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RESUMEN

Actualmente algunos de los microorganismos causantes de enfermedades
gastrointestinales han adquirido resistencia contra una gran variedad de
antibidticos El objetivo de éste trabajo es determinar la actividad
antimicrobiana de la parte aerea de Tiquilia canescens (Boraginaceae),.
Conforme a los antecedentes populares; la hipotesis del presente trabajo es
que los metabolitos secundarios de la parte aérea de Tiquilia canescens tienen
actividad biolégica contra microorganismos causantes de enfermedades
gastrointestinales como la disenteria. La planta se recolectd en el kildmetro
21 de la carretera a Colombia en el estado de Nuevo Leon, la extraccion se
realizard en forma continua con equipe Soxhlet utilizando solventes de
polaridad creciente: hexano, cloroformo y metanol, determinandose actividad
antimicrobiana de los extractos en los siguientes microorganismos: Salmonella
typhi, Shigella disenteriae, Eschenchia colf, Vibrio cholerae, Yersinia
enterocolitica, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes, activandose en caldo BHI por 22hrs. a 37°C, las pruebas de
actividad antimicrobiana se realizaron in vitro por el método de difusion en
placa; se utilizo una suspension bacteriana de concentracion 15x10° UFC/mL,
sobre la superficie del medio sélido C. Rivas(Dextrosa, peptona de colageno,
exiracto de levadura), después se hicieron orificios (5mm), colocando 60pL de
cada uno de |os extractos a una dilucién de 1:10 (6mg/mL). En un orificio se
colocd el solvente utilizado en la extraccion como control negativo y
cloramfenicol (25mg/mL) como control positivo.  Se incub6 a 37°C por 24 hrs
después de éste periodo se midieron halos de inhibicion en mm para cada
prueba. De los 3 extractos de la parte aérea de Tiquilia canescens, solo el
hexanico demaostré tener efecto inhibitorio sobre todas las especies
bacterianas a una concentracion de 8mg/mL. Las especies mas susceptibles
fueron Shigella boydi, Shigella flexeri y Safmaneifa tiphy. Del extracto activo se
aislaron 2 solidos. Sélido EHTC7 con sefales IR en cm™ 3456, 2966, 2920,
1722, 1150 indica sea un aldehido alifatico, mientras que el solido EHTCS
presentd sefales IR en regidn 2919,2849,1734,1467, 1374, 1177, 724 indica
una cetona alifatica. En el extracto cloroformico se detectd presencia de
alcaloides por reacciones quimicas (Dragendorff), mientras que en el extracto
metandlico se determind la presencia de quinonas {(Borntrager).



1.- INTRODUCCION

Las plantas medicinales mexicanas han sido tradicionalmente usadas por
nuestro pueblo y constituyen una de las manifestaciones del acervo cultural que
nos legaron nuestros antepasados; 10s cuales, han utiizado en forma empirica
para el tratamiento de un gran numero de enfermedades (38, 55).

La raza humana ha dependido de las plantas y estas han servido para la
formulacion de una gran variedad de productos de la industria farmacéutica, ya que
contienen agentes medicinales de complejidad quimica y actividad biologica (34)
En la actualidad los productos naturales incluyendo derivados analogos
representan mas del 50% de todas las drogas de uso clinico ( 55 }.

Lo mas importante en el estudio de las plantas medicinales es realizar
analisis quimicos y determinar su actividad biolégica para de ésta manera
contribuir con validez cientifica al uso de las mismas como remedios caseros (19}

Los andlisis fitoguimicos permiten establecer criterios quimiotaxonomicos enire
las familias de plantas, y de esta informacion se puede predecir la actividad
fisioldgica que la planta posee; sin embargo, esta actividad puede no ser debida a
un principio activo en particular sino a 1a accién sinérgica de todos sus compuestos
aun cuando por si solos no presentan efectos terapeuticos(13, 56)

La busqueda de nuevos medicamentos se ha realizado en una diversidad de
plantas, y de ellas se han aislado una gran cantidad de metabolitos secundarios
con actividad; no obstante, existen aun muchas especies no estudiadas que
pudieran contener compuestos activos para algunas enfermedades, entre las que
se encuentran las enfermedades gastraintestinales(46).

Las enfermedades gastrointestinales son muy frecuentes en la poblacén
mexicana, la mayoria de ellas son ocasionadas pof bactenas, virus 0 sustancas
quimicas, las mas importantes son las toxi-infecciones alimentarias en nifios y as
infecciones intestinales en adultos(46).



o Para contrarrestar estas enfermedades, se han establecido tratamientos
quimiaterapeuticos, sin embargo, muchos de los microorganismos han adquirido
con el paso del tiempo resistencia contra los antibioticos actuales por lo que es

necesario buscar alternativas nuevas para combatir o controlar a éstos patogenos
(46 ).

La importancia del presente trabajo radica en aislar los metabolitos
secundarios presentes en la parte aérea de Tiquilia canescens, contribuyendo asi a
la guimiotaxonomia de la familia Boraginaceae y determinar su actividad biologica
contra microorganismos de importancia médica (46,56).



1.1.- OBJETIVO.

Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios de la parte aérea
de Tiquifia canescens, y determinacion de la actividad biolégica de sus extractos.

1.2.- HIPOTESIS.

Los metabolitos secundarios de la parte aerea de Tiquilia canescens
presentan actividad bioldgica contra microorganismos que causan enfermedades
gastrointestinales como [a disenteria.



1.3.- ANTECEDENTES

Alfred Richardson en 1976 reubicd el género Coldenia, encontrando que una
de sus caracteristicas principales es su distribucion restringida a habitats
forestales, bosques y campos secos de arroz del viejo mundo; reinstalandose
el genero Tiquilia para las plantas de habitat xérico def Nuevo Mundo, ademas de
otros caracteres diferenciales de tipo morfologico. Por lo tanto las especies de
este genero se conocen como Tiquilia canescens (DC) A. Richardson y Tiguilia
hispidissima (T & G) A. Richardson(39).

El uso medicinal empirico que se le ha adjudicado a esta especie es utilizando
un té o cocimiento de la parte aérea para dolores estomacales y enfermedades
gastrointestinales como la disenteria (56).

METABOLITOS SECUNDARIOS DE LA FAMILIA BORAGINACEAE

Al realizar una busqueda bibliografica en el Chemical Abstracts desde sus
inicios a la fecha no se encontraron reportes de trabajos cientificos en el género
Tiquifia ni de la especie Tiguilia canescens, Sse reporta a continuacion |os trabajos
realizados sobre |la familia Boraginaceae.

Una gran cantidad de compugestos se han aislado de diversas especies de la fa-
milta Boraginaceae entre los que se encuentran alcaloides, flavonoides, saponinas
quinonas por mencionar algunos (4, 6, 14, 20, 21, 22, 45). Ver tabla 1.

La principal caracteristica guimiotaxonémica de la familia Boraginaceae es la pre
sencia de alcaloides pirrolizidinicos como la Amabilina, Thesinina y Licopsamina,
la mayoria de los alcaloides aislados de |las especies de esta familia son toxicos en
dosis altas, pero en cantidades minimas suelen tener efectos medicinales (1,38,31
56).

En especies de Hefiotropium también se han aisiado alcaloides pirrolizidinicos
los cuales en animales de laboratorio tales como ratas y ratones han causado dafio
en el higado especificamente en el metabolismo de la vitamina A (9).

Alcaloides pirrolizidinicos como la tricodesmina fueron aislados de Trichodesma
africanum esios compuestos fueron identificados por metodos espectroscopicos y -
su accion sabre animales experimentales como ratas y ratones se observé a nivel
muscular provocando contraccion muscular ademas de causar disminucion de la -—-
presion sanguinea (37).



La equinatina y heliotrina gue son alcaloides pirrolizidinicos fueron aislados del
extracto etandlico de Moltkiopsis cifiata por Rizk y col. en 1888, a este extracto se
le determiné la LDsx en ratas y ratones por via oral, reportando dosis de 7 mg/Kg y
20 mg/Kg respectivamente; concluyendo que la principal causa de muerte en los
animales utilizados se debia a una deficiencia cardiaca provocada por el extracto
administrado(41).

La accidén anticoagulante de un polifenol aislado de Pulmonaria molissima fué
determinado en ratas albinas por Gerbert en 1988; encontrando que una
administracién intravenosa de 80 mg/Kg de la fraccidn en donde se identifico al
polifenol, provocaba alteraciones en el proceso de coagulacion en los animales
sujetos a experimentacion (16).

Constituyentes fendlicos tales como el acido caféico, acido clorogénico y écido
rosmarinicc han sido aislados del extracto acuoso de especies del género
Lithospermum  en los que experimentalmente se he demostrado accion
antigonadotrépica siendo el acido rosmarinico el compuesto mas activo (55).
También en experimentos realizados en especimenes de laboratorio como |as
ratas se ha observado que el acido rosmarinico tiene efectos antihormonales a
nivel de tiroides, por lo que éste tipo de compuesto aislado de especies de la
familia Boraginaceae puede ser utilizado en medicina para el tratamiento de
hipertiroidismo (2).

De la corteza de Cordia geetzei se han aislado polifencles como la cordigona,
los cuales presentan accion fungicida contra especies como Cladosporium
cucumerinum (30).

Se han sido encontrado saponinas en extractos de Anchusa officinalis L. en los
cuales se ha observado accidn hemolitica in vitro (42).

La artemetina, flavona aislada de Cordia verbenaceae en experimentacion
con ratas ha mostrado actividad antiinflamatoria a dosis que oscilan entre 67.07
mg/Kg y 1 mg/Kg via oral, se ha demostrado experimentalmente que éste
compuesto presenta una toxicidad muy baja (48).

Verde, en 1987 pudo aislar dos compuestos del extracto hexanico de |a parte
aérea de Tiquilia canescens , obtenidos por extraccidon continua en Soxhlet, uno de
los compuestos reportados es una cetona alifatica de Pf=72-74°C con una formula
general: R-(CH;),-C~(CH:),-R, y el otroe un hidrocarbure(55).

Il
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Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases vegetales
nitrogenadas, la mayoria se hallan en los vegetales como sales de acides
organicos. Se |les ha considerado como productos terminales del metabolismo del
nitrégeno, también se les ha asociado con la proteccion del vegetal ante los actos
predatorios de Insectos y animales herbivoros, en lo que concierne a su
distribucion en la planta, en ocasiones, se hallan restringidos a cierto 6rgano o a
ciertas partes de |a planta; a veces se les encuentra en toda la planta(12).

La propiedad caracteristica de los alcaloides es su basicidad, por lo que los
métodos para aislarlos purificarlos e identificarlos por 10 general aprovechan su
basicidad, muchos alcaloides pueden extraerse con solventes neutros como
alcoholes y cloroformo(12).

Los alcaloides a los que se e ha elucidado su estructura a sido a partir de IR,
RMN y espectroscopia de masas este ultimo ayuda con el conocimiento estructural
a que pertenece.(12) A continuacion se muestra los compuestos que han sido
aislados de algunas especies de la familia Boraginaceae con sus estructuras(17).

AMABILINA

este alcaloide su estructura la determind Man'ko en 1972. Con una férmula
empirica C1sHsNO4



EQUINATINA N-OXIDO

C15H25N06

:

Este alcaloide se forma a partir de la equinatina por oxidacion se ha enconirado en
Cygnoglossum pictum (Boraginaceae)

OH
Q
0
OH
w

HELIOSUPINA
CaoH31NOs

Este alcaloide fué aislado de Cynoglossum viridiflorum (Boraginaceae) por Man ko
en 1972



TRICODESMINA

HO H

Este alcaloide pirrolizidinicc se ha encontrado en Tricodesma africanum, su
estructura se ha elucidado por metodos espectroscopicos.

Respecto a la actividad biologica de los alcaloides algunos de ellos como la
mitomicina se han utilizado como agentes antimicrobianos en bacterias de
importancia medica, también a los alcaloides se les ha atribuido efectos contra
algunos canceres (37).

En extractos de Heliotropium indicum se ha aislado el alcaloide indicina , a un N-
oxido del mismo se le ha atribuido actividad sobre diferentes tumores como la
leucemia en ratas (23).

Existen una gran cantidad de investigaciones en donde se determina la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas a las cuales empiricamente se les ha
adjudicadoc un uso medicinal, entre los métodos de actividad antimicrobiana se
encuentran los métodos de difusion en placa, se coloca el extracto a probar en
orificios realizados a la misma o en discos de papel filtro(11).

Antecedentes de trabajos en [0s cuales se les ha determinado actividad
biolégica de un exiracto de una planta con antecedentes de uso empirico medicinal
tenemos a Boakye y col que en 1977, determinaron la actividad antimicrobiana de
especies de la familia Annonaceae, utilizaron bacterias de importancia médica
como Escherichia coli , Staphylococcus aureus por mencionar algunos, realizaron
el método de difusién en placa, colocaron 60 pL del extracto metandlico de los
frutos de las especies de la familia Annonaceae sobre una placa de agar
inoculada con una concentracion conocida de los microorganismos estudiados, a
esa placa le realizaron orificios de 8mm de diametro se utilizd un control positivo
el cloramfenicol (8).



Tabla1.- Compuestos aislados de especies de la familia Boraginaceae.

Especie

compuesto Nombre Referencia
Caccina crassifolia Alcaloide Supinina 83
Heliotrina
Cynaoglossum creticum Alcaloide Equinatina 1
pirrolizidinico Rinderina
Heliosupina
Hackelia longituba Alcaloide Longitubina 44
pirrolizidinico Neolatifolina
Moltkiopscis cifiata Alcaloide Heliotrina 41
pirrolizidinico Equinatina
Tournefortia sogdiana Alcaloide Equinatina 54
Trichodesma africanum Alcaloide Tricodesmina 36
pirrolizidinico
Lithospermum aruense Constituyentes Ac. p- hidrobenzoico 52
fendlicos y coumarinas Ac. p-cumarico
Ac. p-hidroxifenil
aceético
Lithospermum sp. Constituyentes Ac. rosmarinico ol
fendlicos Ac. clorogenico
Ac. cafeico
Borago officinalis L. Esteroides Ac. V-linolénico 15, 49
Ac. estéarico
Heliotropium marifolium Esteroides B- sitosterol 51
Heliotropium rariflorum
Anchusa officinalis Polifenoles e
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Material vegetal.
2.1.1.- Clasificacion y descripcion botanica de Tiquilia canescens.

Clasificacion botanica.

Reino: Vegetal
subreino: Embryobionta
Division: Magnoliophyta
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Asteridae
Orden; Polemoniales
Suborden: Boragineae
Familia: Boraginaceae
Género: Tiquilia
Especie: T. canescens

Tiquilia canescens o Coldenia canescens es una planta perenne de 2-10 cm de
altura y de 20-30 cm de diametro usualmente postrada; presenta hojas numerosas,
alternas de forma eliptica u ovalada de menos de media pulgada de longitud de
color grisaceo 0 blancuzco; ésta planta tiene un fruto ovoide-globoso de 2-2.5mm
diametro, 10bulos del caliz lineales-lanceclados corola color purpura, rosa
raramente blanco de 5-6mm de ancho. Nombres comunes: “ Oreja de perro”,
“Coldenia gris”, “ hierba de |a virgen” y “Oreja de ratén” (7, 10, 23, 24, 38, 54 ).

2.1.2.- Distribucion geogréfica.

Esta es una planta nativa de los Estados Unidos de América especificamente de
Texas y de los desiertos del sureste de California, en México se le localiza en los
estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas, Hidalgo y Tamaulipas
(24, 38, 54)

2.1.3.- Recoleccion de T. canescens.

La planta se recolectd en el kildmetro 21 de la carretera a Colombia en el
estado de Nuevo Ledn durante los meses de Febrero a Abril.

2.2.- Extraccion del material vegetal.

L.a parte aérea de la planta fué lo que se utilizd, una vez colectado y clasificado
el material vegetal recolectado se seco a |a sombra, para posteriormente triturarlo;
el material secc y molido se extrajo en forma continua en extractores Soxhlet con

10



disolventes de polaridad creciente: hexano, cloroformo y metanol por un periodo
consecutivo de siete dias con cada solvente.

2.3.- Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios.

El aislamiento de los metabolitos secundarios se realizd por cromatografia en
columna liquida, cromatografia preparativa y cristalizaciones. Para |a identificacion
se usaron métodos fisicos y quimicos como: métodos cromatograficos, reacciones
para determinar grupos funcionales y métodos espectroscopicos.

2.3.1.- Métodos cromatograficos.
2.3.1.1.- Cromatografia en capa delgada.

Este método es usado para la identificacion y purificacion de compuestos. Las
placas cromatograficas se prepararon en el Laboratorio de Fitoquimica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UAN.L, utilizando silicar TLC 7-
G(Mallinkrodt, USA)} 30% mezclada en agua, aplicandola sobre las placas con una
pipeta Pasteur, se secaron después por un periodo de una hora en la estufa a 100
°C las dimensiones de las placas fueron:

Base Altura espesor
5¢cm 10cm 1 mm
20 cm 20 cm 4 mm

En la placa ya seca se colocd la muestra por medio de un capilar, |a placa se
introdujo a una camara de vidrio de boca ancha la cual contenia el eluente que fuée
de diferente polaridad y mezclas de los mismos en diversas proporciones. Para
calcular el Rf se midié la distancia del puntc de aplicacion de la muestra hasta la
mitad de la mancha detectada y se dividira este valor entre |la distancia del punto
de aplicacian y el frente del eluente.

2.3.1.2.- Agentes cromagénicos.

Para observar el cromatograma y localizar los componentes, que no son
apreciables al visible se usaron: Luz ultravioleta, vapores de yodo y reactivos
especificos.

2.3.1. 3.- Cromatografia en columna liquida.

Esta técnica consiste en la separacion de componentes de una mezcla,
mediante una fase movil, a través de una fase estacionaria, para ésto se utilizé una
columna de vidrio de 40 X 3.5cm para separar cada uno de los extractos, y como
adsorbente se utilizd gel malla 60 (Merck), ¥y gel malla 100-200 (Universal
Adsorbents Inc, USA} como fase movil se probaron disolventes de polaridad
creciente y mezclas de ellos,

2.3.2.- Cristalizacion.
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Se usé para purificar compuestos sdlidos a temperatura ambiente, con
disolventes apropiados siguiendo la metodologia convencional para Fitoquimica.

2.3.3.- Métodos fisicos.
2.3.3.1.- Punto de fusion

Se utilizé un aparato Melt-Temp en capilar cerrado, el termometro que se
requerié fué de 400°C. (Todos los puntos de fusién se reportaron en grados
centigrados).

2.3.4.- Métodos quimicos

Materia organica

Prueba de la flama: Esta prueba se utiliza para diferenciar un compuesto crganico
de un inorganico. Se coloca una pequena cantidad de muestra en una asa de
platino y se lleva a |a flama, si quedan cenizas se concluye que el compuesto es
inorganico.

Insaturaciones

Prueba del Br2 /CCl4: Se disuelven 1-2 mg de |la muestra en 1mL de CCl4 y se
agrega gota a gota una solucidn al 2% de bromo en CCI4, si se observa
decoloracion de la sclucidn, la prueba es positiva.

Prueba del KMnO4: Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetona
o metanol se afade posteriormente gota a gota una solucién de KMnO4 al 2% en
agua, la prueba es positiva si se observa decoloracion ¢ formacion de un
precipitado café resultado de la formacion de bidxido de magnesio.

Grupo carbonilo

Prueba de la 2-4-dinitrofenilhidracina: De 1 2 10 mg de la muestra se disuelven
en etanol, se le afade a esta muestra una solucidbn saturada de 24
dinitrofenilhidracina en acido clorhidrico 6N, la formacion de un precipitado amarillo
0 naranja indica la presencia de grupo carbonilo.

Oxhidrilos fendlicos

Prueba del FeCl;: se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua o etanol
después se le afiaden una gotas de cloruro férrico a 12.5% en agua. La aparicion
de un precipitado rojo, azul violeta o verde se considera positivo. En algunas
ocasiones, para hacer mas sensible la determinacion, es necesario utilizar una
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solucién no acuosa de cloruro férrico a la que se le afiade una base debil como por
ejemplo una combinacion piridina-cloroformo.

Esteroides y Triterpencs

Prueba de Liebermann-Burchard: Se disuelve una pequefia muesira en
cloroformo para luego anadir el reactivo que se prepara agregando una gota de
acido sulfurico a una mezcla de 1 mL de anhidride acético con 1 mL de cloroformo,
la aparicién de cualquier color en el lapso de 1 hora determina que la prueba es
positiva.

Prueba de Salkowski: Similar a la de Liebermann-Burchard |a muestra en 1 mL de
cloroformo se pone en contacto con 1 mL de acido sulfurico, desarrolla colores
amarillo o rojo, para esteroles y metilesteroles.

Carbohidratos

Prueba de Molisch: En un tubo de ensaye colocar la muestra aproximadamente
1mg o 0.2 mL aiadir ei reactivo de Molisch el cual se prepara anadiendo 1g de o-
naftol en 100 mL de alcohol etilico, después de agregar el reactivo se inclina el
tubo y se agrega 1 mL de H,SO, concentrado por las paredes, la prueba se
considera positiva cuando se forma un anillo coloreado en la interfase.

Grupo furano

Prueba de Ehrlich: La muestra se disuelve en etanol y se agrega una solucion al
5% de p-dimetilaminobenzaldehido en etanol y después se coloca en una camara
conteniendo vapores de acido clorhidrico siendo positiva si aparece una coloracion
naranja.

Coumarinas

Se disuelve 1-2mg de la muestra en una solucion de NaOH al 10% si aparece una
coloracion amarilla que desaparece al acidular es positiva.

Sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet: Se utilizan dos soluciones que se mezclan en iguales
volumenes antes de usarse. Solucion A: 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol,
solucidon B: 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua. Para la prueba se
ponen 2-3 mg de compuesto y de 3 a 4 gotas del reactivo siendo positiva si se
forma una coloracién naranja o roja oscura.

Quinonas

Prueba de Borntréger: Se hierve por 10 min un poco del material con hidréxido de
potasio al 2-5%, se enfria la solucién, se acidula extrayéndose posteriormente con
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benceno. La capa de benceno se separa y se le agrega solucion de hidroxido de
potasio. Si la fase de benceno se decolora y |a alcalina se torna rojo la prueba es
positiva.

Flavonoides

Prueba del H.S0. Una pequefia cantidad de muestra se disuelve en acido
sulfurico concentrado y se observan coloraciones amarillo para flavonas y
flavonoles; naranja-guinda para flavonas; rojo azuloso para chalconas. También
presenta quinonas con coloracion roja-purpura.

Prueba de Shinoda: La muestra disuelta en etanol, se trata con limaduras de
magnesio se aplica calor (60 °C) y después unas gotas de acido clorhidrico
concentrado, se considera pasitiva la prueba si se presentan colores naranja, rojo,
rosa azul y violeta.

Alcaloides
Prueba de Dragendorff: Modificacion de Munier y Machelobuf.

El reactivo utilizado consta de dos soluciones:

Solucién A - Se disuelven 0.85 g de nitrata 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.

Para el reactivo se mezclan 5 mL de la solucién A, 4 mL de la solucién B y 100 mL
de agua. Para esta prueba se corre una cromatografia en capa delgada y se rocia
el cromatograma con el reactivo, se considera positiva si persisten por 24 hrs
manchas rojo o naranja.

2.4.- Pruebas de inhibicion bacteriana.

Los meétodos empleados para el ensayo microbiologico se realizaron en el
Departamento de Bioquimica a cargo del Dr. Carlos Eduardo Hernandez Luna, de
la Facultad de Biologia de la U.AN.L.

2.4.1 Material biolégico.

Para el presente estudio se seleccionaron bacterias causantes de enfermedades
gastrointestinales tales como: Safmonella typhi, Shigella flexer, Escherichia coli,
Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Shigella boydii vy
Yersinia enterocolitica . proporcionadas por el Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina U.A.N.L.
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2.4.2. Preparacion de medios enriquecidos.
2.4.2.1 Activacion de las bacterias.

Se utilizé caldo Brain Heart Infusion (BHI) en |a proporcién de 4 8g en 100mL de
agua destilada. Se prepararon 8 tubos, se le agregd S5mL de medio,
posteriormente se esterilizaron, se toma una azada de los microcrganismos
mencionados en el apartado 2.4.1. se incubd por 22hrs a 37°C.

2.4.2.2 Cultivo de las bacterias.

Se selecciond el medio de cultivo C.Rivas(Dextrosa, Peptona de colageno,
Extracto de levadura) 8 6g en 100mL de agua destilada, se esterilizd y se adiciono
sobre cajas petri en porciones de 20mL., utilizadas en las pruebas in vitro para los
microorganismos mencionados en la seccion 2.4.1.

2.4.3 Pruebas in vifro.

Se realizo el método de difusion en placa, colocando 60 ul del extracto sobre un
orificio hecho en una placa sélida de medio C. Rivas(Dextrosa, peptona de
colageno, extracto de levadura ), previamente inoculado con 200 ul de una
suspensién bacteriana de concentracion 15 X 10° UFC/mL, colocando 60uL de
cada uno de los extractos a una dilucion de 1:10 (6mg/mL). En un orificio se coloco
el solvente utilizado en la extraccion como control negativo y un control positivo; el
cloramfenicol(25mg/mL). Se incub6 a 37°C por 24 hrs despues de éste periodo se
midieron halos de inhibicién en mm para cada prueba. Del extracto que presento
actividad antimicrobiana se realizaron diluciones 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, y se prob6é
para todos los microorganismos mencionados en el apartado 2.4.1., con la misma
metodologia antes mencionada, como control negativo se utilizé el cloroformo; la
concentracion minima inhibitoria se definido como la minima dosis del extracto que
presento el doble de actividad comparado con el control negativo (cloroformo).

10201199291
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3.-RESULTADOS

3.1.- Actividad antimicrobiana de los extractos.

De los 3 extractos de la parte aérea de Tiquilia canescens, soélo el hexanico
demostré tener efecto inhibitorio sobre todas las especies bacterianas utilizadas en
esta investigacion (Tabla 2). La inhibicibn bacteriana de las diferentes
concentraciones del extracto hexanico de Tiquiia canescens comparado con el
cloramfenicel se muestra en la Tabla 3.

Tabla 2.- Actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de Tiquilia canescens
sobre 8 especies bacterianas.

EXTRACTQS

MICROORGANISMOS HEXANICO (1:10) CLOROFORMICO METANOLICO
Eschericha coli + negativo negativo
Listeria monocytogenes it negativo negativo
Staphylococcus aureus i negativo negatvo
Yersinia enterocolitica ++ negativo negativo
Vibrio cholerae ++ negativo negativo
Salmonella tiphy ++ negativo negativo
Shigella boydii +++ negativo negativo
Shigella flexeri - negativo negativo

+ INHIBICION DE 15 A 25 mm ++ INHIBICION DE 25 A 35 mm +++ INHIBICION DE 35 A 45 mm

3.1.1.- DETERMINACION DE LA DOSIS MINIMA INHIBITORIA

los resultados obtenidos de las diluciones del extracto(1:5, 1:.10. 1:15, 1:20) que
presentd actividad antimicrobiana se muestran en la grafica 1, determinando que
la concentracion de 1:20 (3mg/mL) fué la minima dosis que presentaba inhibicion
bacteriana, mosirdé mayor susceptibilidad Salmonella tiphy, Shigella flexen y
Shigella boydii (fig 1,2,3). El antibictico estandar fué el cloramfenicol, se utilizd a
una concentracion de 25mg/mL (250mg en 10mL de etanol), la inhibicion del
mismo se comparo con la dilucion 1:10 del extracto hexanico. Ver grafica 2.
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Tabla 3.- Inhibicion bacteriana de las diferentes concentraciones del extracto hexanico de
Tiquilia canescens comparado con el cloramfenicol.

HALO DE INHIBICION EN mm

MICROORGANISMOS 1:5 1:10 1:15 1: 20 CLORAMFENICOL
(25 rag/ml)
Eschericha coli 406 +05 3231037 2010 126 +1.15 300
Listeria mopocytogenes] 20 +0 193+057] 13+1.73 36 +1.15) 376105
Staphylococcus aureus § 48 £ 0 37 £0 203+057| 143+1.15 40 + 0
Yersima enterocolitica 446 £ Q.5 416+ 05 223+057] 106£0.35 3310
Vibrio cholerae 443+ 1.15 356105 28+ 0 93+1.15 336105
Salmonella riphy 55+0 31615 2040 18 £0 326405
Stugella boydii 2+173 40+0 260 18+0 41+ 0
Shigella flexeri 47+ 0 316 +0.5 22+0 20+ 0 37+ 0
n=3 P<05
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Fig. 1.- Efecto antimicrobiano del extracto hexanico sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus,  Shigella flexeri, Vibrio cholerae y
Escherichia coli.

Fig 2.- Dosis minima inhibitoria del extracto hexanico sobre el crecimiento
de 4 bacterias.
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Fig3.-

Inhibicién bacteriana del cloramfenicol 25mg/mL (control) sobre Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. La dilucion del control
se realizd en etanol, la actividad del cloramfenicol se observa en la parte su-
perior mientras que €l efecto inhibitorio del solvente se muestra en la parte -

inferior de la figura.
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3.2.- Estudio fitoquimico de Tiquilia canescens.

Existe variacion de los compuestos obtenidos de la planta Tiquilia canescens
dependiendo del solvente utilizado para su extraccion , la cromatografia en capa
fina (CCD) indica la cantidad de compuesios presentes en |0s extractos, se utilizd
como eluente hexano-acetona(8:2) para el hexanico y hexano-cloroformo-metanol
para el cloroférmico y metandlico en una proporcién de 81:1 y  7:21
respectivamente, ademas de cloroformo-metanol(8:1) para el extracto hexanico.
Los agentes cromogénicos utilizados fueron vapores de yodo, CoCl; , reactivo de
Dragendorff ademas de observacion bajo luz UV, los resultados se muestran a
continuacién.

Tabla 4.- CCD en placas de SiO, del extracto hexanico.

MANCHAS VISIBLE uv VAP, DE YODO CoCI2 Rf
1 - - amarillo café 0.97
2 -— -— amarillo gris 0.92
3 - rosa amarillo gris 042
4 - violeta amarillo gris 021
5 amarillo amarillo amarillo cafe 0.00

Tabla 5.- CCD en placas de SiO, del extracto cloroférmico.

MANCHAS| VISIBLE uv VAP. DE YODO CoCl2 Rf
1 - amarillo amarillo amarillo 1.00
2 | - violeta amarillo gris 0.63
3 — azul amarillo verde 0.6
4 verde naranja café verde 0.56
5 verde claro | amarillo amarillo verde militar 0.54
B amarillo | amarillo naranja verde 0.00
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Tabla 6.- CCD en placas de SiO; del extracto metandlico.

MANCHAS | VISIBLE uv VAP. DE YODO CoCl2 Rf
1 - amarillo verde 0.76
2 amarillo gris amarillo verde 0.5
3 verde rojo verde verde 0.42
4 verde claro rosa verde verde 0.38
5 e morado verde verde 0.37
6 naranja rojo verde gris 0.35
7 café amarillo café café 0.28
8 cafe naranja café café 0.21
9 café café café café 0.00

En las pruebas generales para alcaloides, se utilizd los reactivas de Dragendorff
modificado sbélo el exiracto cloroférmico resultd positiva con una mancha
ligeramente de color naranja que durd por 24 horas, (ver tabla 7).

3.2.1.- Separacion por cromatografia en columna liquida (CCL) del extracto
hexanico.

Al utilizar diferentes concentraciones del eluente hexano-acetona, se obtuvieron
14 fracciones de 50mL cada una, a partir de 5g de extracto,en una columna de
40X3.5 cm empacada con 130g de silica gel malla 60; todas las fracciones
cristalizaron con hexano, sin embargo los solidos aislados presentaron en CCD
caracteristicas muy similares por |0 tanto se pudieron separar 2 sélidos.

3.2.1.1.-- Compuestos aislados por CCL del extracto hexanico (EHTC).

1.- EHTC9.- Sdlido fino blanco inscluble en hexano y acetona, con P{=80°C, se
obtuvo (3.5g), mancha café con CoCl; Rf=0.00 (hexano:acetona;8:2)., no did
ninguna prueba positiva para reactivos quimicos.

IR= Sefiales en cm™ : 2919 (C-H), 2849, 1734 (C=0), 1467, 1374, 1177, 724 (C-H).
(ver fig. 4)

23



2.- EHTC7 .- Sdlide amarillo aspecto ceroso, insoluble en acetona, con Pf=64-66,
se obtuvo 106mg, mancha gris con CoCl,, amarillo con vapores de yodo.Rf=0.42
(hexano:acetona;8:2). Positivo prueba del KMnO,,y la prueba de 2,4-DNFH.

IR= Sefiales en em™: 3456 (OH), 2966 (C-H), 2920, 2851, 1722 (C=0), 1460, 1375,
1260, 1150 (C-0), 1093, 1023, 801(C-H).

(ver fig 5)

Tiquilia canescens
(26009)

Extraccion con hexano 7dias

Extracto Hexanico Marco
(59)
GOL
EHTCQ EHTC?
solido blanca ( 3.5g ) solido amarillo{108mg)
Pf=80°C Pf=65°C
Rf=0.1 café (CoCly) Rf=0 .42 gris{(CoCl,)

DIAGRAMA DE SEPARACION DE LA PARTE AEREA DE TIQUILIA
CANESCENS CON HEXANO
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3.2.2.- Separacioén por cromatografia en columna liquida (CCL) del extracto
cloroférmico.

La CCL se realizd en una columna de caracteristicas similares ala usada en la
separacion del extracto hexanico. El eluente fué hexano-cloroformo-metanol en
proporciones diferentes, se obtuvieron 14 fracciones de 50mL cada una de 8g de
extracto. Debido a que éste extractc no presentd actividad antimicrobiana,
solamente se procedi0 a buscar metabolitos de importancia Fitoquimica que
estuvieran en mayor concentracién en la cantidad de extracto utilizado (8g)
ademas de pruebas quimicas para determinacion de grupos funcionales (Tabla 7).

3.2.2.1.-- Compuestos aislados por CCL del extracto cloroférmico (ECTC).

1.- ECTC3.- Sdlido blanco (200mg), compuesto inorganico que a la flama da un
color violeta Pf=>350°C.

2- ECTC5-11.- Solidos color amarillo (6mg), cristalizan con acetona
Rf=0.29(hexano:cloroformo:metanol;6:2:2), Pf=120°C.

PRUEBAS QUIMICAS POSITIVAS:

Ignicién = organico

Dragendorff =alcaloides

KMnQG, = insaturaciones

2,4 DNFH = grupos carbonilos

3- ECTC13-14.- Solido color café (100mg), cristalizable en acetona
Rf=0.22(hexano:cloroformo:metanol;6:2:2), Pf=>320°C.

PRUEBAS QUIMICAS POSITIVAS:

Ignicién = organico

Salkowski = esteroles

Liebermann-Burchard =triterpenos

Molisch =carbohidratos
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Marco
Extracto Hexanico
(260g9)

Extraccion con cloroformo

7 dias
I
Marca
Extracto
cloroférmico
(89)
CCL

ECTC3 ECTC5-11 ECTC13-14
solido blanco(200mg) solido amarillo(Smg) solido café (100mg)
PF=>350°C Pf=120°C Pf=>320°C
sal inorganica Rf=0.29 amarillo (CoCl,) Rf=0.22 amarilio(CoCl5)

Dragendorff = positivo Salkowski = positivo

KMnQ4 = positivo LB = positivo

2,4-DNFH= positivo Molisch = positivo

DIAGRAMA DE SEPARACION DEL EXTRACTO CLOROFORMICO
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3.2.3.- Separacion por CCL del extracto metandlico.

Con una columna de las mismas caracteristicas utilizada para los extractos
anteriores, se realizd la separacion de los compuestos del extracto metandlico. Se
obtuvieron 12 fracciones de 8g de extracto, con el eluente
hexano:cloroformo:metanal en diferentes concentraciones, al igual que el extracto
cloroférmico no demostrd tener actividad antimicrobiana el extracto obtenido con
metanol, solamente se realizaron pruebas quimicas para determinacién de
metabolitos secundarios de importancia Fitoguimica (Tabla 8).

3.2.3.1.- Compuestos aislados por CCL del extracto metanélico (EMTC).

1.- EMTC8-12 .- Sélido fino color amarillo (760mg), cristalizable en eter etilico-
metanol(1:1). Pf>300°C.

PRUEBAS QUIMICAS POSITIVAS:

lgnicién = organico

Salkowski = esteroles
Liebermann-Burchard = triterpenos
KMnQ, = insaturaciones

FeCls = oxhidrilos fendlicos

Molisch = carbohidratos

2,4DNFH = carbaonilos

Bortrager = antraguinonas, naftaguinonas
Bajlet = sesquiterpenlactonas

A continuacién se muestra el diagrama de separacién
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Marco
Extracto Cloroférmico
(2609)

Extraccion con metanoci 7 dias

Extracto
Metanolico

(89)

CCL

Sdélido amarillo (760mg)
Pf=>300°C
Rf= 021
Ignicién = positivo
Salkowski = positivo
LB = positivo
KMnO4 = positivo
FeCls = positivo
Molisch = positivo
2,4-DNFH = positivo
Bortrager = positive
Bajlet = positivo

DIAGRAMA DE SEPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO
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DISCUSION

La presente investigacion confirma la presencia de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana en el exiracto hexanico de la parte aérea de Tiguiha
canescens. El antibitico que se utilizd como control positivo fué el cloramfenicol a
una concentracion de 25mg/mL comparado con el extracto hexanico que se uso a
una concentracién de 6mg/mL.

El compuesto EHTC2 del extracto hexanico de acuerdo con las senales de IR
obtenidas, indica la presencia de una cetona alifatica por la banda de 1734cm™ y
las bandas 2919, 2849 cm” que indican presencia de enlaces C-H, éste resultado
concuerda con el obtenido por Verde en 1987 (56), donde reporta una cetona
alifatica, aislada del extracto hexanico de |a parte aérea de Tiquilia canescens.

Para el compuesto EHTC7 obtenido del extracto hexanico, se deterrminé su
espectro de IR el cual muestra sefiales que indican la presencia de un aldehido,
por la banda 3456¢cm-1 y la banda 1150 cm-1. Los 2 solidos aislados de la parte
aerea de Tiquilia canescens no son de importancia Fitoquimica, su accion
antimicrabiana se pudo deber a la accion sinérgica de €stos compuestos.

La CCD determiné la cantidad de compuestos de los extractos cloroformico y
metanodlico, éstos no mostraran actividad antimicrobiana, a la concentracion inicial
de 6mg/mL (1:10), las pruebas quimicas realizadas a €stos extractos indican la
presencia de metabolitos de impaortancia Fitogquimica.

El compuesto ECTCS5-11 del extracto cloroférmico por las pruebas quimicas
realizadas se determina que es un alcaloide, éste resultado concuerda con |os
antecedentes quimiotaxondmicos de la familia Boraginaceae (1,42,39,52) .sin
embargo no se puede asegurar que sean alcaloides pirrolizidinicos.

El compuesto ECTC3 del extracto cloroférmico al presentar el color violeta a la
flama y dejar ceniza como residuo de la ignicion, se concluye que es una sal de
potasio, estas sales tienen puntos de fusién mas altos de 400°C no se pudo
determinar con el aparato Melt-Temp gue se disponia (maximo 400°C).

ECTC13-14 del extracto cloroformico por las pruebas quimicas positivas se
puede tratar de un compuesto esteroidal por dar positiva las pruebas de LB vy
Salkowski. Su punto de fusidn es mayor de 320°C, no se pudo purificar por
solventes comunes,

El compuesto mas abundante del extracto metandlice identificado como ECTC8-
12 por las pruebas quimicas de grupos funcionales tales como Borntrager, Molisch,
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FeCls, Baljet, 2.4 DNFH, Salkowski, LB; cuyos resultados fueron positivos y Mostro
Pf >300°C por lo que se sospecha que se trate de un compuesto esteroidal con
grupos carbonilos, y oxhidrilos fenélicos. Por desarrollar un color amarillo verdoso
con el reactivo de Bortrager , se sospecha la presencia de una antraquinona en
forma de glicosido por esa razén se podria justificar su presencia en el extracto
metandlico, este compuesto no se pudo purificar con solventes convencionales
(12); este resultado concuerda con los antecedentes que reportan la presencia de
quinonas en otras especies de la familia Boraginaceae(4,6,14,19,20,21,43),
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CONCLUSIONES

De los extractos aislados de |a parte aérea de Tiguilia canescens. s6lo mostré
actividad antimicrobiana el extracto hexanico a una concentracién de 6mg/mL, que
es 4 veces menor que el cloramfenicol sobre todos los microorganismos probados
presentando mayor actividad en Salmonella tiphy, Shigella boydii y Shigelia flexeri,
por lo que Tiquilia canescens podria utilizarse para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales causadas por microorganismos.

Por los espectros de IR que se obtuvieron de los 2 solidos del extracto
hexanico podemos concluir que se trata de una cetona alifatica (EHTC2) y de un
aldehido (EHTC7), aunque a éstos compuestos no se les ha demostrado actividad
biolégica , la accién antimicrobiana del extracto hexanico se pudo deber a la
accion sinérgica de los compuestos presentes en el extracto,
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