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1. INTRODUCCION.

Todos los pueblos de la antigiedad adquirieron informacién sobre las
propiedades medicinales de un gran numero de plantas propias de su medio
ambiente debido a que las enfermedades han estado presentes desde el inicio de
la humanidad y nuestros antepasados tuvieron que hacer uso de remedios
caseros para contrarrestar dicha enfermedad, si bien no buscaban el saber cémo
0 por que actuaban pero era un hecho inexplicable y que parecia méagico. Este
conocimiento fue transmitido de generacion en generacién, con lo cual el ser

humano ha librado numerosas batallas en contra de las enfermedades.

El potencial de las plantas para curar la enfermedad es conocida desde
siempre en todas las sociedades por lo cual hoy en dia aun se siguen usando,
tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna ya que son fuente directa
de agentes terapéuticos para la obtencién de medicamentos mas complejos, con
esto se busca hacer un estudio fitoquimico el cual consiste en dar a conocer los
principios activos responsables de curar enfermedades, determinar sus
estructuras quimicas, procurar su sintesis, proponer modificaciones estructurales

en busca de una mayor actividad y finalmente dar a conocer los resultados.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las plantas
medicinales como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden
ser empleadas para propdsitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden

servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos.*

Las plantas son organismos autotrofos ademas del metabolismo primario
presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les
permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa, por el
cual las plantas sintetizan sustancias fundamentales para garantizar su
sobrevivencia a nivel individual y que ademas su importancia trasciende hasta
niveles de organizacibn mas complejos como los ecosistemas en los que son un
elemento base para la construccion de los equilibrios naturales. Estos compuestos

derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, se
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distribuyen de manera diferente en grupos taxonOmicos que presentan
propiedades bioldgicas, se caracterizan y diferencian por sus usos y aplicaciones
ya sea como pigmentos, atrayentes o repelentes de animales, defensa, colorantes
o perfumes entre otros.? El metabolismo secundario constituye una adaptacion en
el reino vegetal, para su diferenciacién las plantas han necesitado miles de afios
de evolucion y perfeccionamiento a través de la interaccion con el medio

ambiente.

El estudio de las rutas metabdlicas en las plantas ha dado respuesta de su
procedencia medicinal las cuales provienen de metabolitos que éstas producen,
en la mayoria de éstos compuestos se desconoce su funcion metabdlica dentro
del organismo vegetal por lo tanto es de gran interés el estudio fitoquimico de
estas substancias para determinar su estructura molecular y comprobar si

presentan alguna actividad terapéutica.

La OMS define a los principios activos como los ingredientes de los

medicamentos herbarios que tienen actividad terapéutica.’

Mas del 25% de los principios activos usados actualmente son derivados de
productos naturales y México es un pais afortunado ya que tiene una gran riqgueza
de ecosistemas y variabilidad genética debido a su topografia y su clima, posee
una gran variedad de plantas que son utiles para el hombre ya sea como

medicinas, vestimenta, refugio, o combustibles.

En la medicina moderna se pretende encontrar la cura de enfermedades,
gue si bien han estado presentes en el ser humano no se tenian los conocimientos

ni los equipos necesarios con los que se cuenta ahora para llegar al tratamiento.

Se han realizado estudios fitoquimicos del género Eupatorium, algunas
especies de este género han sido estudiadas y usadas en la medicina tradicional
por su actividad antiinflamatoria, antifingica, bactericida y antipirética para el

tratamiento de la malaria, Ulceras gastricas, fiebre, actividad analgésica y diarrea.*
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La planta Piptotrix areolare, también es conocida como Eupatorium areolare
y Ageratina aerolaris,® a la cual se le realizé el estudio fitoquimico, y por medio de

este se aislo e identificod a el areolal.

Una vez aislado el producto natural se procedié a preparar su oxima
tomando como base que tiene un grupo funcional aldehido empleando clorhidrato
de hidroxilamina en piridina. Finalmente debido a que el areolal es un derivado del
timol se realiz6 el estudio antimicrobiano empleando antibiogramas por el método
de Kirby-Bauer® con el cual se determiné de forma preliminar algunas cepas

bacterianas patégenas comunes al hombre.

Figura 1. Mural el pueblo demanda salud.’
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2. ANTECEDENTES.

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo
constituye el metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrogeno y de la
energia termina en forma de moléculas comunes a todas las células, estas
moléculas son necesarias para el funcionamiento celular. Los metabolitos
primarios son los aminoacidos, nucleétidos, azlcares y lipidos, presentes en todos

los organismos desempefiando basicamente las mismas funciones.

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos
secundarios (también denominados productos naturales). Los metabolitos
secundarios difieren de los metabolitos primarios en que ciertos presentan una
distribucién restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas, a menudo su
produccion esta restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o

incluso a algunas especies.®

2.1. Productos del metabolismo secundario.

La sintesis especifica de cada compuesto suele estar restringida a estados
especificos del desarrollo respectivo de cada tipo de organismo, células
especializadas y periodos de estrés causados por la deficiencia de nutrientes o
por el ataque de microorganismos. Este fenomeno se debe a la formacion,
dependiente de fase, de la correspondiente enzima, lo que significa que la

expresion del metabolismo secundario se basa en un proceso de diferenciacion.
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Muchos factores afectan la sintesis de los metabolitos secundarios; la
concentracion de C, H, S, el estado acuifero y la temperatura ambiental son

algunos de los mas importantes.

Atendiendo a las vias biosintéticas que les dan origen, los compuestos

secundarios se agrupan en tres clases principales:

e Terpenos.
e Compuestos fendlicos.

e Alcaloides.

nCO, + nH, —>0O(CH,0)n + nO,

s \
_ Polisacaridos

\ ) !

l ( \

Acido shikimico Lignanos
GLICOLISIS l gannos
/ Cumarinas
o Flavonoides
Acido cindmico Antocianos
Acido piruvico Aminoacidos \ Alcaloides
(CH;COCOZH) aromaticos

Proteinas
\l’ Aminoéacidos / =
Acido acético —————————————> alifaticos Acidos grasos

Antraquinonas
Poliacetatos ——— > Antraciclinas

(CHsCOOH) — >

) - S|
Acetil CoA Acido mevalénico

Monoterpenos
ﬂ Iridoles
Sesquiterpenos

Ciclo de krebs Isopreno activo ———> Diterpenos
0. Escualeno = ——> Triterpenos

Esteroides

Figura 2. Biosintesis de metabolitos secundarios.?
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El 4&cido acético es el precursor de los acidos grasos y de los policétidos en
la ruta del acetato-malonato, y los terpenos o isoprenoides son sintetizados en la
ruta del acetato-mevalonato. Los aminoacidos son precursores de los alcaloides y

los antibioticos peptidicos.

Todos los terpenos naturales proceden de unidades de acetato activo
(acetil-Coenzima A), que se condensan y transforman para originar acido
mevalbnico, unidad de cinco &tomos de carbono, especifica de la biosintesis de

terpenos.

La biosintesis de las estructuras fendlicas se efectia por dos rutas
metabdlicas esenciales: la del acido shikimico y la del 4cido maldnico (conocida
como la de los policétidos); la primera es mayoritaria en las plantas superiores y la

segunda es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias.

La fenilalanina y la tirosina son intermediarios metabdlicos en la biosintesis
de numerosos compuestos fendlicos, y el triptéfano es el precursor de hormonas

como el acido indolacético.

Los alcaloides se forman por rutas biosintéticas muy diversas, a partir de
muchos aminoacidos como la L-arginina, la L-lisina, la L-fenilalanina, L-tript6fano y
otros. Ocasionalmente derivan de la L-prolina, el &cido antranilico (precursor y
producto de degradacién del L-triptofano), el &cido nicotinico (formado a partir del
acido aspartico), raras veces del L-triptofano, restos de isopentenilo, isopentenil
pirofosfato, acetilo proveniente del acetil-Coenzima A y de grupos metilo de S-
adenosilmetionina. En la biosintesis de los alcaloides se han reconocido tres tipos
generales de reaccién que determinan su estructura principal: la formacién de

bases de Schiff, la reaccién de Mannich y el acoplamiento oxidativo de fenoles.?
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2.2. Terpenos.

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios (mas de 40,000 moléculas diferentes). La ruta biosintética
de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como secundarios de
gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas. Entre los
metabolitos primarios se encuentran hormonas (giberelinas, acido abscisico y

citoquininas).

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevalbnico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevalénico que reacciona hasta formar isopentenil
difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en
cloroplastos y genera también IPP. El isopentenil difosfato y su isomero dimetilalil
difosfato (DMAPP) son los precursores activados en la biosintesis de terpenos en
reacciones de condensacion catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a
difenilbifosfatos como geranil difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil
difosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP)

precursor de diterpenos(Figura 3).°
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RUTA DEL ACIDO MEVALONICO (CITOPLASMA) RUTA DEL METILERITRITOL FOSFATO (CLOROPLASTO)

(e}

o /H
Hy,C——C——S——CoA \C
Acetil- CoA HC——OH
Hs;C C——COOH
H,C—OP
Gliceraldehido-3-P Piruvato
OH
OH
e "N
H;C——C——C —CH,—OH c
\ CH,—OP
Ve
CH, H,cC HC
COOH OH OH
Acido mevalénico Metileritritol fosfato
CHs CH,
(L gz_o_pp (Cs) Ha Isopreno (Cs)
= 5 C —O0—pPP —B 5
H,CZ 7 / \\C/
Hz H
Isoprentenil difosfato (IPP) Dimetilalil difosfato (DMAPP)
CHs CHs
| (H:z (Cwo)cl: 22 o pp —3= Monoterpenos (C1o)
¢ — 00—
H3C C C H
H Ha
TH3 Geranil difosfato (GPP)
H,C——O——FPP
/C\ / IPP
H,C H2
CHj CH3
C
| H l ( K | H o) PP Sesquiterpenos (Cys)
c —O0— 15
/ \\/ \ N / \ /
Hz H H ox
CH, Farnesil difosfato (FPP)
| Triterpenos (Cgp)
/c H,C—O——FPP
C/ \ 4 IPP
Hy Hz
CHj CH, CH3
| l , 20 |
H2 Hy .
c —O—FPP Diterpenos (Cy)
/ \\/ \ / / \ / \
Hz f 2X

Geranllgeramlndifosfato (GGPP)
Tetraterpenos (Cyo)

Politerpenos

Figura 3. Sintesis de terpenos y su clasificacion segun las unidades de isopreno

que contienen.®



UMSNH-110QB

2.2.1 Clasificacion de los terpenos.

Los terpenos, también llamados terpenoides o isoprenoides, tienen como
unidad estructural fundamental al compuesto de cinco atomos de carbono llamado
isopentenil pirofosfato. EI nombre de isoprenoides fue dado porque éstos

compuestos se descomponen a altas temperaturas y producen isopreno.

CH,
74

H,C y
P

H.C H

Figura 4. Estructura quimica del isopreno.®

De acuerdo al numero de unidades de isopreno que contengan, los
terpenos se clasifican en aciclicos, monoterpenos, con dos unidades; en
sesquiterpenos, con tres; en diterpenos, con cuatro; en triterpenos, con seis; en

tetraterpenos, con ocho. (Figura 3).

Dentro de cada tipo de terpenos existen compuestos muy importantes
desde el punto de vista fisioldgico y ecoldgico, pero también importantes desde el
punto de vista antropocéntrico porque son sustancias con actividades biologicas
muy diversas. Dentro de los monoterpenos se pueden destacar a los piretroides,
con potente actividad insecticida, y a los constituyentes de los aceites esenciales y

las resinas de las plantas, como el limoneno y el mentol (Figura 5).

CH3 CH3

(®)
I

w
>|llllu
O
I
N
O
I
>|I|II|||
(9]
I
w

(2]
I
@

(+)- Limoneno (-)-Mentol

Figura 5. Estructuras quimicas del limoneno y el mentol. >
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Las sesquiterpenlactonas, y el gosipol, un dimero, son ejemplos de
sesquiterpenos. Como ejemplos de los diterpenos estan el forbol, componente
abundante en las resinas de las plantas lefiosas y el acido giberélico de cadena

abierta que forma parte de la estructura de las clorofilas (Figura 6).

o OH

)

oC

HO

H COOH

Acido giberélico

Gosipol

Figura 6. Estructura quimica del acido giberélico y del gosipol.?

Las fitocedisonas, los cardendlidos o glicosidos cardiacos y las saponinas
son importantes representantes de los triterpenos, estos compuestos tienen
potentes actividades biol6gicas sobre los animales, desde insectos hasta
mamiferos. En las plantas se encuentran esteroides y esteroles, los esteroides
que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los esteroides
vegetales, se denominan esteroles. Los mas abundantes en plantas son el

estigmasterol y el sitosterol. (Figura 7).

10
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HO HO

Estigmasterol Sitosterol

Figura 7. Estructuras quimicas del estigmasterol y del sitosterol.*

Un polimero de 1500 a 15000 unidades de isopentenil es el elemento
principal del hule en especies vegetales que sintetizan esta sustancia, de las

cuales la mas importante es el arbol del hule, Hevea brasilensis.™

Los diterpenos se subdividen atendiendo al tipo de esqueleto carbonado,
entre otros; como biciclicos (tipo labdano y clerodano); triciclicos (tipo primario,
abietano, cassano, toratona y podocarpano); tetraciclicos (tipo kaurano, beyerano,

atisano, giberelano).*

11
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OH

kaurano labdano

CO,H

labdano abietano

OH

CO,H

AcO clerodano casano

Figura 8.Ejemplos de esqueletos de diterpenos.*

2.2.2 Generalidades del género Eupatorium.

El género Eupatorium son hierbas generalmente perennes, arbustos o
arbolitos bajos, hojas opuestas 0 en ocasiones alternas; capitulos homdgamos,
generalmente pequefios, dispuestos en inflorescencias corimbiformes o
paniculiformes, rara vez solitarios; involucro cilindrico, turbinado, campanulado o

hemisférico, sus bracteas en namero variable, dispuestas en dos 0 mas series,
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imbricadas, de longitud similar y entonces a menudo con caliculo, otras veces
desiguales y graduadas; receptaculo plano, convexo o coénico, desnudo; flores
pocas 0 numerosas, todas hermafroditas, blancas, rosadas, moradas o azulosas;
corola tubulosa, tubo corto, limbo brevemente pentalobulado o pentadentado,
anteras con la base obtusa y el apéndice del conectivo reducido o bien
desarrollado; ramas del estilo largas y sobresalientes, lineares o claviformes, a
veces coloreadas, su apice obtuso, sin pelos y cubierto de numerosas papilas
cortas; aquenios prismaticos de apice truncado, con cuatro a seis costillas bien
definidas, glabros o pilosos, vilano de pocas o numerosas cerdas capilares
persistentes y libres de la base.’

El género Eupatorium pertenece a la familia Asteraceae tribu Eupatorieae,
subtribu Eupatoriinae. La familia Asteraceae es utilizada en la Republica Mexicana
ya sea como alimento o empleada en la medicina tradicional, a continuacion se
muestran algunos ejemplos de especies de la familia, el nombre con el cual se
identifica mediante su nombre comun, usos como planta medicinal, compuestos

que han sido aislados y finalmente su distribucion.
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Tabla 1. Ejemplos de plantas medicinales de la familia Asteraceae y sus

aplicaciones.*®

USO EN
ESPECIE NOMBRE COMUN MEDICINA COMPUESTOS DISTRIBUCION
TRADICIONAL AISLADOS
Conyza filaginoides Zacachichic Aperitivo Esteroides Hidalgo
Prodigiosa Antiemético Triterpenos Morelos
Diurético Sesquiterpenos Michoacan
Eupéptico Flavonoides Guanajuato
Analgésico Hidrocarburos Edo. de México
Antitusigeno
Antipirético
Carminativo
Astringente
Perezia hebeclada, Coapatli Laxante Benzoquinonasy | Morelos
Acourtia hebeclada Hierba del derivados de Edo. de México
diablo Benzoquinonas
Cola de zorra
Zazamaca
Tagetes lucida Pericon Antidiarreico Terpenos Chiapas
Santa Maria Antidisentérico | Cumarinas Morelos
Jericon Antiemético Fenilpropanoides | Jalisco
Hierbanis Antirreumético Oaxaca
Antiasmatico Puebla
Antifoida Edo. de México
Antihelmintico Guerrero
Enemagogo Michoacan

El género Eupatorium fue reconocida por Teofrasto aproximadamente en el

300 a. C pero las contribuciones mas importantes al conocimiento y sistemética de

la familia comienzan con el

publicaciones

que

incluyen

francés Henri

descripciones

Cassini

detalladas de

a través de numerosas

la morfologia

estableciendo 19 tribus en la familia, posteriormente Lessing redujo a 8 el nUmero

de tribus y Candolle a 3.

14




UMSNH-110QB

Otros contribuyentes al conocimiento de la familia fueron George Bentham y
Joseph Dalton Hooker los cuales en su obra “Genera plantarum” establecieron 13
tribus que son las usadas hoy en dia. Pero los trabajos de los botanicos
estadounidenses Harold Robinson y Robert M. King con su obra cambiaron la
tendencia de la clasificacion de la familia ya que esta consistia en un mayor
énfasis en el uso de caracteres anatomicos, citoldgicos y quimicos en lugar de los
macrocaracteres para tomar decisiones taxonomicas, también publicaron
numerosos articulos cientificos en los que dividieron el género Eupatorium que en
ese momento tenia cerca de 600 especies en géneros menores.Uno de los
aportes mas significativos a la clasificacion y filogenia de las asteraceas llegé con
los estudios moleculares de ADN de Jansen y Palmer en 1987. Estos analisis van
en paralelo con el avance de los andlisis moleculares que llevaron en afios

recientes a la disgregacion en numerosas tribus y subfamilias.*’

El género Eupatorium representa el 10% de la familia Asteraceae y
comprende aproximadamente 2000 especies distribuidas en regiones templadas y
subtropicales de Europa, Africa, Asia, Oceania y en América principalmente en el

centro y el sur.

México ocupa el cuarto lugar entre los paises considerados con
megadiversidad y posee cerca del 10% del total de las especies conocidas, con un

gran numero de endemismos.

En México el género Eupatorium se ha registrado en Chiapas, Coahuila,
Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado
de México, Michoacén, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro,

Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas.'®

El estudio del género Eupatorium en el estado de Michoacan comienza en
el siglo XIX con el botanico C. Pringle quien colecté la planta en 1861 en
Patzcuaro, Michoacan, este es el primer registro de la presencia del género en la
zona posteriormente se hicieron estudios que reportaron la amplia distribucion

debido a la variada geografia, tipos de suelos y abundantes climas e indice de
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humedad apropiados para el crecimiento y reproduccion de la planta. Actualmente
la podemos encontrar en regiones con clima templado subhimedo con lluvias en
verano. De los 113 municipios que conforman el Estado de Michoacan en 42 de

ellos no ha sido reportado la presencia de este género.*

Dentro de los 71 municipios en los que el género ha sido reportado se
encuentra principalmente en: Acuitzio, Alvaro Obregén, Angangueo, Aporo,
Charapan, Charo, Cheran, Chilchota, Chucandiro, Coeneo, Contepec, Copandaro,
Cuitzeo, Epitacio Huerta, Erongaricuaro, Hidalgo, Huandacareo, Huaniqueo,
Indaparapeo, Irimbo, Jiménez, Jiquilpan, Jungapeo, Lagunillas, Maravatio, Marcos
Castellanos, Morelia, Morelos, Nahuatzen, Ocampo, Paracho, Patzcuaro,
Purépero, Puruandiro, Queréndaro, Quiroga, Santa Ana Maya, Senguio,
Tangamandapio, Tangancicuaro, Tarimbaro, Tingambato, Tlazazalca, Tuxpan,

Tzintzuntzan, Villamar, Zacapu, Zinapécuaro y Zitacuaro.?*?*

2.2.3. Generalidades de Piptotrix areolare.

Arbusto de hasta de 3 m de altura; ramas arqueado-péndulas, cilindricas,
de +3 mm de didmetro hacia la parte superior, café-amarillentas, vellosas; hojas
opuestas, peciolo de 8 a 15 mm de largo, velloso, lamina ovado-lanceolada, de 7 a
12 cm de largo por 3 a 5 cm de ancho, apice largamente acuminado, borde
aserrado, base redondeada, haz areolado, con pelos cortos, envés reticulado,
pubescente, con glébulos resinosos, 3 de los 5 nervios que salen desde la base
son mas prominentes; numerosos capitulos de unos 8 mm de largo dispuestos en
racimos de corimbos axilares méas cortos que las hojas y en corimbos compuestos
terminales, pedicelos vellosos; involucro campanulado, de +4 mm de largo por £5
mm de ancho, cubriendo la mitad del largo de las corolas, sus bracteas dispuestas
en 2 series de aproximadamente la misma longitud, lineares, agudas, las externas
algo mas pubescentes que las internas, con pocos globulos resinosos y un nervio
central; flores £20; corola de +4.5 mm de largo, blanca, glabra; aquenio de +1.5

mm de largo, piloso sobre todo en las costillas y en el apice, vilano de la mitad del
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largo de la corola, cerdas blancas. Se ha encontrado entre 2500 y 2700 m.s.n.m,
en sitios con bosques de encino y bosque mesdfilo. Se conoce de Durango a

Guatemala.®

En un estudio fitoquimico de P. areolare realizado en 1986 se aislo y
caracterizd el areolal, de los extractos hexanicos de raiz obtenidos por
maceracion, mediante cromatografia en columna eluida con mezclas de hexano-

benceno, obteniéndolo en forma de una miel color amarillo claro.??

2.3. Generalidades de oximas.

Una oxima recibe los nombres particulares de aldoxima o cetoximas, segun
deriven de aldehidos o de cetonas, cuya formula general es RR'C=NOH, donde R
es un residuo organico y R' puede ser un grupo organico o hidrégeno. El término
oxima data del siglo XIX, posiblemente de la contraccion de las palabras oxigeno e

imina.?®

OH

R R'
Figura 9. Férmula general de una oxima.

Las oximas son compuestos anfoteros. Son bases muy débiles que al
reaccionar con acidos minerales fuertes forman sales que se hidrolizan facilmente
con agua. Las oximas son también acidos débiles que suelen disolverse en alcalis

acuosos, precipitandolas de nuevo con diéxido de carbono.?*

R /OH R R
\ N"\ HCl conc. \ N NaOH . \ N
H
\_/ “oH co, o Nat
H,0 H20

Figura 10. Reaccién de una oxima en medio basico y acido.?*
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Convencionalmente las oximas son preparadas de compuestos carbonilicos
con clorhidrato de hidroxilamina. Las condiciones experimentales dependen sobre
todo de la naturaleza de las materias primas y la basicidad del medio de reaccion;
por lo general, las reacciones proceden suavemente en pH cercanos a neutros, a
través de un ataque nucleofilicos del par electronico del nitrogeno al carbono
electrofilico del grupo carbonilico. La condensacion de una amina primaria con
compuestos carbonilicos (aldehidos y/o cetonas) fue reportada primeramente por
Schiff en 1864 y desde entonces un gran numero de estas reacciones se han
realizado.”® Las oximas son intermediarios Utiles en sintesis orgénica, altamente
cristalinas y son usadas no solo para la proteccion, caracterizacion y purificacion
de compuestos carbonilicos, si no también pueden ser usadas como
intermediarios para la preparacion de amidas, nitronas, a-sulfiniloximas, nitrilos y

aminas. la preparaciéon de amidas, nitronas, a-sulfinil oximas, nitrilos y aminas.?

También son empleadas como precursores en rearreglos de Beckmann,
para la sintesis de oxazoles, oxazinas, y para otros heterociclos. El interés de
dichos compuestos radica en que son excelentes sintones para posteriores
reacciones con imidazoles; ya que los imidazoles sustituidos y/o ciclados tienen un

potencial uso como agentes antibacterianos y como agentes antimicéticos.

2.3.1. Estereoisomeria de oximas.

En los compuestos con nitrégeno unido por dobles enlaces, como es el
caso de las oximas, estos forman un angulo de tal manera, que la presencia de
sustituyentes diferentes sobre el &tomo de carbono puede dar lugar a la existencia
de isbmeros cis y trans, los cuales en este tipo de sistemas se distinguen también

como forma syn y forma anti.?*?’

R " OH R Ph “OH  Ph
—N_/ ——N. _l\_l_/ >:N'
H H \-.O"H R R \-.dH
syn-aldoxima anti-aldoxima syn acetofetoxima anti-acetofetoxima

Figura 11. Isémeros de aldo y cetoximas.?’
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2.3.2. Métodos de formacion de oximas.

Convencionalmente las oximas se preparan a partir de compuestos
carbonilicos con clorhidrato de hidroxilamina en reflujo de una solucién alcohdlica

en presencia de una base.?®

2.3.3. Mecanismo de reaccion.

El ataque nucleofilico a la cetona o aldehido por el par de electrones no
compartido del nitrégeno de la hidroxilamina origina un intermediario tetrahédrico
polar. Luego un proton del nitrégeno migra al oxigeno, con lo que se produce el
amino-alcohol (carbinolamina) que resulta neutro, el catalizador acido protona al
oxigeno hidroxilico, el par de electrones no compartido del nitrégeno expulsa
agua, con lo cual se produce un i6n imino. La perdida de H del nitrégeno da el

producto neutro, generando la oxima.?

: O) 2 : (l) : ) : CI)H H;O0+ +C|)HH
- C D C - C‘\
H,;C kCH3 /‘\NHZOH /‘\NHOH /‘\NHZOH
. Carbinolamina
H,NOH
H "\ H HO\ H

7

o —— \N+/ ‘> g had

- | H6H - |
-H;0+ o
Oxima lon iminio

Figura 12. Mecanismo general de formacién de oximas con hidroxilamna.

La formacién de la oxima es lenta y ocurre con un pH alto o pH bajo, pero

alcanza su velocidad maxima con un pH débilmente &cido alrededor de 4-5.%°
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2.3.4. Espectroscopia de infrarrojo en oximas.

Los espectros de IR proporcionan un amplio campo de informacion acerca
de los detalles estructurales de los compuestos organicos, la espectroscopia
infrarroja abarca la deteccion e identificacion de virtualmente todos los grupos
funcionales porque ellos muestran absorciones especificas y caracteristicas en la

region del infrarrojo.

La espectroscopia IR detecta los cambios en las vibraciones que ocurren
cuando una molécula absorbe energia electromagnética en la region IR del

espectro electromagnético.

Los posibles momentos vibracionales de una molécula dependen de dos
cosas: la masa de los atomos que forman el enlace dado y la naturaleza del

enlace en si mismo, esto es, su tension de enlace.

Cuando se agregan cetonas y aldehidos a soluciones acuosas de
hidroxilamina a pH de 7, rapidamente desaparece la banda de estiramiento IR
carbonilico; luego aparece lentamente la absorcion IR correspondiente a la oxima.
Estos aumentos de absorcién subsiguientes pueden acelerarse por adicién de

acidos.

La oximas presentan bandas caracteristicas: la debida al grupo O-H libre y
asociado entre 3450-3030 cm™ (2.9-3.3 pm) y la debida al grupo imino que es una
banda débil de estiramiento de enlace C=N en 1695-1585 cm™ (5.9-6.3 um). En
oximas alifaticas, la banda es préxima a 1665 cm™ (6 pm). En compuestos ciclicos

de 5 miembros, la banda aparece més cercana a 1695 cm™ (5.9 um).

En el espectro de un aromatico que tiene unido el grupo imino (C=N), esta
banda cuando aparece esta posicionada junto con la del anillo aromatico cerca de
1615-1585 cm™ (6.2-6.3 um). La vibracién del estiramiento N-O absorbe
fuertemente entre 1055-870 cm™ (9.5-11.5 pm) y a veces es dividida en varias

bandas.*
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2.4. Microorganismos.

Se han reportado estudios en los cuales las oximas y sus derivados han
presentado actividad bactericida.® Los microorganismos son los seres mas
primitivos y numerosos que existen en la Tierra, colonizan todo ambiente: suelo,
agua y aire, participan de forma vital en todos los ecosistemas y estan en
interaccion continua con las plantas, los animales y el hombre. Los

microorganismos son clave para el funcionamiento de los sistemas bioldgicos.

Se agrupan en dos categorias: procarioticos y eucariéticos. En la primera
estan las archaeas y las bacterias, mientras que en la segunda se encuentran

hongos, algas y protozoarios.*

El cuerpo humano presenta una gran superficie cutdnea y mucosas por lo
qgue entra en contacto con el medio ambiente, en esta superficie residen
microorganismos con diferentes caracteristicas, algunos de estos conviven con el
huésped sin causarle enfermedad denominados flora normal humana, otros son
agentes patdégenos que pueden ocasionar serias complicaciones en el organismo,
uno de estos es el género Shigella el cual se incluye en la familia
Enterobacteriaceae; estd constituido por bacilos cortos Gram negativos sin
agrupacion, que miden de 0.7 pm x 3 um; son inméviles, no esporulan ni
presentan capsula se encuentra estrechamente relacionada con el género
Escherichia, por sus propiedades bioquimicas, serolégicas y por similitudes
genéticas. Se caracteriza por no fermentar la lactosa, ser inmovil, no produce

lisina descarboxilasa y raramente produce gas a partir de hidratos de carbono.*

La primera mencion de una especie del género Klebsiella fue realizada por
von Frisch en 1881, que se refirid a un bacilo capsulado observado en muestras
de pacientes con rinoescleroma. El género Klebsiella fue denominado asi por
Trevisan en 1885, en honor al microbiologo aleman Edwin Klebs (1834-1913). La
especie tipo de este género es Klebsiella pneumoniae, que fue descrita por
Schroeter en 1886, y por Trevisan en 1887. El género Klebsiella esta formado por
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bacilos Gram negativos, anaerébicos facultativos y oxidasa negativos. Pertenece
pues a la familia Enterobacteriaceae, familia formada por una gran cantidad de
especies bacterianas. Ademas de los rasgos ya mencionados, las bacterias del
género Klebsiella se caracterizan por ser generalmente capsuladas, no moviles,
productoras de la enzima lisina descarboxilasa pero no de la enzima ornitina
descarboxilasa, y normalmente positivas a la prueba de Voges-Proskauer. En
humanos portadores K. pneumoniae se encuentra en las vias respiratorias

superiores y en el tracto intestinal.?

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia, estd formada por bacilos no
esporulados, moviles con flagelos peritricos o inmdviles, aerobios-anaerobios
facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios simples con o sin
agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u otros
carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de nitratos a

nitritos.

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas
que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,

entre ellos diarrea.®®

Staphylococcus aureus es anaerobio facultativo, pertenece a la familia
Staphylococcaceae, género Staphylococcus, especie S. aureus, esta formado por
cocos Gram positivos, de aproximadamente 1 um de diametro, que se agrupan en
racimos, sus colonias son circulares, prominentes, brillantes, 1-2 um, pigmentos
(blanco-amarillo dorado), no son esporulados y no tienen capsula salvo

excepciones, son inmoviles.
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Es un agente etiolégico de diversas patologias, incluyendo infecciones de
piel y tejidos blandos, bacteremia, endocarditis, infeccion del SNC y del tracto

génitourinario.>®

2.4.1. Antibiograma.

Es la prueba microbiolégica que se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de
antibioticos, el método de difusion en agar es un ensayo donde se enfrenta la
bacteria seleccionada e inoculada sobre la superficie de un medio semisélido, a
soluciones de diferentes antibitticos absorbidos en discos de papel filtro.

La sensibilidad de un organismo a determinados antimicrobianos ha sido
definida como la menor concentracion del antimicrobiano en pg/ml, que evita el
crecimiento in vitro del microbio y se refiere como la concentracibn minima
inhibitoria (CMI).%’

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad
de sustancias de origenes naturales y sintéticos, uno de estos es el método de
difusién en agar segun Kirby-Bauer.

2.4.2. Método de difusion en agar por el método Kirby-Bauer.

Es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, el cual tiene una
cantidad especifica de antimicrobiano. El antimicrobiano difunde desde el disco al
medio de cultivo produciendo una zona de inhibicién en la cual una concentracion
critica de antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano. La zona de inhibicion es

medida y se relaciona inversamente con la CMI.®

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de
microorganismos es observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales

preparadas en el laboratorio. EI material alimenticio en el que crecen los
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microorganismos es el medio de cultivo y el crecimiento de los microorganismos
se denomina cultivo. Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio
de cultivo artificial debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura,
grado de humedad y presion de oxigeno, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de
crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo

contaminante.

2.4.3. Composicion de los medios de cultivo.

Los constituyentes mas utilizados en la composicion de los medios de

cultivo son:

e Agar, comercialmente se presenta en granulos y polvos, la concentracion
en la que se encuentra en los medios de cultivo, dependera del uso que

quiera darse al medio.

e Peptona, es un producto de composicion variable, obtenido generalmente

de la hidrdlisis acida o enzimatica de las proteinas vegetales o animales.

e Extracto de carne, contiene bases organicas solubles, productos de

degradacion de las proteinas, vitaminas y minerales.

e Extracto de levadura, se consigue a partir de levadura de pan o de

cervezay es una fuente de aminodacidos y vitaminas del complejo B.
e Sangre, las mas utilizada es la de sangre de carnero, tiene que estar libre

de agentes antimicrobianos para evitar la inhibicion el crecimiento de los

microorganismos.
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e Plasma, se utiliza para emplear la actividad coagulasa de las bacterias, se

emplea plasma humano o de conejo.

e Suero, se prepara a partir de sangre recolectada sin adicion de
anticoagulante, eliminando el liquido que se separa cuando se contrae el

coagulo.

e Bilis, contiene varios 4cidos biliares, como compuestos conjugados con

aminoacidos, bilirrubina y biliverdina.

e Sales biliares, inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas y bacilos
en forma de esporas, sin afectar el desarrollo de los bacilos entéricos

Gram negativos.

e Gelatina, proteina obtenida mediante extraccion de material colageno a

partir de tejidos animales.

e Carbohidratos se adicionan por dos motivos fundamentales: para
incrementar el valor nutritivo del medio y para detectar reacciones de

fermentacién de los microorganismos que ayuden a identificarlos.

El medio de cultivo a emplear ha de ser aquel que permita un buen
desarrollo del microorganismo cuya sensibilidad se determina y ademas no debe
ejercer ningun efecto inhibidor sobre la actividad antibacteriana de los antibiéticos

0 quimioterapicos ensayados.*
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo General.

Explorar los metabolitos secundarios mayoritarios de los extractos de raiz
de Piptotrix areolare, ademas de determinar de forma preliminar su actividad

antimicrobiana ante cepas de diferentes tipos de bacterias patégenas al humano.

3.2. Objetivos Especificos.

» Aislar el areolal del extracto hexanico y de cloruro de metileno de la raiz de

Piptotrix areolare.

» Actualizar los espectros de Resonancia Magnética Nuclear del areolal en una

y dos dimensiones y compararlos con la literatura.

> Realizar la obtencidon de la oxima con clorhidrato de hidroxilamina usando

como materia prima el areolal.
» Determinar de forma preliminar la susceptibilidad de las bacterias: Escherichia

coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei vy
Staphylococcus aureus, ante el areolal por el método de Kirby-Bauer.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Aislamiento del areolal.

Un lote de 130 g de raiz de la planta Piptotrix areolare colectada en octubre
de 2010 en la carretera Tiripetio-Nocupétaro a la altura del kildmetro 35, con
coordenadas N 19° 20.645', W 101° 21.348' y 2509 m.s.n.m., previamente secada
a la sombra, se someti6 a maceracion a temperatura ambiente usando como
disolvente 500 mL de hexano durante ocho dias por tres veces, posteriormente se

macero con cloruro de metileno (CH,Cly).

Figura 13. Maceracién de la raiz de Piptotrix areolare.

Transcurridos los 8 dias de maceracion el extracto obtenido se filtrdé y

concentrd a sequedad en el rotavapor.

Figura 14. Concentracion del extracto.
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Después de la evaporacion del disolvente se obtuvieron 2 g de extracto de
color amarillo claro, con un rendimiento del 1.5%. La extraccién hexanica fue

repetida en 3 ocasiones.

Figura 15. Cromatografia en columna.

En las fracciones eluidas en la polaridad de Hexano-AcOEt (19:1) se
obtuvieron unos cristales de color blanco con punto de fusién de 50-52 °C, este
compuesto fue caracterizado por resonancia magnética nuclear. En el espectro de
RMN 'H a 400 MHz (Figura 17) se observé en 10.00 ppm una sefial simple
correspondiente al hidrégeno aldehidico H-7, en 7.65 ppm se encontré una sefial
doble con constante de acoplamiento de 16.4 Hz correspondendiente al protén H-
3", en 6.38 ppm se observé otra sefial doble con constante de acoplamiento
también de 16.4 Hz debida al proton H-2", ambas sefiales corresponden al
sistema AX originado por el doble enlace en posicion o al carbonilo del grupo
cinamoilo, cabe mencionar que en la region de 7.80 a 7.27 ppm se encontraron
traslapadas las ocho sefiales de protdn de los anillos arbmaticos, en 4.73 y 4.39
ppm se observaron dos sefiales dobles con constante de acoplamiento de 12.3 Hz
de un sistema AB correspondiente al metileno base del cinamoilo, otro sistema AB
pero con constantes de acoplamiento de 5.1 Hz se distingui6 en 2.88 y 3.15 ppm,
en esta ocasion este sistema resultd de la interaccion de los protones del metileno
base de oxigeno del anillo de oxirano. En 2.92 ppm se observé una sefial séptuple
con una constante de acoplamiento de 7.2 Hz para el metino base de metilos del
grupo isobutirato, en 1.37 ppm se observé una sefial doble intensa que integra
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para seis protones con una constante de acoplamiento de 7.2 Hz caracteristicas
de los metilos del isobutirato, (Tabla 2). Después de analizar el espectro de RMN
de 'H se realiz6 una busqueda bibliografica con el fin de verificar si habia
informacion en la literatura al respecto, encontrandose que habia sido reportado
en 1986; esta molécula es un derivado del timol conocido como areolal (Figura
16).%

Figura 16. Estructura del areolal aislado de Piptotrix areolare.
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En el espectro de RMN de *C a 100 MHz (Figura 18) se observaron 3
sefales para carbonilo, una en 190.7 ppm correspondiente al grupo aldehido (C-
7), las otras dos sefiales correspondieron a los carbonilos de los ésteres, en 175.0
ppm para el carbonilo del isobutirato (C-1") y en 166.2 ppm para el carbonilo del
cinamoilo (C-1"). Se observaron 12 sefiales correspondientes a carbonos
aromaticos (Figura 19); en 135.6 ppm estaba la sefial correspondiente al carbono
cuaternario C-4, en 128.9 ppm se observo una sefial con el doble de intensidad
debido a la sobreposicion de los carbonos C-6" y C-8" del grupo cinamoilo, en
123.3 ppm se observé la sefial correspondiente al carbono C-2. En 145.8 y 116.9
ppm se localizaron las sefiales correspondientes al doble enlace a al carbonilo del
grupo cinamoilo, carbonos C-3" y C-2", en 65.3 ppm se observé la sefial del
metileno base de cinamato C-10, en 57.0 ppm se presentd la sefial del Unico
carbono quiral de la molécula, es decir, el carbono base del anillo de oxirano C-8.
En 51.1 ppm se observé una sefal que corresponde al metileno C-9 del epoxido;
en 34.2 se presentd la sefial del carbono metinico base de los metilos de
isobutirato; finalmente, a pesar de la cercania se pudieron distinguir los dos

metilos de isobutirato, uno en 19.0 ppm y el otro en 18.9 ppm, (Tabla 3).
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En el espectro bidimensional de correlacion heteronuclear (HETCOR),
Figura 20, se apreciaron las correspondencias entre los hidrégenos y carbonos del
areolal. Siendo evidente la correlacion del carbonilo de aldehido C-7 con la sefial
simple de 10.00 ppm (H-7) caracteristica de este grupo funcional. Asimismo, se
observaron las correlaciones del sistema AX entre el proton H-2" con el carbono
C-2"y el proton H-3" con el carbono C-3". De igual forma las correlaciones de los
metilenos que originan los sistemas AB fueron claras. La sefial séptuple del metino
del isobutirato H-2' correlacion6 de forma precisa con la sefial de 34.2 ppm
perteneciente al carbono C-2'. La sefial doble que integra para seis protones de
1.37 ppm mostré correlacion con las sefiales de los carbonos C-3'y C-4', sin dejar

lugar a duda que se trata de un grupo isobutirato.
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El areolal se sometio a cristalizaciones sucesivas en hexano de las cuales
se obtuvieron cristales monoclinicos adecuados para ser sometidos a difraccion de
rayos X. Con la estructura obtenida se pudo apreciar el acomodo espacial de los
atomos del areolal, se observa que los anillos aromaticos se encuentran alejados
entre si practicamente en una posicion perpendicular. Un dato interesante es la
orientacién del anillo de oxirano, donde el metileno se encuentra hacia atras,

mostrando la estereoquimica del Unico centro estereogénico de la molécula.

Figura 21. Estructura obtenida por difraccion de rayos X del areolal.
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4.2. Asignacién de la oxima del areolal.

Una vez obtenido el areolal de forma pura se procedid6 a realizar la
preparacion de la oxima correspondiente empleando clorhidrato de hidroxilamina
en medio basico, piridina; el producto de reaccidbn se purific6 mediante
cromatografia en columna obteniendo de las fracciones eluidas con Hexano-
CH,Cl, (9:1) una miel color verde claro. En su espectro de RMN de *H a 400 MHz
(Figura 22), la oxima mostrd el corrimiento de la sefial simple de 10.00 ppm
(aldehido) a 8.10 ppm, ahora sefal simple correspondiente al proton H-7 del
carbono del grupo imino, en 7.66 ppm se observo la sefial doble con constante de
acoplamiento de 15.8 Hz correspondendiente al proton vinilico H-3" del cinamoilo,
también la sefal doble correspondiente al protén H-2" en 6.40 ppm present6é una
constante de acoplamiento de 15.8 Hz, ambas sefiales del sistema AX de la
molécula; en 4.69 y 4.40 ppm presento dos sefiales dobles (J = 12.3 Hz) del
sistema AB originado por los protones del metileno base de éster, en 3.12 y 2.88
ppm se observo el otro sistema AB con constantes de acoplamiento de 5.3 Hz de
los protones del metileno del epdxido. En 2.90 ppm, como era esperado se
observo la sefial séptuple con constante de acoplamiento de 7.0 Hz para el proton
H-2' del metino del isobutirato, finalmente en 1.35 ppm se localiz6 la sefial doble

con constante de acoplamiento de 7.0 Hz de los metilos del isobutirato, (Tabla 2).
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Su espectro de RMN de *C a 100 Mz (Figura 23) exhibié 2 sefiales para
carbonilos, una en 175.1 ppm correspondiente a C-1' del isobutirato, y la del
cinamato en 166.3; otra sefal interesante fue la que se observé en 149.0 ppm,
esta sefial se deba al corrimiento del proton H-7 del grupo imino con respecto al
de la materia prima. Del mismo modo se presentaron las 12 sefales
correspondientes a los carbonos aromaticos (Figura 24). En 145.7 y 117 ppm se
localizaron las sefiales de los carbonos C-3" y C-2" que corresponden al sistema
AX, en 65.3 ppm se observo la sefial del carbono C-10 base de cinamato, en 56.9
ppm se observo la sefial para el carbono cuaternario C-8. Asimismo, en 51.0 ppm
se aprecio la sefial que corresponde al carbono metilénico del anillo de oxirano;
para finalizar con las sefiales de los metilos del isobutirato en 18.9 y 18.8 ppm,
(Tabla 3).

En su espectro de correlacion homonuclear (COSY) Figura 25 se observo el
acoplamiento de la sefial doble de 1.35 ppm gque integra para seis protones con la
sefal séptuple de 2.90 ppm del isobutirato. También se presentd la correlacién
existente entre las sefales dobles del sistema AB que corresponde a los
hidrogenos del metileno base de cinamato. Asi como la correlacion entre los

protones del sistema AB debido al metileno del anillo de oxirano.
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Tabla 2. Comparacion de datos espectroscépicos de RMN de *H de areolal con

respecto a los reportados en la literatura.

H Experimental Literatura® Oxima

2 7.63, m 7.3-7.6*m 7.30m

5 7.73, m 7.3-7.6*m 7.56 m

6 7.80, m 7.3-7.6*m 7.47m

7 10.00 s 10.03 s 8.10s
9a 3.15,d,J=5.1Hz 3.14,d,J=5Hz 3.12,d,J=5.3Hz
9b 2.88,d,J=5.1Hz 2.87,d,J=5Hz 2.87,d,3J=53Hz
10a 4,73,d,J=12.3Hz 4,73,d,J=12 Hz 4.69,d,J=12.3Hz
10b 4.39,d,J=12.3Hz 4.40,d,J=12Hz 4.40,d,J=12.3Hz

2 2.92, heptet, J = 7.2 Hz 2.90, heptet, J=7 Hz 2.90, heptet, J =7.0 Hz
3 1.37,d,J=7.2Hz 1.36,d,J=7Hz 1.35,d,J=7.0Hz
4 1.37,d,3J=7.2 Hz 1.36,d,J=7Hz 1.35,d,J=7.0Hz
2’ 6.38,d,J=16.4Hz 6.37,d,J =16 Hz 6.40,d,J =15.8 Hz
37 7.65,d,J=16.4Hz 7.65,d,J=16 Hz 7.66,d,J=15.8 Hz
5” 7.50m 7.3-7.6*m 7.50m

6” 7.27m 7.3-7.6*m 7.40m

7 7.39m 7.3-7.6*m 7.40m

8” 7.27m 7.3-7.6*m 7.40m

9” 7.50m 7.3-7.6*m 7.50m

* Reportados traslapados dentro del rango de 7.3-7.6 ppm.
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Tabla 3. Comparacién de datos espectroscopicos de RMN de *3C de areolal con

respecto a los reportados en la literatura.

C Experimental Literatura® Oxima
1 137.5 137.2 133.7
2 123.3 122.9 128.8
3 149.4 149.1 149.0
4 135.6 1325 130.7
5 130.0 129.6 129.5
6 127.2 126.7 124.7
7 190.7 190.2 149.0
8 57.0 56.8 56.9
9 51.1 50.7 51.0
10 65.3 65.9 65.3
1 175.0 174.4 175.1
2' 34.2 33.9 34.1
3 19.0 18.6 18.9
4 18.9 18.6 18.8
1" 166.2 165.5 166.3
2" 116.9 116.6 117.0
3" 145.8 145.3 145.7
4" 134.0 133.6 134.1
5" 128.2* 128.5 128.1*
6" 128.9* 127.7 128.9*
7" 130.6 133.6 130.5
8" 128.9* 127.7 128.9*
9" 128.2* 128.5 128.1*

* Sefiales sobrepuestas.
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4.3. Actividad antimicrobiana.

Por otro lado, se determind la actividad antimicrobiana por triplicado en
cajas Petri empleando medio de cultivo agar Mueller Hinton, las cuales fueron
inoculadas mediante un hisopo con la suspension del mo de prueba, repitiendo la
inoculacion tres veces, ademas de rotar la placa con el fin de obtener una
dispersion uniforme del inoculo en toda la superficie para obtener una capa

homogénea de bacterias, posteriormente se dejé secar el inoculo de 3 a 5 min.

Figura 26.Siembra del microorganismo.

Los sensidiscos fueron impregnados de acuerdo con las técnicas descritas
en la literatura® con 140 pL de la solucién de 150 mg/mL de areolal los
sensidiscos se colocaron sobre el agar utilizando pinzas estériles oprimiéndolos
suavemente para asegurar un buen contacto con el medio de cultivo cuidando que
su distancia a la pared de la placa fuera de 15 mm y entre ellos de 30 mm,

posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24 h.
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Figura 27. Areolal y timol empleados en el ensayo antimicrobiano.

Al terminar la incubacion fue medida la zona de inhibicion en mm producida
por el areolal (Tabla 4 ) considerandose positivos los que presentaron un diametro
mayor a 6 mm y negativos los que no presentaron halo de inhibicion. Con el
objetivo de comparar el efecto antimicrobiano del areolal se decidid utilizar timol
J.T.Baker grado reactivo dentro de los ensayos de actividad ya que es conocido
por su poder desinfectante y fungicida, los antibiéticos empleados como controles
positivos de inhibicion fueron la amoxicilina con acido clavulanico (AMC) para
Staphylococcus aureus, ceftriaxona (CRO) para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca y Shigella sonnei, y fosfonicina (FOS) para Escherichia coli. En el estudio
se pudo observar que el areolal presentd una elevada sensibilidad contra Shigella
sonnei, esto se corrobora con la dimension de el halo de inhibicion, en cambio
contra la bacteria Klebsiella oxytoca el halo de inhibicién fue de menor proporcién,

sin embargo fue un resultado significativo.
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Tabla 4. Ensayo antimicrobiano del areolal empleando la técnica de antibiograma,

inhibiciébn en mm.

Microorganismo Areolal Timol CRO FOS AMC
Escherichia coli 13 25 — 25 —
Klebsiella pneumoniae 12 30 17 - -
Klebsiella oxytoca 10 22 22 - -
Shigella sonnei 20 25 29 - -
Staphylococcus aureus 14 25 - - 20

5. CONCLUSION.

Se aislo el areolal de la raiz de Piptotrix areolare, siendo la primera vez que
este producto natural se logra obtener en forma de cristales blancos de p.f. 50-52
°C adecuados para su estudio por difraccion de rayos X, por lo cual fue posible
conocer la distribucion espacial de los atomos de la molécula. Otro dato
interesante fue la preparacién de la oxima del areolal, ya que si se parte de
cristales la purificacion por cromatografia en columna practicamente no es
necesaria. Sin embargo, si se utiliza el areolal en forma de miel, el producto no se
puede obtener de forma satisfactoria con rendimientos similares cuando se
emplean cristales para su preparacion. Por otro lado, la actividad antimicrobiana

del areolal quedo manifiesta aunque su potencia fue menor a la del timol. (Tabla 4)
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6. PERSPECTIVAS.

e Las oximas son precursores en rearreglos de Beckman por lo cual se podria
realizar una sintesis de oxazoles, y otros heterociclos ya que son excelentes
sintones para posteriores reacciones con imidazoles; debido a que estos
tienen un potencial uso como agentes antibacterianos y como agentes

antimicoticos.

e Debido a que el antibiograma se realiz6 de forma preliminar, se debe realizar
el estudio rigurosamente para determinar su concentracibn minima inhibitoria

(MIC), ya que esta se relaciona inversamente con la zona de inhibicion.

e Realizar modificaciones quimicas puntuales al areolal con el afan de aumentar

su actividad bioldgica.

7. PARTE EXPERIMENTAL.

Las separaciones cromatograficas se realizaron empleando gel de silice
Merck (70-230 mesh ASTM) y Alumina neutra 90 Merck (70-230 mesh ASTM),

para las cromatografias en placa se us6 TLC silica gel 60 F,74 de 20 cm.

El punto de fusién se determind en un aparato de Fisher Johns y no esta

corregido.

Los espectros de resonancia magnética nuclear a 400 MHz para 'H y para
13C a 100 MHz, asi como los experimentos bidimensionales se determinaron en el
equipo Varian Mercury Plus 400 del 11QB-UMSNH. Los experimentos HMBC vy
HSQC se determinaron en un equipo Varian Mercury 300 en el Departamento de
Quimica del CINVESTAV-IPN, dentro de los trabajos en colaboracion que se
realizan con el Dr. Carlos M. Cerda-Garcia-Rojas y el Dr. Pedro Joseph-Nathan.
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En todos los casos se empleé cloroformo deuterado como disolvente y

tetrametilsilano como referencia interna.

El andlisis por difraccion de rayos X del producto natural que cristalizé de
forma adecuada se llevé a cabo en un difractometro Bruker Smart 6000 CCD a
298 K equipado con radiacién de MoKa (A = 0.71073 A). Los datos colectados se

resolvieron con el programa SHELXS-97.

7.1. Obtencion del extracto.

130 g de raiz de Piptotrix areolare colectada en octubre de 2010 en la
carretera Tiripetio-Nocupétaro a la altura del kilbmetro 35, con coordenadas N 19°
20.645', W 101° 21.348' y 2509 m.s.n.m., previamente secada a la sombra se
macero durante ocho dias a temperatura ambiente usando como disolvente 500
mL de hexano. El macerado se filtré y se concentrd hasta sequedad en rotavapor,
obteniéndose 2 g de extracto con un rendimiento de 1.5%. La extraccion del
extracto hexanico fue repetida en 3 ocasiones, posteriormente se realizd la

extraccién con CH,Cl, y MeOH.

7.2. Aislamiento del areolal.

2 g de extracto hexanico se colocé en una columna de vidrio usando como
fase estacionaria gel de silice, fue eluida con Hx y Hx-AcOEt (19:1). Las
fracciones se evaporaron a temperatura ambiente, y por medio de cromatografia
en capa fina se determind su semejanza por su factor de retencion (Ry) empleando
una mezcla de Hx-AcOEt (7:3), usando como reveladores luz ultravioleta y sulfato
cérico amoniacal con lo que se identificé a las fracciones que contenian areolal un
rendimiento del 43%. [a] sgg +0.5, [a] 578 +0.5, [O] 546 +0.6, [O] 436 +2.6 (C 2.17,
CHCl3); IR (CHCl3) Vinax 1759, 1704, 1637 y 1169 cm™.

El mismo procedimiento de aislamiento se realiz6 con los extractos de

CHCl,, ya que este también contenia areolal.
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7.3. Obtencién de la oxima del areolal.

300 mg de areolal se disolvieron en 1 mL de piridina y se adicion6 52.9 mg
de clorhidrato de hidroxilamina, la mezcla se dejo reaccionar durante una hora en

agitacion a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, la mezcla se vertid sobre hielo-agua y se extrajo con
cloruro de metileno. La fase organica se lavo con acido clorhidrico al 10%, agua,
solucién saturada de bicarbonato de sodio y agua; secandose sobre sulfato de
sodio anhidro, se filtr6 y se concentrd hasta sequedad. Obteniéndose 271 mg de la
oxima de areolal en forma de miel color verde claro. El crudo de reaccion se
sometié a purificacion mediante cromatografia en columna usando como fase
estacionaria alimina y fue eluida con mezclas de Hx-CH,Cl, en forma creciente de
polaridad, obteniéndose 240 mg en un rendimiento del 80%. [a]sgg +0.7, [a]s7g +0.5,
[a]sss +0.5,(c 0.9, CHCI3); IR (CHCls) Vimax 3574, 3379, 1756, 1712, 1637 y 1167

cm™.

7.4. Determinaciéon de la actividad antimicrobiana.

Para la preparacién del medio de cultivo se utilizaron 200 mL de agua
destilada y 7.6 g de agar Mueller-Hinton, se hidraté de 10 a 15 min, posteriormente
se calento hasta ebullicion de 1 a 2 min; a continuacion se enfrio a 45-50 °C. En la
preparacion del caldo Mueller-Hinton se utilizaron 25 ml de agua destilada 'y 3 g de
caldo, se hidrat6 de 10 a 15 min, posteriormente se calent6 hasta ebullicion de 1 a
2 min, a continuacién se enfrié a 45-50 °C. Los sensidiscos se hicieron de papel

filtro de poro medio de 6.5 mm de diametro.

Asimismo, se esterilizé el material de vidrio, los sensidiscos, las puntas para
micropipeta, el agar y caldo Mueller Hinton ya preparados, cubriéndolos con papel
kraft en autoclave a temperatura de 121 °C y 15 libras de presion durante 20
minutos, se enfrio el caldo y se verti6 en los tubos de ensaye con suficiente
cantidad para obtener 5 cm de longitud posteriormente los tubos de ensaye se

enfriaron durante 30 min y se taparon con algoddn, todo esto en zona estéril. El
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agar se vertio en las cajas de Petri con suficiente cantidad para obtener una capa
de 4 mm de espesor dejandolas parcialmente cerradas para evitar la formacién de
humedad por condensacion, se enfriaron y solidificaron durante 30 min, también

en zona estéril.

Los compuestos a evaluar (150 mg/mL) se disolvieron en cloroformo fueron
disueltos del areolal puro. Los sensidiscos fueron impregnados con 140 pL cada
uno. Los sensidiscos comerciales utlizados fueron amoxicilina con &cido
clavulanico (AMC) 30 ug, ceftriaxona (CRO) 30 g, fosfonicina (FOS) 50 ug.

Los microorganismos seleccionados para la evaulacion antimicrobiana fueron:

e Escherichia coli e Shigella sonnei
¢ Kilebsiella oxytoca e Staphylococcus aureus

¢ Klebsiella pneumoniae

Al terminar la incubacion fue medida la zona de inhibicibn en mm producida
por los compuestos que la presentaron. (Tabla 4) Las cepas en forma pura fueron
obtenidas de la clinica MexFam, ademas se contdé con el apoyo técnico de la

Q.F.B. Margarita Rodriguez.
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9. ANEXO.
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Figura 28.Ampliacién del espectro de RMN de *H en la regién de 7.80 a 7.28 ppm.
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Figura 29. Ampliacién del espectro COSY en la region 5.00 a 1.40 ppm.

55



UMSNH-110QB

511] 911

M

511’ 911

7II

Figura 30. Ampliacién del espectro HETCOR en la region de 7.84 a 7.32 ppm.
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Figura 31. Ampliacién del espectro HMBC del rango 7.84 a 7.36 ppm.
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Figura 33. Ampliacién del espectro de RMN *H de la oxima del areolal del rango
de 7.65 a 7.25 ppm.
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Figura 34. Ampliacion del espectro COSY de la oxima del areolal en la region de
7.70 a 6.30 ppm.
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Figura 35. Ampliacion del espectro HETCOR de la oxima del areolal del rango de
7.70 a 6.30 ppm.
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Figura 36. Ampliacién del espectro de HMBC de la oxima del areolal en la region

de 8.10 a 6.40 ppm.

34
102 10b 9a 9
,
TR L R »

3,, 4’

A

9

8

10

T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 37. Ampliacion del espectro de HMBC de la oxima del areolal en la region

de 4.80 a 1.40 ppm.

59



UMSNH-110QB

31’ 4I

7 2 10a 10b 9a 9b

o L bl I A
34 y

9b J "

931 [

10b

10a4

2" "

J— Il “
.aﬁ '
7 1

T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 38. Ampliacion del espectro NOESY de la oxima del areolal en la regién de
8.50 a 1.50 ppm.
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