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INTRODUCCION

JUSTIFICACION

La Medicina Tradicional ocupa un importante luger en la realidad médica del pals, Mientras la medicina
cientifica cubre el 40% de los servicios de salud, cerca de 20 millones de habitantes recurren a las plantas
medicinales o a otros recursos de la Medicina Tradicional para poder curarse. A través de su historia, el pueblo
mexicano ha acumulado una gran experiencia, respecto al uso de los recursos naturales a su alcance para combatir
las enfermedades. '

La Medicina Tradicional Mexicana cumple una funcién social trascendente dentro de cada comunidad.
Sus conocimicntos han sido transmitidos gencralmente de padres a hijos mediante la tradicién. Este fendmeno de
cultura médica popular esta presente en casi todos los pueblos en desarrollo, como respuesta a una necesidad de
salud que han fincado sus buses en la realidad social, econémica y cultural de la comunidad.

Gran parte de la Medicina Tradicional Mexicana es afin rescatable y puede ser un importante campo para
implementar nuevos planes de salud, que combinen el conocimiento popular con el conocimiento cientifico. Por lo
tanto, todo esfuerzo encaminado a conocer y apoyar la Medicina Tradicional en sus diversas manifestaciones,
perniitird que ésta siga cumpliendo su objetivo en la salud de la comunidad. Mediante el apoyo cientifico que
comprucbe y amplie su efectividad, la cual ocupard la justa y valiosa dimension que le corresponda,

Seglin investigaciones oficiales * Las principales causas de muerte en México, son en general, resultado
de enfermedades que en la mayorfa de los casos, se pueden curar recurriendo a los medicamentos y conocimientos
cientificos disponibles” ( CONACYT. 1976 ). De todos los estados dela Repiblica Mexicana, Chiapas ocupa el
peniltinio Jugar en cuanto a la disponibilidad de recursos socioecondmicos; la incidencia de enfermedades es muy
alta debido precisamente a las carencias de su poblacion ( INEGI 1975 ). Sin embargo por su situacion geogrdfica,
cl estado posec una gran variedad de vegetacion, con lo que el hombre tiene una mayor disponibilidad de recursos
naturales tanto para su alimentacién come para el manejo de su salud,

Por el poco intercambio cultural del indigena con otros grupos étnicos, es factible pensar que los
conocimicntos médicos que posee éste, han sido poco transformados ( o deformados), hecho que les confiere una
gran importancia por permanecer poco alterados a pesar del paso del tiempo. Ahora bien, si ¢l indfgena hace uso de
los recursos vegetales para curarse, podemos decir que a través del tiempo ha reafirmado, mediante su experiencia,
las propiedades curativas o nocivas de las plantas,

En Li actualidad se evalian las plantas como poseedoras de compucstos bioldgicamente activos y desde
1966 hasta la fecha, son cuda vez nfs los estudios de la actividad biologica de extractos de plantas, de las cuales un
gran ntmero ha sido identificado legando a determinar las estructuras de los principios activos que inclusive han
sido sintetizados. Por lo tanto la medicina modema y la industria farmacéutica investigan las plantas utilizadas en
la medicina tradicional, con €l fin de transformarlas en medicamentos.

Por lo que México no cstd exento de la influencin de los cambios ocurridos en el desarrollo y
comercializacién de este nuevo tipo de medicamentos. Por ¢} contrario, siendo su poblacién heredera de una rica
tradicién en ¢l uso de las plantas medicinales, responde ante la propuesta comercial que se rcpresenta, con la
conviccién cultural que le ha proporcionado su propia medicina tradicional.

Pero udemds, porque comparte los problemas socio - econdmicos del drea y a los que me he referido
untes. Es por cso que ¢l interés por el consumo de medicamentos herbolarios ¢s un fenémeno  particularmente
notorio en lus dreas urbanas, donde la poblacién busca los productos medicinales “ naturales * por los altos costos
de los medicunentos.



En el pals ha surgido compafilas que procuran competir en la produccién de medicamentos herbolarios,
disefiando productos cuya presentacion comercial depende del grado de acceso que sc tenga a la tecnologle
moderna y a la informacién, a nivel nacional . Estos medicamentos herbolarios sc fundamentan en el uso
tradicional que los mexicanos hacen de la herbolaria prehispanica y colonial y, apoyades en una anticuada
bibliografia sobre plantas medicinales que sobrevive de épocas pasadas y se enfrentan a la dificultad de obtener los
registros legales correspondientes que permitan su libre acceso al mercado modemo. La gran mayoria de las plantas
que se einplean para la elaboracion de estos productos se colectan en zonas del pals donde crecen en forma silvestre
ya que pricticamente ninguna planta medicinal se cultiva en México con fines agro industriales.

De ahi que las empresas nacionales procuran proveer con * novedades” que tengan repercusion
comercial, introduciendo, por ejemplo plantas con efectos diuréticos y ricas en fibras, para quienes buscan bajar de
peso o bien, elaborar antitusigenos, antidiarréicos y espasmoliticos en base a las recetas de las farmacopeas
mexicanas de tiempos pasados. Estas circunstancias determinan el cuadro general que tiene el consumo de plantas
medicinales en el México actual y que va desde el ancestral puesto de hierbas frescas en miles de mercados del
pals, hasta el conswno de productos procesados industrialmente con muy diversos niveles de calidad que se
distribuyen en los mercados urbanos. En los ultimos aflos y ante la carencia de una legislacién adecuada, han
ingresado al pals cientos de medicamentos herbolarios de origen extranjero que, de igual, mancra, dependiendo de
la capacidad tecnolégica y econdmica de las industrios que lo fabrican, ofrecen multitud de alternativas para el
mancjo de los problemas de salud mas comunes, pero cuya validez cientifica cs igualmente dudosa.

Creo que la discusion debe abrirse, en nuestro pais, en el terreno de la valoracion clinica de los remedios
herbolarios en uso actual por la poblacién mexicana. Asf como especificamente me refiero a la necesidad de
reconsiderar o posibilided de que ciertas plantas medicinales mexicanas, de ancestral uso en la medicina
tradicional y que cuenta con documentada informacion médico - antropolégica y etnobotdnica, aunque carezcan de
la suficiente informacion quimico farmacolégico bésica por o que necesitan y podrian ser directamente evaluadas
en la clinica por investigadores, médicos, en las instituciones de salud que cuentan con la experiencia y los
recursos metodoldgicos para llevar acabo una adecuada investigacion clinica. Mientras las plantas medicinales no
sean materia de investigacion clinica seguiremos dependiendo de un modelo de investigacién que si bien pudo
haber sido concebido para regular las necesidades y circunstancias de una época que hoy se ha convertido en una
limitante para el desarrollo de la investigacién ( Meckes Marians, 1993 )

El estudio que se realizé en el presente trabajo es un estudio fitoquimico biodirigido utilizando a una
planta provenicnte de los Altos de Chiapas esta planta comfuunente es llamada por los indigenas tzotziles comno
‘Thuis jovel o Thuis vomol su nombre cicntifico cs Sisyrinchium scabrum y la parte utilizada de la planta cs la
raiz a la cual se le atribuyen propiedades analgésicas, antithemorragicasy pura prevenir infecciones después del
parto.

La forma de prepuracion del 1€ ¢s hirviendo en un litro de agua un puflo de la rafz aproximadamente
(150g ), ddndole asf a la paciente un vaso del t¢ después del parto finicamente.

Por sus caracteristicas botdnicas, la planta se clasifica dentro de la Familia IRIDACEAE géncro
Sisyrinchium cspecic scabrum,

La revision bibliografica realizada en tomo a esta planta medicinal demostré que no hay ningin tipo de
estudio efcctuado sobre la misma, por lo que es de gran importancia el poder aislar un compuesto que pueda ser un
antecedente a posteriores estudios que se realicen sobre esta planta,



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo fundamental de la presente investigacion es realizar el estudio fitoquimico biodirigido de la
actividad antimicrobiana del extracto clorofrmico de la rafz de Sisyrinchium scabrum

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Recopilar 1a informacién botdnica, etnobotanica, quimica y farmacolégica de la planta Sisyrinchium scabrum.

B. Realizar las operaciones preliminarcs propias de la preparacion de exiractos vegetales y realizar su evaluacion
hiol6gica.

C. Preparar ¢l extracto vegetal de acuerdo a las téenicas fitoquimicas convencionales.

D. Evaluar ¢l efecto antimicrobiuno de los difercntes extractos orgdnicos preparados de la rafz de Sisyrinchium
scabrum,

E. Realizar el estudio fitoquimico del extracto activo mediante el empleo de un fraccionamiento biodirigido para la
detenicion de los - principios activos.

F. Scparar y purificar los constituyentes de cada una de lus fracciones activas

G . Evaluacion cuantilativa de la actividad antimicrobiana del compuesto aislado

{1. Establccer la estructura de los metabolitos activos mediante la aplicacién de las técnicas analiticas modernas,



1. ANTECEDENTES

11 LOS ALTOS DE CHIAPAS

1.1.1 UBICACION GEOGRAFICA

El Estado de Chiapas, localizado en la parte sur de la Repablica Mexicana, ocupa 73,887 km. del
territorio nacional y se sitlia entre el Istmo’de Tehuantepec y la repiblica de Guatemala. Al sur limita con el
Océano Pacifico y al norte con el estado de Tabasco; al este con ia Republica de Guatemala y al oeste con los
eslados de Veracruz y Oaxaca. El estado se divide cn las siguientes zonas: Altos, Centro, Frontera, Istmo , Norte,
Selva y Sierra madre ( Mapa No. 1) ., Es un territorio montafioso de exuberante vegetacion, bafiado por caudalosos
rios. Cuenta con el 9.6% de precipitacion pluvial de la Repiblica Mexicana y posee el 33% del potencial
hidrolégico del pals. La mayoria de sus rios no liegan al mar; vierte sus aguas en ciénagas a lo largo de la costa,
Cuenta ademds con la mayores presas; Malpaso, La Angostura y Chicoasén, en el Rio Grijalva. Debido a las
grandes diferencias en cuanto a altura, Chiapas cuenta con varias zonas climéticas, que van desde el clima
templado, sabanas dridas y liumedas hasta sclvas tropicales (Helbing, CM.A,1976 ; Plan Chiapas,1979-1982;
Ulrich, K.1975 ).

Las ramas econdmicas mas importantes son: la agricultura ( que en su mayor parte ests en manos de los
indigenas, quienes ademAs constituyen mano de obra barata para las ciudades) y, en menor escala, la ganaderia. El
principal producto de exportacién en el estado es el café ( Ulrich, K, 1975).

Las vias terrestres de comunicacién mas importantes del estado son : la carretera  Panamericana, que en
la década de los 50°s sc ampli6 hasta la frontera guatemalteca, y el ferrocarril, que sigue la costa del Pacifico y
comunica cl drea de cultivo de café que circunda Tapachula con la capital y los pueblos ubicados a ambos lados
del Istmo ( Programa de desarrollo social en los Altos de Chiapas, 1960 - 1970; Urich, K, 1975; Viabilidad de los
Altos de Chiapas , Doc. 1 ).

. En I8 planicie, que se extiende aproximadamente 80 kin., hay un gran nimero de valles scparados por
crestas escarpadas. Esta region, la més alla y fifa, cs habilitada por los grupos indigenas tzetzales, tzotziles y otros.
En las partes de esta Meseta Cenlral, que se clevan a mas de 2,000 metros sobre el nivel del mar, predominan los
bosques de coniferas con escaso monte bajo, donde las corrientes de aire que parten de las zonas bajas, determinan
lus diferentes zonas de vegetacion. Asf, por ¢jemplo, la vegetacion tropical que prevalece generalmente en lus zonas
cuya elevacion no pasa de los 1,000 m, est presente en algunos valles de la parte norte de la montafia, a una altura
de 1,100 m ( Programa de desarrollo social en los Altos de Chiapas 1960-1970; Silverts, H , 1969; Ulrich, K,
1975).

En Chiapas s¢ considera tierra fria a todas las regién que sobre pasa los 2,000 m de altura; cntre los
2,000 y 1,000 es clasificada como tierra templada, y el resto como tierra caliente ( Silverts, H, 1969; Ulrich. K,
1975), .

El cultivo bdsico cn Ia region es el maiz. Sin embargo, las diferentes zonas climéticas penniten una gran
variacidn de cullivos, tanto de hortalizas y frutales de clima mediterrdneo, como de productos tropicales,

La zona conocida conio “ Los Altos de Chiapas ”, se localiza cn la parte central del estado, en wn macizo
montailoso de accidentado relieve cuya altitud varfa entre los 1,500 a 2,500 m sobre el nivel del mar. Tomando
como punto de referencia al municipio de San Cristobal de las Casas, el érea de los * Altos de Chiapas” s¢ divide
como sigue ( ver mapa No 2) (Programa de desarrollo de la economfa campesina ,1960-1970; Viabilidad en los
Altos de Chiapas Doc, 1).



La parte norte la integran los municipios de Chalchihwuitdn, Huitupan, Mitontic, Pantelio, Pueblo Nuevo,
Salistahuncan, Simojovel de Allende, Tenejepa y Yajalon,

Al noroeste se localizan Huixtan, Oxchuc y Sitald.

Al este, Chanal.

Al sureste, Amnatenango del Valle

Al sur, Teopisca,

Al oeste, Zinacatan,

Al noroeste, Bochil, El Bosque, Chamula, Chenalh6, Ixtapa, Jicotel, Larrainzar y Soya

1.1.2 LOS INDIOS TZOTZILES DE CHIAPAS

Los 182,815 indigenas tzotziles habitantes de los Altosde Chiepas, forman uno de los21 grupos mayas
que pueblan la Peninsula de Yucatdn, el estado de Chiapasy Guatemala (mapa 1). Todos estos grupos tienen una
poblacion total de 2 000 000 de individuos ( Morley, 1956 ). El nombse Tzotzil ticne el significado literal de “
hombres murciélagos. * ( Seler, 1904 )

Los tzolziles forman uno de los grupos indigenas menos asimilados en México; de cllos muy pocos
individuos dominan suficicntemente el espafiol para poder ser conslderados como bilingtes, Su foma de vida no ha
cambiado mucho desde la Conquista y son relativamente pocos los rasgos de la cultura europea que se ha afiadido a
su vida, fundamentalmente prehispénica,

1.1.3 LA MEDICINA TRADICIONAL EN EL ESTADO DE CHIAPAS

La medicina tradicional es un conjunto de conocimientos y pricticas generados en el seno de la
comunidad, transmitidos de generacion en generacién y que, basada en un saber fundamentalmente  cpirico,
ofrece ¢ intenta ofrecer soluciones a las diversas manifestaciomes de la enfermedad, buscando propiciar 1a salud de
la comunidad ( Holland R.W. 1989 ).

Este acervo de conocimientos , forma parte de la cultura popular y por lo tanto estd sujetoa los cambios y
desarrollo de la misma. En muchas ocasiones se hn crefdo qus la medicina tradicional es un fenémeno positivo , un
legado antiguo que proviene de culturas indigenas ( particulannente maya y azleca) y permanece ¢omo jpattimonio
cultural de la conunidad sin alteraciones, ddndole a esta idea la connotacion de ontigtiedad o de reliquia. Sin
embargo, ia realidad nos muestra que, por el contrario, la medicina tradicional o popular se ha ido mdificando bajo
In influencia de los cambios que la propia cultura popular ha sufrido en los distintos perfodos histéricos. Asi, en
ln actualidad, las practicas curativas que ejercen lag comunidades ¢n el estado de Chiapas son el resultado de ln
combinacién de conceptos y recursos de origen muy remoto con otros heredados del periodo colonial y otros més
procedentes de la medicing contempordnea ( Estrada, L.E, 199 ).

La cultura indigena posce una visién propia del mundo de le vida y de la naturaleza ; intepretacion que
s¢ fundamenta en entiglisimos principios filoséficos concebidos por sociedades autdctonas de Mesoamérica y
posteriormente influenciados por la cultura occidental a partir de 1a conquista espaffoln. Los tzotziles, por ¢jemplo,
conciben, en la actualidad, su vida como ** una lucha constante entre las fuerzas del bieu, representadas por los
benevolentes dioses del cielo, y las fuerzas del mal, encamnadss en los dioses o seres sobre naturales del mundo
inferior: mensajeros de la muerte y la destruccion ( Holland 1978 ).

El concepto de naturaleza Humana para ¢l pueblo Tzotzil tiene dos componentes al primer lo integran
los clementos materiales (carne, hucso, visceras, etc. ) y al segundo ( elemento no material ) el espiritu ( chuw'uled ) :
estos dos componentes estin dindmicamente relacionados en todo individuo.

Para el tzotzil, el espiritu { chu’ulel ) es Ja fucrza vital de  |a naturaleza, la energia dindmics presente en
cl hombre, animales y plantas. Atribuyen a la sangre el cardcter de sustancia vilal, bisica y reconocen en ¢l pulso
atterial 1o expresion material y tangible del espiritu humane, Lo indigenas consideran que [a relacidn entre came
y esplritu es dindmica y que muchas cosas que afcctan al chu* ulel existe antes del nacimiento delu persona y
después de la muerte ( Estrada, 1992).
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1.1.4 LAS PLANTAS MEDICINALES

El interés por las plantas medicinales ha resurgido una vez mds en el dmbito de la ciencia y de la
cconomia. ¢s frecuente en la literatura cientifica la inclusién de especies vegelales como uno de los recursos
importantes a considerar en la bisqueda de nuevos medicamnentos,

Este fendmeno también ha cobrado fuerza en México y esa medicina empirica a la que recurre un
porcentaje elevado de la poblacién Mexicana, ¢s en la actualidad analizada con menos rigurosidad y aumenta el
nimero de especialistas de las Ciencias de 1a Salud que se inclinan por considerar que la permanencia del uso de
ciertos vegetales con propdsitos medicinales, es un pardmetro que valida su eficacia terapéutica.

México posce una flora medicinal muy extensa y las caracteristicas socioecondmicas del pals, han
contribuido a la continuidad de un fenémerio cultural médico muy dindmico y que ha sido objelo de estudio de
manera interrumpida, A partir de la segunda mitad del siglo, la fitoquimica fue disciplina que impulsé un avance
sustancial en e conocimiento de las plantas medicinales del pals y posteriormente, con el surgimiento de una sélida
y prometedora tecnologia basada en 1a quimica de sintesis, siguiendo un largo periodo en el cual, si bien las
plantas no cayeron en el recurso utilizado por un porcentaje elevado de mexicanos dio sustento a los estudios
etnobotanicos que aportaron el registro de un gran nimero de las especies medicinales actualmente en uso,

Mis adelante, hacia la década de los ochenta se dio un nuevo impulso a los estudios de los recursos
herbolarios de la medicina tradicional de México buscando en la fanmacologia la respuesta cientifica que avalara
ese conocimiento médico popular. La investigacion bésica de las plantas medicinales sc enfocé fundamentalmente
a la corroboracion de las propiedades biologicas atribuidas y se implementé para ello 1a metodologfa experimental
utilizando el modelo anitnal y modemas pruebas in vitro, Asf mismo, se adoptd necesariamente el esquema de
trabajo interdisciplinario con la participacién de fitoquimicos y de farmacologos, los cuales basaron sus diseflos
metodoldgicos de acuerdo a la informacién que proporcionaban los estudios de antropologia médica, etnoboténica y
ctnomedicina,

Siguiendo este procedimiento se iniciaron los primeros programas de rastreo fanmacolégico, detectando
e los extractos crudos la actividad biologica atribuida a las plantas, Por otra parte, el elevado costo que implica un
estudio experimental, obliga a establecer una rigurosa seleccion de las especies boténicas los efectos biologicos
esperados. La sistematizacion de la informacion etnoboténica y etnomédica era un factor crucial para lograr los
objetivos y de esta forma comenzaron a organizarse los primeros bancos de datos,

Los extractos integros, denominados también extractos crudos, son la forma de preparado mas cercana al
producto usado habitualmente por la poblacion. La deteccion de sus efectos biolégicos permite, en cierta medida,
explicar y sustentar el uso medicinal atribuido al recurso herbolario, y encontrar un cierto grado de toxicidad en
algunos casos, o bien detectar un efecto biologico no esperado, pero de relevancia,

La fase ulterior en ¢l proceso de investigacién de un planta, es el aislamicnto e identificacion del
compuesto responsable de la sctividad. Y por otro lado ¢s el de encontrar uua nueva molécula biologicamente
activa, o descubrir una novedosa estructura que sirva de modelo para la sintesis de compuestos con efecto biologico,
lo que permiticra ahondar en el conocimiento de los imecanismos de accion de estos principios activos y a efcctuar
una correcta evaluacion farmacoldgica de llos, para definir luego sus potenciales conlo medicamento

Se ha establecido que la obtencién de compuestos puros es un mito en la investigacion de las plantas
medicinales; sin embargo, es importante prestar atencién a ciertos procesos bioquimicos y a mecanistos que se
detectan en el estudio con extractos crudos y que ailin 1o han sido suficientemente abordados los efectos biologicos
que resultan de la accién sinergista de diferentes compuestos contenidos en un extracto {ntegro, o bien la evidencia
de que en ciertos extractos se manifiestan efectos antagdnicos entre los compuestos de una misma mucstra, o
extractos cn log cuales se presume que la accidn biologica es la resultante de los diferentes efectos biolégicos
inducidos por compuestos distintos. Todos éstos son procesos necesarios de considerar, ya que su interpretacion
podria conducir a inferesantes propuestas y alternativas en ¢l campo de los farmacos,
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La investigacion experimental de plantas medicinales en México se ha deslacado por ua notable y
sostenido avance en el estudio fitoquimico de las especies botdnicas del pafs. La literatura cientifica internacional
reflcja claramente el trabajo de excelencia y alta tecnologfa que desarrollan los expertos nacionales. Es significativa
la informacién existente sobre la composicién quimica de las plantas usadas con fines terupéuticos; sin embargo,
un escaso niunero de estas estructuras aisladas ¢ identificadas han sido evaluadas en sus propiedades biolégicas y
sus potencialidades como medicamentos. Hoy en dia, la mayorla de los fitoquimicos ya no estén sélo interesados
enel descubrimiento de ntuevus estructuras, sino cn la biisqueda en el estudio de productos naturales con novedosos
compugstos biolégicamente activos,

Los avances de la tecnologia niodema, que incorpora procesos biotecnolégicos, ha sido una importante
herramienta aplicada al estudio titoquiniico y farmacolégico de las plantas medicinales, La biotecnologla provee
nuevos métodos pasa el desarrollo de mejores variedades de plantas con ectividad biolégica y la implementacién
de metodologlas para cultivos de tejidos constituye en la actuslidad una herramienta fundamental para la
produccién masiva de las especies que se desean cullivar, Ya que el cultivo de algunas plantas medicinales en
Meéxico tiene como propésito de comercializacion de 1a planta como recurso alternativo para tratar padecimientos
comunes.

Scgim las cifras recientemente publicadas, el consumo de farmacos ha crecido en el mundo , siendo
notorio este incremento en los padses industrializados, en tanto que cl 50 - 80% de la poblacién que habila en los
llamados « paises en desarrollo » y que constituye el 75% de la poblacién mundial, atn depende de manera parcial
o totalmente de los remedios herbolarios tradicionales. En México la situacion no es diferente y se estima que
aproximadamente 60% de los bLabitantes, utiliza plantas medicinales para tratar diversos padecimientos. La
importancis que reviste desarsollar la industria de plantas medicinales en el pafs, no obedece a tan s6lo a la
necesidad de resolver los problemas de salud;, desde un punto de vista comercial, por lo que es evidente la
potencialidad del recurso . Sin embargo, para satisfacer las demandas de un mercado de plantas medicinales, no es
posible imaginar la obtencién de un recurso que hasta la fecha se propaga de manera silvestre.

El sustentar cou bases cientificas el uso de los recursos herbolarios de la medicina tradicional de México
ha sido €l objeto y ha marcado el que hacer de muchos especialistas en estas dos tltimas décadas. También ¢s
importante subrayar que, ajeno a los intereses del cientifico , de la industria farmacéutica o de los intereses del
comnercio de mercados, subyace un conocimiento médico empirico que se practica y se transmite. En este sentido, la
realidad del momento histérico, ha caracterizado los profundos cambios en la estructura de nuestra sociedad actual,
la cual ha llevado a considerar como fundamentales las estrategias que permitan proteger este legado médico
ancestral. Y en este sentido fomentar Ia creacién de jardines botanicos sobre la herbolaria medicinal y lns
actividades dirigidas a difundir los conocimientos sobre la medicina tradicional, ha sido una labor sobresaliente
que ha permitido crear una importante espacio a estos valores de la cultura nacional.

Los programas de trabajo en conjunto con parteras cmpiricas o la incorporacion de médicos tradicionales
en alpunos de los centros de salud del pais, no han alcanzado logros visibles ya que es una tarea ardua por
conquistar para la medicina tradicional del pafs, asi como su reconocimiento oficial ( Meckes M., 1993),
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1.1.5 DESCRIPCION DE LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LOS BIOENSAYOS

Listeria monocytogenes

Es un bacito grain positivo corto, que no forma esporas. La listeriosis humana perinatal  granulomatosis
infantiséptica ), puede ser una infeccion intrauterina. Ll comienzo temprano de! sindrome causa sepsis intrauterina
y muertes antes y después del nacimiento. Ll sindrome de comienzo tardio, conduce al desarrollo de meningitis
entre ¢l nacimicnto y la tercera semana de vida,

Numerosos agentes antimicrobianos inhiben Listeria monocytogenes in vitro, En la clinica se han logrado
cureciones con peniciling y un aminoglucosido; como la eritromicina; y trinetropim - sulfametoxazol IV
( Jawetz, 1992).

Pseudomona aeruginosa

Sc encuentra distribuida con awnplitud en la naturalezn y es frecuente descubrirlas en los ambicntes
himedos de los hospitales. Pueden colonizar al ser humano normal, en ¢! cual es un microorganismo sapréfito.
Produce enfermedad en la persona que tiene defensus anormales,

La Pseudomona acruginosa ¢s motil y tiene forma de bastoncillos, cs una bacteria gramnegativa y se
encuentra de mancra aisluda y ocasionalmente cn cadenas cortas. Produce infecciones cn las heridas y las
quemaduras, origina pus de color azul verdoso, meningitis cuando se introduce por puncion lunbar e infeccioncs
urinarias cuando se introduce por catdteres e instrumentos o en las soluciones de lavado de vias urinarias,

Las infecciones clinjcumente importantes por Pseudomona aeruginosa no deben tratarse con un sdlo
firmaco antimicrobiano, porque la porcién de éxitos s baja de esta manera y las bacterias pueden desarrollar con
rapidez resistencia cuando se usan filrmacos tnicos, s utiliza una penicilina activa contra Pseudomona aeruginosu
- ticarcilina, mezlocilina y piperacilina - combinada con un wminoglucésido, por lo general gentamicing,
tobramicina o amikacina, ( Jawetz, 1992).

Escherichia coli

Son bastoncillos gramuegativos cortos que pueden formar cadenas, la I, Coli y los estreptococos del
grupo B , son las causas principales de meningitis en los lactantes. £ coli produce cerca del 40% de los casos de
eningitis .

No s¢ dispone de ningin latamiento especifico tuico , Sulfonamidas, ampicilinas, cefalosporinas,
clorafenicol y telraciclinas y aminoglucosidos tienen efecto antibacteriamo notables contra los microorgunisinos
intestinales, ( Jawtz, 1992).

Streptococcus agalactiae

Son bacterias esféricas pram positivas que forman, de inodo caracteristico, parcs o cadenas durante cl
crecimiento,

Son estreptacocos grupo B, micmbros de la flora normal de las vias genitales femeninas y una causa
importante de sepsis neonatal y meningitis, o sindrome de insuficicncia respiratoria. Al parecer la ampiciling
intravenosa intraparto evila la colonizacion de lactantes cuyas madres transportan estreptocacas grupo B. ( Jawctz,
1992). )
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Staphylococcus aureus

Los estafilococos son células esféricas gram positivos que suelen estar distribuidas en grupos irregulares a
manera de racimo de uvas, es un microorganismo positivo a la coagulasa y patégeno de gran importancia para el ser
Thumano, y es el causante de muchas infecciones graves.

Se puede producir infecciones por S. aureus por conlaminacién directa de una herida, por ejemplo,
infeccién estafilococica posoperatoria de la herida o infeccion después de traumatismo. Si S. aureus sc disemina y
sobreviene bacteremia sobreviene bacteriemia habré peligro de que ocurra endocarditis, osteomielitis hematogena
aguda, meningitis o infeccion pulmonar. En vista de la aparicion rdpida de resistencia farmacolégica entre los
estafilococos, en los hospitales se han restringido a veces ¢l uso de antiestafilococico para el tratamiento de
pacientes graves. Esta restriccion podria prolongar el periodo de utilidad de un firmaco nuevo. La vancomicina
sigue siendo el firmaco mds ampliamente eficaz contra los estafilococos. ( Jawetz, 1992).

Candida albicans

Candida albicans es una levadura oval que produce un seudomicelio en cultivo, en los tcjidos y exudados.
Es miembro de la flora normal de las mucosas en los aparatos respiratorio, digestivo y genital femenino. En tales
lugares puede ganar dominio y relacionarse con otras enfermedades.

Algunas veces produce enfermedad progresiva en enfermos debilitados o con inmunosupresion,
cspecialmente si hay trastornos en la sangre, tromboflebitis, endocarditis, o infeccion en los ojos y otros drganos
cuando es introducida por via intravenosa. En el tratamicnto tenemos el ketoconazol, el cual ha producido una
notable mejoria en algunns infecciones sistémicas de este tipo, en especial en la candidiasis mucocutdnea, Un
tratamiento cficaz umpliamente aceptado s la anfotericina B por via intravenosa. ( Jawelz, 1992).

Acromona sobria

Son bacilos gramnegativos de vida libre que se encuentran en en agua dulce, y en ocasiones, en reptiles,
anfibios , peces y en el suelo o los alimentos. Su presencia se relaciona con diarrea y aveces causan infecciones en
heridas expuestas a agua dulce o en personas inmunodeficientes y, rara vez, otro tipo de infecciones no intestinales.

Aeromona sobria en ocasiones causa enfermedad. ( Ballows, A ., 1991)
Mpycobacterium smegmatis

Las micobacterios se han definido en relacion con una propiedad tintérea caracteristica, que depende de
la riqueza en lipidos de sus paredes celulares., resisten a la decoloracién con disolventes orgdnicos acidificados,
por lo cual se han denominado dcidoresistentes,

El Mycobacterium smegmatis sc considera unn micobacteria saprofita, en plantas, suclo y agua .Su papel
en la naturaleza concierne fidamentalmente a la degradacion de lipidos.

Esunbacilo de la mantequilla encontrado en el esmegma . ( Davis, 1978 ).
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1.2 GENERALIDADES DE LA FAMILIA IRIDACEAE

1.2.1, ASPECTOS BOTANICOS DE LA FAMILIA

Hicrbas perennes, rara vez arbustos, provistas de bulbos o rizomas, con las hojas lineases, disticas o
fasciculadas y bdsales. Flores en influorescencias con espatns, actinomorfas o cigomorfas, hermafroditas, con
perigonio corouilo, de 6 tépalos prolongados hacia abajo en un tubo mds o menos largo. Estambre 3, con los
filamentos libres o formando una columna en torno del estilo; anteras biloculares, extrorsas y dehiscentes por lineas
verticales gigeceo sinedrpico, de ovario- inferolricarpelar, pluriovulado; estilo tnico, filiforme, con el estigma
trifido, cuyas ramas puedan permanecer indivisas o bifurcarse. Cépsula loculicida, dehiscente en valvas ( Sdnchez,
1985), .

Esta familia comprende 58 géneros y unas 1,500 especies, distribuidas en todo el mundo, Muchas son
plantas de cuitivo, como el * gladiolo ” ( Gladiolus 1),y el *Lirio" ( Iris germanica ).

En el valle de México hay 4 géneros:
1. Tubo el Perigonio alaIgAdD.....ev.ummmsssrssusessessrsin sonssnnn . ORTHOROSANTHUS
1b, Perigonio sin tubo o con el tubo muy corto,
2a. Plantas provistas de bulbo,
2b. Plantas con rafces camiosas......vuumseinnisne " SISYRINCHIUM
3a. Todas las piezas del perigonio semejantes NEMASTYLIS
3b. Los tépalos exteriores mas la1gos.......veuscomsneeuscssssssneassnes TIGRIDIA

ORTHOROSANTHUS Sweet

Perigonio con el tubo alargado. Estambres de filamentos libres, Ovario oblongo, trilocular, con el estilo
filiforme y el estigma trifido. Cépsula oblonga, loculicida, trivalva, con varias semillas angulosas. Hierbas
robustas, de rizoma lefloso, corto, con los hojas lineares y plegadas, Inflorescencia ramoso - racimosa, de brécieas
sésiles, con las flores corlamento pediceladas,
ejemplo:

Orthrosanthus chimboracensls Baker
NEMASTYLIS Nutt

Perigonio estrellado, sin tubo, con todos los segmentos semejantes, estambres con los filamentos soldados
en un tubo que rodea sl estilo; anteras erguidas. Ovario trilocular, con varios 6vulos en cada cavidad; entre las
anteras, Cépsula saliente, hicrbas bulbosas, delgadas con las hojas lineares y plegadas. Flores indefinidas en las
espatas, largamente pediceladas,

Mis de 15 especies, distribuidas en América,
ejemplo:
Tigridia Van Houttei Roezl
SISYRINCHIUM L.

Perigomios actinomorfos, con el tubo casi nulo y los eslambres fijos a su base; filamentos mas o menos
unidos entre si, las anteras ercctas o versatiles. Ovario trilocular, pluriovulado, con el estilo filiforme y trifido.
Cipsula globulosa o subglobulosa, dehiscente. Hicrbas con las reices fusciculadas, fibrosas o camosas. tallos
redondeados o aplanados.  Hojas radicales o amontonadas en la parte basal del tallo, lineares y agudas. Brécteas
florales terminales, con varias flores. Vulgarmente se fes llama “ Zacate de mula *  En México se han reportado
unas 15 especies entre las cuales tiene

Slsyrinchium angustifolum Mill
Sisyrinchium angustissimum
Sisyrinchium bractcatum Greenm
Sisyrinchium convolutum Nocca
Slsyrinchium shaffneri Wats
Sisyrinchium tenuifolium Humb. et B
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1.2.2 PERFIL FITOQUIMICO DE LA FAMILIA IRIDACEAE

Como parte de una continuacién del estudio quimiotaxonémico de flavonoides y relativamente fenoles en
la familia de monocotileddneas se investiga la importancia de la familia ornamental, de Iridaceae .
( A.Christine, esal, 1985). :

" Enalgunos estudios de Iridaceac s¢ tiene reportado alrededor de una de las primeras identificaciones de 6
- hidréxiflavonas en la familia en 3 especies de crocus, un rango de otras crocus, flavonoides donde también es
identificada ( Harbone, J.B ., et al, 1984 ). Ahora se reporta el descubrimicnto de una nueva amentoflavona, en la
familia Palersonia, también se descubri6 el resultado de topografia de esa planta para quinonas y xantonas,

Este descubritniento de Amentoflavonas ¢n las Iridaceae representan log primeros reportes de un
biflavenoide en las monocotileddneas como una biflavonona desde el tallo de Laphiola americana ( X Xue ef al,
1980).

También se reporta la hidroxinaftoquinona y la plumbagina en las Iridaceac que es también inexplicable.
Sin embargo estas caracterfsticas constituyen de los tres cuartos de familias relacionadas en las Dicotiledéneas,
Drosaraceae, Ebanaceae y Phunbaginaceae ( Thomson, R.H., 1976 ).

Durante un estudio en 47 géneros y cerca de 200 taxones de las Iridaceae, la plumbagina puede
encontrarse unicarnente cn los dos géneros de Sparaxis (en gladiola) y Sisyrinchium (tribu Sisyricheae), la
plumbagina cs identificada en las hojas de unicamente 2 de 22 especies de Sisyrinchium, las especies examinadas
son S brachypus y S. californicum, también detectada en las flores de 8. brachypus y en las flores de .
tricolorium ( pero no en las hojas ), las flores de S. fenuifolium conticne otro pigmento quinénico no identificado.
La plunbagina algunas veces ocurre naturalmente en un Hmite de colores como un glucésido quinol y esto
generalmente se presenta enrafz y hojas de las plumbaginaceae ( Harborne, J.B., 1967 ).

En las Iridaccae, este parece ser libre cn la hoja y flor. Esto contribuye al color amarillo de la flor en 2
Sisyrinchium  especics poco comnunes. Sin embargo las quinonas no son pigmentos desconocidos de flores. En S,
tinctorium, la plumbagina no es ¢l \nico pigmento que puede ser detectado, si no que también se pueden
encontrar algunos carolenoides,

Acerca del descubierto de plumbagina en las Iridaceae fue confirmado independientemente por Kumar
(Kumar er al, 1985 ). Quicn ticne un reporte en las hojas y rizomas de unas scis especies de Aristea, A .ecklonni
Baker, donde encontré dos dimeros de la phunbagina.

Otroreporte de una fuente de antroquinonas en las Iridaceac es al surde Awérica Libertia coerulescens,
endonde se reporta que contiene algunos pigmentos de antraquinonas en las hojas ( Williams C.A 1983).

Otros sistema  fenélico inleresante encontrado en la familin Iridaceae es el C-glucosilxantona
magniferina, el cual ¢s muy ficil de identificar en los extractos de plantas por su sorprendente fluorescencia en luz
U.V. Algunos géneros en los que sc encuentra tenemos la Iris gynandriris 'y pardatopsis ( Bale ..et al, 1983 ).

A fin de presentar un panorama genteral que sea util para establecer un perfil quimiosistemdtico de la familia
Iridaceae, a continuacion se resumen las investigaciones fitoquimicas que sobre la distribucién de los metabolilos
secundarios que cn esta familia se han realizado:
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a) Flavonoides: Son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto de carbonos Cg-Cs- Cs ( Dominguez ,i988 )
estructuralmente derivados de la flavona ( 1 ) ( Harbone, 1973 ), chalcona, flavonona, flavanonol, flavonol,
flavonodiol-3,4 ( jeucoantocianidina ), antocianidin, catequina, isoflavona y neoflavona, Los estudios fitoquimicos
realizados acerca de ia distribucién de estos compuestos se resunen en el cuadro 1 ¢l cual muestra los flavonoides
aislados de esta familia,

b) Terpenoides: Este Término sc utiliza para sefialar una gran cantidad de compuestos hidrocarbonados que tienen
un origen biosintético comin fundamentado en la molécula del isopreno, CHz = C ( CH3 ) - CH= CH, y de esta
forma, se clasifican de acuerdo al siimero de unidades Cs que contengan en: monoterpenos, Cyo ; sesquiterpenos ,
Cis ; diterpenos, Cap ; sesquiterpenos, Cos ; triterpenos, Cy Yy tetraterpenos, Cqo. Cabe seffalar que aunque el
esqueleto basico de los terpenoides se deriva estructuralmente del isopreno, este no es el precursor in vivo (
Harbone, 1973 ), sino que son derivados del dcido mevalénico ( Dominguez, 1979 ). Los estudios fitoquimicos
realizados acerca de la distribucién de estos compuestos se resumen en el cuadro 1, el cual muestra los Terpenoides
aislados de esta Familia.

CH3 CH3
C=CH

CH3

C) Quinenas; Las quinopas son dicetonas insaturadas, que por reduccidn, se convierten en polifenoles los que
facilmente las regeneran por oxidacion. Por sus colores, amarillo a violeta contribuyen a la pigmentacién de
numerosos vegetales y de algunos animales. Alrededor de la mitad de hongos y vegetales unicelulares; pero casi no
se han localizado quinonas en las monocotiledénecas, Por el sistema aromatico que dan al reducirse, se le puede
dividir en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, y fenantroquinonas ( Dominguez, X. 1979 ) . Los estudios
realizados sobre estos metabolitos en la familia Iridacege se resume en el cuadro 1,

D) Cumarinas: Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales; se les considera derivados
de la lactona del dcido o- hidroxicindmico, usualmente 1lamada cumarina la mayoria de las cumarinas conocidas se
encuentran libres en das plantas pero se comocen glicdsidos del soraleno y otras cumarinas, Los estudios
fitoquimicos realizados acerca de la distribucién de estos compuestos es sumamente escasa en la Familia iridaceae
el cuadro 1, muestra la nica cumarina aislada de esta Familia,



Cuadro 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE

PARTE DE LA PLANTA

ESPECIE VEGETAL COMPUESTOS AISLADOS ESTUDIADA REFERENCIAS
L1,3,56 - tetrahidroxixantona-2-C-
glucdsido (2)
IL Isomagniferina ( 3 ) ]
Iris florenting IIL Magniferina (4 ) Epigeo Blinova., et al, 1977.

IV. 1,3,6-trihidroxi-7-metoxixantona-2-2-
C-B-D-glucopiranosido ( 7 - O -
metilmagniferina ). (5 )

V. 1,3,6 - trihidréxi-7-metoxixantona
~4-C-B( 7-O-metilisomagniferina X 6 )

15,3 - dihidroxi4’-5’-dimetoxi-6,7-
metilendioxi-isoflavona. ( 7))

Iris germdnica IL.5-hidroxi-6,4”-dimetoxi-isoflavona-7- Raiz i e 1983
glucosido. (8 ) A-A AL, etal, 1983.
IIL5,3’-dihidroxi4>,5>-dimetoxi-
isoflavona-7 glucosido. (9 )

I 5-Hidroxi4’,7-dimetoxiflavona 6-C-[o-
(2 acetil-a-L-rhamnopiranosil)(1-2 )}x-
acetil-B-D-glicopiranosido ] 5
Iris lactea (diacetilembinina ). ( 10 ) artes aereas .
IL 5-Hidroxi4",7dimetoxiflavona 6-C- [ N. L. Pyakhina,, et al, 1984.
o-{ 2-acetil-a -L-rhamnopiranosil ) +{ 1,2
)»D-glicopiranosido J(acetlembinina).
1)
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Cuadro 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE ( CONTINUACION )

Iris milesii 15,6,7,4"-tetrahidroxi-8-metoxi- Raiz V. K, Agarwal, et al, 1984.

isoflavona. (12 )

Iris missouriensis L 6 o- acetoxil - 21 B-hidroxil 6 22-emo. Rafz Sui Ming., Wong, ef al, 1986.
(13)

Iris nepalensis D. L 4’-hidroxi-5-metoxi-6,7-metilendi- Raiz Fukui, Matsumato, 1965.

oxi-isoflavona. ( 14)

15,4’-dimetoxi-6-7-metilendioxi- -
Iris tingitana isoflavona. ( 15) Bulbo fresco El-Emary, Nasr A, ef al, 1980.
I1.5,4-Dimetoxi-3’-hidroxi6, 7-
metilendioxi-isoflavona. ( 16 )
Iris unguicularis 5,8-dihidroxi-4’-metoxi-6,7- Raiz Arisawa M., etal, 1976.

metilendioxiflavona. (17 )

1 Tectoridina ( 18 )

Belamcada chinesa IL Tectorigenina ( 19 ) Raiz y rizoma Wu,y. X, etal, 1992.
Iris tectorum IIL Irigenina (20 )
Belamcada Chinesa D. C 1.28-acetoxi-14.15-dihidro-26-hidroxi-19
Iris japonica metilidenespiroirida-15,17-dienal (21)  Rizoma fresco y rizoma seco Abe, Fumiko., et al, 1991.
IL 16- O- acetiliso- iridogermanal
(22)
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Cuadro 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE ( CONTINUACION )

Iris Nigricans

I 4 - hidroxi-5-metoxi-6,7-metilen
dioxiisoflavona ( Nigricina ) (23 )

1L 4’-Hidroxi-5,3- dimetoxi-6,7- i Rizoma

metilendioxiisoflavona { nigricanina) ( 24

Al-K=ahalil S., efal, 1994.

Iris Pseudacorus

Flavonas

1 Apigenina (25 )

II Hespidalina (26 )

Flavononoles

L Alpinona ( 27) Hoja
II 7- O- metildihidrokaempfero! (28 )

Flavonona

1 5,7,2’-Trihidroxiflavonona ( 29 )

Fujinori Hanawa., et al , 1991.

Iris germanica

Triterpenoides
L a— Irigermanal ( 1a )

¥- Irigermanal ( 1b) (30 ) Raiz
1. Iridogermanal ( 31 )

Mamer F.J., et al , 1982.

IMicium dunni

L Macranthol ( 31)

IL Durmianol ( 32 ) Corteza

L Honokiol (33)

Kouno Isao., ez af ,1991.
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Cuadro 1. COMPUESTOS AISLADOS DE LA FAMILIA IRIDACEAE ( CONTINUACION )

Eleuterine americana

Antraquinonas:

I Metilester del 4cido 3,4,8-trihidroxi-1-

metil-antra 9,10-quinon-2-carboxilico.
(34)

Tres compuestos aroméaticos:

1. Eleuterol ( 35)

2. Elevterina ( 36)

3. Isoleuterina ( 37)

Bulbos

Kamurz Hajime ., ef al,, 1983.

Iris pseudocorus

Cumarina
LCumzropacromona (Ayamenina E )

(38)

Hoja

Hanawa Fujinori ., er ¢, 1991.

Crocus sativa L.

L8,8-Diapo-y,y, 4cido carotenddice.
(39)

I Picrocracina (40 )

I Crocetina bis ( P-D-glucopyranosil
é&ster (41)

IV. Safranol (42 )

V. Isoforona ( 43 )

VI Mangicrocina (44 )

Estigma

Witang., et al 1992 .
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Figura 2. Estructuras quimicas de los compucstos quimicos aislados de la familia Iridaceae
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Figura 2. Estructuras quimicas de los compuestos quimicos aislados de la familia Iridaceae ( Continsacion )
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Figura 2. Estructuras quimicas de los compucstos quimicos aislados de la familin Iridaceae ( Continuacién )
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Figura 2. Estructuras quimicas de los compuestos quimicos aislados de 1a fanilia Iridaceae ( Continuacién *
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1.2.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA FAMILIA

El aislamiento de diversos compuestos asociados con una actividad biologica de interés terapéutico, de
algunas plantas de la Familia Iridaceae, ha marcado la pauta a seguir realizando investigaciones fitoquimicas.

Belamcanda chinensis DC e Iris Japonica. Es utilizada por los indigenas del este de Asia. El rizoma
seco de Belamcanda chinensis es utilizado para el tratamiento de la garganta y el rizoma fresco sin embargo es un
estimulante para la mucosa membranal de la garganta. El rizoma fresco, de 1a rafz y tallo de Iris Japonica ticnen
los mismos efectos que la Belamcanda chinensis DC. ( Abe, Fumiko , et al..,[991 )

Crocus sativus 1. Esta cs utilizada en Medicina deicioiml de China. El estigma seco es empleado para
¢l tratamiento de hematoma, menostasis, melancolia, convulsiones y como sedativo (Tang, W, ef al, 1992 )

Eleutherine americana. Esta es una planta de uso omamental y medicinal, sus bulbos rojos s¢ usan para
el tratamiento de enfermedades cardiacas, especialmente en desordenes coronarios, también se reportan tres
compuestos arométicos aislados de esta especie denominados eleuterol, eleuterina ¢ isoeleuterina los cuales actian
como vasodepresores en ¢l corazon del cerdo de Guinea, (Tang, W, ef al, 1992)

Iris missouriensiy. Es cultivada en norte de América y es utilizada por los indios americanos con
propésitos medicinales no especificados, Sin embargo, existen reportes de que la planta tiene potencial antitwnoral
y anticancerigeno, ( Wong S, et al, 1986 )

Iris kookeriana. Esta es usada cn la medicina Tradicional de la Indin, se reporta que desde el rizoma de
esta planta se aislé recientemente ¢l 4'-O - metil Piceid, el cual muestra una  a-glucosidasa en la aclividad
inhibitoria, (Shawl A.8, 1993 )

También se reportan otra cspecie que no tienen alguna actividad bioldgica pero si es utilizada ¢n la
Industria del perfume.

Iris germdnica, En la rafz se obtienen principios arométicos utilizados en la preparacion de perfumes y
cosméticos con fragancia de violetas dulces, (Mamer F, efal, 1981 )
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1.3 GENERALIDADES DE LA ESPECIE Sisyrinckium scabrum

Sisyrinchium scabrum pertencce a la familia Iridaceae y se le conoce comimmente con el nombre de
Thuis jovel en la regién de los Altos de Chiapes y es empleada en la Medicina Tradicional chiapaneca como un
remedio en casos de dolor, hemorragia y para prevenir infecciones después del parto y es utilizada en forma de
infusién una sola vez.

Es una planta herbécea perenne, por lo general escabrosa, de 10 a 20 -cm de alto; tiene raicillas
numerosas, fibrosas, delgadas, en 1a base del tallo se aprecian fibrillas dirigidas hacia a parte superior; (allos por
lo general saliendo estrechamente lanceolado - ensiformes, desiguales entre si, de 4 o dos por tallo, conteniendo 1 a
4 flores, de | a 1.5 cm de largo; alargdndose en el fruto; perianto azul a morado, a veces blanquecino, de 1.5 a 2
cm de diémetro, con una mancha amarilla alargada en la parte basal media de cada pétalo, éstos unidos bidentado y
con un apiculo de + 1mm de largo; filamentos de unos 2. 5 mm de largo, unidos en toda su longitud, anteras
amarillas, oblongas, de + lmm de largo; ovario pubescente; fruto piloso, globoso o subgloboso, algo anguloso, de
unos 3 04 mm de largo por -+ 3 mm de grosor, semillas negras, subhemisféricas, concavo - convexas, de + 1 mm de
diédmetro,

Es una planta que sc encuentra ampliamente distribuida en las elevaciones del Valle de México, en
altitudes que varlan entre 2450 y 3350 m;, en variados hébitats, desde matorrales y pastizales hasta bosques de
encino y de coniferas, con frecuencia en lugares perturbados, a veces como maleza, Centro de México, de San Luis
Potosd, Guanajuato, Michoacén , Puebla, Veracruz , Oaxaca y Chiapas,

A esta especie se e ha venido llamando con frecuencia S, amgustifolium Mill,, taxén diferente que habita
en cl sureste de Canadd, centro y Estados Unidos. De cualquier manera, no queda aiin clara la separacién de S.
scabrum de otros miembros del complejo * angustifolium " , por lo que se requicre de un estudio mds profundo en
este grupo ( Rzedowski, J. 1990 ).
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2. METODOLOGIA

En la Figura 3 se resume la estrategia general utilizada para ¢l cstudio fitoquimico desarrollado en el
presente trabajo experimental.

2.1 MATERIAL VEGETAL

Para la realizacion del presente trabajo sc utilizé la rafz de Sisyrinchium scabrum la cual fue recolectada
de una regién conocida con el nombre de Los Altos de Chiapas localizada cerca de San Cristdbal de las Casas, en el
Estado de Chiapas,

La planta se recolectd a una altura de 2210 metros, ¢l 26 de agosto de 1991. La ruiz de Sisyrinchium
scabrum, fuc enviada a la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, por la Organizacion de Médicos Indigenas del
Estado de Chiapas ( OMIECH ) para su identificacién y clasificacion, lo cual fue realizado por la Dra. Concepcién
Rodriguez Jiménez, investigadora del departamento de Boténica de 1a E. N. C, B ., y posteriormente enviada a la
seccion de fitoquimica ( Depertamento de Farmacia ) a cargo dela M. en C. Maria de Lourdes Heméndez De Jesis
para su anlisis, Una muestra de Herbario se encuentra depositada en el Herbariode laE . N . C . B, del Instituto
Politécnico Nacional y en el Jardin Boténico de la Universidad Autdnoma de México.

2.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL CONSTITUYENTE MAYORITARIO DE LA
RAIZ, DE Sisyrinchium scabrum

2.2.1 Andlisis preliminar,

Aproximadamente 10 g de ralces secas y previamente molidas en un molino de cuchillas, modelo Willey
No 4; sc colocaron en matraces de fondo plano, wio por cada disolvente a utilizar hexano, cloroformo, metanol y
agua a temperatura ambiente durante tres dias, Posteriormente el disolvente de extraccion se decanto y filtro para
ser concentrada por destilacion a presion reducida proporcionando un extracto por cada disolvente,

A cada uno de los extractos obtenidos se les realiz6 1a evaluacién cualitativa antimicrobiana mediante el
método de estrfa y difusion en agar ( Mitscher , 1971 ), (Linton A.H,, 1983 ) , (Hufford, C,et al,, 1975), asi
como el desatrollo cromatografico en capa fina de los residuos organicos obtenidos tabla 1. Observéndose que el
extracto cloroférmico presenté un efecto significativo sobre los microorganismos de prueba.

Posteriormente se procedié a realizar el anilisis Fitoquimico preliminar tabla 4 del extruclo
Cloroférmico, para poder saber que tipo de compuestos se encuentran presentes en esta planta,



FIGURA 3. DIAGRAMA DE BLOQUES DE LA SECUENCIA OE TRABARJO

RAZZ OF
§.scabrm
2. BO0KE

EXTRACCION CON
CLORQFORND 0 LTS

ANALISIS
CUALITATIVO
ANTINICRODIANG

FILTRACION Y
EVAPORACION DEL
SOLVENTE

EXTRACTO
ORGANICO
7.4 &

CONTROL
POR
111,

CONTROL FRACCIONANIENTO ANALISLS
POR CROMATOGRAFICO KN CUALITATIVO
11, COLUMNA ANTINICROREIANG

!

REUNION ELUATOS
HONOGENEOS Y
BEMEJANTRS

ANALISIS
CUALITATIVO
ANTINICROBIANO

CONTROL
PaR

CONTROL REUNION O LAS ANALISIS
0 FRACCIONES CUALITATIVO
ACTIVAS ANTINICROBIANG

CONTROL FRACCIONANIENTO ANALISIS
POR CoC FRACCIONES CUALITATIVO
CCF BI0ACTIVAS ANTINICROBIANO

CONTROL REUNION ELUATOS
POR HOMOGENEOS ¥
111 SENEJANTES

ATSLANIENTO Y
PURIFICACION 0F
L0§ CONPUESTOS

ANALIGIS
CUANTITATIVO
ANTINICROBIAND

CARACTERIZACION
OEL NETABOLITO
SECUNDARIO,

29



30

2.3 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Pesar 20 g, de mucstra vegetal molida y colocarla en un vaso de precipitado con 50 ml de agua destilada,
calentar a ebullicién por 10 minutos. Dividir el extracto en cinco partes para la realizacidn de las prucbas de
Alcaloides, Taninos y Fenoles, Aziicares, Saponinas y Glicosidos cianogenéticos.

2.3.1 Alcaloides
A una porcion del extracto acuoso, acidular de 5 a 10 ml de écido clorhidrico al 10 %, calentar a
ebullicion por 5 minutos, enfriar y filtrar hasta tener una solucién transparente ( no incolora ). Dividir e filtrado en

6 tubos de ensayo, uno de los cuales servird para comparar los cambios que se presenten cntre el extracto original y
los tubos en los que se realicen reacciones.

1.- Reaccion de Dragendorfl: Aftadirle o uno de los tubos el extracto, una gota del reactivo. Si el extracto contiene
alcaloides, se presenta un precipitado anaranjado.

2, Reaccibén de Mayer:  Adicionarle al tubo con cxtracto una gota del reactivo, Se formard un precipitado blanco o
amarillento si el extracto contiene alcaloides.

3. Reacciop de dcido silicotingstico: Adicionar una gola de reactivo a un tubo con extracto. Si hay alcaloides se
formard un precipitado blanco- amarillento,

4. Reactivo de Sonneschain: La adicién de una gota de reactivo al tubo de prueba, da un precipitado amarillo.

5. Reactivo de Wagner: afladir una gota del reactivo al tubo, si los alcaloides se encuentran presentes se formard un
precipitado café - naranja,

2.3.2 Taninos y Fenoles

A una porcion del extracto acuoso se adicionan de 5 a 10 ml de cloruro de sodio ul 2% , calentar a
cbullicion por un minuto entriar y filtrur hasta una solucion transpurente,

Al filtrado resultante, dividirlo en tres tubos de ensayo para la realizacién de las siguientes pruebas;

1. Reaccién cop gelatina: Adicionar al tubo que conticne el extracto de 1 a 2 gotas del reactivo. La formacion de un
precipitado blanco, indicara la presencia de taninos.

2. Reaccion con cloguro férrico al 1%: A otra porcién de extracto adicionarle una gota de cloruro férrico al 1% . La
formacién de coloraciones de azul a negro, indica la presencia de derivados de 4cido gélico. Si la coloracion es
verde se deberé a la presencia de derivados del catecol.
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23.3 Azicares

A una porcion del extracto acuoso, medir pll, si ¢s menor de 10 alcalinizar con hidréxido de sodio al
5%. Dividir el extracto en dos tubos.

1.~ Reaccién de Fehling: A 0.5 ml del extracto alcalino se le adicionan 0.5 mi de la solucién A y 0.5 ml de la
solucion B

de Fehling.
2.- Reaccién de Benedict: 0.5 mi del extracto alcalino se mezclan con 0.5 ml de reactivo y 1 ml de agua.

3.- Preparar un blanco para cada reactivo. Colocar los tres tubos en un bafio maria por 15 minutos. Si los azdcares
se encuentran presentes, sc forman en ambas prucbas un precipitado de color naranja a rojo ladrillo,

2.3.4 Saponinas

A una porcién del extracto acuoso caliente se filtra y se agila vigorosamente, Medir la altura de la
espuma, si mide 8 a 10 mm y es estable por 15 minutos, se le considera prueba positiva para saponinas.

Reaceidn de Rosenthaler: Una pequefia porcion del extructo se evapora y se le agrega 2 potas del reactivo, afiadir

una gota del deido sulfitrico concentrado. Si se encuentran presentes saponinas de tipo triterpenoide se forma una
coloracién violeta.

2.3.5 Glicdsldos clanogenéticos

Reaccién de Grignard: Colocar en un tubo el extracto y calentar a ebullicién colocando en la boca del tubo una tira

de papel filtro impregnado con reactivo de picrato de sodio. La formacién de una mancha color rosa al rojo serd
indicativa de la presencia de esos glicdsidos,

2.3.6 Tritcrpenos y esteroles

Pesar 5g de muestra vegetal molida y colocar en un vaso de precipitados con 10 nd de cloroformo y
calentar a cbullicion por 2 minutos,

1. Reaccién de Liebermann - Burchard: Afiadir en uno de los tubos con extracto dos gotas de anhidrido acético.
cstratificar ( resbalando por las paredes ) una gota de dcido sulfirico concentrado y sin agitar, observar si se
encuentran presentes saponinas esteroidales, sc forma una interface ¢n anillo de color azul o verde. las saponinas
triterpenoides dan coloracidn ross, rojo, magenta o violeta,

2. Reaccién de Rosenthaler: Una pequefia porcidn del extracto se evaporg y se le agrega 2 golas del seactivo, afiadic
una gota del dcido sulfirico concentrado. 8i se encuentran presentes saponinas de tipo triterpenoide se forma una
coloracién violeta,

2.3.7 Lipnanos

1._Reaccion con formol: Una pequeiia porcidn del extracto cloroformico se le adiciona 1 gota de formol y se
estratifica con una gota de dcido sulfirico concentrado y calentar suavemente. La formacion de una coloracion roja
indica la presenciadel anillo aromético de los lignanos.
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Pesar 20g de 1a muestra molida y colocarla en un vaso de precipitados con 50 ml de etanol, calentar a
cbullicion por 5 minutos, dividir el exiraclo en seis partes para la realizacion de las prucbas de
sesquiterpenlactonas, flavonoides, glucdsidos cardiacos, cumarinas, quinonas y alcaloides.

2.3.8 Flavonoides

A una porcion del extracto etan6lico se filtra y se divide en tres tubos de ensayo, uno de los cuales servird
como testigo para realizar las siguientes reacciones.

1.- Reaccion de Shinods: Adicionar dos gotas de dcido clorhidrico concentrado a uno de los tubos que contenga 0.5
ml del extracto observar si se presenta algin cambio de coloracion comparando con el tubo testigo. Si se observa
una coloracién roja serd indicacién de que se encuentran prescates auronas o chalconas, i no hay cambio, adicionar
un trocito de magnesio metélico &i se forma una coloracién de naranja a rojo se trata de flavonas, rojo si son
flavonoles-y magenta si son flavononas. ‘

2,= Reaceién cop hidréxido de sodio al 10%: Al otro tubo con extracto, adicionarle 3 gotas de hidréxido de sodio al
10%, si se forma una coloracién de amarillo a rojo, s¢ considera positiva para xantonas y flavonas, de café a naranja
para flavonoles, de piirpura a rojizo para chalconas y azul para antocianinas,

2.3.9 Cumarinas

1.- Reaccién de Erlich: A una pequefla porcién del extracto se coloca en una placa de muesca, afadirle dos goln del
reactivo y una gota de écido clorhidrico concentrado. Si se encuentran presentes la cumarings, se forma una
coloracion naranja.

2. Reaccidn cop hidréxido dg amonjo: A una porcion del extracto se le adicionan dos gotas de hidréxido de amnonio
concentrado, Se presenta una fluorescencia ezul - violeta si se encuentran presentes las cumarinas.

2.3.10 Glicosidos cardiacos

Transterir a una cdpsula de porcelana una porcioén del extracto y evaporar, adicionar 3 ml de una mezcla
Cloroformo - metanol ( 1:1 ), , dividir cn dos fracciones para la realizacion de las siguientes pruebas,

1.- Reaccion Legal: Colocar dos gotas del extracto en una placa muesca, dejar que se evapore completamente ¢l
disolvente y adicionar 2 0 3 gotas de piriding, agregar una gota de nitroprusiato de sodio al 0.5% y cuatro gotas de
hidréxido de potasio, Si s¢ encuentran presentes los glicosidos cardiacos, se formard una coloracién roja poco
estable.

2.-Reaccién de Baljet: Colocar dos gotas del extracto en una placa muesca, adicionar 3 gotas del reactivo de Baljet.
Mezclar con tres gotas de la solucién A y 3 gotas de 1a solucién B al momento de usarse, Se formaré coloraciones
que varfan del naranja al rojo oscuro, si los glicosidos estdn presentes.

2.3.11 Quinonas

1.- Reaccion con hidréxido de amonio: A una pequeila porcion de extracto se evapora y s¢ adiciona una gota de
hidréx’ 1o de amonio concentrado, la formacién de una coloracion roja que aparece en los primeros minutos, sc
considera positiva para antraquinonas.
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2.4 EVALUACIONES BIOLOGICAS DE LOS EXTRACTOS DE LA RAIZ DE Sisyrinchium scabrum.

2.4.1 Monitoreo de Ia actividad antimicrobiana,

La evaluacién preliminar de la potencialidad antimicrobiana del extracto original, asf como de cada una
de las fracciones y compuestos puros obtenidos durante los procedimientos de separacion, se realizé utilizando las
técnicas microbiologicas cualitativas de difusién en agar y en estria ( Mitscher , 1971 ), (Linton A.H., 1983 ),
(Hufford, C,et al, 1975).

2.4.2 Microorganismos de prucba.

Los siguientes ccpas se utilizaron como microorganismos de prueba en las evaluaciones

Microorganismos ATCC/ml
Candida albicans 10231
Mycobacterium smegmatis ( AM-93-10)
Staphylococcus aureus 6538
Streptococcus agalactie 0579
Escherichia coli 25922
Pseudomona aeruginosa 27853

Listeria monocytogenes Patogena
Aeromona sobria Patégena

24.3. Preparacion de la muestra de prucha.

Las muestras a evaluar se suspendieron en una solucion acuosa de tween 80 al 1%.

Los extractos y fracciones se evaluaron 4 una concentracién de 100 y 20 mg ml !, respectivamente. En
tanto que los compuestos puros a una concentracién de 4mg ml”,

Los controles positivos se prepararon utilizando 1 mg ml” de sulfato de estreptomicina y 30 mg ml* de
nistatina en solucion acuosa.
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2.4.4, Aualisiy cuaiitativo antimicrobiano.

La evaluacion de la potencialidad antimicrobiana del extracto y las fracciones obtenidas se realizd
utilizando los siguientes métodos:

Mctodo do disco:

Se emplean discos de papel filtro estériles con determinados caracteristicas y medidas de didmetro, estos
discos se impregnan de la sustancia antisnicrobiana a probar y se prepasan de acuerdo a las caracteristicas de la
muestra, Posteriormente se colocan en la superficic del agar inoculado con el microorganisuo de prueba y se
observa ¢l material a evaluar asi como el control.

Después de haber sido incubadas a temperatura correspondiente ( Kartnig ef aL, 1991 ). Se determnina en
milimetros, el halo de inhibicidn representado por una zona clara. La prueba se realiza por triplicado para que los
resultados scan confiables ( Linton AH, 1983 ).

Método de hale de placas:

Consiste en realizar una horadacion sobre la placa de agar inoculado, este es removido para colocar en la
perforacion 1a muestra a evaluar. Esta técnica si depende del grado de difusion de la muestra. Observéndose un
halo claro alrededor donde se coloca la muestra, Jo cual es indicativo de la inhibicidn del crecimiento del
microorganismo. (Hufford, C.et al, 1975)

Melodo dg estriag:

Este método consiste en colocar nuestra muestra con el agaren las placas o probars, se realiza una
agitacidn para que se mezclen bien , una vez realizado este paso se procede a inocular €] microorganismo en fonna
radial, a menera que no halla una contaminacidn cruzada y altere los resultados en este método sélo se observa la
inhibicion del microorganismo sin medicién, ( Mitscher esal, 1971).

2.4.5 Anilisis cuantitativo antimicrobiano

Para cadn una de las determinaciones de la concentracién minima inhibitoria { MIC ) se prepard una
serie de 10 tubos conteniendo caldo nutritivo estéril el primer tubo de esta serie contenia 4.5 ml de caldo nutritivo
¥ los restantes de 2.5 ml cada uno. Los extractos de prueba se disolvieron a una concentracién de 100 mg ml' ! en
una mezcla de 0.2 ml de tween 80 con 1.8 ml de agua destilada y estéril,

Se transfirieron 0.5 ml de la muestra disuelta al primer tubo con agitacién { Vortex ) 2.5 nul de esta
suspensidn se transfirieron del primer tubo al segundo tubo mezclandolo.cuidadosamente. Esta misma operacion se
realizd con los tubos siguientes. Que dando las concentraciones siguientes 8 partir del primer tubo;

25,12.5,6.25,3.12, 1.5, 0.78, 0.39, 0.19, 0.095, 0.047 mg/ml

Cada tubo se inoculo con 10 ml de la suspension del microorganismo de prueba (10® células mi™)
posteriormente se incubaron 24 hirs a 37° C cada evaluacion se realizd por duplicado.

El sulfato de estreplomicina se utilizd como control positivo ( 100 pg ml™).

La concentracién minima que inhibié completamente el crecimiento del microorganismo de prucha se
registro como la concentracidn minima inhibitoria (MIC)
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2.5 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL CONSTITUYENTE ANTIMICROBIANO

2.5.1 Extraccidn y Fraccionamiento Biodirigido

A patir de 3.5 Kg. de rafces se fragmentaron en un molino de cuchillas ( modelo Wiley No 4) yel
polvo previamente desengrasado se procedié a extraer con clorofonmo a temperatura ambiente duraate tres dias
posteriomente ¢l disolvente de extraccién se decanté y filtro para ser concentrado por destilacién a presion
reducida, la concentracion final proporciond 87.1g del extracto orgdnico total,

Il disgrama 3 resume la estrategia general utilizada para el estudio fitoquimico desarrollado en el
presente tnbajo experimental.

Se redizd la evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana del extracto original mediante el
método de estxin y el método de difusion en agar ( ver paste experimental 2.4 ) . La resolucion del extracto se
efectud por cromatografla en silica gel de silice ( 800g, silica gel 60 Merck 70 - 230 mailas ); ei proceso de elucidn
s llevd acabo con hexano, cloroformo y metanol con diferentes proporciones. El volumen de los eluatos fue de 500
ml y cads uno s¢ concentré al vaclo hasta un volumen de 30 ml, aproximadamente. La semejanza y ia
lomogencidad de los constituyentes observados mediante un andiisis en cromatografia en capa fina, permitié la
reunién de cads uno de los cluatos obteniéndose fraccioncs concentradas, que se evaluaron de manera
independiente mediante ef andlisis cualitativo antes mencionado para determinar su potencialidad antimicrobiana.

2.5.2, Purificacion de la 7 - Hidroxi (3H) isobenzofuranona,

la fraccién cloroférmica ( 4 - I fraccién 4.11g ) responsable de una significativa actividad biolégica, se
recromatografio sobre una columna en silica gei de silice ( 40g ) utilizando n - hexano - cloroformo con diferentes
proporcionces. Eltotal de los eluatos obtenidos de 150 ml cada uno se reunieron en 13 fracciones secundarias, a las
cuales se ks evalud su actividad biologica.

la purificacién de la fraccién secundaria ( 3 - I 700 mg )se realizé mediante lavados con hexano y éter
etliico proporcionando un sélido cristalino ( 203.3 mg ) con Re=0.31 ( Hexano : CHCly 60:40).

Cromatografias anallticas en capa fina de esta fraccién permitié visualizar, con la ayuda de su absorcién
en U. V, aun sélo compuesto el cual desarrollé us color azul con CeSO;/ HSQ4. Las principales caracteristicas
espectroscipicagdel compuesto se presentan en latabla 5.

Al compuesto obtenido fue sometido a una evaluacién cualitativa antimicrobiana por ¢l método de disco y
a una eviuacién cuantitativa antimicrobiana por el método de dilucién en caido para la obteucion de la
concentracién mimina inhibitoria.



DISCUSION Y RESULTADOS

El aspecto mas importante de la sccuencia metodologica desarrollada en la presente investigacion
consistié en el empleo de un andlisis cualitativo preliminar que permitié detectar la actividad antimicrobiana
potericial de los extractos preparados a partir de la raiz de Sisyrinckium scabrum ¥, &l mismo tiempo, realizar el
monitoreo de esta actividad biolégica a lo largo de todo el estudio fitoquimico. De esta manera, el plan de trabajo se
dividi6 en dos etapas generales.

La primera consisti6 en la determiinacién cualitativa preliminar de la actividad antimicrobiana de los
extractos totales de hexano, cloroformo, metanol Yy acuoso y de cada una de las eluciones resultantes del
fraccionamiento por cromatografia en columna mediante la técnica de difusién en agar (Hufford C.D, ex o, 1975 )
» ¥ una segunda parte; cuyo objctivo fue la evaluacién cuantitativa antimicrobiana, mediante las témnicas
microbiologicas de dilucién en agar (Clark A. M, ef al, 1985 ) del compuesto activo aislado, Esta evaluacion
secundaria se realizd con el objetivo de determinar la concentracién minima inhibitoria del compuesto aislado,

A partir del material vegetal seco se procedio a preparar un extracto liexénico, clorofrmico, metanélico y
ucuoso utilizando la metodologfa convencional de extraccién. Posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana
por ¢l método de estria de los extractos anterionmente mencionados observandose un efecto significativo del
extracto cloroférmico sobre las bacterias Gram positivas y Gram negativas utilizadas como organismos de prueba
tabla I . Figura, 4a,

Tabla 1. Evaluacion de la actividud Antimicrobiana de los diferentes extractos obtenidos de la rafz de
Sisyrinchium scabrum

= No actividad
+ Si hay uOctividad
1 pocus colonias
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El extracto clorotérmico activo se someti6 a una separacion mediante cromatografia en columna del gel de
silice y en este proceso de separacion todos los cluatos resultantes se analizaron mediante cromatografia en capa
fina, Las fracciones asf oblenidas fueron sometidas de manera independicnte a lu evaluacion de su actividad
antimicrobiana mediante el ensayo yn mencionado. La tabla 2 resume ¢l fraccionamiento biodirigido del extracto
total de Sisyrinchium scabrum . Esta metodologfa permitio observar que ln etividad se presento en las fracciones
correspondicntes a la elucion con hexano : cloroformo fraccion 4 - I (70:30) hasta la fraccién 11-1 cloroformo ;
metanol ( 90: 10 ) los resultados de la evaluacion antimicrobiana evidenciaron una significativa actividad
biolégica sobre las fracciones anteriormente mencionadas en contra de bacterias Gram positivas como en algunas
Gram negativas, la inhibicién que mostraron estas fracciones fueron comparadas con el estindar de estreptomicina.
Iigura 4b

Tabla 2. Fraccionamiento del extracto total de Sisyrinchium scabrum mediante cromatografia en columna sobre
gel de sflice

La fraccion activa ( 4 - I ) sc sometié a procedimicntos de purificacin adicionales mediante
cromatografla en columna Tabla 3 , en ln fraccién 3 - I s¢  permitié ¢l aislamiento de un constituyente activo,
como un polvo cristalino de p.f 135.6 - 135.8 . Figurade

Tabla 3. Cromatografin e columna de la fraccién (4-1) de {a raiz de Sisyrinchium scabrum
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Los resultados de la cvaluacion cualilativa antimicrobiana por el método de estria de los extractos
hexano, cloroformo, metanol y acuoso de la raiz de Sisprinchium scabrim ( Mostrado en el cuadro 1 ) solamente el
exiracto cloroformico presentd actividad inhibitoria sobre M. smegmatis, A. sobria, L. monocylogenes, S.
agalactiae, S. aureus, E. coli, por 1o que s¢ procedio al fraccionamiento del extracto cloroformico para la obtencion
del {nico constituyentes el cual presentd una significativa actividad inhibitoria sobre A sobria, L. monocytogenes

principalmente. Figura 4d.

E} resto de las fracciones obtenidas de la columna original, asf como subfracciones generadas durante el
proceso de nislamiento de ¢l constituyente activo, se pueden seguir realizando trabajos posteriores que puedan
complementar este estudio con el objetivo de aislar mAs metabolitos mayoritarios adicionales presentes en el
extracto cloroformico.

Se realizo un andlisis cuantitativo antimicrobiano del extracto , fracciones y compuesto puro para la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria ( MIC ) observandose que el compuesto aislado muostrd un

mayor efecto inhibitorio con valores de MIC de 12.5 g ml! para 1a L monocytogenes y de 625 pgml” ! parala
A. sobria, mientras que para los demas microorganismos de prueba presentaron concentraciones mayores de 50y

100 pg ml'* tabla 4,

Tabla 4. Actividad antimicrobiana cualitativay cuantitativa de las fracciones activas purificadas

( ) Concentracion minima iphibltoria mg/ m!

+y - Evaluacion cualitativa

Pasalelamente se realizo el estudio fitoguimico del extracto clorotormico obteniendo resultados positivos
para flavonoides ( Chalconas ) las chalconas se correiacionan a la presencia de estos metabolitos secundarios
reportados en la literatura de plantas pertenecientes a la familia Iridaceae, Tabla 5.
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Tabla 5. Anilisis fitoquimico preliminar del extracto cloroférmico de la ralz de Sisyrinchium scabrum.
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Tabla 5. Andlisis fitoquimico preliminar del extracto cloroformico de la rafz de Sisyrinchium scabrum,

( Continuacién ).

Estos resultados penniticron coneluir que el alto rendimiento del agente antimicrobiano mayoritario,la 7 -
hidroxi ( 3H ) isobenzofuranons, justifica en parte lus propiedades antisépticas demostradas por los infusiones
preparadas con Thuis jovel ( Sisyrinchium scabrum ) ¥, en especial, su tradicional empleo como agente
untimicrobiuno en contra L monocylogenes y A. sobria microorganismos causantes de listerosis humana
perinatal, sepsias intrauterinas y meningitis.
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Caracterizacion de la 7 - Hidroxi ( 3H ) isobenzofuranona

El compuesto responsable de la actividad antimicrobiana s¢ aislé como un sblido cristaline con un punto
de fusion 135.5 - 135.8 °C y su formula moleculur celculada mediante espectrometria de masas correspondié a
CaH0;,

Las absorciones de U,V - Visible ( Amux 359,208 um ) apoyo6 la presencia de una lactona.

Su espectro de IR presentd unn bada en 3508 y 3412 e’ correspondientes al oxhidrilo no quelatado
con el carbonilo de 1a lactona 1738 cm™ y otra seffal en 1200 ey com.spondxcmc a los flexiones de los enlaces
C - O. También se observaron varias seflales que sugicren la presencia de dobles enlaces, cuyos méximos se
obtuvieron en los 3052, 1624 y 786 cmi™’, ( EspectroNo 1)

El espectro de RMN 'H ( Espectro No 2 ) presenta una sefial en 5.33 ppm como un triplete, cuyo
desplazamiento e integracién sugiere un grupo metileno vecino a un oxigeno hacia campo bajo, ¢n el drea de los
aromélicos se tiene un grupo de seflales cada una integrando para un protén en 6.938, 7,0735 y 7.573 ppm y
aproximadamente en 9 ppm se obscrva una sefial muy ancha que debe corresponder a un hidrogeno dcido
probablemente de un OH.

Estos datos junto con los de LR sugieren una estructura de tipo isobenzofiranona y considerando el
patron de multiplicidad como las constantes de acoplamiento se sugicre 1a siguiente asignacion:

a) El triplete que integra para dos protones en 5.33 ppm corresponde a un inetileno de una y lactona con uua
J;.F 0.9Hz

b) El protén en cl C - 6 aparcce como un doble de dobles en 6. 938 ppm cl cual prcwntb con los dos protones
vecinales C-5 yC-4 los valores de lns constantes de acoplamiento 2 ss=7.5Hz , *Js4= 0.9 Hz,

c) El proton en el C - 4 aparece como un doble de dobles en 7.0735 prcsentundo los dos protones vecinales en
C-5y C-6. Los valores de las constantes de acoplamiento son 3 Jis= 0.9, 5= 7.5 Hz

d)Eiprotonen C - 5 aparece en 7.5735 ppm dcbldo al acoplamiento con los dos protones vecinales C-6yC-4 el
valor de la constante de acoplamiento es 2 J 45=2356="7.5 Hz.

¢) Cerca de 9 ppm se localiza una sefinl ancha poco visible pero detectada por el equipo y que es caracteristica de
protones dcidos como los alcoholes y que este grupo debe estar en el anillo aromético sin formar puentes de
hidrégeno ya que fos OH puenteados se presentan cerca de 11 a 12 ppm.

Las asignaciones de H - 6 y H - 4 estan sustentados con un experimento NOE ( Efecto Nuclear
Overhouse) que consiste en la irradicacion de una seflal determinada para observar el crecimiento de otras por una
interaccion a través del espacio, es decir que los protones cercatios en el espacio tendrén interaccion.

Asi se observa que I irradincion de la sefial en 5.33 ppm  produce incremento del 7.1 % de la sefial
localizada en 7.073 ppm que es la asignada en - 4 por lo tanto la scfial en 6,938 ppm debe corresponder sl H - 6.

Para confirmar la estructura anterior s¢ obtuvo ¢} espectro de RMN C ( Espectro 3 ) observando
seflales para ocho atomos de carbono encontréndose hacia campo alto la correspondiente al mietileno en 70.49 ppm
caracteristica de carbonos vecinos a el oxigeno, Posteriormente en el drea de los aromiticos se tiene en 112,07
ppm una sefial pequefla de un carbono ipso que probablemente sea C - 7a I seflal en 114.24 ppm y 116,024 ppin
también de aromaticos deben ser de C - 4 y C - 6 respectivamente esto es por los fenomernos de proteecion y
desproteccion ocasionados por los sustituyentes en 137.2 ppm aparece una seflal que se asigna al C- 5, Hacia
campo mas bajo, en 149.5 ppm se presents otra sefial de un aromético ipso que debe corresponderal C-3ayel C -
7 debido a la sustitucion con el OH es la sefial en 157.4 ppin. Finalmente s esperaba la sefial del C=0 ¢n 171.2
ppmn.

Estos resultados concuerdan con la estructura ( phthialide ) ya propuesta en la descripeion del espectro de RMN 'H
corroborandose también con ¢l espectro de masas en donde se reporta un P.M de 150 ( Espectro 4).
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Constantes fisicas y espectroscopicas de la 7 - hidroxi ( 3H ) isobenzofuranona.

Ja







CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico biodirigido de Thuis jovel ( Sisyrimckium scabrum ) propuesto como objetivo
fundamental de la presente dicertacién , permitiendo generar las siguientes conclusiones relacionadas con el
metabolito secundario de esta planta medicinal.

1) La evaluacién cualitativa de la actividad antimicrobiana del extracto clorofrmico de Sisyrinchium scabrum

( Iridaceae ) demostrd una actividad inhibitoria significativa sobre bacterias gram positivas y gram negativas
misma que se correlacioné mediante un procedimiento de aislamiento biodirigido del agente antimicrobiano de la 7
Hidroxi(3H) isobenzofuranoua, el alto rendimiento de este metabolito secundario , justifica ampliamente las
propiedades antisépticas demostradas por las infusiones con Thuis jovel (Sisyrinchium scabrim )

cn la medicina tradicional de nuestro pais.

2) El fraccionamiento biodirigido del extracto total condujo al aislamiento y caracterizacion de ta 7 Hidroxi(3H)
isobenzofuranona como uno de los constituyentes mayoritarios responsables de la actividad antimicrobiana,

3) El bioensayo utilizado constituyé una metodologla de ficil implementacion que permitié obtener resultados en
un ticmpo relativamente corto y demostré una alta sensibilidad para el monitoreo del constituyente activo.
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46



LS &
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