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1. INTRODUCCION

1.1.Generalidades .

El principal objetivo en el estudio de las plantas medicinales es evaluar
la eficacia de su uso como remedios caseros tradicionales haciendo una
contribucion a su validez cientifica y legislativo de ellas.

La amplia difusion que se ha hecho de la medicina natural, la herbolaria
y el uso de plantas medicinales atravéz de publicaciones y otros medios de
informacion ha ampliado y fomentado su uso en una poblacion cada vez
creciente, ( 30).

Existe un gran numero de plantas de uso terapéutico, pero para evaluyar
su eficiencia y garantizar su inocuidad se necesitan programas de
identificacion, preparacion de extractos, pruebas microbiologicas, bioensayos
y conservacion de ellas. Para estudiar las plantas medicinales se aislan y
separan sus principios activos de los extractos, cuando una planta contiene
uno o como maximo dos principios quimicos definidos es mas facil aislarlos €
identificarlos, y cuyas propiedades farmacologicas estan demostradas como
ocurre con las plantas que contienen alcaloides de alta toxicidad ) y por el
contrario hay muchas plantas no toxicas que contienen una infinidad de
principios y solo algunos de ellos han podido identificarse aislandolos, pero
ninguno explica las propiedades farmacoldgicas de los extractos de las
plantas completas. (10, 20, 29 ).

La actividad bioldgica que presenta una planta, puede no ser debida a
un principio activo en particular, sino a la accion sinérgica de todos sus
compuestos aun cuando por si solos no presentan efectos terapéuticos.

La planta objeto de este estudio es Senecio candidissimus que se usa
tradicionalmente con fines terapéuticos para la colitis, gastritis, hemorroides y
cualquier inflamacidn del tubo digestivo, la planta completa se deshidrata a la
sombra y se prepara como una tisana en agua por cinco minutos; se toma una
taza en ayunas o én las comidas, por lo general, a la semana desaparecen las
molestias.( 13 ) -

Senecio {(Packera) es un género cuyas especies estan ampliamente
distribuidos en todo el mundo. Debido a su extraordinaria adaptabilidad
ecologica de latitud y variacion morfoldgica; el Senecio es un objeto fértil
para investigacion sistematica, esto ha sido especialmente atractivo en afios
recientes para aquellos que intentan una investigacion mas minuciosa.
Existen un poco mas de 100 especies de Senecio en Norteameérica y el Norte



de México, aproximadamente la mitad de los cuales se dividen en tres grupos
de especies: Aurei, Tomentosi y Lobati.( 13) Es de especial interés que las
especies mexicanas no hayan sido estudiadas fitoquimicamente existiendo
solo datos sobre ellas, ya que las principales caracteristicas se basan en
estudios morfolagicos, citologicos, distribucionales (diversidad) y ecologicos.

1.2 Objetivo.

Contribuir al estudio quimico de los principios activos de Senecio
candidissimus y determinar su accion inhibitoria sobre microorganismos
patdgenos.,

1.3. Hipétesis.
Ho: No existe evidencias de la eficacia terapéutica del uso de Senecio
candidissimus como remedio para enfermedades gastrointestinales.

1.4. Antecedentes .

El género Senecio establecido originalmente por Linneo con 25
especies , ahora se conocen mas de 3,000, toma su nombre del verbo latino
senecere, volverse viejo.(29).

El uso medicinal del género Senecio es muy antiguo, en un reporte de
la regidon de Iraq ( Slamidar) se encontrd polen que data de la época del
hombre de Neanderthal (60 mil afios A.C.) (21).

El género Senecio es uma fuente importante de alcaloides
pirrolizidinicos o alcaloides hepatotoxicos como la fucsina y rutina (S.
nemorensis) (12), una gran cantidad de estos alcaloides manifiestan
propiedades parecidas a la atropina siendo empleados en medicina con el,
mismo fin; otros autores clasifican los alcaloides pirrolizidinicos como
delirantes y neurotoxicos. También se han aislado furanceremofilanos y
sesquiterpenos con esqueleto de-eremofilanos (4). Bohlman y Zdero aislaron
y caracterizaron 19 furanoeremofilanos de Senecio, también encontraron
eremofilanos no furanicos (2,3,5,6).

El contenido de acido  tanico explica el efecto adyuvante como
hemostatico y como astringente en tratamientos de heridas en la medicina
india ( 16,20).



1.4.1. Metabolitos . Secundarios del Género Senecio.

El Packera ( Senecio) candidissimus pertenece a la familia de las
compuestas (asterdceas) De este género se han estudiado otras especies tales
como S. jacobea, S. retrosus, S. isatedeus, S longibolus, S rosmarinifolium,
S. scleratus, S alpinus, § incanus, S. platyphyllus, S. sparitioides, §
integerrimus, S stenacephalus, S subalpinus, S aureus, S ilicifolius, S
peseudoarnica, S squalidis, S viscosus, S. vulgaris, S. kikii, etc.

Los estudios realizados en estas plantas se han concentrado
principalmente en el aislamiento de los alcaloides pirrolizidinicos entre los
cuales estan la jacolina, jacozina, retrosina , longibolina, rosmarinina,
scleratina, seneciphyllina ¢ jacodina, senecionina, senkirkina y jaconina.(8).

Dentro del genero Senecio se han encontrado diversas sustancias entre
las cuales se pueden citar una variedad de alcaloides, flavonoides,
diterpenlactonas, sesquiterpenlactonas, quinonas, cumarinas y carbohidratos.
( 14,15,16,18,22)

Se efectué una revision bibliografica a nivel del género Senecio, a
través de Chemical Abstracts, que abarca desde 1907 hasta 1993. Los
compuestos que enseguida aparecen estdn agrupados alfabéticamente en la
tabla 1.

Metabolitos  secundarios reportados  del género  Senecio
(2,5,12,15,16,17,18,23,28,32,35,36,37).

METABOLITO COMPUESTO

Senecio acanthhifolius
Senecio anonimas
Senecio adonidifolius
Senecio amplexicaulis -
Senecio andricurxii
Senecio anonimus
Senecio aquaticus
Senecio argunensis
Senecio arnicoides
Senecio articulatus
Senecio asperulus
Senecio bicolor cineraria
Senecio bonariensis

Pas ( acantifolina)

Pas

Pas

Acetofenona monoterpénica
Furanoeremofilanos

Pas

Pas

Pas

Furanoeremofilano

Pas

Furanoeremofilano
Amino4cidos y minerales
Sitosterol, glucopiranésidos y
Esteroles glicosidos (raiz).



Senecio brasiliensis
Senecio cachinalensis
Senecio campestris
Senecio cacaliaster
Senecio castagneanus
Senecio chilensis
Senecio chrysantemoides
Senecio chrysocoma
Senecio cilicius

Senecio cordatus
Senecio crassiflorus
Senecio cruentus
Senecio darwinii
Senecio deferens
Senecio desfontainei
Senecio dimorphophilus
Senecio doria ;
Senecio doronicum
Senecio dunedin
Senecio erraticus
Senecio erucifolius
Senecio faberi
Senecio fistulosus
Senecio fuchsii
Senecio gallicus
Senecio glabellus
Senecio glutinosus
Senecio graveolens
Senecio grisebachii
Senecio hadiensis
Senecio hibridus
Senecio hydrofilus
Senecio incanus
Senecio integrifolius fauriri
Senecio isatideas

Senecio jacobaea

Senecio johnstonii
Senecio kleina

Senecio leptolobus

~

Pas

Furanoeremofilanos

Acidos grasos y terpenoides
Pas

Eremofilanos (hojas)
Oxofuranoeremofilanos
Eudesmanolidos ( hojas)

Pas

Pas

Pas

Sesquiterpenoides e iscdaucano
Pigmentos y antociaminas
Furanosesquiterpeno ( hojas)
Pas

Dehidrofukinona, euparina
Pas

Furanoeremofilano
Furanoeremofilanos y Pas
Pas ( dietanolamina)
Sesquiterpenlactona

Pas

Pas (platifilina, squalidina)
Pas

Pas

Pas, Acetonas, y terpenos
Pas ( integerrimina)
Furoeremofilanos , eremofilanos
Monoterpénico y acetofenona
Pas

Pas

Pas

Pas

Glicosidos flavonoides

Pas ( putrescina)

Pas (ectocarpeno y retorsina)

. Pas

I:Iidroxiacetonas
Acido cirassulaceano
EremofilanosPas(neosenkirkina)



Senecio leucantemifolius
Senecio linifolius
Senecio lividus

Senecio longilobus
Senecio macrofilla
Senecio macrospermus
Senecio magnificus
Senecio mandraliscae
Senecio maddley-woodii
Senecio mexicanus
Senecio mikanoides
Senecio murorum
Senecio nebrodenisis
Senecio nemorensis
Senecio nemorenis fuchsii
Senecio nemorensis nemorensis
Senecio oerstedianus
Senecio othonae
Senecio othonnaeflorus
Senecio pachifillos
Senecio patagonicus
Senecio pellucidus
Senecio picardae
Senecio philippicus
Senecio pleistocefalus
Senecio pseudorientalis
Senecio psendotites
Senecio pirenaicus caespitosus
Senecio racemosus
Senecio renardi

Senecio retrosus

Senecio riddelli

Senecio rodruguezii
Senecio rosmarinus
Senecio salignus
Senecio sanguisorbae
Senecio scandens
Senecio serra

Senecio squalidus

Pas

Sesquiterpenos,
Sesquiterpenos

Pas (intergerrimina )
Eremofilanos,ac. grasos,
Sesquiterpenos

Pas

Acido crassulaceano
Acido crassulaceano
Oplopano y oplopenona
Pas

Pas (usaramina)
Flavonas, sesquiterpenos
Pas

Pas

Pas
Furanoeremofilanos
Pas

Pas

Furanoeremofilano
Furanoeremofilanos
Pas

Pas

Sesquiterpenos

Pas ( rosmarinecina)
Pas

Chalconas
Furoeremofilanos

Pas

Pas

Pas

Pas (ridelina, ornitina)
Pas

Eremofilanos

Pas

Glicosidos, flovonoides
Pas

Pas

Pas



Senecio siringifolius Pas

Senecio sylvaticus Pas

Senecio thomsonii Ligandlidos
Senecio toluccanus medestus Eremofilanos
Senecio triangularis Pas ( senecionina)
Senecio usgorensis Pas

Senecio vernalis Pas

Senecio vira-vira Pas

Senecio vulgaris Pas(senecionina)
Senecio yegua Furolabdano y oplopanos
Senecio zoellneri Furoeremofilanos

De 102 Senecios reportados, existen por orden de importancia los siguientes
metabolitos secundarios:

Alcaloides pirrolizidinicos: 57 ( 56 %),

Compuestos terpenoides (sesquiterpenos, monoterpenos,etc.): 35 ( 34%),
Acidos grasos 5 ( 5%),

Flavonoides 2 ( 2%).

En la siguiente pigina se muestra lo anterior.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal
2.1.1. Senecios Mexicanos.
En base a su morfologia ( 13 ).

AUREIL:

Senecio rosei

Senecio quebradensis
Senecio paratridenticulatus
Senecio hintoniosum

LOBATI:

Senecio tampicanus
Senecio scalaris
Senecio sanguisurbae
Senecio coahuilensis
Senecio zimapanicus
Senecio montereyanus
Senecio millelobatu

TOMENTOSI:

Senecio moranii
Senecio candidissimus
Senecio neomexicanus
Senecio bellidifolius
Senecio canus

2.1.2. Clasificacion y descripciéon botanica de Senecio candidissimus.
Clasificacion botanica

Reino :

Plantae,

Subreino: Embryobionta,
Division: Magnoliophyta o Angiospermae,

Clase : Dicotyledoneae,
Orden: Asteraceae,

- Familia: Compositeae,

Tribu: Senecioneae o Packerae,

Genero: Senecio o Packera,
Especie: candidissimus



Descripcion botanica:

Ongen: Estado de Chihuahua, Municipio de Guachochic, en la Sierra
Madre Occidental a una altitud de 2,000 a 3,000 mts. sobre el nivel del mar,
crece en areas boscosas de pinos, con épocas largas de sequias, en suelos
delgados ¢ igneos .

P. candidissimus es un miembro de las especies Tomentosi que crece y
aparece mas estrechamente aliado a P. bellidifolius , comunmente en la
Sierra Volcanica Transversal de México y al P. canus al oeste de los
Estados Unidos y Canada . P . candidissimus se caracteriza en muchos
aspectos morfologicos con estas dos especies, P. bellidifolius y P. canus ,
pero puede ser distinguido por las siguientes caracteristicas:

A).- La superficie basal superior de las hojas tiende a ser lanosa por el
tiempo de floracion, la superficie basal inferior de las hojas se aprecia
permanentemente tomentosas. Las hojas basales son abundantes pero
raramente forman una roseta densa. La inflorescencia generalmente con 6 o
menos cabezas. Por lo general es mds abundante en la Sierra Volcdnica
Transversal y en las Tierras Altas de Oaxaca de la Sierra Madre del Sur ( P.
bellidifolius).(13)

B).- Superficie basal superior ¢ inferior de las hojas normalmente permanece
densamente tomentoso a lanado con aspecto de cabellos lanados. Las hojas
basales normalmente muy densas y juntas en formacion de roseta.La
inflorescencia generalmente con 6 © mas cabezas. Hojas basales redondas a
obtusas y ocasionalmente agudas en el apex, su habitats al norte de la Sierra
Madre Occidental en Chihuahua ( P. candidissimus).

El Packera candidissimus tiene tallo herbiceo, perenne, densamente
tomentoso a lanado y ocasionalmente con la edad presenta pelusa. El aspecto
es grisdceo suave con tallos ( de 1 a 9 ) provenientes del tronco. Hojas
basales densamente amontonadas y formando distintas rosetas basales, el
tallo gradualmente va disminuyendo hasta el peciolo. Las hojas por lo general
tienen dimensiones de 1.5 a 8.5 cm de largo y 0.5 a 1.5 cm de ancho.
Packera candidissimus forma densas colonias, es muy comun al este de
Chihuahua, en las cercanias de Creel y ademas es frecuente encontrarlas en
‘areas desforestadas abiertas especialmente en claros de bosques de pino-
robles, pastizales,areas de cultivo abandonadas o en las areas laterales de las
carreteras .(13)

Estudios etnobotanicos desarrollados por-la Universidad de Colorado
sobre los indios Tarahumaras han encontrado que usan éstas plantas con fines
medicinales, en forma de té, para el tratamiento de enfermedades venéreas,
también para cerrar llagas abiertas, otros usos de los Packeras ( 0o Senecios)



descritos es para tratar heridas del rifion y vejiga. En forma fresca machacada
en aceite de oliva para hacer emplastos para tumores, quemaduras y otras
infecciones superficiales. Ofros nombres sonm Chucaca, lechuguilla, té
milagro.( 11,19,24,28)

2.2 Extraccion del material vegetal.

El material vegetal recolectado se secd a la sombra y posteriormente se
pico; el material seco y molido se extrajo por dos técnicas, maceracion a
temperatura ambiente y extraccidn continua en Soxhlet .

2.3 Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios.

El aislamiento de metabolitos secundarios fué realizado por
cromatografia en columna liquida, invertida y de fase estacionaria tanto el
solvente como la silica gel, cromatografia preparativa y cristalizaciones
posteriores . La identificacion se logré usando métodos fisicos y quimicos
como son: puntos de fusion, métodos cromatograficos, reacciones para
determinar grupos funcionales y métodos espectroscépicos (IR).

2.3.1 Métodos cromatograficos

2.3.1.1 Cromatografia en capa liquida.

Se utilizaron columnas cilindricas de vidrio (pyrex), equipadas con llave de
teflén. En el presente estudio quimico la gel de silice utilizada fueron las
siguientes: Silica gel 60 mallas ( Merck), Silica gel 100-200 mallas ( grado
923) ASTM (casa Rocas), y (Universal Adsorbents Inc, USA). Silicar TLC-
7G (Mallinckrodt). Las columnas fueron empacadas utilizando la técnica de
montaje en suspension; la cual consiste en suspender la cantidad de gel de
silice a utilizar en el solvente con el que se va iniciar la elucion de la columna,
agitar y dejar reposar por espacio de 5- 10 minutos. Después se agrega a la
columna , con la llave de paso cerrada, aproximadamente 20-25 mL del
eluente utilizado, se empieza a vertir la silice por medio de un embudo de
boca ancha y se abre 1a llave de paso, cerrindose ésta cuando quedan 5 mm
de eluente por encima del gel de silice ya sedimentada.

La aplicacion de la muestra se realizé por adsorcién previa la cual
consiste en mezclar una solucion concentrada del extracto vegetal con un
peso de gel de silice igual al del extracto seco; dejar evaporar el solvente y
moler el sélido resultante hasta lograr el aspecto nato de la gel de silice, El
polvo resultante se vierte sobre la columna ya empacada previamente y
encima se le coloca un trozo de algodon para evitar golpear la silice con los
eluentes a utilizar.

10



2.3.1.2 Cromatografia en capa delgada,

Este método es usado para identificacién y purificacién de compuestos. Las
placas cromatograficas fueron preparadas en el laboratorio de fitoquimica de
la Facultad de Biologia de 1a U.A.N.L., utilizando gel de silice 60G ( Merck)
y Silicar TLC 7-G (Mallinkrodt,USA) mezclada en agua, aplicindola sobre
las placas con una pipeta pasteur , secandose después por espacio de una
hora en la estufa a 100 C.Se usaron placas cromatograficas de las siguientes
dimensiones:

Base altura espesor
5 cim 10 cm 1 mm
20 cm 20 cm 4 mm

En la placa ya seca se coloca la muestra por medio de una micropipeta a 1 cm
de la base y ésta se introduce a una camara de vidrio de boca ancha y tapa
movil provista en su interior con papel filtro para asi mantener saturados los
vapores del eluente. La polaridad del eluente varia en relacion al compuesto.
Para calcular el Rf se midi6 la distancia del punto de aplicacion de la muestra
hasta la mitad de la mancha estudiada y se dividié este valor entre la distancia
del punto de aplicacion a el frente del eluente.(26, 27,39)

2.3.1,3. Agentes cromogénicos.

Revelador ~ Se observa......... Se interpreta..........
1.- Con CoCl2 varias manchas que no que no se puede considerar
absorven al UV como un solo compuesto
2.- Vapores de varias manchas que no no se puede considerar un
Yodo absorven al UV solo compuesto
3.- Placa normal
corrida en CHCls Rf=0.58 detecta glicéridos neutros

4.- Placa impregnada  ion plata+ orbitales Pi de dobles enlaces de las
con AgNOs al 5%  cadenas de ac. grasos dan una separacion de los
glicéridos de acuerdo a sus grados de insaturacion,
los insaturados mds cerca del origen y los saturados
mas alejados de él.

5.-Cromatograma Deteccion al UV yreactivos  alcaloides
NaOH(saturado) cromogénicos: Yodo,CoClz,Ehrlich,
coloracion café,rojo,naranja
6.-H2804al 25% se manchas rojo-plrpura esteroles
rocia la placa, calor 230 C  manchas rojo-café otros lipidos
muy sensible detecta
cantidades de 1 ug.

11



7.-Reactivo de Ehrlich manchas azules, magenta n-6xidos(Pas)

Reactivo de Wagner manchas naranja alcaloides

Reactivo de Dragendorff  manchas naranja,roja alcaloides
8.-Revelador de KMnO«

al 5% mancha obscura sesquiterpenlactona
(7,10,11).

2.3.2. Cristalizacion.

La cristalizacidn se us® para purificar compuestos sdlidos a temperatura
ambiente; un compuesto se cristaliza formando una solucion saturada de €I, a
temperatura elevada y en un disolvente apropiado, €l cual al enfriarse se
separa el compuesto en forma cristalina. (10,11).

2.3.3. Métodos fisicos de identificacion.

2.3.3.1. Constantes fisicas.

Los puntos de fusidn se¢ determinaron en un instrumento Electrothermal (cat
no. 1A6304) usando un termometro de 400 C y no estan corregidos. Todos
los puntos de fusion estan reportados en grados centigrados.

2.3.4. Métodos quimicos de identificacion.
2.3.4.1. Pruebas para grupos funcionales.

Prucba de la Flama: Esta prueba se utiliza para diferenciar un compuesto
organico de un inorgénico. Se coloca una pequefia cantidad de mezcla en una
asa de platino y se lleva a la flama. Si quedan cenizas el compuesto es
inorganico (10,11).

Prueba de Liebermann-Burchard: La prueba es para triterpenos y compuestos
esteroidales. Se disuelven 1.5 mg de muestra en cloroformo y luego se le
afladen unas gotas del reactivo, observandose cambios de coloracion; el
reactivo se prepara agregando una gota de dcido sulfurico a una mezcla de 1
mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo (11).

Prueba de Salkowski: Similar a la de Liebermann-Burachard, la muestra(1-2
mg) en 1 mL de cloroformo se pone en contacto con | mL de acido sulfurico,
desarrolla colores amarillo o rojo, para esteroles y metilesteroles.( 10,11)
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Prueba de Shinoda: La prueba es para compuestos de tipo flavonoide; a 1 mg
de muestra disuelta en etanol y con unas limaduras de magnesio se le aplica
calor (60 C) y después una gotas de HCI por las paredes. Se considera
positiva con la aparicidon de coloraciones naranja, rojo, rosa, azul y violeta (
10,11).

Prucha de Acido Sulfirico: Para flavonoides; una pequefia cantidad de
muestra se disuelve en 4cido sulfurico concentrado y se observan
coloraciones amarillo para flavonas y flavonoles; naranja-guinda para
flavonas; rojo-azuloso. para chalconas. También detecta quinonas con
coloracion roja-purpura (10,11),

Prueba de Legal: Para sesquiterpenlactonas; una pequeiia cantidad (2 mg) de
muestra se disuelven en 2-3 gotas de piridina; en seguida se afiade 1 gota de
una solucidn reciente de nitroprusiato de sodio al 0.5% y después se afiaden
gota a gota, 4 gotas de hidroxido de potasio 2 N , observandose coloraciones
r0jo, azul, rosa y violeta (10,11):

Prueba de Baljet: Para sesquiterpenlactonas; se utilizan dos soluciones que s¢
mezclan en iguales volumenes antes de usarse, Solucion A, lg de acido
picrico en 100 mL de etanol; soluciéon B, 10 g de hidroxido de sodio en 100
mL de agua. Para la prueba se ponen 2-3 mg de compuesto y unas 3-4 gotas
de reactivo, siendo positiva si se forma una coloracién naranja o roja obscura.
(10,11).

Prueba de Ehrlich: Determina presencia de grupo furano, la muestra se
disuelve en etanol y se agrega una solucidon al 5% de p-
dimetilaminobenzaldehido en etanol y después cloruro de hidrégeno gaseoso,
formandose una coloracion naranja (10,11).

Prueba para Coumarinas: Como las coumarinas son lactonas, se pueden
disolver en soluciones alcalinas acuosas o alcohoélicas con aparicion de una
. coloracion amarilla, la cual desaparece al acidular (10,11).

Prueba de Borntriiger: Para naftaquinonas y antraquinonas, en ella se hierve,
por 10 minutos, un poco del material con hidréxido de potasio al 2-5% , se
enfria la solucion, se acidula y se extrae con benceno. La capa de benceno se
separa y se sacude con un poco de la solucion de hidréxido de potasio. Si la
fase de benceno se decolora y la alcalina se torna roja, hay quinonas (10,11).

13



Prueba de Wagner: Para alcaloides, se disuelven 1.27 g de yodo
(resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua; la solucién se
afora a 100 mL con agua destilada. La mayoria de las soluciones aciduladas
de alcaloides forman precipitados floculentos color marron (10,11).

Prueba de Dragendorff: Modificacion de Munier y Machelobuf. Para
alcaloides.

Solucion A: Se disuelven 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10
mL de acido acético glacial y 40 mL de agua.

Solucion B: Se disuelven 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua.

El reactivo se prepara mezclando 5 mL de A, 4 mL de B y 100 mL de agua,
el reactivo es estable por un afio, la prueba es positiva para alcaloides al dar
la placa coloraciones rojas o naranjas, persistentes por 24 hrs,(10,11).

Prueba de Fehling: Se coloca en un tubo de ensaye una solucion A ( 8.66 g de
sulfato de cobre pentahidratado disuelto en agua y aforado a 125 mL) y 3 mL
de una solucion B (15 g de NaOH y 43.25 g de tartrato de sodio- potasio
disueltos en agua y aforado a 125 mL) Se agrega el compuesto, se calienta 10
minutos y si precipita primero el cobre el compuesto es reductor-( 10,11).

Prueba de bromo en tetracloruro de carbono: Para insaturaciones, a 2 mg de
muestra contenida en un tubo de ensaye se le agrega una solucion de bromo al
2% en tetracloruro de carbono; si la coloracion de la solucién desaparecen en
un principio la prueba se considera positiva (10,11).

Prueba de Permanganato de Potasio: Para dobles enlaces , se prepara una
solucion de permanganato de potasio al 2% en agua, se disuelve 0.2 mg de
muestra €n agua, acetona o metanol y se toma en capilar agregandole la
solucion de permanganato de potasio. La prueba es positiva si hay
decoloracion del reactivo ( 10,11).

Prueba de Cloruro Férrico: Se disuelve una pequeiia cantidad de muestra en
etanol y se afiade una gota de solucion de cloruro férrico en agua ( 2.5%). La
aparicién de una coloracion o precipitado rojo, azul, violeta o verde se
considera positiva. En algunos casos es necesario utilizar una solucién no-
acuosa de cloruro férrico a la que se le afiade una base débil, por ejemplo
cloroformo-piridina, para hacer mas sensible la determinacién (10,11).
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Prueba de 2.4-Dinitrofenilhidracina: Para grupo carbonilo. En un tubo de
ensaye se disuelve 50 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 mL de etanol
caliente. Se agregan 50 mg del compuesto carbonélico y se calienta a bafio
Maria por 10 a 15 minutos. Se deja en reposo y luego se enfria en bafio de
hielo, la apariciéon de un precipitado indica la presencia de un grupo carbonilo
(10, 11).

Prueba de Molisch: Para azicares. En un tubo de ensaye colocar la muestra,
afiadir el reactivo de Molisch ,3 gotas, y agitar .Luego, inclinar el tubo y
depositar por la pared 2 mL de acido sulfiirico concentrado. Es positivo
cuando se forma un anillo coloreado en la interfase. El reactivo se prepara
disolviendo 1 g de a- naftol en 100 mL de etanol al 95 %. ( 10,11 ).

2.4 Pruebas de inhibicion bacteriana;

Los métodos empleados para el ensayo microbioldgico fuéron realizados en
el departamento de Microbiologia e Inmunologia a cargo del Dr. José Santos
Garcia Alvarado, de la Facultad de Biologia de 1a U.AN.L.

2.4.1 Bacterias seleccionadas

Para el presente estudio se eligieron las siguientes bacterias: Salmonella
typhi, Shigella disenteriae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Yersinia pestis, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, y Bacillus cereus .

2.4.2. Preparacion de medios enriquecidos.

2.4.2.1 Para activar bacterias.

Se uso el medio de Brain Heart Infusion (BHI), Detroit, Michigan, USA;
dosis: 3.7 g de BHI en 100 mL de agua destilada. Se utilizaron 9 tubos de
ensaye a los que se agregé 5 mL de BHI a cada uno, se esterilizan, se
siembran del cepario con una asa cada tubo e identificandolos, se toman
medidas asépticas, como encender mechero, evitar comentes de aire, etc. Se
incuban de 12 a 18 horas a 37 C.

2.4.2.2 Para cultivar bacterias.

Se usé medio enriquecido Miiller Hinton II. Agar ( Becton & Dickinson,
USA) en la proporcion de 38 g en 1000 mL de agua destilada, se esteriliza el
medio y con una pipeta estéril se colocan 20 mL a cada caja, se dejan enfriar

y se conservan en refrigeracion. 066915,
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2.4.3 Pruebas in vitro.

El método de difusion en placa se eligid por qué no precipita el extracto con
el medio de cultivo. Este método consiste en colocar el extracto ( 50
microlitros) sobre un orificio hecho en una placa sdlida de agar nutritivo (
Miiller Hinton II , Becton & Dickinson ,USA), previamente inoculada con
bacterias entéricas ( 100 microlitros) en la superficie. Después se incuba la
placa a 37 C por 24 horas se observa, si produce drea de inhibicién (se mide
). Una variante de éste método es mezclar el extracto con el medio y
refrigerar para después inocular la superficie con los microorganismos. Los
extractos se llevaron a sequedad por medio de un rotavapor Biichi a baja
temperatura y presion reducida, para disolverlos después en agua destilada .
A 1 g de muestra se agrega 9 mL de agua destilada, esta solucion se esteriliza
por filtraciéon en membranas de nitrato de celulosa ( Whatman), la
concentracién del extracto disminuye a 100 mg. Al tomar 50 microlitros de
ésta dilucion ,que son equivalentes a 5 mg de extracto, con esta dosis se
realizaron las pruebas de inhibicion.

Las fracciones aceitosas se trabajaron directamente ( por la dificultad de su
manejo). Los estdndares de antibioticos de referencia utilizados fueron:
Lincomicina y Ampicilina. Tambien se corrieron los solventes utilizados en
los extractos, para determinar la inhibicion debida a ellos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3. Estudio Quimico de Senecio candidissimus :

Extraccion: Parte de la planta utilizada: La planta completa en etapa de
floracion, se seco a temperatura ambiente y se molié ( molino tipo Wiley).

3.1 Preparacion de los extractos :
El procedimiento empleado fue :
a).- Preparacion tradicional:

b).- Preparacion protocolo experimental:

xtracto(Ext.)Senecio (Se¢)
exanico (Hex) .

Tisana (té) en agua
Macerado en H20(24 hrs)

Soxhlet 7 dias |

Macerado 7 dias|

Ext Se Acetato de Etilo

Hxt. Se etanolic

Macerado 7 dias

Ext. Se Metandlico (Me)

Macerado ms

oxhlet 7 dias

Macerado 7 dias

En la siguiente tabla se expresan los resultados de la inhibicion bacteriana de

los extractos anteriores.
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H>wﬁ> No. 1. INHIBICION BACTERIANA DE EXTRACTOS DE Senecio candidissimus:

Género- Especie Té | Macerado H2O | SeHex* | Se.Ac. de Etilo*| Se Etilico* SeMe *
Salmonella typhi - -—- +++ - +4+ i
Shigella disenteriae --- --- +++ - + il
Escherichia coli - - +++ _ ++ f+
Enterobacter aerogenes| --- - +4+4 - Los ++
Yersinia pestis -—- - ++ . ++ ++
Proteus vulgaris --- - +++ - + + ++
Listeria monocytogenes | —- - ++ = ol ++
Staphylococcus aureus | --- - + -— 3 e ++
Bacillus cereus --- - +++ =\ Pt ++

Halo de Inhibicién: += con un didmetro de 2.5 mm,
+ + = con un diametro de 5 mm.
+ + + = con un diametro de 10 mm.

¥ = macerado




Dependiendo del tipo de solvente ,varian los compuestos extraidos de la
planta, ya que ¢l uso medicinal es por 2 métodos, uso externo ( maceracion)
y uso interno ( té), por lo tanto deben existir diferencias, que se comprueban
con las CCD de cada extracto que a continuacion se exponen.

TABLA No.2 CCD EN PLACAS DE SiO:( No. DE MANCHAS).

Extractos Visible UV | Vapores |CoClL: |Dragendorff,
de yodo Wagner,Ehrlich
Se té H20 amarillo claro 2 2 2 —
[Se M.H:0|  amarillo obsc 2 2 3
Se Etilico| café obsc. 5 3 7 --
Se Acet. E{. verde obsc. 10 7 9 ——
SeHex So verde obsc 10 7 10 -—-
Macerado verde 6 7 10 -—-
Se Me S0 negro 6 35 9 —-
Macerado verde obsc. 6 5 9 -—-

3.1.1 Preparacién tradicional:

Té en agua: Se preparé como tisana ( 20g) y se corrid una cromatografia en
capa delgada (CCD) usando como eluente: benceno:clorofromo: ac. acético:
agua (5:1:3:1) y como agentes cromogénicos: vapores de yodo y CoClL,
revelando dos manchas, con sus Rf=0.58 y 0.29. En las pruebas in vitro no
presentaron inhibicion bacteriana.

Macerado en H:0: Se puso a macerar 500 g de S. candidissimus y se
concentrd al rotavapor, obteniéndose 42 g . D4 positiva la prueba de ac.
grasos( AgNQOs), se corrié una CCD en gel de silice al macerado usando
como ¢luente benceno: cloroformo: ac. acético: agua (5:1:3:1) y como agentes
cromogénicos vapores de yodo, CoCl» y 24-dinitrofenilhidracina. El las
pruebas in vifro no tuvo efecto inhibitorio. Precipitd con acetona un
compuesto fué por CCD, el cual dié un polvo ambar claro, de punto de
fusion de 55° C, con Rf= 0.66 corrido con benceno:cloroformo:ac,
acético:agua (5:1:3:1), di6 una mancha celeste al UV y revelada con CoClLz es
de color café . Se agrupan en la siguiente tabla los resultados obtenidos.
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TABLA No.3. CCD EN PLACAS DE SiO: DEL EXT.MACERADO EN

AGUA.

MANCHAS[VISIBLE] UV |VAP.DE YODJJCoCL: | Rf |2,4DNFH
1 --- | blanco - Jcafé 10.66) —
2 cafe | celeste café verde | 0.58 | café
3 — |amarill  café 'vio[eta 029 —

En las prucbas generales para alcaloides, utilizando los reactivos de
Dragendorff modificado y Wagner fueron negativas y en las especificas para
alcaloides pirrolizidinicos y sus n-6xidos con el reactivo de Ehrlich también

fueron negativas. (22,24)

A continuacion se presenta el diagrama de separacion del Ex Se Macerado en

H20.

20




DIAGRAMA DE.SEPARACI(’)N DE Senecio candidissimus
EXTRACTO MACERADO EN H:0

S. candidissimys
(500¢g)

Extraccion maceracion
7 dias / agua

Ex Se Macerado
en H:O0 (42 ¢g)

No muestra inhibicién

CCDP

Compuesto

Se M H:20 F-1
(50 mg)
Pf= 55-C
Rf=0.66
AgNQOs =+

Salkowski = +
Legal =+
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3.1.2 Preparacion Protocolo Experimental:

3.1.2.1 Primera extraccion con Hexano de Senecio candidissimus:

En un extractor tipo Soxhlet se extrajeron con hexano durante 7 dias, 500 g.
de planta seca de Senecio candidissimus. La solucion obtenida se evaporé a
sequedad en un rotavapor Biichi ( Re 111) quedando 20 g. de extracto
hexénico. Identificado como SeHex. Los resultados obtenidos de la CCD de
este extracto, para detectar acidos grasos, y sus fracciones son expresados en
la siguiente tabla.

TABLA No.4 CCD EN PLACAS DE SiO: DEL EXTRACTO HEXANICO

MANCHAS| VISIBLE uv IVAP. DE YODO| CoCl2| Rf

1 verde |verde obsc café violeta | 0.94
2 -—-- negro naranja amarillo| 0.88
3|, -—-- - verde azul 0.83
4 il r0jo ---- negro | 0.72
5 -——- verde - | café 0.61
6 verde claro} violeta café ambar | 0.50
7 -——- I0jo e negro | 0.47
8 - -—-- verde azul| 0.62
9 e negro paranja amarillg 0.44

10 verde erde obsc café violeta | 0.38

11 e - T café 0.22

12 - - --- café 0.16

En las pruebas in vitro resultd con actividad inhibitoria para bacterias.
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ESQUEMA DE CCD EXT HEX PARA ACIDOS GRASOS
( no polares) : '

1.- Placa normal en cloroformo
para detectar glicéridos
neutros con Rf= 0.58(+)....counnee

Rf= 0.58

2.-Placa impregnada con nitrato
de plata al 5% para detectar
acidos no sustituidos. Eluentes:
éter de petréleo, éter etilico y
acido acético( 9:1:1)....... et

Rf= 0.35 0.47

3.- Placa No.2 revelada con
HISO4 al 25%..'.. ...... PePROIORBEPEU NP

Rf= 047 0.94

~N

4.- Placa No.2 revelada con
vapores de yodo.....ccuveesssnns

Rf=0.16 = 027 0.38 0.61 0.83
022 033 044 0.72 0.88
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3.1.2.1.1 Separacion por CCL de SeHex:

El extracto hexanico (20 g) se mezclaron con 60 g. de silica gel 100-200
mallas ( grado 923, Universal Absorbents Inc.) y se procedid a la separacion
de sus compuestos por CCL utilizando una columna de 1.20 cm. de altura y 5
cm. de didmetro, empacada con 250 g. de silica gel de las mismas
caracteristicas. Los eluentes usados fueron: benceno (B), Cloruro de Metileno

(CM)y metanol (MeOH).

La CCL se siguié por CCD, recogiéndose fracciones de 125 mL cada una y
procediendo a incrementar la polaridad del eluente al no observar cambio
apreciable en la CCD. En la siguiente tabla se muestra la marcha de

separacion de los componentes del extracto SeHex.

Tabla no. 5. Separaciéon por CCL de SeHex. en SiO: .

FRACCION | ELUENTE (v/v) - MANCHAS | ASPECTO
la 23 B a BCM 91 | CEToso
24 a 42 B:CM9:1 aB:CM 7:3 1 CEroso
43 56 |B:CM7:3 a B:CMI1:1 2 aceitoso
57 a 61. B:CM 1:1 a B:CM 3:7 3 resinoso
62 a 69 |Cloruro de Metileno 4 1esinoso
70 a 8 | CM: MeOH 1:1 4 resinoso
87 a 97 MeOH 4 resinoso

A continuacion se muestra la tabla no. 6 de inhibicién bacteriana del Ex Se

Hex :
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Tabla No. 6. Inhibicion bacteriana de Ext. Se Hex de las fracciones obtenidas:

Género-Especie _mﬁ a23) F(24a42) | F(43a56) | F(57a6l)| F(62a69) | F(70a 86) | F(87 a ml
Salmonella typhi % ++ + 4 + — -~ o
Shigella disenteriae ++ + ++ o B + s i
Escherichia coli % & ++ ++ + — - o

Enterobacter aerogeney ++ ++ + ++ - - —_ s
Yersinia pestis ++ ++ ++ - + — -
Proteus vulgaris F4 ¥ % + + - £ — ? i

Listeria monocytogenes| + ++ ++ - v s o

Staphylococcus aureus | ++ + - +++ o = + —
Bacillus cereus ++ ++ ++ - + — -

Concentracion de 50 microlitros soluble en H20 destilada.

Halo de inhibicion:

+ = con un diametro de 2.5 mm

+ + = con un didmetro de 5 mm,

+ + + = con un diametro de 10 mm.
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3.1.2.1.2 Compuestos obtenidos en la separacion per CCL de SeHex .
con inhibicién bacteriana:

1.- Compuesto SeHex F-1 (ppdo):

De las fracciones 1-23 eluidas en benceno- cloruro de metileno (9:1) de la ccl
se obtuvo un material de aspecto ceroso . Al cual se le afiadieron 10 mL. de
acetona observandose la formacion de un precipitado blanco que fué filtrado,
obteniéndose 10 mg., con un Pf=90°C y la CCD mostrd una mancha café al
revelar con CoClz y al UV de color morado de un Rf= 0.64

( benceno:cloroformo:metanol: 3:6:1).

~ Pruebas Quimicas:

Salkowski= positivo,

Legal = positivo,

H2S04 = positivo,

Cumarinas= positivo

IR=mostro las signientes bandas en cm-1 : 3447(0H),2962,2918,2850,1737

( deformacion C-H,CH:z 0 CH3s),1262(estiramiento asimétrico C-0),1097,
1022( OH primario o secundario),802 ( deformacion del C-H)(
Kbr,v,espectro no. 1).

En esta misma fraccidn aparece otro compuesto ceroso al que se denominé:
Compuesto SeHex F-1 :

De las fracciones 1-23 eluidas en benceno- cloruro de metileno(9:1) de la
CCL del material que no precipité se obtuvo un material de aspecto ceroso
amarillo, con Pf=58° C, mostrando la CCD una mancha blanca al UV y con
CoCl: es de color negroob de un Rf= 090 ( benceno:
cloroformo:metanol;:3:6:1).

Pruebas Quimicas:

Salkowski = positivo,

Legal= positivo, )

HzSO4 = positivo

2.- Compuesto SeHex F-2: , :

De las fracciones 24-42 eluidas en benceno:cloruro de metileno( 7:3) se
obtuvo un material que precipitd con metanol, de aspecto ceroso con Pf=58
C. La CCD mostr6 una mancha blanca- amarilla al UV y con CoCl2 café, al
visible es amarillo, de un Rf= 0.66 ( cloroformo: metanol, 8:2)

Pruebas Quimicas:

Salkowski = positivo,
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Legal = positivo,

H>SO4= positivo,

Cumarinas = positivo

IR = En el espectro no. 2 muestra seiiales a 3419(OH), 2955,2918 (CH: y
CHs), 1736,1716 ( C=0), 1472,1416,1378 ( CHs3),1220( alchol primario o
secundario), 730,720( C-H).( Kbr,v, ).

3.- Compuesto SeHex F-3:

De la fraccion 43-56 eluida en benceno:cloruro de metileno,(1:1) de la CCL
se obtuvo un material de aspecto ceroso que precipitd con acetona. La CCD
mostrd una mancha celeste al UV y morado con CoCl2 , muy aromatica (
mentolado) , de un Rf=0.88 (cloroformo:metanol,8:2) ,con un Pf=100° C.
Pruebas Quimicas:

Salkowski = positivo

Legal = positivo

H2S804 = positivo

Cumarinas = positivo

Espectro IR muestra las siguientes bandas en cm.-1: 3,444 (OH),2918,2850 (
CH: y CHs estiramiento carbon alifatico), 1769,1737,1714 ( C=0),1463,1382
(C-H en CH: y CH»), 1261,1116,1099(C-0),1044(alcohol primario o
secundario), ( Kbr,v).

4.- Compuesto SeHex F-4:

De la fraccion 43-56 eluida en benceno:cloruro de metileno,(1:1), la parte
restante se dejo evaporar, formando un compuesto amarillo ceroso, con un
Pf= 60-62° C y la CCD di6 una mancha azul al UV y café con CoCl2

( Cloroformo;metanol, 8:2).

Pruebas Quimicas;

Salkowski = positivo _

Legal = positivo ’

H2804= positivo

Espectro IR muestra las siguientes bandas en cm-1: 3419 (OH), 2919,2850
(CH: vy CHs),1770,1739(C=0),1463 (C-H),1384,1338,1258,1230
(estiramiento a C-0), 1156,1098 ( alcohol secundario), 1042( alcohol
primario ¢ secundario ), 972,847,765,648,458 ( C-H). ( Kbr,v).

A continuacién se presenta el diagrama de separacién del Ex Se Hex. y
enseguida la tabla para identificaciéon de grupos funcionales para el mismo
extracto.
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.~ DIAGRAMA DE SEPARACION DEL EXT SE HEX.

Senecio candidissimus‘
500 g

Extracto Hexanico 20 g
Inhibicién positiva

CCL
Compuestos con inhibicion

Marco SeMeOH

qSeHexF-l (ppdo)

ceroso, blanco,

aromatico CCD:

morado at UV
Rf=0.64
Pf=90 C
Salkowski= +
Legal= +
H:S04= +
Cumarinas=+

SeHex F-1

mentolado
CCD:blanco
al UV con
Rf=0.90
P=58 C
Salkowski= +
Legal=+

H:804~= +

SeHexF-2
ceroso,CCD
Blanco al UV
Rf= 0.66
Pf=58 C
Sailkowski= +
Legal= +
H:SO4+= +

SeHex F-3
Ceroso.
aromatcico
celeste al UV
Rf= 0.88
P=100 C
Salkowski= +
Legal= +
H:SO=+

Cumarinas= +

SeHex F-4
ceroso
CCD: azul
al UV
Rf=0.91
Pf= 60-62 O
Salkowski
Legal=+
H:SO4=+




TABLA No.7.PRUEBAS QUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE
GRUPOS FUNCIONALES DE LA CCL DE SE HEX. CON
INHIBICION.

' FRACCIONES
PRUEBAS QUIMICAS |F-lpdo.| F-1 { F-2 | F-3 | F4

P. de igniciéon (arde organico) + + + + +
P. de Liebermann-Buchard —_ - — - —
Salkowski
( triterpenos) + + 4+ + +
P. de bromo — - s — —
Permanganato de potasio| —- —_ — — —_

( insaturaciones)

Legal (sesquiterpenlactonas) | + + + . -

2,4-Dinitrofenilhidracina — o~ - —— -
{ grupo carbonilo C=0)
Cloruro férrico

(hidroéxilos fenolicos) - — - — _—
Reactivo de Fehling - -— ZL L W) W
( carbohidratos)
P. H:SO:. ( flavonoides, .
(quinonas , esteroides) s + o+ o+ +

Hidroéxido de sodio al 10%
acuoso (quinonas) - - s o _—

P. para Saponinas SRR e it - e
P. para coumarinas + -—- - + —
Rf 0.64 090]| 066 0.88| 091
Pf 90 C | 58C | 58 C | 100 C}60-62 C
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3.1.2.2 Primera extraccion Se Acetato de Etilo:

La planta seca y entera con un peso de 500 g. se puso en maceracion por 7
dias en acetato de etilo, al obtener el extracto( 40 g.), se evapord a sequedad
en un rotavapor Biichi, extrayéndose en agua destilada para las pruebas in
vitro , siendo negativa la inhibicién. Se corriéo una CCD con los eluentes:
benceno:cloroformo(8:2):

TABLA No.8.CCD de Se Acetato de Etilo.

MANCHAY VISIBLE | UV VAP.DE YODO | CoCL: | Rf
1 - amarillo café naranja| 0.88
2 amarillo | morado café caf¢ |]0.76
3 ---- rosa '+ café violeta | 0.64
4 verde 10JO café famarillo| 0.58
5 - celeste café naranja | 0.52
6 - naranja --- morado| 0.41
7 -—-- ﬁegro café azul 0.29
8 verde rojo café verde | 0.16
9 verde 10jo .. café verde | 0.14
10 verde r0jo café verde | 0.11

Se monto en una columna el extracto (40 g.) y se eluyo con hexano, hexano-
acetato de etilo, acetato de etilo, acetato de etilo-metanol y metanol en
diferentes concentraciones, no se pudo separar ningin compuesto por ser
demasiado resinosos, muy pegajosos e insolubles. A continuacion el diagrama
de separacion:
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DIAGRAMA DE SEPARACION DE S. candidissimus EXT
ACETATO DE ETILO

S. candidissimus
(500 g)

Extraccion: Maceracion 7 dias
en Acetato de Etilo

Extracto Se Acetato de Etilo
(40 g)

Inhibiciéon negativa

CC

Fracciones resinosas,
mucilagosas, insolubles en
solventes organicos y agua
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3.1.2.3 Primera extraccion de Se Etandlico :

La planta seca y entera con un peso de 750 g. se puso en maceracion por 7
dias en etanol absoluto. Al obtener el extracto se evapord en un rotavapor
Biichi a presion reducida y baja temperatura (48 g), se disolvié en agua
destilada para las pruebas in vitro , teniendo regular inhibicion bacteriana ( 5
cm). Al extracto etilico obtenido ( 48 g.) se sometié a una particion con
cloruro de metileno:agua (3:1), separdndose la capa organica ( 26 g.) y la
acuosa ( 19 g.), de los cuales el que resulto con inhibicion bacteriana fué la
particion acuosa, la que se identificé como SeEtSol.H20. Los resultados de la
CCD de este extracto son:

TABLA No. 9, CCD EXT Se Et Sol. H:0.
Eluentes: benceno:etanol (9:1).

MANCHAS|VISIBLE |UV }|VAP.DE YOD(J CoCL Rf
| verde claro | rojo café verde claro | 0.91
2 e _—— _— verde-azuloso| 0.72
3 o — — violeta 0.54
4 - —— ] e azul 0.36

El extracto etandlico soluble en agua se mezcld con gel de silice (60g),
proporcion 1 a 15, y se procedid a la separacidn de sus componentes por CCI
, utilizando una columna de 1.5 mts. de largo por 3 cm. de diametro,
empacada con silicar tlc-7g( Mallinckrodt) por el método de suspension ( 380
g proporcidon de 1 a 20 ). En columna invertida, ¢l extracto se coloca,
disuelto en silica gel de las mismas caracteristicas (60 g) en la parte inferior
con un papel filtro, colocada la columna en un matraz tipo Erlenmayer
conteniendo los solventes: dicloroetano, cloroformo, metanol, acido acético (
20:50:20:10), el desplazamiento de la columna fué lento. (2 meses)
delimitdandose 6 capas, las que se eluyeron con etanol y son las siguientes:
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TABLA Noflo . CCI Ext, Etanolico Soluble en H:20.

FRACCION MANCHAS CARACTERISTICAS
1 2 amarillo-claro
2 2 amarillo
3 3 _ verde-clara
4 4 café-claro
3 | 4 café-obscuro
6 3 amarillo-claro

3.1.2.3.1  Compuestos obtenidos en la separacion por CCI de
SeEt.SolH:O con inhibicién bacteriana:

1.- Compuesto SeEtSolH20 F-2:

De las fracciones de la columna invertida esta presento inhibicién bacteriana
importante ( halo de inhibicién de 10 mm) y se separ0 precipitando con
acetona un compuesto ceroso-ambar. Con un Pf=83-84°C y la CCD mostro
una mancha azul al UV y con CoClzde color violeta, con un Rf=0.93.
Pruebas Quimicas:
Br = positivo,
FeCls = positivo,
H2804 = positivo,
Molisch = positivo
Ehrlich = positivo,
AgNOs = positivo,
Legal = positivo,

A continuacion se presenta la tabla de inhibicion bacteriana , el diagrama de -

separacion del Ex Se Et. y la tabla de identificacién de grupos funcionales
para las fracciones de Se Et.
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TABLA No. 11 Inhibicion bacteriana del Ext. Se. Etanélico de las fracciones obtenidas

Género - especie F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6
Salmonella typhi + s + e — —
Sigella disenteriae - ++ ez .- - e
Escherichia coli - + + — - o —

Enterobacter aerogenes —— e - s — —
Yersinia pestis --- + + s - o cacms
Proteus vulgaris + + - —nt — —
Listeria monocytogenes --- sk V4 --- - . -
Staphylococcus aureus + + + = e e -
Bacillus cereus + + === _— — —

Dosis extracto 50 microlitros.

Halo de inhibicion; + = con un diametro de 2.5 mm.

+ + = con un didmetro de 5 mm.
+ + + =con un diametro de 10 mm




DIAGRAMA DE SEPARACION DEL EXT. Se ETANOLICO
(macerado). -

Senecio candidissimus
(750 g)
macerado 7 dias en etanol

IExt Se Etanélico (48 g)l

Bioensayo con inhibicion

Particion con CH:CL: H20 ( 3:1)

48 g
|
| l
Se Etanélico Sol. H:0 (19 g) e Etanodlico Sol.CH:CL (29g)|
con inhibicion F sin inhibicion

CCI ( Silicar TLC-7g) CCL( SiO2)
SeEtSolH:0 F-2 Fracciones sin inhibicion
ceroso-amarillo con resinosas, gomosas y
CCD: azulal UV y aceitosas.
violeta con CoCl:
Pf=82-84 C
Rf=0.93
Br.=+
FeCh =+
H2S0.=+

AgNOs = +
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3.1.2.4 Primera extraccion con metanol de Senecio candidissimus:

El marco resultante de SeHex (480 g.) se sometid a una extracciéon metandlica
en un extractor tipo Soxhlet durante una semana obteniéndose 72 g. de
extracto metanolico, €l cual se tratd de la siguiente forma:
Primero se pusieron 72 g. de Ext.MeOH al cual se le agregé 300 mL de
CH:CL: y 100 mL de H0, se agité y se dejo en reposo por mas de 6 hrs.
separandose 3 fases:

a).- Fase acuosa: soluble en H20 de color obscura, di6 positiva la prueba

de inhibicién ( 36 g.)
b).- Fase organica: soluble en CH2ClI2 de color amarillo, no present6
inhibicion ( 20 g)
¢).- Fase intermedia: insoluble en las dos fases anteriores , soluble en
acetona; resina negra, pegajosa ( 16 g).

Se separaron las tres fases mediante un embudo de separacion .

3.1.2.4.1 Separacion fase organica SeMe:
La fase organica soluble en CH2CI: se llevo al rotavapor, obteniéndose 20 g.
del extracto soluble en CH2CIz, al que se realizé una CCD :

Eluentes: benceno: ciclohexano: cloruro de metileno : cloroformo: dioxano
(1:1:1:1:1)

TABLA No.13. CCD Ext Se Metanolico.

MANCHAS| VISIBLE| UV |VAP.DEYOD(Q CoCLkL Rf
1 amarillo | moradd café violeta 0.94
2 - verde cafe café 0.70
3 verde-clarg verde cafe negro 0.47
4 ~——- e cafe verde 0.35
5 ST - ---- violeta 0.23
6 verde | negro negro negro 0.05
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Se monto una columna con gel de silice 100-200 mallas ( Universal
Absorbents, Inc.) de 70x4.5 cm. en la proporcion 1:15 { 400 g, de silica gel)
previamente tapada con algodén y una vez empacado se agregé el extracto
(mezclado en 60 g. de la misma silica los 20 g. de extracto SeMeSolCH:Clz.

TABLA No.14. CCL de SeMeSol. CH:CI.
Eluentes: CH2Cl:MeOH

Fase estacionaria: Silica gel 100-200 mallas( Universal Absorbents, Inc)
Fracciones de 150 mL cada una.

lMANCHAS

FRACCION|  ELUENTE CARACTERISTICAS

1--11 CH:CL 2 verde-aceitoso

12 -23 CH2Cl2:MeOH ( 9:1) 2 verde-obscuro

24 -- 51 CH2Cl2:MeOH (7:3) 3 amarillo-resinoso

52 —- 67 CH:Cl2:MeOH (5:5) 3 amarillo-claro

68 --79 CH2Cl2:MeOH (4:6 ) 2 amariilo obscuro

80 -- 86 CH:Cl:MeOH (3:7) 4 amarillo-verdoso

87 --95 CH:CL:MeOH (1:9 ) 2 café

96 -- 101 METANOL 2 amarillo-obscuro ~

102 - 106 DIOXANO 2 amarillo-claro

107 - 110 AGUA 2 amarillo-obscuro

Estas fracciones no presentaron actividad inhibitoria solo se usaron en
cromatografia comparativa con los extractos que si inhibieron para tratar de

observar diferencias en CCD
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3.1.2.4.2 Separacion Fase Acuosa de SeMe :

Se desarrolld una CCD en cromatoplacas de silica gel 60 F-254 para
cromatografia en capa fina 5x10 ¢m. y con un espesor de 0.25 ( Merck.).
Eluentes : benceno: cloroformo : metanol (4:5:1 )

TABLA No. 15. CCD Ext.Se Me Sol H:0.

MANCHAS| VISBLE| uUv | Coch [Rf [EHRLICH(Pas)*
1 azil | amarillo| 0.94
2 ——- verde ambar | 0.91 --
3 verde rojo verde | 0.83 -
4 - verde violeta | 0.77 e
5 --- naranja verde | 0.72 -

6 --- morado |} amarillo} 0.58 -
7 ---  pmarillo-rojq gris 0.44 -
8 --- crema verde | 0.38 -
9 -~ |verde fuerte café 0.33 —
10 - celeste café 0.22 -
11 --—- | verde amarillq 0.16 -—
2 | - café émarillo' 0.08 ---

* Reactivo especifico para alcaloides pirrolizidinicos ( 22, 24).

A continuacion tabla de inhibicidon bacteriana de SeMe Sol H20
de las fracciones obtenidas.
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TABLA No.16. INHIBICION BACTERIANA DE Se Me Sol H20 DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS:

Rf= 0.33 038 0.44 0.58 o..\.ml|o.3. Jmu 0.91 0.94
Salmonella typhi ++ + ++ ++ +++ +++ | +++ +++ + + +
Snigella disenteriae + _+ + ++ +++ | +++ + ++ | +++ ++ ++
Escherichia coli + ++ 0 + + 0 + + +
Enterobacter aerogenes ++ + + + + ++ + + + ++ ++
Yersinia pestis +++ + + + ++ + + + 4 + +++
Proteus vulgaris + + + 0 0 it + 0 +
Listeria monocytogenes | + 0 Fi S EES +HT At +=F =+ 0 0
Staphylococcus aureus | 0 0 ++ 0 0 3+ + 0 +
Bacillus cereus ++ 0 0 5 0 0 ++ + 0 0

Dosis de 50 microlitros

Halo de inhibicion:

+ = con un didmetro de 2.5 mm.
+ + = con un didmetro de 5 mm
+ + + = con un diametro de 10 mm




3.1.2.4.2.1. Compuestos obtenidos en la separacion por CCD de
SeMeOHSol.HzO . Con halos de inhibicion de 10 mm de diametro.

1.~ Compuesto SeMeOHSol.H:0 F- 17:

De las fracciones de CCD en el sistema de eluentes: benceno:cloroformo:
metanol (4:5:1) se obtuvo la fraccion 17 , que al UV es de color rojo y
amarillo-verdoso al revelar con CoCL, con un Rf= (.83, polvo ligeramente
verde, aromdtico. Con punto de fusién bajo ( 60° C ).

Pruebas Quimicas: :

LB: positivo

KMnQO«: positivo

Br, = positivo,

Ehrlich = positivo,

AgNQOs = positivo,

2,4-DNFH = positivo,

2.- Compuesto SeMeOHSol.H-0 F-11:

Esta fraccion - 11, que al UV es verde fuerte y con CoCL es rosa- morado
con un Rf=0.33, polvo ambar-verde.con punto de fusién muy alto (380° C,
cambio de color, no fundié por que el aparato detecta a 400 C).

Pruebas Quimicas:

LB: positiva,

KMnOx; positiva,

Br,= positiva

Molisch = positiva,

Ehrlich = positiva,

Legal = positiva, %
2,4-DNFH= positiva, |

3.- Compuesto SeMeOHSol.H:0 F-14:

Fraccion con un color al UV morado y al revelar con CoClL: es verde- rojizo,
con un Rf= 0.58, polvo verdoso, con punto de fusion bajo (26°C).

Pruebas Quimicas:

KMnQu: positivo

Br,= positivo,

AgNQOs= positivo,

2,4-DNFH= positivo

A continuacion se presenta la secuencia de estudio y las pruebas quimicas del
Ex SeMeSolH20 con sus fracciones.
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SECUENCIA DE ESTUDIO DE Senecio candidissimus Extracto Metanaélico.

Marco Se Hexanico

(480 g)

Extracto Metandlico ( 72g)

con inhiFicién

Particion con CH:Ch: H20( 3:1)

Soxhlet 7 dias en metanol

72g)
[ | N 1
fase organica fase intermedia fase acuosa
soluble en CH:ClL insoluble ( 16 g) (36g)
(20g) sin inhibicion con inhibicion
sin inhibicién
CCL CCL
Se guardaron las compuestos con halo de
fracciones. inhibicion mayor de 10 mm.
A3
SeMeSolH:OF-11 SeMeSolH:0F-14 SeMeSolH:0F-17
Rf=0.33 Rf=0.58 Rf= .83
Pf= 380 C Pf=26C Pi=60C
LB=+ KMnOs= + LB= +
KMnO;: =+ Br:= + KMnO:s=+
Br:=+ AgNOs =+ Br:=+
Molisch= + 2,4-DNFH = + 24-DNFH=+
Ehrlich=+ Ehrlich =+
Legal =+ AgNOs =+
2,4-DNFH = +
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3.2 EXTR{;CCI()N ESPECIFICA PARA ALCALOIDES
PIRROLIZIDINICOS:

Debido a que es es muy abundante el reporte de alcaloides pirrolizidinicos en
el género Senecio o Packera, se procedio a realizar una extraccidn especifica
en la especie en estudio:

El material vegetal molido, seco y desengrasado previamente ( con hexano),
se extrajo con etanol. La solucién se evaporod a sequedad (rotovapor) y el
residuo obtenido se suspendié en una solucion de amonio (5%). De esta
" mezcla se hizo una extraccidon con cloroformo, esta fase organica se mezclo
con una solucién de acido clorhidrico al 5%, sin extraer ningin alcaloide en
forma de sal. Por lo que la fase organica se descartd, se prosiguid con la
solucién acuosa que se alcalinizé y se mezcldé con cloroformo, se llevo a
sequedad y se realizd las pruebas siguientes: reactivo de Wagner,
yodo(vapores), reactivo de Dragendorff modificado, realizandolos en los
cromatogramas de capa delgada,; Son estos reactivos de uso general , se
buscd uno especifico para detectar Pas insaturados y sus N-6xidos en TLC(
22,24). Llas placas fueron tratadas con peroxido de hidrogeno para
convertirlos de bases a N-6xidos, después con el anhidrido acético aspetjado
y se ponen a 230 C por 8 minutos, a continuacion se tratd con el reactivo de
Ehrlich, a 230 C por 8 minutos, sin aparecer ninguna mancha azul 0 magenta
en la placa, las cuales indican la presencia de Pas y sus N- oxidos (22,24 ).
Por lo qué se considera negativa para Pas.



4 DISCUSION y RESULTADOS

SeHex F-1 (ppdo):

Polvo ceroso blanco ( Tabla No. 6 y 7) de Pf"90° C (bajo). En la prueba de
Bromo y KMnO4 no existen dobles enlaces. En la prueba de Legal es
positiva para sesquiterpenlactonas, lo mismo que la de Salkowski y H2S04
para esteroles y triterpenos. La prueba para cumarinas fué positiva, tiene
aroma mentolado.En las reacciones coloridas en CCD. al UV morado, y
amarillo al visible (cumarina) después de revelar con CoClz. Es para acidos
grasos positivo. Se comprobé la presencia de una cumarina, por dar
coloracion amarilla en solucion alcohdlica alcalina, desapareciendo al
acidular, Tiene una lactona (positiva en NaOH) , no hay OH fendlicos (
negativo FeCls), m grupos furanos( Ehrlich negativo). En el espectro IR (
espectro No. 1, muestra seiiales a 3447 de O-H , a 2962, 2918 y 2850 de C-
H, a 1737 de una lactona alfa beta saturada, a 1262 da un estiramiento de C-
0, a 1097, 1022 da un OH primario o secundario y a 802 da una deformacién
del C-H. El hecho de que el compuesto de positiva la prueba de Salkowski,
Legal y H2S04 se puede inferir que se trata de un terpeno con presencia de
una lactona alfa beta saturada con OH.

SeHex F-1:

Por su caracteristica cerosa, su bajo punto de fusion (58 C) y la CCD positiva
para acidos grasos (Tabla No. 6 y 7) con aroma mentolado, se sospecha de un
triterpeno ¢ esterol , no tiene OH fendlicos (FeCls negativo), ni grupos
carbonilo (2,4-DNFH negativa), negativo para cumarinas. La prueba de LB
(esteroides), Fehling ( azticares) y la de la espuma ( saponinas) , fueron
negativas, La prueba de Legal , Salkowski, y H2SO4 fueron positivas para
esteroide. La prueba de Baljet negativa. Se sospecha de wuna
sesquiterpenlactona alfa beta saturada. En CCD ( cloroformo:metanol 9:1) y
como agente cromogénico, acido sulfiirico al 50% al calentar se observaron
coloraciones rojo, verde y negro, lo cual confirma su presencia.

SeHex F-2: :

Compuesto ceroso amarillo sin aroma con un punto de fusion bajo ( 58° C):
En la prueba de Salkowski ( Tabla No. 6 y 7) positivo para triterpenos y
también la de Legal para sesquiterpenlactonas. En la prueba del HzSOs
indica presencia de terpenos, pero no hay hidroxilos (FeCls negativo) y Ia
prueba de Tortelli-Jaffe es negativa para esteroles, no tiene doble enlaces (Br,

45



y KMnOQs negativo) por 0 que podria ser una sesquiterpenlactona saturada
que no tiene doble enlace . En {a CCD no presentan flavonoides, alcaloides,
azucares, quinonas, coumarinas. En el espectro IR ( espectro No.2) muestra
bandas a 3419 (OH), 2933, 2918 ( CH: y CHs), 1736, 1716 ( presencia de
una lactona alfa , beta saturada C=0), 1472, 1416, 1373 (CHa3), 1220 (
alcohol primario o securdario), 730, 720 { C-H azucares). Se trata de un
compuesto de uipo terpenc lactona con OH.

SeHex F-3:

Compuesto ceroso.amba- con punto de fusion bajo (100 C) Positivo en la
prueba de Salkowski {( Tabla No. 6 y 7) para triterpenos y I.2z2l paps
sesquiterpeniactonas. En 71:SOa es positivo . también para cumarinas. En la
"CCD (cloroformo:metanci 9:1) aparece una mancha naranja con el reactivo
de Ehrlich, se deduce presencia de una lactona. Al IR muestra las siguientes
bandas a 3444 ( OH), 29:8, 2850 ( CH2 y CHs); 1769, 1737 ( C=0), 1714 (
C=C-C=0), 1463 ( C-E), 1382, ( CH en CH2), 1261, 1116, 1099 (
~estiramiento C-0) , 104+ ( OH primario o secundario). Se trata de una
terpeno lactona saturada con OH.

SeHexF-4: _

Compuesto ceroso amarils aromatico (citrico) con punto de fusion bajo ( 60-
62°C), positivo ( Tabla No. 6 y 7) para sesquiterpenlactonas (Legal), no tiene
hidroxiios (FeCls) y negar:vo en la prueba de Tortelli-Jaffe deduciendo que-nee ..
es un esterol. En CCD positivo en AgNO: por 1o que se sospecha de una
sesquiterpenlactona., que se confirma al IR con las sefiales mas significativas

a 3419 ( OH), 2919, 2850 ( C-H en CH2 y CH3), 1770, 1739 ( C=0), 1463 (
C-H), 1384, 1338, 1258 y 1230 ( estiramiento C-0O), 1156, 1098 ( alcohol
primario), 1042 ( alcohol primario 0 secundanog), 972 ( C-H, azucares). Se
trata de un compuesto terpeno lactona saturada con OH.

SeEt.Sol.H20 F-2:

compuesto ceroso ambar con punto de fusién bajo (83-84¢ C). En la CCD
mostro una mancha azul al UV. En la prueba de Br: ( Tabla No. 11 y 12)
positivo dobles enlaces con oxhidrilos fenélicos ( FeCls), presencia de grupos
furano (Ehrlich). Prueba de Legal es positiva, también la de AgNOs. Se
trata de un 4cido graso .



SeMeOHSo0l.H:G F-11:

Polvo aroma citrico dulce de color ambar. Positivo para LB (Tabla No. 16 y
 17) se sospecha la presencia de ( para esteroles dié negativo Tortelli-Jaffe )
terpenos con dobles ligaduras ( Br, y KMnOs positivas), La prueba de
Molisch( aziicares) positivo, negativa la prueba de Fehling y Yodoformo,
tiene grupos furanos { Ehrlich positiva) y Sesquiterpenlactonas también es
positiva (Legal). Pf=380° C. En CCD revela con CoClz da color rosa-
morado y al UV es de color verde. 8¢ sospecha de un dacido graso
“terpenoide con dobles ligaduras.

SeMeOHSoL.H:0 F-14: _

Polvo ceroso amarillo verdoso ( Tabla No. 16 y 17) con punto de fusion
bajo( 26° C) con dobles ligaduras ( positivo Br, y KMnQ4) , en CCD
positivo para acidos grasos en nitrato de plata y positivo en aldehidos y
cetonas ( 2,4-DNFH). al UV morado y al revelar con CoClz. da color verde-
r0jizo. Se sospecha de un acido graso terpenoide con dobles ligaduras.

SeMeOHSol.H:0 F-17:

Polvo ceroso verde claro, aroma dulce con dobles ligaduras ( Tabla No. 16
y 17) ( Br, y KMnOx) positivo para LB por lo que se sospecha de un dcido
graso terpenoide, ( Tortelli-Jaffe negativo para esteroles), con presencia de
grupos furanos ( Ehrlich positivo) y grupos aldehidos y cetonas ( positivo
2,4-DNFH). Con Pf. bajo ( 60° C). En CCD con AgNOs presencia de
acidos grasos, al UV de color rojo y revela con CoCL: de color amarillo
verdoso. Se sospecha de un 4cido graso terpenoide con dobles ligaduras y
presencia de grupo furano.

47



S. CONCLUSIONES

Los compuestos enccntrados si presentan relacion con las propiedades
farmacologicas atribuidas tanto para uso exteino por {a actividad bactericida,
como interno por la presencia de acidos grasos, cOmo hipétesis, éstos acidos
grasos sirven de proteccion a la mucosa del tracto digestivo , con lo que
disminuyen las molestias ¢ inflamacion en problemas de gastritis, colitis,
hemaorroides, €tc. '

Las pruebas de inhibicion bacteriana realizadas in vitro muestran que la
. acci6én bactericida se incrementa al actuar en sieigia—E0s compuestos

activos se localizan principalmente en las hojas
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