ocasiones fpicas de especics (Romo de Vivar, 1985).

LACTONAS SESQUITERPENICAS
Se puede considerar que las lactonas sesquiterpénicas se forman por

la condensacion de 3 unidades isoprénicas para dar el pirofosfato de
farnesilo (considerado ¢l precursor biogenético de los sesquiterpenos) y

subsccuentes ciclizaciones y transformaciones oxidativas, para dar el anillo

y-lacténico que puede ser unido en forma cis o trans,

a-metileno y-lactona

Q




La clasificacién de los diferentes tipos de lactonas sesquiterpénicas
estd basado en el esqueleto carbociclico en el cual el sufijo "olida" indica fa

- presencia de la funcién lactdnica (Fischer, 1991).

FIGURA 1. La transformacién biosintética del pirofosfato de trans-trans-
tarnesilo conduce a la formacién del germacradieno que por procesos de
bioxidacién y posterior lactonizacion da origen a las germacrandlidas mds
simples, las cuales pueden ser consideradas precursoras de los otros lipos
de esqueletos carbocfclicos de las lactonas sesquiterpénicas. La
lactonizacién puede ser hacia las posiciones C-6 o bien C-8.

Germacradieno
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EE- jamesyl-OPP - cudesmandlida

, 0
(0] . elemandlida
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LACTONAS SESQUITERPENICAS

La actividad biolégica de las lactonas sesquiterpénicas se ha
relacionado estructuralmente con la presencia de la  dable ligadura
exoclclica conjugada con el carbonilo de la y-lactona, la cual se ha
determinado que cs necesaria ya que puede formar uniones estables con
los grupos sulfhidrilo (-SH) de las protefnas como se ha demostrado con la
cistefna (Rodriguez et al., 1976). ' '

Algunas lactonas conticnen grupos carbonilos o,f-insaturados y epéxidos, y
los estudios realizados sobre estructura-actividad demuestran, que cstos
grupos funcionales representan receptores reactivos para nucledfilos
biolégicos, en particular tioles y grupos amino (-SH y -NH2). Por lo. tantg,
las lactonas sesquiterpénicas pueden causar alquilaciones irreversibles de
tioles esenciales y funciones amino de ciertas enzimas (Rodrfguez et al,
1976; Picman, [986).

De este modo, las  enzimas que contienen tioles tales como la
fosfofructokinasa, la glicégeno sintetasa, DNA polimerasa y timidil sintetasa
son inhibidas por lactonas. Ademds, ciertas lactonas suprimen la actividad
de enzimas que contienen tioles en rutas biosintéticas como la glucdlisis y
la sintesis de proteinas (Picman, 1986).

Entre las actividades biolégicas reportadas en lactonas sesquiterpénicas

encontramos:

Actividad inhibidora del crecimiento microbiano (Lee ef al..1977), actividad
antimicética, actividad antitumoral y citotéxica (Nezhum, 1992; Hartwell,

1969), dcrmatitis alérgica por contacto en humanos (Picman, 1986),

envenenamiento en vertebrados (Rodrfguez et al,  1976), propiedades
antialimentarias en insectos (Romo de Vivar, 1985; Srivastava ef al., 1990),

propicdades alelopdticas (Duke, [985), reguladores del crecimiento de las -

plantas (Fischer, 1990; Baruah, 1994) y actividad amtiparasitaria,

12




Ademds se han revisado actividades farmacoldgicas  como
estimulantes de scereeién intestinal, sedantes, propicdades analgésicas,
anti-inflamatorins (Hall, 1980), asi como estimulantes del sistema nervioso
central. Muchas lactonas sesquiterpénicas también presentan efeclos
toxicos en una amplia variedad de organismos, lo que sugiere que éslas
lactonas juegan un papel ccoldgico importante debido a su interaccién con

otros organismos, incluyendo mamfiferos, insectos, y otras plantas (Fischer,
1991),

La informacién resumida en lincas anteriores nos muestra la amplia
variedad de actividades bioldgicas que - presentan las. lactonas
sesquiterpénicas y los resultados sobre éstas actividades ha motivado a que

muchos investigadores en diversas partes del mundo se interesen en su
estudio.

V. ANTECEDENTES BACTERIANOS.

La descripeién de las siguientes cepas bacterianas se dehe a que fueron
sensibles a la cucelina aislada de la planta en estudio,

STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

HISTORIA

Roberto Koch (1878) fue el primero en descubrir el estafilococo en un pus
humano. Dos afios después Pasteur cultivaba este ‘germen en medio lquido,
y al aiio siguiente Ogston mostré que era patdgeno para el ratdn y el
cobayo. En 1884, Rosenbach describié dos especies: Staphylococcus aureus
y Staphylococcus  albus - (actualmente conocida como Staphylecoccus
epidermidis), los cuales son actualinente clasificados en. un género
(Staphylococcus) de la familia micrococdceas, ‘

GENERALIDADES

Los estafilococos son cocos grampositivos que crecen agrupdndose en
racimos. Son organismos inméviles que no forman esporas, sus didmetros
varfan entre 0.7 y 1.2 p. En medios sélidos con came digerida producen
colonias circulares prominentes y brillantes de 1-2 mm de didgmetro, La
mayorfa de cepas patdgenas claboran una enzima que recibe el nombre de
congulasa y que provoca la coagulacién del plasma, S. epidermicdis no
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produce coagulasa y en la especie humana su capacidad patogénica es
escasa, cxceplo en circunstancias especiales.

Los cstafilococos son anaerobios lacultativos y de los gérmenes mis

resistentes entre fas bacterias no esportladas. Permanccen vivos durante
varios meses en la superficie de las placas de agar manlenidas a 4 0C y
pucden cultivarse a partiv de muestras de pus después de varias semanas
de su obtencién. A pesar de ser muy sensibles a la accién bactericida dc
algunos colorantes bdsicos, por cjemplo violeta de genciana, son mis

resistentes que la mayor parte de las bacterias a otros desinfectantes como
el cloruro de mercurio y fenol.

HUESPED

El hombre es el principal reservorio de estafilococos en la naturaleza,
El contagio de un hombre a otro es muy frccuente y se propagan por
transmisién aérea o por contacto directo. Es tal la dilusién de los
estafilococos entre la poblacion que la eliminacién del reservorio humano
resulta_ virtualmente imposible,

PATOGENIA

La supuracidn es la caracteristica de la enfermedad estafilococica. Una
vez que el estafilococo consigue penetrar en los tejidos profundos del
cuerpo, su multiplicacién causa neerosis, y cventualmente origina la
formacidn de abcesos.

La mayor parte de las alteraciones producidas en los tejidos son
localizadas y a menudo dejan cicatrices permanentes. Sélo en infecciones
muy graves penctran los gérmenes a través de las barreras locales de la

lesion ¢ invaden los pgauglios linfiticos y el torrente Ssanguinco, .
Staphylococcus  epidermidis es un huésped constante de fa piel y de las

mucosas.

La infeccién estafilocécica aparcce a menudo como complicacién de

traumas accidentales y quirdrgicos, de quemaduras y otras lesioncs
importantes de la picl y de enfermedades crénicas, caquectizantes, tales
como el cincer, la diabetes mellitus y la cirrosis hepdtica,

Las infecciones estafilocéeicas superficiales, limitadas a la piel, se -

observan  particularmente  durante ‘la  pubertad en personas con
hiperactividad de las glindulas scbdceas y en individuos que estin
frecuentemente en contacto con aceite, grasas y otros irritantes de ln picl.




Los factores que disminuyen las resistencias generales del organismo,
tales como las deficiencias dietéticas, alteraciones mctabdlicas (incluida [a
diabetes), inyecciones de endotoxinas baclerianas y reacciones anafildcticas,
han demostrado experimentalmente que aumentan Ja sensibilidad a Ia
enfermedad estafilocéeica. Incluso  Staphylococcus  epidermidis que ces
mucho menos virulenlo que Sraphylococcus  aureus, resulta capaz de
infectar las vdlvulas cardiacas artificiales y también puede provocar
infecciones del tracto urinario y endocarditis subaguda bacteriana,

TRATAMIENTO :
Es esencial determinar 1a sensibilidad del germen infectante a los
medicamenos disponibles antes de iniciar el tratamicnto, ya que,

principalmente en los hospitales, predominan los estafilococos resistentes a
una o mds sustancias antibacterianas.

El tratamiento quimioterdpico en la estafilococia debe ser intenso,

puesto que la resistencia al medicamento puede aparecer con gran rapidez.
A veces esta indicada la administracién simultinea de dos o mis
medicamentos. ‘

Las lesiones con gran supuracion deben drenarse a. menudo a causa de I
resistencia a la terapéutica antimicrobiana de los abscesos ya formados,

VIBRIO CHOLERAE

HISTORIA

La palabra célera, usada por primera vez por Hipdcrates, significa flujo de
bilis. En el siglo XVII Sydenham difercncié la enfermedad Cholerae morbuy
del estado colérico, persistié el primer nombre como justificacién de que un

exceso de bilis irritaba al estémago y a los intestinos, y se expulsaba como
vémito y diarrea,

Robert Koch aislé el germen en 1884 (Lennette, 1987), posteriormente
Pacini en 1854 describié el Vibrio cholerae como una bacteria
gramnegativa anaerobia facultativa, en forma de bastén, en ocasiones
ligeramente encorvada, en un tiempo se le llamé vibrio comma,

GENERALIDADES >
La especie Vibrio cholerae es agente causal del cdlera, bacilo
gramnegativo, curvo, oxidasa positivo, no forma microquistes o endospors,
en medio liquido es monotrico, anaerobio facultativo, cl oxigeno molecular
es su aceptor electrénico, puede crecer en un medio carente de cloruro de
sodio (NaCl), puede crecer en condiciones moderadamente: alcalinas (pH 9).
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aunque s sensible a un pH menor de 4 y mayor de 11, un medio selectivo
es TCBS (agar de tiosulfato citrato con sales biliaves y sucrosa), en ¢l que
crece en colonias con un tamafio pequeiio y de color amarillo, tiene mds de
90 serogrupos y algunas cepas de esta especic son bioluminiscentes. Hay
dos grupos, el grupo 01 patégeno con 3 serotipos: Ogawa, Inaba e Hicojima,
los cuales se¢ reagrupan en los biotipos cldsico y el tor (este Gltimo provoca
hemdlisis) y el NO-OI no patégeno,

Esta bacteria es sensible a los antibidticos y desinfectantes como ¢l
cloro, (I mg/ml durante 30 minutos), no resiste la alta temperatura (60 °C
durante 10 minutos y a 100 °C en un minuto), no puede sobrevivir por
largos perfodos fuera del organismo aunque el biotipo El tor sobrevive mis
tiempo en el agua (5 dfas en condiciones ideales) y alimentos, caracteristica
por la cual se disemina con mayor facilidad (Kumate, 1993).

HUESPED

El reservorio principal es el hombre, sin embargo se sugicre la
existencia de reservorios en ¢l ambiente, como respuesta a la sobrevivencia
del microorganismo durante periodos interepidémicos. Se considera que la
susceptibilidad es universal aunque existen factores que favorecen la
infeccion, como la acidez géstrica. .

V.cholerae se destruye a un pH de 5, por lo tanto, la aclorhidria
géstrica aumenta ¢l riesgo de padecer la cnfermedad. El célera afecta
principalmente a personas de bajo nivel socioccondmico, con higiene
personal. deficiente y sin servicios sanitarios adecuados.

El nimero de organismos que se necesita para producir la cnfermedad es
alrededor de 1x108 (biotipo cldsico). El tor necesita 1x103 (Kumate, 1993).

PATOGENIA

El organismo es ingerido y algunas células sobreviven al pH dcido del
estdmago, pasando al intestino delgado, el microorganismo coloniza al
epitelio del revestimiento, donde se secreta una solucién alcaling, rica ¢n
bilis que proporciona el medio de crecimiento ideal (Davis, 1983), se
desarrolla y produce la toxina termoldbil colérica.

La infeccion puede iniciarse con un perfodo de incubacién de unas
horas (5-6), aunque en promedio es de 2-3 dias, después de los cuales se
manifiesta la enfermedad. Se caracteriza inicialmente por sensacién de
plenitud abdominal y pérdida de apetito; voz ronca, hay mareo con
disminucidn de la temperatura en partes distales de extremidades;
inflamacion intestinal, en forma simultdnea aparcce la diarrea, con
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evacuaciones que gradualmente se vuelven Ifquidas, aumenta su
frecuencia y llegan a presentarse de 20-25 en 24 horas; ¢l volumen
excretado llega a ser de 250 a S00 wl por cada una (perdiéndose un
promedio de 8 litros de agua al dfa), asf no es raro que una persona elimine
el equivalente a su peso en 4-7 dias de diarrea.

La toxina colérica provoca fa exagerada salida de liquidos y solutos
que rdpidamente sobrepasa la capacidad de absorcidn de las células
provocando deshidratacidn severa. Otro sintoma es el vémito que se inicia
después de manifestarse la diarrea, que en un principio contiene restos
alimenticios, después sélo es lfquido. Una vez aplicado algin antibidtico cste
cesa de 12 a 18 horas por lo que no debe emplearse ningdn antiemético.

En casos graves se¢ presentan "manos de lavandera”, pérdida de la
clasticidad de la piel, anuria (Lennette, 1987), calambres en la pared
abdominal y en miembros inferiores. Esto se relaciona con la deplecidn de
potasio intracelular, que puede provocar en casos graves, arrftmias
cardiacas.

La principal complicacién es la deshidratacién frecucntemente
acompafiada de debilidad, hipoglucemia, hiponatremia o hipernatremia,
alteraciones de la conciencia y convulsiones, con estas dos ullimas
complicaciones, hipocalemia, acidosis metabblica que puede provocar
hiperventilacion severa con dificultad respiratoria puede sobrevenir el
estado de choque, también puede presentarse insuficiencia renal causada
por la deshidratacién grave no tratada, si se prolongn puede ocurrir
necrosis tubular y la muerte en un lapso de 18-24 horas (Davis, 1983).

TRATAMIENTO ,

Sc deben de rcemplazar las pérdidas hidrosalinas -en las heces en
cantidades y concentraciones comparables, La reposicién puede lograrse
por la vfa oral, excepto en los casos mds severos donde se requicre un
tratamiento intravenoso. Se deben de suministrar sales y una sustancia
transportadora (de iomes y agua a través de la mucosa intestinal), como
glucosa tan pronto como sea ecvidente que la diarrea puede poner cn
peligro la vida (Davis, 1983),

El antibidtico usual para el tratamiento s la tetraciclina, otros antibidticos
usados son ampicilina, cloramfenicol, gentamicina, kanamicina,
estreptomicina y sulfonamidas.



En los dltimos afios, los compuestos quimioterapéuticos entre ellos los
antibiéticos, han tomado un gran auge. Por tal motivo se hace necesaria
realizar - estudios fitoquimicos con el fin de aislar y determinar las
estructuras de los componentes y cn particular en aquellos que sc¢ conozes
que potencialmente presenten actividad biolégica antibacteriana,

Una vez reunida la informacién anterior se abre la posibilidad de
desarrollar los recursos naturales existentes con el fin de mejorar o crear
nuevos compuestos antibactericidas ’

OBJETIVOS

Aislamiento y purificacién de los metabolitos secundarios de
Montanoa speciosa .

Identificacion y eclucidacion estructural de los metabolitos secundarios
por medio de técnicas espectroscépicas modernas tales como resonancia
magnética - nuclear protdnica  (RMN TH), espectrofotometrfa de infrarrojo
(IR) y ecspectrometria de masas (EM).

Evaluacién de la actividad antibacteriana de algunos de los

metabolitos secundarios de M. speciosa mediante prucbas  dc
susceptibilidad ensayadas sobre cepas de bacterias patégenas en el ser
humano, bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis 'y Gram ncgativas; E. coli, Salmonella tiphy, Shigella boydii -y
Vibrio cholerae.

Determinacion de la toxicidad sobre Artemin salina de los metabolitos
secundarios que presenten actividad antibacteriana.

|
i
!
i




MATERIAL Y METODOS.

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Se realizd el estudio fitoquimico de la planta Montanoa speciosa la
cual fue colectada en la Delegacién Tlalpan, D.F. en enero de 1995.
El naterial botdnico, fue colectado manualmente ¢ identificado por
comparacién con un ejemplar auténtico, - depositado en el Herbario del

Instituto de Biologfa (UNAM), inicamente se utilizaron las hojas de la

planta (560 g) las cuales se dejaron secar a temperatura ambiente.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS.

Una vez secas las hojas, se les agregé diclorometano como disolvente
orgdnico dejindolas reposar por un periodo de 48 horas -aproximadamente,

" al cabo de las cuales se filtrd y se elimind el disolvente por destilacidn,

El residuo obtenido (34 g), se reunié con dos residuos existentes de la

misma planta (15.5 g), previa comparacién por cromatograffa en capa fina,

dando un residuo total de 49.5 g, el cual se preadsorbié en 125 g de sflica

. gel y posteriormente fracciond en una columna empacada con gel de silice
obteniéndose tres fracciones denominadas A, B, y C al ser cluidas con los

siguientes disolventes:

FRACCION DISOLVENTE CANTIDAD
A éter de petréleo 1278
B diclorometano 18.5 2
C acetato de etilo 166
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AISLAMIENTO DE COMPONENTES POR LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA Y ELUCIDACION DE SU ESTRUCTURA QUIMICA.

Sc determind la estructura quimica de los compuestos puros por medio de
sus caracterfsticas. flsicas y técnicas de espectrometrfa,

-Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns (en
grados - cent(grados)

-Los espectros en cl infrarrojo se detcrminaron cn un espectrofotémetro
Perkin-Elmer, Mod. 283 empleando la técnica en pastilla (KBr), pelfcula
(Nujol) y/o en un espectrofotémetro Nicolet Magna FT-IR SX, en solucion
cloroférmica. .

-Los espectros en RMN se determinaron en espectrémetros. analfticos
Varian Gemini 200 (200 MHz), Varian Unity 300 (300 MHz) en solucidn de
cloroformo deuterado; los desplazamientos quimicos cstdn dados en partes
por millén (ppm) referidos al tetra-metil silano como referencia interna,

-Los espectros de masas fueron determinados en un espectrémetro, JEOL

JMS-Ax505HA mediante la técnica de impacto electrénico.

Las cromatograffas para purificar los productos se realizaron cn
cromatoplacas de 20x20 cm y/o 20x10 cm con sflica gel 60 Merck F-254 de
0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mm de espesor utilizando como revelador luz
ultraviolets de una limpara modelo UVSL-25 y/o una solucién de . sulfato
cérico al 1% de dcido sulfirico 2N y silica gel 60 de tamafio de partfcula
0.063-0.200 mm y 0.2-0.5 mm para cromatograffa en columna.

De la fraceibn A (127 g) se aislaron por cromatograffa en columna
parafinas y otros compuestos alifdticos que no fucron analizados.
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~La fraccién B (18.5 g) se preadsorbié en 40 g de gel de silice y se

cromatografié en una columna empacada con 200 g de sflica gel utilizando
como ecluyentes éter de petréleo, diclorometano, y mezclas de ambos
disolventes, as{ como mezclas de diclorometano-acetato de etilo
incrementando graduatmente la polaridad.

Se obtuvieron 95 fracciones de aproximadamente 250 ml cada una, las
cuales fueron reunidas de acwerdo a la similitud de sus componentes
determinada por cromatografia en capa fina.

En las primeras fracciones (9-39) se aistaron mezclas de compuestos
conocidos como: lupeol (5), taraxasterol (6) y fp~amirina (7), asi como
mezclas de acetatos de estos triterpenos.

Las fracciones 64-95 eluidas con diclorometano-acetato de etilo (9:1,
8:2, 6:4, 2:8) se reunieron y se trataron con carbén activado cn inetanol
caliente, Posteriormente se filtré y se climing ¢l disolvente. El residuo (5.3
g) se preadsorbié en 11 g de sflica gel y recromatografié sobre 100 g de gel
de silice utilizando como eluyentes mezclas de éter de petréleo-acetato de
etilo de polaridad creciente, obteniendo 33 fracciones de 500 ‘ml cada una.

La fraccién 14 (1.54 g) de la recromatograffa anterior se identificé como cl
dcido 1,2-dehidro-3-oxo-céstico (8) por medio de técnicas espectroscépicas.

De las fracciones t1 y 12 (200 mg) se obtuvieron cantidades adicionales del
compuesto anterior que fueron sometidas a una reaccion de metilacidn con
diazometano, obieniendo ¢l éster meiflico del acido 1,2-dehidro-3-oxo0-
chstico (53.8 mg, 9). ' ‘

La fracciéon 33 se sometié a un tratamiento similar, aislando una mezcla de
pirazolinas que no fue analizada por ser muy compleja,
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En la fraccion C se obtuvieron residuos de los componentes aislados en cl
extracto de diclorometano del ejemplar recolectado en lzucar e
Matamoros, Puebla,

Por otro lado, sc trabajé un extracto de diclorometano existente del
estudio anterior de Montanoa speciosa, la cual fue recolectada en fzicar de
Matamoros, Pue. en septicmbre de 1980 (Trejo, 1988).

El residuo (12.9 g) se preadsorbié en 25 g de sflica gel y se recromatografid
cn una columna cmpacada con 120 g de gel de silice wilizando como
cluyente mezclas de éter de petrdleo-acetato de ctilo incrementando
gradualmente la polaridad.

Se obtuvieron 70 fracciones de 100 ml cada una, las cuales, una vez.

eliminado el disolvente, se reunieron de acucrdo a la similitud de sus
componentes determinada en cromatograffa en capa fina.

De las fracciones 13-20, cluidas con éter de petréleo-acetato de etilo (8:2)
se obtuvo un liquido viscoso de color ligeramente amarillo (653 mg)
identificindose como el 4cido 1,2-dehidro-3-oxo-céstico (8) mediante
técnicas espectroscopicas,

La fraccién 31 cristaliz6 espontdncamente al evaporarse el disolvente, un
producto cristalino (16.4 ng) de pi=145-147 OC (reportado 146-147 0C) cl
cual. se identificé como 1,2-dehidro-3-epi-isotelekina (10).

De ta fraccién 34 (16 mg) se obtuvo un sélido cristalino de pf=153-157 ©C
el cual se .purificé en una placa preparativa de 20x20 em y de 0.5 mm de
espesor usando como eluyente una mezcla de diclorometano-acctona (95:5)
identificandose encelina (4.4 mg, 12), 1,2-dehidro-3-epi-isotclekina (9.4
mg, 10) y cantidades adicionales del dcido 1,2-dehidro-3-oxo-céstico (3 mg,
8), por métodos espectroscdpicos.




De las fracciones 32 y 33 reunidas con las aguas madres de las fracciones
31 y 34 (162 mg) después de purificar por cromatograffa en placa
preparativa de 20x20 cm y 2 mm de espesor utilizando como cluyentes
diclorometano-acetona (95:5) (2x) se obtuvieron cantidades adicionales de
encelina (15.8 mg, 12) 1,2-dehidro-3-epi-isotelckina (20,8 mg, 10) y dcido
1,2-dehidro-3-0x0-costico (7.7 mg, 8).

Las fracciones 35-37 (134 mg) se purificaron en placa preparativa en las
mismas condiciones que las fracciones anteriores, obteniéndose encelina
(36 mg, 12), 1,2-dehidro-3-cpi-isotelekina (14 mg, 10) y ademds una

flavanona (2.6 mg) la cual se identificé mediante técnicas espectroscdpicas

como la galactiaincanina "A" (13).

La fraccion 40 (20.4 mg) se obtuvo como un sélido cristalino de punto de

fusién=155-163 ©OC el cual se filiré y los cristales se purificaron en una
placa preparativa de 20x20 cm y 0.5 mm de espesor usando como
eluyentes diclorometano-acetona (98:2) (2x) obteniéndose encelina (12.4
mg, 12), pequefias cantidades de un compuesto cristalino con pf=212 0C
(reportado 241-242 OC) que fue identificado como virginina (1.2 mg, 14),
ademds de la 1,2-dehidro-3-epi-isotelekina (4 mg, 10) y su

_correspondiente acetato (5 mg, 18§).

Las fracciones 41-45 (772.5 mg) y las aguas madres de la fraccion 40
se reunieron y recromatografiaron en colwnna sobre 25 g de gel de silice
eluyendo con diclorometano y mezclas de diclorometano-acetona,
incrementando pgradualmente la polaridad. Se obtuvieron 90 fracciones de
25 ml cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a la similitud de sus
componentes en cromatografia en capa fina.



Las fracciones 15-19 (10 mg) de la recromatogralia anterior, cluidas can
diclorometano se purificaron en una placa preparativa de 20x20 c¢m y de
0.25 mm de espesor, usando como eluyentes diclorometano-acetona (99:1)
(2x) identificindose cantidades adicionales de encelina (3.3 mg, 12)y
virginina (3.2 mg, 14).

La fraccion 22 (12.8 mg) se purificé en una placa preparativa de 20x20 cm
y 0.5 mm de espesor. Como sistema de elucién se utilizé diclorometano-
acetona (98:2) y la placa se desarrollo 3 veces (3x) identificdndose de esta
manera la |,2-dehidro-3-epi-isotelekina (10) como un sélido cristalino de
pf=147 oC.

Las fracciones 25-31 (3 mg) de la misma recromatograffa se purificaron en
una placa preparativa de 20x20 cm y de 0.25 mm de espesor, wilizando

. como cluyentes diclorometano acetona (98:2) (2x) identificandose encelina

(04 mg, 12) y pequeiias cantidades (2 mg) de una mezcla de los

compuestos identificados como 3-epi-isotelekina (11a) y 11,13-dihidro-3-

epi-isotelekina (11b).

Las fracciones 32-43 (16 mg) eluidas con diclorometano-acetona (99:1) se
purificaron en una placa preparativa de 20x20 cm y de 0,25 mm de
espesor, usando como cluyentes diclorometano-acetona (98:2) (3x)
aisldndose encelina (1.4 mg, 12), y una mezcla de los compuestos (4.4 mg)
10, 11a y 11b,

PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Bioensayos sobre la actividad antimicrobiana de algunos de los productos
naturales obtenidos y bioensayo de toxicidad sobre Artemia saling = para los
metabolitos secundarios cuya prueba de actividad antimicrobiana resulte
positiva.
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Montanoa speciosa
12.9 s_ Extracto diclorometinico.
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BIOENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIBIOTICA.

Este biocnsayo consistié en determinar la susceptibilidad de algunas cepas
de bacterias Gram negativas: Escherichia coli, Salmonella tiphy, Shigella
baydii, Vibrio cholerae (caso clinico) y Gram positivas: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis comtra la actividad antibacteriana de
los siguientes compuestos obtenidos: 1,2-dehidro-3-oxa-céstico (8), éster
metflico de dicho dcido (9), 1,2-dehidro-3-epi-isoteleking  (10) y su
correspondiente acetato (15), encelina (12) y un extracto crudo de hojas de
la planta obtenido con diclorometano, ‘

PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR.

La prueba empleada fue la de difusién en agar, mediaute la téenica de
sensidiscos o también conocida como técnica de Kirby-Bauer, en la cual sc
determina la zona clara de inhibicién del crecimiento microbiano (halo de
inhibicién) (Freeman,1992). '

Se preparé medio Mueller-Hinton (BIOXON) segin las especificaciones del
fabricante. Se vertieron aproximadamente 15 ml del medio en cada caja de
Petri esterilizada de 10 cm de didmetro; después que el medio s¢ hubo
solidificado, fas cajas Petri se colocaron dentro de una estufa a uma
temperatura de 37 OC durante 24 horas, para asegurar que el medio no
estuviera contaminado.

Se prepararon sensidiscos recortando discos de papel filtro Watman No. |
de un didmetro de 5 mm con una perforadora.

Por otro fado, se disolvieron 6 mg de cada compuesto puro en 60 pl de
dimetil sulféxido (DMSO) y con 1a ayuda de una micropipeta se puso la
solucion (10 pl) en cada disco de papel, esperando unos minutos antes de
aplicar nuevamente, A los discos testigo se fes aplicd unicamente dimetil
sulfdxido,
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Observando las medidas de seguridad indicadas para e manejo de estos
organismos, se realizd la siembra por cstrias de cada una de las cepas en

una cajo de petri con Agar Mueller-Hinton. previamente esterilizado a 15 1b
de presion durante 15 min,

Posteriormente, con ayuda de una pinza se colocaron en una caja Petri un
disco correspondiente a cada uno de los compuestos 8, 9,10, 12,15, y wn
extracto crudo de hojas de la planta, un disco testigo y un disco de uu
antibidtico conocido: kanamicina (30 pg), teniendo cuidado de que el lado
que contenfa la sustancia quedara en contacte con la siembra. Se
introdujeron las cajas Petri en una estufa a 37 OC durante 24 horas;
transcurrido este tiempo se realizé la medicin del didmetro del halo de
inhibicién con ayuda de una regla graduada en milimetros (Litter, 1986).

Del procedimiento anterior se vealizaron dos repeticiones del cventa,

METODO PARA LA DETERMINACION DE MIC Y MBC POR EL METODO DE

MACRODILUCION EN CALDO

Realizada la prucba de difusion en agar, se procedié a realizar la prueba. de

macrodihicién en caldo sobre las cepas bacterianas que resultaron sensibles

a alguno de los compuestos que se probaron,

Esta prucha consiste en preparar un medio de culivo liguido, donde se
adiciona al microorganismo y al antibidtico a diversas diluciones a fin de

determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC) y la concenlruc:én
bactericida media (MBC),

Se probaron diferentes diluciones preparadas serindamente de 16 pg/mi

3200 pp/ml. Los tubos se¢ inocularon con una suspension diluida del
microorganismo en estudio (108 UFC/ml), y se incubaron a 35 9C durante
18 horas. Al final de este perfodo los tubos se examinaron visualmente,
observando la presencia de crecimiento bacteriano, infiriéndolo por la
turbidez del medio que presentan los tubos problema y comparindolos con

los controles preparados, que finicamente contenfan medio de cultiva y
microorganismo (Lennetie, 1987),
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El tubo con menor concentracion de antimicrobiano en pg/mi que inhibe el
desarrollo in vitro de las bacterias representd la concentracidn wminima
inhibitoria (MIC).

Por convencidn, ta MIC se considera como la concentracion de antibidtico

contenida en el primer tubo de la serie, en que no sc¢ encontrd crecimicuto
visible.

Continvando can esta técnica también se determind la concentracion
bactericida media (MBC) de la siguiente mancra:

Se verti6 el contenido de los tubos que no presentaron turbidez en cajas de
Petri con agar y se incubaron, después sc contabilizaron las unidades
formadoras de colonias (UFC)." La caja con menor concentracisn de
antimicrobiano donde no se presentaron UFC seiiald la MBC; es decir, la
menor concentracién en pg/ml que mata totaimente la bacteria en cswdio.

BIOENSAYO DE TOXICIDAD SOBRE Artemia salina.

El bioensayo es propuesto por Meyer et al,, 1982 como método para
determinar el potencial citotéxico de extractos de plantas y compuestos
guimicos. Se ha visto que existe una corrclacidn cntre la DL5Q para Artemia
salina y la citotoxicidad sobre células de carcinoma nasofarfngeo (KB) y de
lencemia linfocitica (PS).

Cuando la DL5Q cn Artemia salina es igual o menor a 1000 ppm, por lo

general ¢l metabolito en cxperimentacién también resuita téxico para las
ctlulas KB y PS.

Se prepard el medio para e} cultivo del crusticeo con solucidn salina al 3.5%
con sal comun (NaCl) y agua destilada, la cual se vertié dentro de un
pequeiio recipiente dividido en dos compartimentos, uno cubierto en el cual
sc colocaron huevos de Artemia salina: el recipiente se colocd dentro de una

estufa con el minimo movimiento, a una temperatura de 24 OC por un
perfodo de 48 horas.
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Al finalizar este perfodo con el minimo movimiento posible, el pequeiio
recipiente se puso bajo una fuente luminosa blanca para atraer a las larvas
al compartimento descubierto para su posterior  manejo.

Se disolvié la encelina (12) en dimetil sulféxido en las siguientes
cancentraciones 100 ppm, S0 ppm, 25 ppm y [2.5 ppm. Se utilizaron tres
frascos pequeiios -por cada concentracién a probar de encelina (12), asf

como para los testigos que fueron salucidn salina con DMSO y otro con
solucién salina unicamente,

Primero se vertieron en cada uno de los frascos de vidrio 3 ml de solucion
salina, luego se colocaron 10 larvas con la ayuda de uma pipeta. Pasteur, y
finalimente 2 'ml de la solucién de encelina (12) a la concentracion
correspondiente. Los frascos preparados se dejaron bajo una fuente

luminosa por un perfodo de 24 horas, al cabo de las cuales se cuantificé fo

- mortalidad de los organismos para cada una de las concentraciones que se

probaron y el testigo.

Para determinar la concentracién letal 50 e intervalo de confianza del 95%,
los datos fueron analizados con el programa Finney para computadora, el
cual estd incluido en la metodologfa propuesta (Meyer ef al.,1982).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

ASPECTO QUIMICO.

Del extracto diclorometdnico de la parte adrea y scea de la planta Montanoa
speciosa recolectada en Tlalpan D.F (Figura 2) se obtuve el dcido 1,2-

dchidro-3-o0xo-cdstico, aislado anteriormente de la misma cspecie (Seaman
y Bencsath, 1985, Quijano et al.,1991).

Este dcido ha sido aislado también de Arctatis arctotoides (Tsirichtzis,
1990), Centaurea canariensis (Bohlman, 1981), ademds de Encelia actoni y
Encelia asperifolia (Srivastava et al,1990), de las cuales se obtuve
mediante la preparacidn del éster metflico (9).

La reaccién de metilacién del compuesto (8) con una solucién etérea de
diazometano, dié el correspondicnte éster meltilico(9) confirmando de esta
manera, la presencia del dcido carboxflico. Cabe seiialar que cste compuesto

también se ha aislado en forma natural de Centaurca arguta . (Gadeschi,

1989).

La identificacion del dcido 1,2-dchidro-3-oxo-cdstico (8) y su
correspondicnte  éster metilico (9), se llevé a cabo por comparacion de sus

datos ffsicos y espectroscépicos, con los reportados previamente (Seaman y
Bencsath, 1985; Trejo, 1988).

De esta manera, su cspectro cn el infrarrojo (IR) mostrd las ubsorciones
caracterfsticas que indican la presencia del dcido carboxflico el cual muestra
absorciones en 3101 cm-! para el grupo oxhidrilo (OH) y en 1715 em-|
para el grupo carbonilo (C=0); as{ como la presencia del grupo carbonilo de
una cetona conjugada en 1694 cm-!,

Ef espectro de RMN TH (Espectro 1) mostré las sciales caracterfsticas para

los hidrégenos del grupo metilo sobre C-10, como una sefial simple en 1.0
ppm, ast como las seiiales para las protones vinflicos (H) y H2) del doble
enlace disubstiteido conjugado con la cetona en C-3, las cuales aparecen
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como dos sefales dables centradas en 6.85 y 6,02 ppm, con constantes de
acoplamiento (J) de 9.9 Ha.

Sc observan ademds, seiiales para 4 protones vinilicos correspondientes a
las dos metilenos conjugados. Dos seiales simples anchas en 6.39 y 575
ppm corresponden a los hidrégenos del metileno exocfclico sobre C-4 y las
otras “dos sediales en 6.11 y 5.19 ppm son debidas a los hidrégenos del
metileno sobre C-11, conjugado con el carbonilo del deido, ‘

El espectro de masas (EM) del dcido 8 mostré el pico- correspondiente al ion

molecular de m/z 246; el cual estd de acuerdo para la férmula molecular
Ci5H|803,

El espectro de RMN IH (Espectro 2) del éster metflico (9), mostrd
claramente la seiial simple aguda en 3.77 ppm correspondiente al grupo
metilo _del éster. Congruentemente, el espectro en el infrarrojo (IR). no
muestra absorcién para ¢l oxhidrilo (OH) del 4dcido carboxilico y la banda de
absorcién del grupo carbonilo se encuentra desplazada a 1716 cm-l-

Por otra parte, el espectro de masas (EM) muestra un idn molecular de w/z

260, csto es,- 14 unidades de masa ‘mayor que el dcido 8.

Del extracto diclorometdnico de hojas de la planta recolectada en lzdcar de
Matamoros, Puebla (Figura 3) se aisld el dcido 1,2-dehidro-3-oxo-cdstico

“(8).

De cse mismo extracto se aislaron 3 cudesmandlidas, cuyas estructuras se
cncuentran intimamente relacionadas con la isoalantolactona. Estas fucran
identificadas como la encelina (12) aislada por primera vez de Encelia
Jarinosa (Geissman, 1968), y que resulté ser el componente mayoritario; la
I,2-dchidro-3-epi-isotelekina * (10) y su correspondiente acetato - (18§)
mismas que han sido aisladas anteriormente de Baftimora  recta (Herz y
Kumar, 1979). Estas tres lIactanas scsquitcrpénicas también fucron aisladas
en el estudio previo de M. speclosa  (Trejo, 1988).
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La identificacién de estos compuestos también sc¢ llevd a cabo por

comparacién de sus datos espectroscdpicos .

La encelina (12) mosud en su espectro de RMN IH (Espectro 3), las seiales
tipicas para los protones del metileno exocfclico conjugado con la y-lactona
como dos seiales dobles en 6.22 ppm (J=1.2 Hz) y 5.69 ppm (J=I.1 Ha),
olras sciiales sobresalientes son las correspondientes a los prolones
vinflicos H| y H2 ¢n 6.82 y 6.02 ppm, y las sefiales de los protones del
metileno exociclico sobre C-4 en 6,14 ppm (J=2.3 Hz) y 5.23 ppm (J=2.5 Hz);
ademds de la seiial del grupo metilo sobre C-10 en 1.0 ppm. El espectro ¢
cl infrarrojo (Espectro 4) de la cncelina (12) mostré dos bandas de
absorcidn para grupos carbonilo de ln y-lactona y Ia cetona en 1766 y 1672
em”! respectivamente, ’

A difercncia de la encelina (12), el espectro en el infrarrojo (IR) de la 1,2-
dchidro-3-epi-isotelekina  (10) mostré una banda de absorcidn para grupos

oxhidrilo en 3589 cm-! y solo una banda de absorcién para el carbonilo

correspondiente a la y-lactona en 1763 cm-! En congruencia, ¢l espectro de

RMN |H (Espectro 5), muestra una sciial simple ancha en 4.69 ppm que

debe corresponder al hidrégeno sobre el carbono 3, base del grupo OH. Esla
sciial sc encuentra desplazadn de 4,70 a 5.80 ppm en el especiwo del
compuesto 15 (Espectro 6), el cual muestra una sefial simple aguda en 2,16
ppm que corresponde al grupo metilo del acetato en C-3.

Los espectros de masas (EM), también estin de acuerdo con las estrucluras
correspondientes. Asf, la encelina (12) mostré un ion molecular de m/z 244
que estd de acuerdo con la férmula molecular C)5H 1603, mientras que lu

1,2-dehidro-3-cpi-isotelekina  (10) dié un ion molecular de m/z 246, csto

s, dos unidades mds de masa. A diferencin de esta dhima, ¢l espectro de

masas (EM) del acetato 15, muesira un ion molecular de m/z 288 que
relleja la imtroduccion de 42 unidades de masa del grupo acetilo,
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También del mismo extracto se aislaron en pequeias cantidades 3
componentes, los cuales no habfan sido aislados anteriormente de la planta
en estudio. Las estructuras de estos nuevos componentes también fueron
establecidas  espectroscépicamente, '

La virginina (14) cuya estructura corresponde a la 11,13-dihidro-encelina
fuc aislada por primera vez de Encelia virginensis (Sims y Berryman,
1972). En su espectro de RMN I (Espectro 7) no se observan las sehales
caracterfsticas para los protones del metileno exoclelico conjugado con la
y-lactona y en su lugar se observa la sciial para un grupo metilo secundario,
como una sefial doble en 1,29 ppm (J=6.8 Hz),

El espectro de masas (EM) también estd de acuerdo con la estructura del
dihidro derivado ya que se observa un ion molecular, dos unidades de
masa mds que la encelina m/z 246,

La 11,13-dihidro-3-epi-isotelekina (11b) fue obtenida como producto de
reduccién parcial con Paladio-CaCO3 al 5% de la 3-cpi-isotelckina (11a)
aislada por primera vez de Gaillardia aristata (Herz, 1968). Cabe sefialar
que en el presente estudio, ambos compuestos sc obtuvieron como
productos naturales en una mezcla, por lo que su espectro de RMN IH
(Espectro 8) muestra dos sefiales dobles centradas en 6.16 'y 5.61 ppm
correspondientes a-un metileno exocfclico conjugado con la y-luctona (11a)
y también muestra la sefial correspondiente a un- grupo metilo secundario
en 1,24 ppm (11h) en vez de las seiiales del wetileno exocfclico conjugado
con la y-lactona,

El espectro de masas (EM) muestra un {on molecular de m/z 248 que estd
de acuerdo con la férmula wmolecular Cj5H2003 de 11a, ¢ indica el

incremento de ‘dos unidades de masa m/z 250 para 11b,

Finalmente, se aisté una flavanona (Espectro 9) identificada  como
Galactiaincanina "A" (13), por comparacion de sus datos espectrosedpicos
previamente reportados en Galactia incana, especie de la que habia sido
aislada anteriormente  (Pavon, 1994),
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TABLA No. 4. COMPONENTES AISLADOS DE MONTANOA SPECIOSA.

NOMBRE

OTRAS FUENTES

REFERENCIAS

d
0
‘

lupeol (5)

P-amirina (7)

R= AcO
R= palmitato

R= OH taraxasterol (6)

compuestos ampliamente distribuidos
en la naturaleza (Romo de Vivar, 1985).

0]
]
C-OH

dcido 1,2-dehidro
3-oxo-costico (8)

Arctotis arclotoides

Tsichritzis, 1990

0
il
C-OCH,
0

éster metilico del dcidol,2
dehidro-3-oxo-cdstico (9)

Centanrea arguta
Centaurea canariensis
Encelia actoni

Encelia asperifolia

Gadeschi ¢f al., 1989
Bohlman et al.,1981
Srivustava ef al., 1990

Srivitstava e al.. 1990

Kh]



TABLA No. 4

Continuacion

NOMBRE

OTRAS FUENTES

REFERENCIAS

OH

3

1,2-dehidro-3-epi
isotelekina (10)

Artemisia xerophytica
Ferreyrantus fruticosus

Baltimora recta

Tan ¢t al., 199}
Jakupovic, 1988
Herz y Kumar, 1979

0
HO

B3

3-epi-isotelekina (11a)

Baftimora recia

Herz y Kumar, 1979

4]
o
HO

11,13-dihidro-3-epi
isotelekina (11b)

Guaillardia aristota

Herz et of., 1968
(obtenido por reduceion)

0
)
0

enceling (12)

Encella farinosa
Encelin virgineas
Ferreyrantus fraticosus

Baltimora recta

Gelssman y Mukhc‘rjcc, 1968
Sims y Berryman, 1972,
Jakupovic, 1988

Herz y Kumar, 1979

.o . L]
galactinincaning A (13)

Galactin ircana

Pivan, 1994,
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TABLA No. 4 Continuacion

acetato de la §,2-dehidro-3
epi-isotelekina (15)

NOMBRE OTRAS FUENTES REFERENCIAS
0]
0 Encelia virginensis Simsy Berryman, 1972
0
virginina (14)
0 o »
Il Baltimora recta Herzy Kumr, 1979
CH;— C-0 :

hidroxi-bis-dihidro-encelina (16)

Quijano ef al., 1991
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ASPECTO BIOLOGICO.

Con cl objeto de determinar la actividad antibidtica de algunos de los
metabolitos secundarios aislados de Montanoa speciosa se realizd una
prueba preliminar de antibiosis frente a bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epidermidis) y Gram negativas (E.
coli, Shigella boydii, Salmonella tiphy, Vibrio cholerae ),

TABLA No. 5. La prucba de Kirby-Bauer resulté positiva dnicamente para
el dcido 1,2-dehidro-3-oxo-céstico (8) y encelina (12) sobre la cepa
bacteriana de V. cholerae. La dosis utilizada fue de | mg por sensidisco. Los
promedios aquf indicados son el resultado de 3 repeticiones del evento.

COMPUESTO 1,2-DEHIDRO-3- ENCELINA (12)
0XO-COSTICO (8)

MICROORGANISMO Zona de inhibici6n Zona de inhibicion

Vibrio cholerae 12 mm ‘ ‘ 10 mm

TABLA No. 6. Actividad antibacteriana de la encelina con-una dosis de
2 mg por sensidisco.

COMPUESTO ENCELINA(12)
HALO DE INHIBICION

MICROORGANISMO (mm)

Vibrio cholerae 10.5

Staphylocaoceus - 11.5

epidermidis
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La pruecba de antibiosis con 1 mg/sensidisco del compuesto probado resultd
positiva con encelina (12), y con el dcido I,2-dehidro-3-ox0-céstico (B)
\inicamente con Vibrio cholerae  presentando un halo de inhibicion de 10
mm y 12 mm, respeclivamente.

Este dltimo resultado, se puede explicar porque la bacteria mencionada cs
muy susceptible a la acidez (Lennette, 1987) y dado que el pH del deido es

de 2-3 se deduce que fue la acidez la que maté a la bacteria sin existir -

actividad antimicroblana real del compuesto.

Para el caso de la encelina (12), el didmetro del halo de inhibicién resultd
casi idéntico utilizando 1 y 2 mg por sensidisco del compuesto (Tablas 5 y
6). Esto es importante si se tiene en cuenta que los halos de inhibicidn
indican la sensibilidad de la cepa a un compuesto determinado y que el
inverso del didmetro de inhibicién representa la MIC (Isenberg, 1992), cn
este estudio dicha hipétesis no se cumple, lo cual podrfa explicarse
considerando que‘el metabolito secundario empleado no es soluble en agua,

por o que presenta una difusion ineficiente en agar, siendo lo anterior un -

factor determinante del tamafo del halo de inhibicidn.

Este mismo compuesto (12) probado con Stephylococcus  epidermidis con
una dosis de 2 mg/sensidisco presenté un halo de inhibicién de 11.5 mm
(Tabla 6) siendo una bacterin Gram positiva con una pared celular mis
grucsa comparada con la presentada por las bacterias Gram negativas,

En este aspecto se conoce que el lamaiio de la zona de inhibicion depende
de varins propiedades fisicoquimicas de cada antibidtico, que influyen "in

vitro” sobre la velocidad de difusién en agar y no estin necesariamente .

correlacionadas con la actividad del antibidlico "in vivo",
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Por otro lado, para tratar de explicar los resultados (ausencia de halos de
inhibicién) observados con la encelina (12) y no atribuirlos a la baja
solubilidad de este compuesto que como se ha mencionado tiene dificultad
para difundir en agar, se procedié a realizar una prueba de susceptibilidad
por dilucién en caldo utilizando una dosis de | mg de encelina (12) disuelta
en DMSO aplicado a 0,1 ml del inéculo original (108 UFC/ml) en un tubo con
I ml de caldo Mueller-Hinton, para las cepas E. coli, Salmonella tiphy,
Shigella boydii y Staphylococcus aureus ‘

Los resultados de la prueba sugieren que la ausencia de halos de inhibicién
no se debe al carcter insoluble del compuesto mencionado, ya que todos
los tubos mostraron turbidez debida al crecimiento bacteriano, indicando
que la encelina no presenta actividad antimicrobiana pars las bacterias
mencionadas.

DETERMINACION DE MIC Y MBC

TABLA No. 7. Valor de MIC pura la cepa bacteriana de Staphylococcus
epidermidis. 3.0x107 Bacterias /ml,

TUBO No. DISOLVENTE COMPUESTO TURBIDEZ
DMSO (ul) ENCELINA (ug) (+/-)
l 50 1600 -
2 25 800 -
3 12.5 400 -
4 6.25 200 MIC -
5 4.0 ' 128 +
6 3.0 96 +
7 2.0 ’ 64 +
8 (control) 50 0 +
40
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TABLA No. 8. Valor de MIC y MBC para la ccpa baeteriana de Vibrio
cholerae (caso clinico).2.7xlO7 Bacterias/ml

TUBO No. DISOLVENTE COMPUESTO TURBIDEZ
DMSO (ul) ENCELINA (ug) (+/-)
1(control) 6.0 0 K
2 6.0 96 ‘ -
k] 4.0 64 MBC .
4 2.0 32 MIC -
5 1.0 16 +

Haciendo una comparacién de los valores de MIC para la encelina (12)

(Tabla 9) con los valores correspondientes de antibiéticos comerciales .

(Koneman, 1985), s¢ encontré que cl compuesto mencionado no presenta
una actividad antimicrobiana potencial, sin embargo en estudios realizados
con esta laclona sesquiterpénica se ha demostrado que posec actividad
téxica e inhibidora de la alimentacién de insectos (Srivastava er al.,1990)
actividud - antifingica (Sabanero et al.,1995);, y actividad citotdxica y
antitumoral (Leé, 1977).

Para Smpliyl(woccus epidermidis ~unicamente se determiné la MIC en 200
ug, en cuanto a la MBC, no se pudo determinar debido a que la encelina es
un compuesto que como se ha mencionado en lincas anteriores ¢s insoluble
en agua y cn dosis mayores a 200 pg del compuesto, se desconoce la
cantidud exacta de compuesto disuello, es decir puede existir la misma
cantidad de compuesto disuelto en 6.25 pl como en 12,5 pl,
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Este fendmeno se observé cuando al sembrar en cajas Petri el contenido de
los tubos 2 y 3 (400 y 800 pg respectivamente) crecié un mayor ndmero. de
unidades formadoras de colonias (UFC) que en el tubo 4 (200 pg) (Tabla 7),
correspondiente al valor de MIC para esta bacteria, siendo totalmente
contrario a lo que se esperaba, ya que a mayor dosis de la encelina (12) se
presenté un mayor nimero de UFC.

En este caso, para 400 y 800 pg (> 200 pg), la mi\yor cantidad de compuesto
aplicado cristaliza y solo una cierta cantidad (que desconocemos). se
disuelve. Sin embargo, consideramos que la MBC esta entre 200 pg y 400 pg
de encelina (12) bara esta bacteria, »

TABLA No. 9. Valores de MIC Y MBC para la encelina

MICROORGANISMO MIC (ug) MBC (ug)
Staphylococcus

epidermidis ‘ 200 400
Vibrio cholerae 32 64

Comparando los resultados obtenidos para Staphylococcus  epidermidis

(Gram +) y Vibrio cholerae (Gram -) se estima que la encelina (12), es mds

activa para csta tltima bacteria en términos de MIC (Tabla 9), observando '

claramente que en Ia bacterin Gram negativa la dosis de encelinu (12) fue
mucho menor tanto para MIC como para MBC; en este aspecta se sabe que

la membrana celular actia como una barrera selectiva, dejando pasar

algunos solutos a través de ella y excluyendo otros. En realidad, algunos
compuestos son transportados activamente siendo concentrados dentro de
la célula, otras sustancias se concentran en la superficic .celular y pueden
alterar las propiedades fisicas y quimicas de la membrana, impidiendo su
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funcién normal, matando o inhibiendo de esta forma a la célula (Davis,
1983). '

En el caso de la encelina (12) se desconoee su modo de accidn sobre las
bacterias, pese a ello, los resultados de MIC y MBC para Staphylococcus
epidermidis 'y Vibrio cholerae podrian ser atribuidos principalmente a las
diferencias que existen entre bacterias Gram negativas y Gram positivas y
se hace referencia en particular a que en estas Gltimas el rompimiento de
la membrana es diffeil mientras que en las primeras es relativamente fdcil
(Freeman, 1992).

PRUEBA DE TOXlC!DAD SOBRE Artemia salina.

El bioensayo se sugiere como una herramienta sencilla y eeondmica para
identificar de manera preliminar, a través de la toxieidad hacia las larvas
de este erustdeco, la actividad farmacoldgica de extractos de plantas o

productos naturales, que pudieran ser de interés en la solucién de

problemas espeefficos (Meyer et al.,1982).

Se determing que la coneentracién letal media 50 (LC 50) de la sustancin
bajo estudio, calculada como aquella que produce el efecto de muerte en el
50% de todos los organismos con respecto al- control fue de 50 ppm en
Artemia saling con un intervalo de confianza del 95% de 34-47 pg/ml,
encontrindose una dosis media de 40.47 pg/ml.

De acuerdo a los resultados de toxicidad sobre Artemia salina, se deduce
que ¢ste organismo cs sensible a la actividad toxica de la encelina (12), la
cual mostréd ser un compuesto con alta citotoxicidad conferida posiblemente
por la presenein del grupo o-metileno-y-lactona lo cual, cabe sefialar, se ha
observado en lactonas sesquiterpénicas que poseen este agrupamicnto en
su estructura (Kupehan, 1971).




Durante los métodos de evaluacion de sustancias anticancerigenas que
frecuentemente emplean las lineas celulares cancerosas PS y KB, sc
considera que las sustancias en experimentacién tienen una actividad
significativa cuando la DLS( para esas lineas celulares es igual o menor
30 pg /ml, segin lo establecido por el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos (Meyer et al.,1982; Solis er al.,1993),

De acuerdo con lo anterior se podrfa establecer que la encelina (12) es un
compuesto con pocas posibilidades de presentar propiedades
anticancerfgenas, sin embargo en un estudio realizado con lactonas
sesquiterpénicas entre ellas ln encclina (aislada de E. farinosa) se demostrd
actividad citotéxica y antitumoral sobre el sistema WI/H.EP.2/W18Va2
(ver abreviaturas) (Lee, 1977), con esto, queda demostrada de alguna
manera dicha actividad en la encelina (12), aunque para precisar el estudio
se requiere de diversas evidencias (farmacolégicas, toxicoldgicas,
farmacéuticas, etc.) que corroboren de manera definitiva dicha actividad,

Por ultimo, aunque el bioensayo con Artemia salina no aporta ninguna
informacién sobre¢ ddénde 'y cdmo actdan las sustancias en las células

tumorales, nos permite sin cmbargo, la posibilidad de detectar rapidamente

y a un bajo costo las sustancias que tengan alguna posible actividad sabre
este tipo de células. :
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CONCLUSIONES

Se aislaron del extracto diclorometdnico de hojas de Montanoa speciosa:
dcido 1,2-dehidro-3-0xo0-costico (8), el éster metilico de dicho dcido (9),
encelina(12), 1,2-dehidro-3-epi-isotelekina (10), y su correspondiente
acetato (15), compuestos que han sido reportados previamente de la planta
en estudio,

Se aislaron ademds, 4 componentes: 3-epi-isotelekina (11a), 11,13-dihidro-
3-epi-isotelekina (11b), virginina (14) y galactia incanina "A"(13) los
cuales no habfan sido reportados anteriormente en Montanoa speciosa.

Como parte complementaria del trabajo se realizaron pruebas de antibiosis:
con los compuestos: 8,9, 10, 12,15 y un extracto crudo de hojas de la-

planta obtenido con diclorometano, a fin de determinar la susceptibilidad

de algunas cepas de bacterias Gram negativas: E. coli, Salmonella tiphy,
Shigella boidii, Vibrio cholerae 'y Gram positivas: Staphylococcus  aurens -y

Staphylococcus epidermidis.

De los compuestos utilizados en la prueba de actividad antibacteriana
Gnicamente la encelina (12) mostré actividad en contra de Staphylococcus
epidermidis 'y Vibrio cholerae (caso clinico).

Es posible que esta leve actividad antibidtica de la encelina (12) le
proporcione cierto beneficio a la planta que lo sinteliza, o bien que este
compuesto se conjugue con otros componentes para que la planta presente
una actividad antibacteriana.

La DL5Q de encelina (12) sobre Artemia salina fue de 50 ppm con un
intervalo de confianza del 95% de 34-47 pg/ml y una dosis media de 40.47
pg/ml. :

Probablemente, la actividad antibacteriana y la actividad citotdxica
de la encelina (12) demostrada en este estudio, se deba al agrupamiento
a-metileno-y-lactona presente en una gran diversidad de compuestos que
presentan esta actividad,
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GLOSARIO

Abaxial: el envés, superficiec o lado més alejado del eje principal u
orientado hacia la base,

Actinomorfa: flor con simetrfa radial (regular),

Adaxial: el haz, superficie o lado mds cercano al eje principal u
orientado hacia el dpice.

Angiospermas: grupo de fanerégamas cuyas semillas se encuentran
dentro de una cubierta cerrada: el fruto,

Antibidtico: sustancia quimica que a pequefias concentraciones tiene la
propiedad de inhibir y hasta destruir microorganismos, se amplia la
definicién para incluir las sustancias activas existentes en algunas
plantas,

- Brdcteas: hoja pequefia en la inflorescencia.

Capftulo: grupo definido o indefinido de flores densas sobre un
receptdculo compuesto.

Est{pula: par de escamas, espinas, glindulas u otras estructuras
parecidas a una hoja, en la base del peciolo.

Hermafrodita: planta con flores perfectas udnicamente.
Indehiscente: que no abre espontneamente al madurarse.
lnflorescencia: sistema de ramificacién que se resuelve en flores,
Involucro: grupo de bricteas que rodean una inflorescencia,

Pedicelos: soporte individual de una flor que forma parte dc una
inflorescencia,

Pubescente: con pelos simples, delgados y rectos; cobertura en la forma
de tricomas.

Tricoma: cualquier excrescencia epidérmica, a menudo en forma de
pelo.

Vilano (papus): cdliz cerdoso, plumoso, escamoso o coriforme tipico de
la familia Compositae.
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