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“{HAY COSAS QUE NOS HA ENSENADO LA VIDA!"

Palabras de una campesina curandera

“Aqui desde mi ignorancia, yo les puedo decir que muchos, zacates son curativos y que
cada enfermo tiene su remedio”.

Si no sabes para que sirve una medicina, no la uses.

Primero hay que reconocer al enfermo: si uno no se da tiempo, se hacen las cosas mal.
Antes casi nadie se moria de azicar, de la presién, del corazén, de cdncer, de los nervios,...
jhay nuevas enfermedades! La gente desordena cada vez més su vida...

Tenemos que curar de corazén, sin asco...

El que no soba bien, descompone.

No est4 usted para saberlo, pero nuestra generacién ya entendié que los errores ensefian
mucho.

Yo tengo més aprecio a la amistad que al dinero: conozco parteras y conozco dineradas.

Yo soy de la raza india, y ustedes ya estdn traumados porque llegaron los gachupines...

“El carifio consiste en llamarle {a atenci6n a la gente, decirle que hay problemas...”

Tomado del libro acerca de la medicina tradicional mexicana.

Dr. Salomén Garcia Jiménez.



*“Si tus proyectos son para un aiio, siembra grano.
Si son para diez afios, planta un arbol.
Si son para cien aiios, instruye al pueblo.

Sembrando grano una vez, recogerés una vez.

Plantando un 4rbol, recogerés diez veces.

Instruyendo a un pueblo, recogeris cien veces”.

Kuan-Tsu.
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[. RESUMEN

Como parte de un estudio sistematico sobre plantas utilizadas para tratar las diarreas
infecciosas en la medicina tradicional de ios altos de Chiapas, se realizo el estudio fitogquimico
biodirigido de la especie de las partes aéreas de Helianthemum glomeratum lag. Esta
investigacion permitio el aislamiento y caracterizacion de un flavonoide (tilirésido), un esterol
(B-D-gluco-B-sitosterol) y una proantocianidina tipo B  (galocatequina-(4B—8)-

epigalocatequina).

La galocatequina-(4f-—>8)-epigalocatequina representa un nuevo producto natural y el

compuesto con mayor actividad antimicrobiana.



I. FUNDAMENTO TEORICO

IL1. GENERALIDADES DE LAS DIARREAS INFECCIOSAS PROVOCADAS
POR BACTERIAS.

En México como en los paises en vias de desarrollo, las diarreas provocadas por bacterias
constituyen un problema de salud publica y son unas de las primeras causas de morbi-
mortalidad en los grupos de poblacion menor de cinco afios (Vazquez, 1987: Diaz del
Castillo, 1988; Gotuzzo et al., 1991; S.S.A., 1993: Torres et al., 1995).

A nivel mundial se¢ ha demostrado que anualmente cerca de 750 millones de nifios se
enferman de diarrea aguda y mueren aproximadamente de 10,000 a 12,000 nifios. En el caso
particular de México se presentan en promedio de tres a cuatro episodios de diarrea por afio
en nifios menores de cinco afios con duracion de tres dias en la gran mavoria de los casos
(Vazquez, 1987 S.S.A., 1993; Mendoza- Michaus, 1996),

En la etiologia del extenso grupo de enfermedades conocidas como diarreas infecciosas hay
NUMErosos agentes etiologicos entre los que destacan las bacterias: Escherichia coli, Vibrio
cholerae, 1" parahaemolyticus, Klebsiella spp. Campviobacter jejuni. C. coli, Clostridium
difficile, Salmonella ssp, Shigella ssp, Yersinia enterolytica, entre otras (Kroeger-Luna,
1987; Diaz del Castillo, 1988; Salas et al., 1990; Olarte, 1992).

En Mexico se han aislado mas cominmente en nifios con diarrea infecciosa, las siguientes
bactenias: Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), E. coli productora de toxinas tipo shiga
(SCT) 1 y/o 1, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli

enteroinvasiva. E. coli 0157:H7, Campylobacter Jepuni, C. coli, Shigella spp, Sh. flexneri,



Sh.  bovdii, Sh. somnei, Sh. dysenteriae, Salmonella spp, Vibrio cholerae, 1.
parahaemolyticus (Benitez et ql., 1991; Olarte, 1992; S.S.A., 1993; Suarez et al, 1993;
Torres et al.. 1995, Mendoza-Michaus, 1996).

Para el tratamiento de las diarreas infecciosas provocadas por bacterias en la actualidad se
cuenta con farmacos bactericidas y bacteriostaticos: cloranfenicol 1, tetraciclina 2, doxiciclina
3, ampicilina 4, trimetoprima 5, sulfametoxazol 6, eritromicina 7, gentamicina 8, sulfisoxazol
9, neomicina 10, nfampicina 11, acido nalidixico 12, estreptomicina 13, kanamicina 14,
nitrofurantoina 15, cefalotina 16, amoxicilina 17 v lomefloxacina 18 (Kuschinnky-Lullmann,
1975, Mandel-Sande (Goodman-Gilman's), 1990; S.S.A., 1984; U.N.A.M,.1984; Harrison.
1986, Kroeger-Luna. 1987; Diaz del Castllo, 1988; Salas ef al., 1990; Gotuzzo et al.. 1991,
S.5.A., 1993; Mosquera-Galdos, 1994). En la tabla 1 se ilustran los antibioticos utilizados en

el tratamiento de diarreas infecciosas provocadas por bacterias.

Tabla 1.- Antibioticos utilizados en el tratamiento de diarreas infecciosas provocadas por

bacterias.
T | -
l ESTRUCTURA | BACTERICIDA } BACTERIOSTATICO |
! Cl ; | r
Cl—(:ZH 1 |
e
1 (?H I?TH (,)H """""""" i Escherichia coli, |

CH—CH—CH-

; Salmonella spp. i
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Tabla 1.- (Continuacion). Antibidticos utilizados en el tratamiento de diarreas infecciosas

provocadas por bacterias.

ESTRUCTURA BACTERICIDA BACTERIOSTATICO
NH(CH
H.C. _OH 3k
OH
R — Escherichia coli,
2
—NH, Vibrio cholerae.
OH
OH O OH O O
CHy OH NH(CH;);

1w
O=0 O
I e~
g

OH O

Vibrio cholerae.

[E N
o ;
Z—m
In
|

/
/8

@]

&

N
o COOH

Salmonella spp, S. typhi,

Shigella spp.

<~

Saimonella spp, Shigella

spp, Vibrio cholerge.

CH3O
NH,
N
Salmonello spp, Shigella] =~  eeemmmeeec
|
N\ I spp. Vibrio cholerae.
0~ CH,




Tabla 1.- (Continuacién). Antibi6ticos utilizados en e} tratamiento de diarreas infecciosas

provocadas por bacterias.

ESTRUCTURA

BACTERICIDA

BACTERIOSTATICO

7 HO]| Y Vibrio cholerae.
Escherichiacoli, @ | = ——eeemeeen
8 NH; Salmonella spp, Shigella
O
spp.
NHCH, O
CH;
OH
CH,
HyC N

Salmonella spp, Shigella

p.




Tabla 1.- (Continuacion). Antibidticos utilizados en el iratamiento de diarreas infecciosas

provocadas por bacterias.

ESTRUCTURA BACTERICIDA | BACTERIOSTATICO
CH,NH,
0
OH
OH
NH;
NH,
0
10 Escherichia coli, S ——
H,N
Salmonelfa spp,
OH Shigella spp,
Vibrio cholerae.
CH,NH, o
O
OH

Escherichia coli,
Salmonella spp,

Shigella spp.




Tabla 1.- (Continuacién). Antibi6ticos utilizados en e! tratamiento de diarreas infecciosas

provocadas por bacterias.

—
ESTRUCTURA BACTERICIDA BACTERIQSTATICO
(‘321‘15
H,C N N
’ Escherichiacoli, | —  -evememommeeee
12 | |
COOH Salmonella spp.
O
N
NH—C—NH,
HN— g:~—m
>
OH
° Escherichia coli. R —
13 THO
G
OH 0
OH o
GLH
OH  NHCH,
CH,OH
O
NH;
OH
CHNH; OH Escherichia coli, e —————
0]
14 OH o Salmonella spp,
OH Shigella spp.
OH
OH
NH;




Tabla ].- (Continuacién). Antibiéticos utilizados en el tratamiento de diarreas infecciosas

provocadas por bacterias.

ESTRUCTURA BACTERICIDA BACTERIQOSTATICO
O;N O (“:H
--------------- Sal 4
15 ] monella spp
)/‘/—NH
O
o
| ||
S NH—C—CH;
S Salmonella spp,
le N
H,C N o shigella spp, Klebsiella |~ ---—--—mmmmmnn
|
(i) COOH sp.
i
CH;
CH,
S
17 HO—QCH?ONH j@;a
NH IJ Salmonellaspp. | -
o COOH i
H\N/\ F CH,CH; Salmonella spp, S.
I
H, C)\/N N typhi, Shigella spp, Sh.
18 ‘ Slexneri, Vibrioc =~ | see—smeeeeeame
COOH
cholerae, Yersina
(@)

enterolytica,

Helicobacter jejuni,

L




Es de mencionar que el uso y abuso indiscriminado de los farmacos mencionados ha
provocado la aparicién de cepas resistentes de manera endémica o epidémica y efectos
colaterales indeseables en la poblacidn: alérgias, aplasias a médula dsea, sindrome urémico-
hemolitico, trastornos gastrointestinales, sindrome de Stevens-Johnson, vasculitis, fiebre,
hepatotoxicidad, nefritis, reaccion de Herxheimer, hematuria, neuritis, ototoxicidad, anemias,
nefrotoxicidad, etc. (Kuschinky-Lullmann, 1975; Rivas, 1983; Rodriguez, 1984; S.S.A,,
1984; UN.A.M., 1984; Salas et al., 1990; Calva et al.,, 1993; S.S.A., 1993; Mosqueda-
Galdos, 1994; Torres et al., 1995).

En Japén se han aislado cepas de Shigella resistenies a estreptomicina, tetraciclinas,
sulfonamidas y cloranfenicol. En Londres, Inglaterra, Salmonella typhimuriun es resistente a
sulfonamidas, estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol, kanamicina y neomicina. En
Vietnam, fue aislada Salmonella typhi multiresistente a estreptomicina, cloranfenicol,
tetraciclina y sulfonamida. En Lima, Perd, Sa/monella typhi es resistente a cloranfenicol,
ampicilina, suiffonamida y tnmetoprima. En Estados Unidos en infecciones de Salmonella
hay un incremento de resistencia hacia los antimicrobianos: tetraciclina, estreptomicina,
gentamicina,  kanamicina,  sulfisoxazol,  trimetoprima-sulfametoxazol,  ampicilina,
cloranfenicol, cefalotina, nitrofurantoina, colistina y acido nafidixico. En Bangladesh, Vibrio
cholerae ¢s resistente a tetraciclina. En México, Salmonella typhi es resistente a
cloranfenicol, ampicilina, Escherichia coli a trimetoprima y a trimetoprima-sulfametoxazol,
Shigella a ampicilina y algunas cepas de Vibrio cholerae a tetraciclinas (Lepetit, 1973;
Olarte-Galindo, 1973; Murray-Rensimer, 1983; Golstein ef al., 1986; Olarte, 1992; Calva et

al., 1993; Lee et al., 1994; Torres et al., 1995).
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En la actualidad, ha resurgido notablemente ¢l interés por los agentes antimicrobianos
derivados de plantas. El uso de técnicas microbiologicas modernas ha permitido demostrar
que los extractos de plantas superiores de diversos géneros y familias poseen una actividad
significativa en contra de numerosas bacterias (Mitscher et al., 1987; Farnsworth et al.,
1989; Hamburger-Hostettmann, 1991: Vanden-Vlietinck, 1991, Bammientos-Gutiérrez, 1994,
Meckes et al., 1993). |

En este reciente interés por los agentes antimicrobianos de origen vegetal, la medicina
tradicional ha desempeiiado un papel muy importante como criterio para seleccion de plantas
con principios antimicrobianos (Contreras-Mier, 1986; Mitscher et al., 1987; Rios et af,,
1988; Vanden-Vlietinck, 1991).

Los agentes antimicrobianos aislados de plantas superiores, la mayoria pertenecen a la clase
de metabolitos secundarios que incluyen: alcaloides, cumarinas, cromonas,
dihidrofenantrenos, flavonoides, quinonas, saponinas y terpenos entre otros { Mitscher et al.,

1987).

Para la obtencion de compuestos a partir de plantas se cuenta con dos estrategias: estudios
fitoquimicos convencionales y estudios fitoquimicos biodirigidos, siendo este Gltimo el mas

utilizado.

1. Estudios fitoquimicos convencionales: se aislan y caracterizan los metabolitos de las
plantas y posteriormente se someten a ensayos biologicos. Este método tiene la
desventaja de que generalmente se aislan los metabolitos que se encuentran en

cantidades relativamente altas y no necesariamente son los responsables de la
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actividad biologica. (Navarrete, 1987; Merfort-Wendisch, 1993 ; Hosokawa et al.,

1995; Toki et al., 1995).

. Estudios fitoquimicos biodirigidos: ¢l aislamiente de los principios activos se realiza
guiando el estudio de un ensayo biologico apropiado. Estos ensayos son especificos
(Tabla 2) y tienen la ventaja de permitir el aislamiento de sustancias bioactivas, alin
cuando estas se encuentran presentes en pequefias cantidades y que de otra forma no
pueden ser detectadas, ademas debe mencionarse que estos estudios son de cararacter
interdiciplinario donde participan quimicos, bidlogos y farmacélogos entre otros
(Famsworth, 1989; Hamburger-Hostettman, 1991; Calzada et al., 1995; Cordell,

1995; Mata, 1996).

Tabla 2. Ensayos biologicos para determinar actividad antibidtica.

Tipo de ensayo Tipo de sistema | Presunto efecto
util
Actividad antibacteriana Cultivo Antibidtico
bacteriano

Inhibicién de la biosintesis de In vitro cultivo Antibiético
acidos nucleicos celular

Inhibicion de la biosintesis de In vitro cultivo Antibiotico
proteinas celular




12

Finalmente es de hacer notar que México debido a su situacién ecoldgica altamente variable
cuenta con una riqueza vegetal, existen mas de 30,000 especies y se estima que al menos el
50% de ellas es utilizada para satisfacer alguna necesidad humana, entre las cuales, las plantas
medicinales ocupan el principal porcentaje; por otro lado se tienen registradas un poco mas
de 3,200 como medicinales, de las cuales solo han sido estudiadas cerca del 5% para verificar

cientificamente su efecto farmacolégico (Estrada, 1992).

Por lo antes expuesto es necesario continuar con la busqueda de nuevos agentes
antibacterianos que sean mas potentes, que no creen resistencia y efectos colaterales. En este
sentido las plantas usadas en la medicina tradicional de México constituyen una alternativa,
para el hallazgo de nuevos compuestos con propiedades antibacterianas y asi coadyuvar a la

soiucion de problemas de salud en el pais.
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I1.2. GENERALIDADES DE HELIANTHEMUM GLOMERATUM LAG.

I.2.1. Nombres comunes y distribucion.

Helianthemum glomeratum Lag. es una planta perteneciente a la familia de las Cistaceas a la
que se le conoce con los nombres de cenicillo, cenicilla, chinilla, hierba del loro, tacato y tan
vomol, (Figura 1) es una especie que es endémica de México y que se le puede encontrar en
el Edo. México, Chiapas y Michoacan. En las practicas médicas populares el té del tallo y
hojas es usado contra diarreas infecciosas (Aguilar ef al., 1994).

\

)
' :\’: :‘S

\ Y.
-

a0 39

Figura 1.- Ejemplar de herbario de Helianthemum glomeratum Lag.
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I1.2.2. Composicion quimica y activiad biologica.

Un estudio fitoquimico biodirigido de Helianthemum glomeratum Lag. (Calzada er al,
1995), permitié el aislamiento de tres flavonoides: camperol 19, quercetina 20 y tilirésido 21.
En este trabajo se demostraron las propiedades antiprotozoarias de camperol y tilirésido en
contra de Entamoeba histolytica.

Mas recientemente se demostraron las propiedades antimicrobianas del extracto metanélico
en contra de S. aureus, Escherichia coli y de fracciones polifendlicas contra las sigwientes
bacterias: Shigella flexneri, Sh. boydii, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, V.

cholerae inabay V. cholerae ogawa (Meckes et al., 1995; Meckes et al., 1997).

QH
OH OH
HO Q HO o]
OH OH
OH O OH (o]
- 20
QH
HO (¢]
I (o]
(5] ]
CH;OCCH=C
on o No_gjsg i Yo
OHQH
u

Figura 2.- Compuestos aislados previamente de Helianthemum glomeratum Lag.
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I1.3. GENERALIDADES DE LLAS PROANTOCIANIDINAS TIPO B

Considerando que el constituyente antimicrobiano de Helianthemum glomeratum Lag.
aislado en este trabajo es una proantocianidina de tipe B, a continuacién se daran algunos
antecedentes de esta clase de compuestos.

Las proantocianidinas diméricas y poliméricas (taninos cond_ensados) constituyen la segunda
clase mas abundante (después de los lignanos) de compuestos fendlicos naturales. El estudio
de estos compuestos es esencialmente por su significancia biologica, protectores de la planta
contra depredadores (insectos y herbivoros), por su utilidad como farmacos v conservadores
de maderas (Steynberg et al., 1995).

Las proantocianidinas son un grupo de compuestos fenolicos de la clase (C4C3Cq)n que son
biosintetizados a partir de una unidad flavan-3-ol (unidad iniciadora) 22 (Figura 3). Que
forma un carbocatidon en C, que reacciona con el Cg o C4 de otra unidad flavan-3-ol 6
flavan-3,.4-diol (cadena terminal) 23 (Figura 3). En la Figura 4 se ilustra la biosintesis de una
proantocianidina tipo B (Czochanska ez al,, 1980; Vennat et al, 1987; Hemingway-

Karchesy, 1989, Okuda et al., 1990; Ferreira-Bekker, 1996).

OH QH
OH OH
HO O . HO o
- OH CH
OH 1 OH

OH COH OH

P &3

Figura 3.- Unidad flavan-3-ol 22 y unidad flavan-3,4-diol 23.
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H
OH
HO. O -* OH
H
H OH
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OH
OH
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OH
H . OH
“oH
H
Y
H
OH

Figura 4.- Biosintesis de las proantocianidinas tipo B
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Desde el punto de vista estructural las proantocianidinas se pueden clasificar con base al

flavan-3-0l 6 unidad monomérica (ver Tabla 3). En la Tabla 4 se ilustran algunos ejemplos

de proantocianidinas tipo B en base a su unidad flavan-3-ol.

Tabla 3.- Clasificacion de las proantocianidinas con base a la unidad flavan-3-ol.

Clase Tipo de hidroxilacién Compuesto
Propelargonidina 3,457 OH
(Epiafzelequina) HO ©
OH
OH
Procianidina 3,3°,4°.5,7 H
OH
(Catequina y N\
HO o)
gpicateqguina)
OH
OH
Prodelfinidina 3,3,4°,5,5".7 OH
OH
(Galocatequina y
HO o)
) OH
epigalocatequina)
OH
OH
Proguibourtinidina 347 OH
OH
Profisetinidina 3,347 OH
(Fisitinidol) o
HO )
OH
Prorobinetinidina 3,3.4'.5.7 OH
(Robinetinidol) of
HO 0
OH
OH




Tabla 3.- (Continuacion). Clasificacién de las proantocianidinas con base a la unidad
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flavan-3-ol.
Clase Tipo de hidroxilacion Compuesto
Proteracacidina 3.4.7.8 ok OH
(Epioritina) “OﬁOIO/
OH
Promelacacidina 3.3'.4.7.8 OH
OH
OH
OH
Proapigeninidina 4’.5.7 OH
Houojﬁ(
OH
Proluteolinidina 3'.4°.5.7 OH |
OH
HO o)
|
OH |




Tabla 4.- Ejemplos de proantocianidinas tipo B con base a su undad flavan-3-ol.

19

Clasificacion Nombre/Estructura
Procianidina Catequina-(4o->8)-epigalocatequina
OH
OH
HO O .-
IO
™ OH
OH ,: OH
HOL A _OL .-
OH
*OH
OH
Prodelfinidina

Epigalocatequina-(4p—»8)-galocatequina
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Tabla 4.- (Continuacion). Ejemplos de proaniociamidinas tipo B con base a su unidad

flavan-3-ol.
Clasificacion Nombre/Estructura
Propelargonidina Epiafzelequina-{(4 3 —8)-epiafzelequina
(4P -»>8)-4-O-metilepigalocatequina
OMe
OH
Profisetinidina

Fisetidinol-(4c.— 8)-6-metilcatequina

OH

G,OH

OH

OH O, OH

x
O
-—-—-; o




Tabla 4.- (Continuacion). Clasificacién de las proantocianidinas con base a la unidad

flavan-3-ol.
Clasificacion Nombre/Estructura
Prorobinetinidina Robinetinidol-(4—8)-galocatequina
OH
OH
OH
OH
OH
Proteracacinidina

Epioritina-(43—6)-epioritina-do-ol

OH
OH
HO O .-

A

T OH
A _OH
HO._
OH
- O
HO™

OH

2
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Las proantocianidinas tipo B se encuentran ampliamenie distribvidas en las familias:
Geraniaceae, Rubiaceae, Rosaceae, Leguminoceae, Castafiaceac y Mextaceae (Okuda, et al.,
1990; Ferreira-Bekker, 1996).

Las proantocianidinas tipo B son compuestos polares, inestables y sensitivos al calor, por lo
que su extraccion a partir del material vegetal, se hace a temperaturas bajas y generaimente se
emplea una mezcla de acetona-agua (7:3) como disolvente de extraccion (Foo-Porter, 1978;
Czochanska, er al., 1980; Foo-Porter, 1980; Danne, et al., 1994: McMurrough-Madigan,
1996}

Para su fraccionamiento y purificacion se emplean métodos de reparto, cromatografia en
contra cormente y cromatografia en columna, en ambos casos se emplean como soportes:
Toyopearl HW-40, MCl-gel CHP-20 P y Sephadex LH-20. También se usa CLAP
preparativa con columnas RP18 (Foo-Karchesy, 1989; Scholz-Rimpler, 1989; Yoshida, et
al., 1989; Okuda, et al., 1990: Foo-Karchesy, 1991; Lee, et al., 1992; Danne, ef al., 1994:
Bae, et al.,, 1994; De Mello, et al., 1996: Ferreira-Bekker, 1996).

Para su identificaciéon y caracterizacion estructural se emplean métodos espectroscopicos
(LR, RMNP, RMN"C y sus modalidades COSY, DEPT, HETCOR NOESY, etc),
espectrométricos (EM-FAB y EM-Electro spray), en conjunto con reacciones quimicas
(acetilacion, metilacion, tiolizacidon y formacion de aductos de fluoroglucinol). En la figura 5
se ilustran estas reacciones (Czochanska, et al., 1980; Foo, 1981; Newman, ef al., 1987:
Ferretra, et al., 1992; Koupai-Abyazani-Bohm, 1993; Helsper, et al., 1993; Pallensbach, et
al., 1993, Balas-Vercauteren, 1994; Steynberg, ef al., 1995; Balas-Vercauteren, 1995;

Ferreira-Bekker, 1996; Matthews, et al., 1997).
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Reaccion de tiolizacion

OH
H -~ OH
—-
OH
OH §—CHp
H
OH
PhCH,5H
H* RaneyNi
4
OH
M
- HO - ok
“~oH
OH
Reaccidn de acetilacion
H DAC
B QAc
AcO,
QAL
Anhidrido acético/Pindina OAc

Y

Ac

Qe

Oac

Figura 5- Principales reacciones empleadas para identificar proantocianidinas tipo B
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Reaccion de metlacion

H
&OH Me D), e} -
HD -
WH OH —- Me D, o OMe
OH & .
Hr D o ol oM

€
Me
OMe

wl. |
M &
H

Reaceidn con fluoroglucinol

HO T o .
Fluoroglucinol

Figura 5.- (Continuaccion). Principales reacciones cmpicadas para identificar

proantocianidinas tipo B.

Desde ¢l punto de vista biologico diversas proantocianidinas tipo B poseen propiedades
antiinflamatorias, inmunoestimulantes, antivirales. antimicrobianas. inhibidoras de la proteina
cinasa v de la tripsina, antihelminticas, antialergénicas, antidiarreicas vy antihipertensivas (ver
Tabla 5) (Kiuchi, et al., 1988; Okuda, et al., 1989 Scholz-Rimpler,1989; Pallenbach, ¢t al..

1993; Polya-Foo, 1994: De Mello, ef al., 1996).



Tabla 5.- Proantocianidinas tipo B y su actividad biologica.

ESTRUCTURA ACTIVIDAD BIOLOGICA REFERENCIA
Epicatequina Inhibicion de la tripsina Helspert ez al., 1993
OH | Antiviral Takechi es al., 1985
H o (I Actividad antiinflamatoria y actividad | Kakegawa er al,
OH
) antialergénica | 1985
"“OH
OH
PB-1 Antthelmintica Kiuchi F er al., 1989
PB-2 Antihelmintica Kiuchi F et al., 1989

Inhibidora de la proteina cinasa
Inhibidor del receptor SHT|

Antiviral

Actividad antiinflamatoria y actividad

antiaiergénica

Polya-Foo, 1994
Min Zhu er al,, [997
Takechi et af,, 1985
Kakegawa et al,,

1985

25
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Tabia 5.- (Continuacién). Proantocianidinas tipo B y su actividad biologica.

ESTRUCTURA T ACTIVIDAD BICLOGICA REFERENCIA
PB-3 Antihelmintica Kiuchi F et af., 1989
Inhibicton de la tripsina Helspert er al., 1993
Inhibidor del receptor SHT1 Min Zhu er af., 1997
i
PB-4 Inhibicion de la tripsina Helspert er af., 1993

£}
*
’

OH

Inhibidor del al-adrenoreceptor
Inhibidor del a2-adrenoreceptor

Inhibidor del receptor 5HT]

Min Zhu et al., 1997

Epicatequina-(4p—8) {epicatequina(4f—

8) ); - epicatequina

Inhibidora de la proteina cinasa

Polya-Foo, 1994
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Tabla 5.- (Continuacion). Proantocianidinas tipo B y su actividad biolégica.

OH

: '&;
pretis

OH

ESTRUCTURA ACTIVIDAD BIOLOGICA REFERENCIA
Catequina | Incrementa ligeramente la fagocitosis Scholz-Rimpler, 1989

OH Actividad antiinflamatona v actividad } Kakegawa ez af, 1985

OH antialergénica
|

|
Galocatequina Antibacteriane Hemingway-

OH Karchesy, {989
Galocatequma -(4a—B)-epigalocatequina | Inhibicién de la tripsina Helsper ef af., 1993
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Tabla .- (Continuacién). Proantocianidinas tipo B y su actividad bioldgica.

ESTRUCTURA ACTIVIDAD BICLOGICA i REFERENCIA ﬁi
PB-7 Antihelmintica Kiuchi F et al, 1989 |
OH )

OH ! 1

|

! OH '
‘ HO OH i
1

&) :

HO I

1;

OH '

— _ _ J |
Epicatequina-(4p —B)-(epicatequina(4pf — | Inhibidora de la proteina cinasa TPoiya-Foo, 1994 l
8) )- epicatequina |

I 1

| | |
|
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México las diarreas infecciosas causadas por bacterias son un problema de salud en la
poblacién menor de cinco afios.

Por otro lado se ha demostrado que el uso y abuso de los antibidticos ha provocado
resistencia bacteriana y tiene efectos colaterales indeseables.

El Helianthemum glomeratum Lag. es una especie medicinal a la que se le ha demostrado
propicdades antibacterianas y cuyos principios activos antimicrobianos no han sido aislados.

Por lo que puede ser una fuente potencial de agentes antibacterianos.

Por io antes expuesto es necesario realizar la investigacion quimica y bioldgica de esta
Cistacea para aislar los compuestos con propiedades antimicrobianas. Este estudio es mas
relevante si se considera la urgente necesidad de encontrar nuevos agentes antimicrobianos
que sean mds potentes, que no induzcan resistencia bacteriana y que no presenten efectos

secundarios en el tratamiento de diarreas infecciosas.
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V. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL.

Aislar los compuestos con actividad antimicrobiana de las partes aéreas de Helianthemum

glomeratum Lag,

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Con ¢l propésito de satisfacer al objetivo general planteado se propone los siguientes

objetivos especificos

2.1 Recopilar la informacién bétanica, quimica, etnobdtanica v farmacoldgica de
Helianthemum glomeratum Lag,

2.2 Efectuar las operaciones preliminares (secado, molienda, etc.), propias a la

preparacion del extracto metandlico.

2.3 Preparar ¢l extracto metanolico de acuerdo a fa metodologia descrita por Meckes

y cols. (Meckes et al., 1995).

2.4 Realizar ]a evaluacion confirmatoria de la actividad potencial antimicrobiana del

extracto metanodlico.
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2.5 Fraccionar el extracto metandlico, mediante métodos fitoquimicos apropiados
(CCA y/o métodos de reparto). Y usar como guia biologica la determinacion de la

actividad antimicrobiana in vitro, contra las enterobacterias: Escherichia coli

ATCC, E. coli LT+/ST-, Salmonella gpo By, S. gpo By, S. gpo D, S. tiphy, Vibrio
cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V. parahaemolvticus, Shigella flexneri T,

Sh. sonnei, Sh dysenteriae T, durante todo el proceso fitoquimico biodirigido.

2.6 Separar y purificar los constituyentes de la fraccion activa F, obtenida en el
proceso de reparto del extracto metandlico, mediante métodos fitoquimicos

apropiados ( CLAP, CCF preparativa y/o reparto).

2.7 Determinar la actividad antimicrobiana de cada compuesto aislado de la fraccién

activa F,.

2.8 Identificar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos los compuestos

antimicrobianos aislados.

V. HIPOTESIS

EL EXTRACTO METANOLICO DE Helianthemum glomeratum Lag. CONTIENE
COMPUESTOS CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS. EN CONTRA DE
Escherichia coli ATCC, E. coli LT*/ST-, Salmonella gpo B,, S. gpo B,, S. gpo D, S. tiphy,
Vibrio cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V. parahaemolticus, Shigella flexneri T,

Sh.sonnei, Sh dysenteriae T5, QUE PUEDEN SER AISADOS MEDIANTE UN METODO
FITOQUIMICO BIODIRIGIDO.
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2.5 Fraccionar ¢l extracto metandlico, mediante métodos fitoquimicos apropiados
(CCA y/o métodos de reparto). Y usar como guia biolégica la determinacion de la

actividad antimicrobiana in vitro, contra las enterobacterias: Escherichia coli

ATCC. E. coli LT+/ST-, Salmonella gpo B,, S. gpo Ba, S. gpo D, S. tiphy, Vibrio
cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V. parahaemolvticus, Shigella flexneri T,

Sh. sonnei, Sh dysenteriae T, durante todo el proceso fitoquimico biodirigido.

2.6 Separar y purificar los constituyentes de la fraccion activa F, obtenida en el
proceso de reparto del extracto metanélico, mediante métodos fitoquimicos

apropiados ( CLAP, CCF preparativa y/o reparto).

2.7 Determinar la actividad antimicrobiana de cada compuesto aislade de la fraccion

activa F,.

2.8 Identificar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos los compuestos

antimicrobianos aislados.

V. HIPOTESIS

EL EXTRACTO METANOLICO DE Helianthemum glomeratum lag. CONTIENE
COMPUESTOS CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS. EN CONTRA DE
Escherichia coli ATCC, E. coli LT+/ST-, Salmonella gpo B,, S. gpo B,, S. gpo D, S. tiphy,
Vibrio cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V. parahaemolyticus, Shigella flexneri T,

Sh.sonnei, Sh dysenteriae T;, QUE PUEDEN SER AISADOS MEDIANTE UN METODO
FITOQUIMICO BIODIRIGIDO.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

VL1. Materiales, reactivos, equipos y bactenias.

MATERIAL

-Columnas de vidrio para cromatografia
-en columna abierta ( CCA ).

-Soportes universales.

-Pinzas de 3 dedos.

-Refrigerante.

-Matraz elermeyver de dif. capacidades.
-Matraz balén de dif. capacidades.
-Pipeta graduada de dif, capacidades.
-Probeta de dif. capacidades.

~Cajas petri.

-Frascos viales de 5y 10 ml.

-Placas para CCF de silica gel, celulosa v
alimina neutra.

-S¢phadex LH-20
-Silica gel.
~Columna Merk 50943,

-Columna Lichrocart 125-4.

REACTIVOS:

-Sulfato cérico amoniacal.
~Tricloruro de aluminio.
~Vainillina.
~Agua destilada.
-Agua desionizada. *
-CeHjq.
-MeOH.*
-MeOH.
-Me,CO.
-CHCl,,
-HCOOH.
-AcOEt.
-Agar Mueller-Hinton
Todos los solventes empleados

* son grado CLAP

y Merck.



~Columna Lichrospher 100 RP-18 (5 mm).

EQUIPOS:

-Bomba para vacio Biichi B-160 y B-171.

-Rotavapor Biichi B-480 y 461.

-Cromatografo de liquidos de alta presion (Perkin-Elemer Binary. Bomba 250 y Detector
Asray 235).

-Equipo de Fisher Johns.

-Espectrometro analitico (Varian XR-300).

-Espectrofotometro (Perkin-Elmer 283-B).

-Espectrometro de masas (HP 5985-B).

BACTERIAS:

-Escherichia coli ATCC, E, coli LT*/ST-.
-Salmonella gpo B,, S. gpo B, S. gpo D, S. tiphy.
-Vibrio cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V. parahaemolvticus.

-Shigella flexneri T,, Sh.sonnei, Sh dysenteriae T,

33
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V1.2. METODOS

VI1.2.1. Material vegetal y extraccion.

El material vegetal colectado en el estado de Querétaro (2182.5 g) seco y molido, se exirajo
exhaustivamente via maceracion con 7.7 | de MeOH (Merck) en periodos de 72 hrs.,
eliminindose el disolvente por destilacién a presion reducida. Obteniéndose 178.10 g de

exiracto metandlico.

V1.2.2. Fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico.

Una parte del extracto metandlico (163.10 g), se disolvid con una mezcla de 283 ml de
MeOH y 932 ml de H,O bidestilada y posteriormente se fraccioné mediante repartos
sucesivos con CHClL, (600 ml x S veces Fi) y AcOEt (900 ml x 3 veces F3). De la F, y F,
precipitarén de manera espontanea P I, P II respectivamente. (Esquema 1).

A las fracciones y precipitados obtenidos se les determino la actividad antimicrobiana, como
la fraccion F4 presento la mayor actividad (Tabla 6) se decidio separarla en sus

constituyentes individuales,



Partes aéreas del Helianthemum
glomeratum Lag. (2182.5 g)

f

Extracto metandlico

— MeQH (7.7

10g
- Hy0
«—CHCly
Fase CHClq Fase acuosa
-4+—AcOEt
-«4——R.eposo
y
P.1 Fraccién F)
(0.66958 g) (19.70 g)
Fase acuosa Fase AcOEtL
-+—Reposo
Fraccién Fy Fraccién Fq P
(54.16 g) (76.60 g) (2.881g)

Esquema 1.- Diagrama de extraccion y fraccicnamiento del extracto metanolico de las partes
aéreas de Helianthemum glomeratum lag.
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Tabla 6.- Resultados de actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas en el reparto

del extracto metanodlico.
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Muestra Htg F, F; F, Pl P |
Bacterias CIM (mg/ml}

Salmonella gpo B >20 >20 =20 5 >25 >25
Salmonella typhi >20 5 >20 5 >25 >25
Escherichia coli ATCC > 20 =20 =20 20 >28 =25 |
Escherichia coli LT'/ST 2.5 >20 >20 25 >25 3
Shigella flexneri T, 10 25 >20 25 25 3
Shigella sonnei >20 >20 >20 >20 >25 »25
Vibrio cholerae inaba >20 >20 >20 | 20 >25 =25
Vibrio parahaemolyticus >20 >20 20 20 >25 >25
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VI.2.2.1 Analisis cromatograficos.

Los analisis en capa fina se realizaron en placas de silica (DC-Fertigplatten Kiesegel 60),
placas de celulosa (DC-Alufolien 25) y placas de alimina (DC-plastifolien Aluminiumoxido
60). Usando varios sistemas de eluventes v diferentes agentes cromogénicos los cuales se

encuentran resumidos en la tabla 7 v §.

Tabla 7.- Sistemas de eluyentes utilizados para los analisis cromatograficos en capa fina.

ii?ISTEMA DE ELUYENTES | COMPOSICION | PROPORCION
" I AcOEt:HCOOH:CH,CH,OH: H,0 % 100:11:11:27 l
| i CHCl,:MeOH:H;O ) 62:31.5:6.5““3
- m t-butanol:MeOH: CH,CH,;OH: :l 7:7:0.1:0.2:1.2 |
| HCOOH:H,0O' 1
| v iAoOEt: HCOOH: CH,CH,OH:H,0” | TRENE
| v | CHCl;:MeOH ) I 8:2 _"'"_!_

VI n-butanot: CH,CH,OH:H,0O l 4:1:1 |
| VI AcOEt:MeOH:H,0 } 7:2:1 i
L it ]

! Wagner-Zgainski 1984
¢ Agitar y utilizar la parte superior.
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Tabla 7.- (Continuaccion) Sistemas de eluyentes utilizados para los analisis

cromatograficos en capa fina.

vl CHCly:AcOEt: HCOOH 3:6:1
X t-butanol: CH,CH,OH:H,0 3
X n-butanol:CH,CH;OH:H,0O 40:10:20
X1 Iso-butanol:CH,CH,OH:H,O 3:1:1
X1 CHCl;:MeOH 9:1
Xm AcOEt:Acetona 50:50

Tabla 8.- Agentes cromogénicos utilizados para los andlisis cromatograficos en capa fina.

AGENTES CROMOGENICOS"

REACTIVO COMPOSICION REFERENCIA
Sulfato cérico 12 g. sulfato cénico Stahl, 1969
A 22.2 mi. ac. sulfirico conc.
350 g. hielo
Triclorure de aluminio Solucion 5% de tricloruro de| Markham, 1982
B aluminio
Vanullina- ac. sulfirico 5% ac. sulfirico etandlico Wagner et al., 1984
C 1% vainillina etanolica

*En todos los casos antes de revelar con el agente cromogénico se procedio a visualizar las placas con luz UV de
una ldmpara modelo UV GL-38 a longitudes de onda de 254 y 165 nm.
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El analisis por CLAP se realizd en un equipo Perkin Elmer Binary con varias columnas
(Merk 50943, Lichrospher 100 RP-18 (5 um)., La fase mévil fue acido férmico al 5% en

agua y metanol al 100% (isocraticamente ).

VL.3. EVALUACION BIOLOGICA

V1.3.1. Determinacién de la actividad antibacteriana in vitro contra agentes causantes de
diarrea aguda.

La determinacién de la actividad antimicrobiana in witro del extracto(s), fraccidn(es)
combinada(s) y compuesto(s) puro(s), s¢ hizo en la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI. De

acuerdo a la técnica de Woos y Washington (Murray, 1995).

Las cepas utilizadas en el ensayo fuerdn: Escherichia coli ATCC, E. coli LT*/ST-,
Salmonella gpo B,, S. gpo B, S. gpo D, S. tiphy, Vibrio cholerae ogawa, V. cholerae
inaba, V. parahaemolyticus, Shigella flexneri T,, Sh. sonnei, Sh dysenteriae T.

La preparacion del indculo se hizo en un medio liquido de Mueller-Hinton el cual se ajustd a
una concentracion de 0.5 McFarland transmitancia equivalente a un inoculo de 150 X 10°
colonias (Murray, 1995).

Las muestras se disolvieron ¢n el disotvente apropiado (DMSO, acetona-agua 7:3) se

ajustaron con el medio de cultivo a las concentraciones de 20-0.125 mg/ml y se adicionaron a

cajas petri que contenian 10 ml del medio.
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VL.3.2. Bioensayo

A las cajas anteriormente preparadas se les adiciond el inoculo de prueba, se incubarén a 35

°C durante 48 Hrs. y se determiné la CIM. Se emplearon como testigos positivos

ampicilina, carbenicilina y amikacina.

V1.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS 21,24 Y 25.

V1.4.1. Aislamiento y purificacion del tillirésido 21.

El precipitado II, obtenido en el proceso de reparto del extracto metanélico con acetato de
etilo (ver esquema 1). De esta fase cristalizé de manera espontanea el compuesto 21, como

un sélido de color amarillo limén.

V1.4.2. Aislamiento, purificacion B-D-gluco-p-sitosterol 24.

600 mg del precipitado inactivo I, obtenido en el proceso de reparto del extracto metandlico
con cloroformo (ver esquema 1). Se purificé mediante una cromatografia en columna abierta
(78 x 2.5 cm), utilizando como soporte 228.5 g de silica gel (0.063-0.200 mm Merck) y
como eluyentes acetato de etilo, metanol y acetona en diferentes proporciones. Obteniéndose
un total de 468 fracciones de 50 ml c/u, las que se concentraron a presién reducida, cada
fraccion fue analizada en CCF, combinandose aquellas que son similares en cuanto a su tf, lo
que dio por resultado la obtencion de 15 fracciones combinadas. A partir de las fracciones
combinadas (13-43) y (84-160), cluidas con AcOEt 100%, AcOFEt-acetona 95:5, 90:10 y
85:15. Cnstalizd de manera espontinea el compuesto 24, como un sélido de color

blanquecino,
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VI14.3. Asslamiento y purificacion del compuesto 25.

La fraccion F,, obtenido en el proceso de reparto del extracto metandlico agua (ver esquema

1). Se purifico mediante dos técnicas: a) precipitacion con MeOH y b) cromatografia ¢n
columna abierta.

a) La fase F, (2 g) se disolvié con 40 ml de H,O y posteriormente se precipitdo con 4 ml

de MeOH, al compuesto 25, la fase acuosa remanente se extrajo con CgH,, (40 mil x

3 veces, Fi,) vy AcOEt (40 ml x 3 veces, F,.;). El precipitado obtenido (P. II). se

recristalizd con una mezcla de Me;CO:MeOH 1:1 Oteniendose el compuesio 25

como un solido rojizo. El compuesto 25 vy las fracciones obtenidas se evaluaron con

la prueba biologica y los resultados se presenta en la Tabla 9.

Tabla 3.~ Resultados de la actividad antibacteriana del precipitado II (compuesto 25)

y fracciones F,y y Fy.

L Muestra P Acuoso 1] Fa ' Fas
Bactenas l CIM (mg/ml) ]

! Salmonella gpo B, 6.2 »2.11 >0.5 >]
Salmonella typhi 0.2 >2.11 >0.5 =] ,
Salmonella B, 02 SETEN 05 | 51 *‘
Salmonelia D 0.2 »2.11 >0.5 >]

Shigella dysenteriae Ts 0.2 211 >0.5 I
Shigella flexneri T, 0.125 211 >0.5 |

! Fibrio cholerae inaba 0.2 >2.11 1 >0.5 >1

Vibrio parahaemolitycus | 0.125 | 211 >0.5 | |

" = no s¢ evaluo
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b) Purificacion de la fraccién F, mediante cromatografia en columna abierta.

7.0 g. de la fraccion bioactiva F,, s¢ purificé por cromatografia en columna abierta
utilizando como soporte 100 g dc sephadex LH-20. El proceso de elucion se realizo
utilizando como disolventes metanol, acetona y agua en diferentes proporciones. De
este fraccionamiento se obtuvieron un total de 320 fracciones de 20 mi c/u, las que se
concentraron a presion reducida, cada fraccion fue analizada en CCF y CLAP,
combinandose aquellas que fueron similares en cuanto a su cromatograma,
permitiendo la obtencién de 10 fracciones combinadas. Asi mismo cada una de estas
fracciones fueron evaluadas biologicamente para determinar su actividad
antimicrobiana. En la (Tabla 10 y 11), se resumen los sistemas de eluyentes
empleados, el numero de fracciones eluidas con cada uno de ¢llos, las fracciones
combinadas y los resultados obtenidos en la prueba biolégica. De la fraccion {-10 se

aislo el compuesto 25 como un sélido rojizo.

Tabla 10.- Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna abierta de la

fraccidon F,.

Eluyente Proporcion % Numero de fracciones Fracciones combtnadas

MeOH 100 1-60 f-1(1-24)

£:2 (25-31)
£:3 (32-40)

-4 (41-54)

MeOH:H,O 90:10 61-120 £-5(55-111)

£:6 (112-126)
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Tabla 10.- (Continuacion). Resumen de} fraccionamiento via cromatografia en columna
abierta de 1a fraccion F,.
Eluyente Proporcion % Numero de fracciones Fracciones cormnbinadas
MeOH:H,C 80:20 121-150 £7 (127-140)
MeOH:H,0 50:50 151-185 f-8 (141-173)
Me,CO:H,0 73 ‘ 186-303 £-9 (174-195)
£-10 (196-320)
H,0 100 304-320
Tabla 11 .- Resultados de la actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas del
fraccionamiento en CCA de la fraccion F,,
Muestra f1 2 | £3 | f-4 f-5 f-6 7 |8} 9 {10 a b c
Bacteria CIM (mg/ml)
! > | =] 1] 21 ] = ] NIEELEES 0.2 ; - )
2 >} i i 1 >] >] >] > >l 0.2 |0.008 | 0.064 | 0.008
3 >l >1 =] >1 >4 >1 >| el - 02 0008 0.032 | 0.004
4 >1 05 ] 051} 05 >] >] >l (x| > 0.2 - - .
5 >] >1 >1 >1 0.5 1 G5 | **( 05 | 0.125|0.00B( 0.064 | 0.008
6 >1 > [025] »1 >] >] >] el -3 | > - - -
7 > >1 =1 >1 | 0125 ] 0,125 | 0.125 | ** | 0.125 | 0.125 | 0.256 | 0.064 | 0.008
8 >1 0.5 ] 025025 - . - - - 02 }0.008] 0.064 | 0.008
9 - - - - 0.5 0.1 05 | **| >} 05 [0.008]( 0.128 | 0.008

- = no evaluada * = 1. Salmonella gpo B, 2. Salmonella typhi, 3. Escherichia coli ATCC, 4. -Escherichia col
LT'/ST, 5. Shigella flexneri Ts, 6. Shigella sonnei, 7. Vibrio parahaemolyticus, 8. Vibrio cholerae inaba, 9. Vibrio
cholerae ogawa, a = ampicitina, b = carbeniciling ¥ ¢ = amikamicina, ** = poca cantidad
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Vil. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio biodirigido del extracto metandlico de las partes aéreas de Helianthemum
glomeratum Lag., usando como prueba monitora la determinacién de la actividad
antimicrobiana in vitro conira: Escherichia coli ATCC, E. coli LTH/ST-, Salmonella gpo B,
S. gpo By S. gpo D, S. tiphy, Vibrio cholerae ogawa, V. cholerae inaba, V.
parahaemolyticus, Shigella flexneri T,, Sh. sonnei y Sh dysenteriae T3, condujo al
aislamiento y caracterizacién de una proantocianidina de tipo B (galocatequina-(4p-+8)-
epigalocatequina 25), un flavanol (tilirésido 21) y un esterol (B-D-gluco-p-sitosterol 24). El
rendimiento de los compuestos aislados se ilustra en la tabla 12. Del precipitado Il y fraccion
f-10 se aislo el compuesto 25 ( En la figura 6 se ilustran ios cromatogramas obtenidos en

CLAP del precipitado I y fraccion £-10).

Tabla 12 .- Rendimicntos de los compuestos aislados de las partes aéreas de

Helianthemum glomeratum 1ag.

Compuesto Cantidad obtenida | % en relacion al peso, seco de la planta
Galocatequina-(43—8)- 16.733 g 0.766
epigalocatequing 25

B-D-gluco-B-sitosterol 0.0387g 0.0018

24

Tilirésido 21 3.14g 0.144
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File System Display Options

EPIDOX23 EP1DOX30

600 -

my

080 -

400 -

308 -

280 -

1048 -

EPIDOX?23

--------- EPIDOX30

Figura 6.- Cromatograma del precipitado Il (EPIDOX23) y 1a fraccion £-10 (EPIDOX30).
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La galocatequina-(48—8)-cpigalocatequina 25 fue el compuesto que mostré mejores
propiedades antimicrobianas (ver Tabla 13). El compuesto resulté ser menos potente

comparado contra los tres antibidticos de referencia, excepto para el caso de ampicilina con el

Vibrio parahaemolyticus.

Tabla 13 .- Resultados de la actividad antibacteriana in_witro del compuesto

galocatequina-(4p—»8)-epigalocatequina 25.

[ Compuesto 25 Ampicilina | Carbenicilina { Amikamicina
Bacterias CIM {ug/mi) |
Vibrio parahaemolyticus 125 256 ! 64 [ 8
Shigella flexneri T, 125 8 64 8 |
Vibrio cholerae ogawa 500 8 128 8
Vibrio cholerae inaba 200 8 64 8
' Escherichia coli ATCC 200 8 EY) 4
Escherichia coli LT'/ST 200 - - -
Salmonella typhi 200 8 64 ! 8
Saimonelia gpo B, 200 - - !L -
Salmonella gpo B, 200 - T - ! - i
Salmonella gpo D 200 - . 1 -
Shigella dysenteriae T, 200 ; . -

A continuacién se discuten las evidencias que permitieron tdentificar galocathuma-(4B—>8)-
epigalocatequina como constituyente antimicrobiano presente en las partes aéreas de

Helianthemum glomeratum Lag,
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VIL1. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS: 21, 24 y 25.

VIL1.1. Identificacion del tlirésido 21.

El compuesto 21 se aislé como un sdlido de color amarillo limén con un punto de fusién que
se descompone a 220°C, que por comparacion cromatografica (CCF y CLAP), IR, RMNP

(Espectro 1) y punto de fusién mixto con una muestra autentica se identificé como tilirosido.

VIIL.1.1.1.Reaccion de hidrolisis de tilirosido

A 5 mg de muestra se le adicioné 0.625 ml de HC1 2N y 0.625 mi de agua destilada, dejando
la reaccion a reflujo por una hora. Una vez que termind la reaccién se analizd en CCF para
identificar el azicar utilizando estandares de referencia (glucosa, galactosa, ramnosa) y
CLAP para identificar los aglicones (4cido p-cumarico, camperol y tilirésido)

OH

HO Q

o
il
o CH:OCCH=CH —O——OH
OH © 0
oH
OH OH

-—— HCI2N

OH
CHa0H OH

[a]
o
m

OH CHe=CH -'('3 —OH

e}

camperol glucosa ac. p-cumarico

Figura 7.- Reaccion de hidréhsis del tilirdsido.
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VI.1.2. Identificacion del §-D-gluco-B-sitosterol 24.

El compuesto 24, se aislé como un sélido de color blanquecino con un punto de fusion de
295-298 °C que por comparacion cromatografica (CCF y CLAP), IR, (Espectro 2} y punto

de fusion mixto con una muestra autentica se identificd como p—D-gluco-p—sitosterol (31.77

mg).
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VII.1.3.- Identificacion del compuesto galocatequina-(4B— 8)-epigalocatequina 25.

El compuesto 25 de formula molecular C,,H,,0,,, establecida por espectrometria de masas
modalidad FAB se obtuvo como un sélido de color rojizo, que funde con descomposicion a
215 °C, soluble en acetona-agua 7:3 y metanol. Sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas se incluyen en la tabla 14. El analisis global de los datos de la tabla 14
permitid caracterizar a este solido como la proantocianidina tipo B: galocatequina-(4p—8)-

epigalocatequina 25

El comportamiento cromatografico en capa fina usando los sistemas de ¢lucion L, IV, V, VIL
y ¢l reactivo especifico C (Tabla 7), asi como los maximos del espectro de U.V. indicaron en
principio que e} compuesto 25 era una proantocianidina tipo B (Wagner-Zgainski, 1984:

Matthews et al., 1997).
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Tabla 14.- Constantes espectroscopicas y espectrométricas del compuesto galocatequina-

(43— 8)-¢pigalocatequina 25

PM 610.52

Pf 215 *C (con descomposicion)
UV pMeoH 275.5y 298. 0

(oo +95.33

CD (MeOH)|- 4.46761x 10° (207.5)

AE (nm) +7.52548 x 10° (230.0)

- 0.418014 x 10° (281.5)

LR v (cm™)

3386, 1610, 1534, 1444, 1368, 1204, 1104, 1034, y 764

FAB m/z (%)

[M+H'T 611 (10), 459 (98), 458 (85), 352 (48), 306 (69), 305 (54), !

199 (35), 153 (100), 152 (60).
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Su IR (Espectro 3), mostro maximos de absorcion para hidréxilo a 3396 cm™ y para anillos
aromaéticos a 1610 y 1534 cm, El analisis detallado del espectro IR permitio confirmar:
1) Que se trataba de una proantocianidina tipo B ya que se observaron absorciones

caracteristicas de esta clase de compuestos entre 1534 a 1104 cm™ (ver Figura 8a).

Galocstequina-(4f —8)-epigalocatequina

a)

Galocatequina-(4c.— 8)-epigalocaleqiuna

1104.0; 84,087~

OH
OH

| ‘ &
ma

1400 1760
w20 Catequina-{4c.—8)-catequina

HO o
c) -
OH
H OH OH
HO. o._ .-
/ ; ~ "on

Figura 8 - a) Ampliacion IR entre 1534 a 1104 cm'' del compuesto 25, b y ¢ ¢jemplos de otros compuestos

itustrando su IR y su estructura (Foo, 1980).
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Espectro 3.- IR de la galocatequina-(4f~8)-epigalotequina 25.
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2) Que el compuesto estaba constituido por dos unidades flavan-3-ol donde los anillos
aromiticos B y E eran trihidroxilados (ver Figura 9). Ya que en el IR, se observa un maximos
a 1534 cm™ como un doblete corto que caracteriza a las proantocianidinas tipo B con anillos
aromaticos By E tn'hidroxilados (ver Figura 10a y 10b). En el caso de anillos aromaticos B y

E dihidroxilados Ia absorbancia a 1520 cm™ se observa como un singulete (ver Figura 10c).

oL O
| OH
OH OH
O .-
- OH
F

Figura 9.- Patrén de sustitucién en los anilios B, E, Cy F.
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Galocatequina-(43—» 8)-epigalocatequina

H
OH
OH
OH
a) ﬁ f :OH
] - OH
s “*QH
&
»
g Galocatequina-(40.—8)-epigalocatequina
OH
OH
HO O .-
8 OH
®) OH
: OH OH
oH ¢
HO = O._ .«
OH
; " "oH
OH

‘ 1820

9 mg

Figura 10.- a) Ampliacién del IR a 1534 cm™ del compuesto 25. B) Ampliacién del IR a
1534 cm’l de la galocatequina-(40.— 8)-epigalocatequina y c¢) Ampliacion del IR

2 1520 cm™! de la catequina-(4c—» 8)-catequina (Foo, 1980).
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3) Finalmente se observo una sefial a 764 cm’ que confirma a una proantocianidina tipo B
con los anillos pirano, C y F trans y cis respectivamente. Cuando la molécula tiene anillos
pirano C y F 100 % trans y/o cis no se observa este maximo de absorcién (Figura 11). (Foo,

1980, Foo-Porter, 1980; Vennat et al., 1986).

Galocatequina-(4p—8)-epigalocatequina

a)

784.0: 87.6%1-

o
S
[o]
.l
o0 o]
LT k4

Q

Catequina-(4o—»8)-catequina

QH

c) \ HO O\ -

rac 730

x
o0
o
LINNRA]
Q
° =z
\I
<
=

CH

Figura 11.- a) Ampliacién del IR entre 800 a 730 cm™ del compuesto 25 y b-¢ ejemplos

de otros compuestos ilustrando su IR y la estructura molécular (Foo, 1980).
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Epicatequina-(4a—»8)-epicatequina
o $ : : &f
d) ‘ ’\‘

Galocatequina-(40.—8)-epicatequina

B0 760730
I

"

L

QH

el
HO o

<) /\ . OH

OH

A " on OH
OH
HO O .

; ~" o

OH

Figura 11.- (Continuacién) a) Ampliacién del IR entre 800 a 730 cm™ del compuesto 25

y b-e ejemplos otros compuestos ilustrando su IR vy la estructura molécular

(Foo, 1980).

La estercoquimica del centro quiral C, s¢ determiné como B por ¢l valor de +7 .52548 x 10°
obtenido en el dicroismo circular a 230 nm (Barret ef al., 1979; Steynberg et al., 1991;

Danne et al., 1993; Danne ef al., 1994).
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Los fragmentos de m/z 612, 305 y 306 (Fig. 11) observados en el espectro de masas

59

modalidad FAB fuerén consistentes con Ja presencia de una unidad galocatequina y oira

unidad epigalocatequina en la estructura.

OH OH

OH

- OH

m/z 306

Fig. 12.- Estructura de! compuesto 25 indicando la principal fragmentacion observada en

el espectro FAB.

En resumen las evidencias espectroscopicas permiten caracterizar al compuesto 25 como la
galocatequina-(43— 8 )-epigalocatequina. El compuesto resulta ser un nuevo producto natural

y ¢l responsable de la actividad antimicrobiana observada en ¢l extracto metandlico.
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Viil. CONCLUSIONES

El estudio biodirigido del extracto metandlico de las partes adreas de Helianthemum
glomeratum Lag., permitié el aislamiento y la caracterizacion de tres compuestos: una
proantocianidina tipo B (galocatequina-(43— 8§)-epigalocatequina), un flavonol (tilirosido) y

un esterol (B-D-gluco-B-sitosterol).

La metodologia empleada permiti6 obtener a la galocatequina-(43—8)-epigalocatequina,

como nico compuesto antimicrobiano y constituye un nuevo producto natural

Es la primera vez que se aisla una proantocianidina tipo B de Helianthemum glomeratum

Lag.

Los resultados farmacologicamente sustentan las propiedades antimicrobianas de

Helianthemum glomeratum Lag.

Colateralmente confirman las propiedades que le atribuyen los pobladores de los aitos del
Edo. Chiapas a Helianthemum glomeratum Lag., en el tratamiento de las diarreas con sangre

y moco provocadas por enterobacterias.
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RECOMENDACIONES:

o Hacer ensayos antimicrobianos in vitro del compuesto con otras especies de bacterias

productoras de diarrea infecciosa.
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