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RESUMEN

El incremento de la resistencia antibacteriana a los antibiéticos y la
disminucién de nuevos agentes antibacterianos eficaces y seguros ha puesto a las
plantas tradicionales de uso medicinal como el recurso para encontrar farmacos
ante infecciones microbiolégicas. En el presente trabajo se evalud la actividad
antibacteriana de los extractos hexanico, diclorometano y metandlico obtenidos de
las partes aéreas de Piqueria triflora mediante el método de difusion en placa (Kirby-
Bauer), donde el extracto de diclorometano presenté una ligera actividad inhibitoria
frente a Staphylococcus aureus y Enterococcus sp y el extracto hexanico mostro

actividad bacteriostatica frente a S. aureus.

El fraccionamiento del extracto hexanico y posterior tratamiento de una de
las fracciones obtenidas con p-metoxianilina condujo al aislamiento de los derivados
N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-
imina (22) y 6-((4-metoxifenil)imino)-2,3,3-trimetilciclohexa,4-dien-1-carbaldehido
(23), por lo que se propone que ambos tienen como precursor al 2,3,3-trimetil-6-
oxociclohexa-1,4-dien-1-carbaldehido (24). Los compuestos fueron identificados

mediante métodos espectroscdpicos y espectrométricos.
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23 24
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MeO 22 MeO

Palabras claves: efecto bacteriostéatico, antibacterianos, monoterpeno, iminas,
productos naturales.
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ABSTRACT

The increase in the bacterial resistance to antibiotics as well as the decrease in new
effective and safe antibacterial drugs have made medicinal plants a resource to find
new drugs against microbial infections. In the present work, the antibacterial activity
of hexanes, dichloromethane, and methanol extracts obtained from the aerial parts
of Piqueria trifloral were evaluated by the plate diffusion method (Kirby-Bauer)
against five bacterial strains. The hexane extract showed a weak bactericidal activity
against Staphylococcus aureus and Enterococcus sp., on the other hand, the

hexane extract exhibited good bacteriostatic activity against S. aureus.

The hexane extract fractioning and then, the treatment of one of those
fractions with p-methoxyaniline, yielded two derivatives the N-(4-methoxyphenyl)-2-
(-(4-methoxyphenylimino)methyl)-3,4,4-trimethylcyclohexa-2,5-dien-1-imine  (22),
and the 6-((methoxyphenil)imino)-2,3,3-trimethylciclohexa-1,4-diene-1-
carbaldehyde (23), both of them are proposed to have as a precursor the 2,3,3-
trimethyl-6-oxocyclohexa-1,4-diene-1-carbaldehyde (24). The obtained derivatives

were identified by spectroscopic and spectrometric methods.

/N H
C T L ! :
MeO 22 MeO 23 24

Key words: bacteriostatic effect, antibacterials, monoterpene, imines, natural
products.
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son considerados como uno de los descubrimientos terapéuticos
mas importantes de la historia de la medicina. Su origen esta relacionado a grandes
sucesos; el descubrimiento del microscopio por Anton von Leeuwenhoeck, el
asentamiento de las bases de la “teoria microbiana de la enfermedad” por Luis
Pasteur en 1859, la siembra y deteccion del crecimiento bacteriano realizado por
Robert Koch en 1881 y la técnica de tincidon bacteriana realizada por Hans Cristian
Gram, por mencionar algunos. Sin embargo, la era de los antibi6ticos comenz6 con
el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en el afio 1928 a partir del

hongo Penicillum notatum (Sierra y Ledn, 2019).

El primer producto antibacteriano de origen natural fue descubierto por E. de
Freudenreich al estudiar la piocianasa, el pigmento azul liberado por Pseudomonas
aerugiosa, que impedia el crecimiento de otras bacterias. Estudios posteriores
demostraron que no solo inhibia el crecimiento, sino que podia destruir bacterias
del carbunco, los abscesos cuténeos, la fiebre tifoidea y la peste, pero era
demasiado toxica e inestable para usarse en humanos, con esto terminé la historia
de la primera sustancia antibiotica. Gerhard Domagk en 1930 noté que el prontosil
presentaba efectos antibacterianos sobre estreptococos al ser administrado en
animales enfermos, el residuo de sulfonamida asociado al colorante era el que
presentaba las propiedades antibidticas, convirtiendo a las sulfas como el primer
agente estable y sin toxicidad limitante que podia ser administrado para combatir

infecciones (Belloso, 2009).

Los antimicrobianos actian como bactericidas produciendo la muerte de los
microorganismos responsables del proceso infeccioso 0 como bacteriostaticos
inhibiendo el crecimiento bacteriano. Esto depende de su mecanismo de accion, su
estructura, la concentracion alcanzada en el sitio de la infeccion, el tiempo de accion

y la fase de crecimiento de la bacteria (Paredes y Roca, 2004).

Los antibioticos ejercen su accion antimicrobiana a través de alguno de los

cinco mecanismos que utilizan para actuar y causar dafio en alguna de las rutas




metabolicas esenciales para la sobrevivencia de las bacterias (Figura 1): la
inhibicion de la replicacién, la interrupcion de la transcripcion, la inhibicion de la
sintesis de proteinas o traduccion, la inhibicion de la sintesis de peptidoglucano
(carbohidrato estructural de la pared celular de las bacterias) y pueden ejercer su
accion para modificar y/o interrumpir la permeabilidad de la membrana celular
(Murillo, 2022; Calvo y Martinez-Martinez, 2009, Bisso-Andrade, 2018).
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Figura 1. Mecanismos de accion de los antibiéticos. Tomada de Murillo, 2022

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema de salud a nivel
mundial en evolucién que constituye un fenémeno natural que se produce en los
microorganismos, principalmente por el uso inadecuado de los antibiéticos (empleo
sin prescripcion médica, tiempo inapropiado de consumo, incumplimiento de los
horarios de administracion e infradosificacion), la pobre calidad de la medicina, la
falta o deficientes programas de prevencion y control de la infeccién, la débil




capacidad para detectar resistencia, la inadecuada vigilancia e insuficiente

regulacion de su uso (Farifia, 2016).

La resistencia es el mecanismo mediante el cual una bacteria puede disminuir
la accion de agentes antimicrobianos. Es producida a través de mutaciones
(cambios en la secuencia de bases de cromosoma) que se transmite de generacion
en generacion de manera vertical y por transmisibn de material genético
extracromosomico procedente de otras bacterias a través de plasmidos u otro
material genético movible como integrones y trasposones que permite la trasmision
a otras generaciones y especies bacterianas y se lleva a cabo de manera horizontal
(Fernandez et al., 2003).

La resistencia bacteriana se clasifica segun el nimero y la clase de
antibioticos afectados. La multirresistencia (MDR) se define como la ausencia de
sensibilidad a, por lo menos un farmaco en tres o mas de las categorias de
antibiéticos; la resistencia extrema (XDR) se refiere a la ausencia de sensibilidad a,
por lo menos, un agente en todas las categorias de antimicrobianos excepto en dos
de ellas o menos, y la resistencia a todos los antimicrobianos se define como

resistencia a todas las categorias de antibiéticos (Rodriguez-Noriega et al., 2014).

Las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibidticos a través de varios
mecanismos moleculares (Figura 2). 1: por mecanismos que minimizan las
concentraciones intracelulares del antibidtico (baja penetracion del antibidtico a la
bacteria o aumento del flujo de salida de un antibiético) 2: mecanismos que
modifican el sitio blanco del antibidtico. 3: por mecanismos que inactivan el
antibiotico por hidrdlisis o modificacion que es mediada por enzimas y es el principal
mecanismo causante de resistencia bacteriana. La inactivacion enzimatica es
causada por la accion de hidrolasas y transferasas sintetizadas por patdbgenos como

estrategia de defensa bacteriana (De la Fuente-Salcido et al., 2015; Patifio, 2003).
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Figura 2. Mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a los antibioticos.
Tomada de De la Fuente-Salcido et al., 2015.




Los mecanismos de resistencia presentes en las bacterias pueden darse a
nivel extracelular por: a) la formacion de biopeliculas que protege a las bacterias de
la respuesta inmune del hospedador, o bien dificultando o impidiendo la accién
antibiética. b) la formacion del sistema quorum sensing, mecanismo que regula la
expresion de los genes en funcion de la densidad celular y ha permitido que ciertos
tipos de bacterias patdgenas adquieran resistencia a los antibioticos, reduciendo la
eficiencia de los tratamientos e incrementando el desarrollo de la enfermedad. A
nivel de envoltura celular por a) impermeabilidad limitada de los antimicrobianos al
interior de la célula, debido a cambios en la conformacion de la membrana o de la
pared celular o por penetracion limitada de los antimicrobianos a través de las
barreras fisicas, b) porinas de membranas que evitan el ingreso del antimicrobiano,
c) bombas de expulsion que facilitan la salida de los antimicrobianos, y d) la
inhibicion de la sintesis de la pared celular. A nivel intracelular a través de a)
sistemas de proteccidon ribosomal que dificulta la accion de los antibiéticos que
actuan a nivel de la inhibicion de la sintesis de proteinas, b) por modificacion del
sitio activo y c¢) por modificacién genética debido a mutaciones de los genes, la
activacion de genes reguladores especificos y de transcripcion global (Troncoso et
al., 2017; Serra, 2017).

Las principales vias para obtener farmacos son la extraccion de fuentes
naturales, la sintesis quimica y la biotecnologia. Aunque la mayoria de los
medicamentos son obtenidos por sintesis quimica, muchos proceden de la
naturaleza, principalmente de las plantas. Los productos naturales son la principal
fuente de nuevas moléculas de alto valor bioldgico. Sin embargo, en menos del 10%
de estos recursos han sido estudiadas sus actividades biolégicas (Diaz et al., 2021).

En los ultimos afios con el enorme problema global de resistencia bacteriana
a los antibi6ticos convencionales, el enfoque de la investigacion en las plantas en la
busqueda de productos naturales con presencia de actividad antibacteriana ha

aumentado.

Dahanukar et al., (2000), en su compilacion de farmacologia de plantas

medicinales y productos naturales mencionan algunos productos naturales con




actividad antimicrobiana: 1) el clausenol, un alcaloide de carbazol, aislado de un
extracto alcoholico de la corteza del tallo de Clausena anisata, era activo contra
bacterias gram positivas y gram negativas. 2) el extracto alcohdlico de nueces secas
de Semecarpus anacardium mostrd actividad in vitro contra tres cepas gram
negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi y Proteus vulgaris) y dos cepas gram
positivas (Staphylococcus aureus y Corynebacterium diphtheriae). 3) los extractos
alcohodlicos y de acetona de las hojas de Cassia alata mostraron actividad
antibacteriana in vitro contra S. aureus, S. aureus coagulasa positivo, Bacillus
subtilis, B. cereus, B. sterothermophilus, E. coli y S. typhi. El extracto alcohdlico
también inhibié el crecimiento de Klebsiella pneumoniae, mientras que el extracto

de acetona inhibié el crecimiento de Vibrio cholerae.

En el presente trabajo se llevé a cabo el estudio de la actividad antibacteriana
de los extractos de las partes aéreas de Piqueria triflora, asi como el estudio quimico

del extracto hexanico.




2. ANTECEDENTES

Las plantas superiores son una inmensa fuente de moléculas con gran variedad de
estructuras, que pueden presentar funciones especificas a las plantas, pero que
también pueden tener actividades farmacoldgicas utiles para la salud. Entre los
farmacos de origen natural mas conocidos por su utilidad clinica estan la morfina 'y
la codeina, alcaloides extraidos del jugo de la adormidera Pavaver somniferum
conocida comunmente como planta del opio; los glucésidos cardiotdnicos: digoxina
obtenida de las hojas de Digitalis lanata y digitoxina obtenida de la Digitalis
purpurea; los alcaloides con efecto antimuscarinico: atropina (o dl-hiosciamina),
extraida de las plantas Atropa belladona y Datura stramonium, y escopolamina (o I-
hioscina) obtenida de Hyoscyamus niger (Mesa, 2017; Sdenz, 2003).

Las plantas del género Piqueria pertenecen a la familia Asteraceae o
Compositeae, Villasefior (2018) a través de una revision floristica y taxonémica
reporta a esta familia como el grupo vegetal mas grande y diverso de plantas
vasculares en México que posee una distribucion cosmopolita a lo largo del pais
gue va desde las dunas o vegetacion costera hasta los picos nevados de las altas
montafias, con un registro de 26 tribus, 417 géneros y 3113 especies, de las cuales
3050 son especies nativas y 1988 son endémicas del territorio nacional (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién de la familia Asteraceae en la Republica Mexicana. Tomado de
Villasefior, 2018.

Las plantas que pertenecen al género Piqueria se caracterizan por ser
hierbas anuales que comprenden las siguientes caracteristicas: tallos erguidos y
ramificados, hojas opuestas, pecioladas, de borde entero aserrado; flores
hermafroditas, tubulosas, con corola blanca, tubo corto, piloso, limbo campanulado,
anteras de base obtusa, sin apéndice en el conectivo; ramas largas, sobresalientes,
claviformes de apice obtuso, con numerosas papilas. El género comprende seis
especies distribuidas en la Republica Mexicana, Costa Rica, Guatemala, Panama,
Brasil y Haiti (Goldhaber, 2004).

De las especies que pertenecen al género, la mas estudiada ha sido Piqueria
trinervia Cav. (Figura 4), una planta silvestre ampliamente distribuida en el territorio
mexicano desde Durango hasta Chiapas que crece en zonas boscosas de pino-
encino, en lugares abiertos y soleados, en matorrales y en terrenos agricolas entre

920 y 4200 m sobre el nivel del mar. Recibe varios nombres comunes es conocida




como hierba de San Nicolas, tabardillo, xoxonetzal, yocoxitlic y emphueste (Béjar et
al., 2000 y Jiménez-Estrada et al., 2006).

14535945

Figura 4. Espécimen de la planta Piqueria trinervia Cav. Tomada de IBUNAM, 2015.

P. trinervia es una de las varias especies de plantas que han sido usadas en
la medicina tradicional mexicana desde la época prehispanica. Su uso como
febrifugo se remonta al siglo XVI. Su registro se realizé en el Cadice Florentino bajo
el nombre nahuatl de “Cuapupoltzin” donde Fray Bernardino de Sahagun escribio:
“La raiz cocida en agua, es beneficiosa para quien sufre de excesivo calor
interno. La decoccion en agua debe ser tomada. Entonces el paciente debe
comer y evitar tomar cualquier otra agua. Con esto el calor es purgado y
mitigado”. La hierba también ha sido empleada en el tratamiento de diarrea,
disenteria, trastornos gastrointestinales como el empacho (enfermedad cultural que

se describe como indigestion), dolor de estomago y fiebre tifoidea, mediante la




ingesta de una infusién o decoccién de las hojas, flores y raices (Cruz-Reyes et al.,
1989, Saad et al., 2000, Ruiz de Esparza et al., 2007).

Son varios y diversos los estudios que se han reportado de P. trinervia, de la

cual se han podido aislar e identificar diferentes compuestos con actividad bioldgica.

A partir del analisis del extracto de raices de P. trinervia extraido con éter/éter
de petroleo en una proporcion 1:2, Bohimann y Zdero (1968), aislaron el aldehido
sesquiterpénico (-)-a-santalal (1), que, al ser oxidado con KMnO4 y NaOH fue
transformado en acido eksantélico (2). Mientras que por reducciéon con NaBH4 en

metanol obtuvieron una minima cantidad del alcohol a-santalol (3) (Esquema 1).

KMnO, CHs
/ 2

CHs

Esquema 1. Madificaciones quimicas del (-)-a-santalal (1).

Romo et al., (1970), estudiaron la composicién quimica en poblaciones
diferentes de P. trinervia, que provenian del Pedregal de San Angel (Ciudad de
México) y de Atlacomulco (Estado de México). A partir del extracto etandlico de la
planta colectada en el Pedregal de San Angel aislaron un monoterpeno cristalino,
que llamaron piquerol A (4) y el acetato de carquejilo (5). Mientras que de la colecta
de Atlacomulco aislaron el acetato de carquejilo, el piquerol B (6) que es un

diasteroisomero del piquerol A y el diacetato de piquerol B (7) (Figura 5).
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Figura 5. Monoterpenos aislados de P. trinervia

El monoterpeno piquerol A (4) es un anillo de ciclohexano tetrasustituido que
posee tres dobles enlaces no conjugados y ha sido el compuesto mas estudiado
quimica y biolégicamente del género pues ha demostrado poseer un espectro de
accion bioldgica amplio. Soriano-Garcia et al., (1983), determinaron la estructura
tanto cristalina como molecular del piquerol A aislado de P. trinervia Cav. (Figura
6). Confirmando a través de rayos x que la estructura es similar a la asignada en
1970 mediante RMN. Los resultados de la estructura tridimensional mostraron que
el grupo isopropenilo es plano y el &ngulo de separacion con respecto al plano del
anillo hexagonal es de 38.4 ° y que los grupos hidroxilo estan sobre el plano del

hexagono y el C4 y Hs, estan debajo de dicho plano.

Figura 6. Estructura molecular del piquerol A confirmada por rayos x. Tomada de
Soriano-Garcia et al., 1983.
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Posteriormente de P. trinervia Bohlmann y Suwita (1978), de las raices
extraidas con éter/éter de petroleo en una proporcion 1:2 aislaron los terpenos (8-
11) que corresponden a Metil éter de tetradehidrocarquejol (8), acetato de 2-
isobutiriloxi-2H-1,6-deshidrocarquejol (9), 4-acetoxisenecioato de isoferulol (10), 4-
hidroxisenecioato de isoferulol (11) y de las partes aéreas aislaron al Senecioato de
isoferulol (12) y Germacreno-D (13). Los terpenos 8 y 9 poseen el esqueleto

carquejol, mientras que los terpenos 10-12 son aldehidos del tipo isoferulol (Figura

7).
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Figura 7. Terpenos aislados de P. trinervia.

Jiménez-Estrada y Gonzélez de la Parra (1983), reportaron el aislamiento y
determinacién estructural de un diterpeno, denominado trinervinol (14), el primer
diterpeno natural con esqueleto del pimarano, que posee cuatro grupos hidroxilo. El
estudio fue realizado a partir del extracto con cloroformo que fue purificado por
recristalizacion de acetona-metanol. También lo aislaron por cromatografia en
silica-gel del extracto metanolico de la planta de las fracciones eluidas con AcOEt
100% y AcOEt-MeOH 10%. Soriano-Garcia et al., (1996), determinaron la estructura
cristalina y molecular del trinervinol (Figura 8) a través del estudio de difraccion de

rayos X.
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Figura 8. Estructura molecular del trinervinol confirmada por rayos x. Tomada de
Soriano-Garcia et al., 1996.

Cruz-Reyes et al., (1989), estudiaron la actividad molusquicida del piquerol A
aislado de las hojas de P. trinervia sobre caracoles pulmonados, seis especies de
limnaeidos, una de planorbidos y una de fisidos, realizando ensayos a
concentraciones de 50, 25 y 5 ppm durante periodos de 6 y 24 h a temperatura
ambiente. Observaron un 100% de mortalidad a 50 ppm a las 6 h de exposicion y
en 25 ppm a las 24 h de exposicién. En 5 ppm después de 24 h de exposicion
observaron una mortalidad del 60 a 100 %. Los resultados obtenidos en el estudio

podrian considerar al terpeno como un molusquicida de origen natural.

Alentados por la actividad biolégica del piquerol A Gonzalez de la Parra et
al., (1991), analizaron el efecto que presentaban el piquerol A y piquerol B en
garrapatas del ganado, Boophilus microplus. Los resultados obtenidos arrojaron que
ambos compuestos tienen potencial acaricida contra las larvas de B. microplus; sin

embargo, ninguno de los compuestos impidi6 la oviposicién de la garrapata.

El amplio espectro de actividad biolégica, asi como la moderada toxicidad en
mamiferos del piquerol A alentaron a Castro et al., (1992), de realizar un estudio in
vitro para determinar los posibles efectos inhibitorios del piquerol A sobre el
crecimiento de epimastigotes de Tripanosoma cruzi, agente causal de la
tripanosomiasis americana o enfermedad de chagas que aqueja a millones de
personas en Latinoameérica y que provoca edema, agrandamiento de los ganglios
linfaticos, fiebre, postracién y en la etapa cronica alteracion del ritmo cardiaco que

podria conducir a la falla. En el estudio observaron la inhibicién del crecimiento a
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concentraciones iguales o mayores a 200 pg del compuesto por mL de cultivo a
cuatro dias de exposicion. En concentraciones de 800 ug/mL provoco lisis celular,
entre el segundo y tercer dia de exposicion. Por lo que el estudio sugiere que el

piguerol A puede ser un potencial recurso en el control de la enfermedad de Chagas.

Bajo la observacion de que, en el habitat de P. trinervia no crece ninguna otra
planta, lo que indica un comportamiento alelopatico Mendoza et al., (1994),
estudiaron y reportaron el mecanismo de accion del piquerol A y el diacetilpiquerol
como compuestos aleloquimicos y su efecto sobre la fotosintesis en los cloroplastos
de guisantes lisados. En este estudio observaron que ambos compuestos tienen un
efecto inhibidor sobre la formacibn de ATP y el transporte de electrones
fosforilantes, no observaron efectos sobre otras actividades en la fotosintesis, por

lo que concluyeron que ambos compuestos inhiben la fosforilacion.

Los estudios presentados en 1981 por Gonzélez-de la Parra y colaboradores
que mostraba la actividad alelopéatica del piquerol A al inhibir la germinacion de
diversas semillas y los estudios posteriores realizados por Mendoza y colaboradores
en 1994 motivaron a Jiménez-Estrada et al., (1996), a realizar transformaciones
quimicas del piquerol A en hidroquinona y derivados fendlicos y analizar el efecto
que producian en las malezas (Jiménez-Estrada, 2006).

El piguerol A (4) fue transformado al derivado fendlico (15) por reaccion con
acido clorhidrico en agua y fue aromatizado por tratamiento con Pd/C al 5% en
AcOEt, generandose la 2,3-dialquilhidroquinona (16) asi como el derivado 18 los
cuales fueron acetilados con piridina/anhidrido acético para generar 17 y 19
respectivamente. El derivado 18 lo obtuvieron también mediante la reaccion del
Piguerol A con Na metélico y posteriormente llevaron a cabo su metilacion con
Mel/NaH para obtener 20 (Esquema 2). Analizaron el efecto del piquerol A y sus
derivados sobre las malezas de Amaranthus hypocondriacus y Echinochloa
crusgalli, encontraron que todos inhibieron el crecimiento, los derivados del piquerol

actuan como poderosos inhibidores del crecimiento radicular de la maleza.
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Esquema 2. Derivados del Piquerol A

Debido al potencial de P. trinervia para producir metabolitos medicinales
importantes, Saad, et al., (2000), examinaron el potencial de cultivos celulares de
esta planta para ser estimulados por un elicitor fungico para la produccion de
monoterpenos. Los elicitores fungicos indujeron la produccion de un nuevo
monoterpeno que fue nombrado como Piquerinol (21) (Figura 9). Observaron
también que el piquerol no era producido en dichos sistemas. En el trabajo

concluyeron que, en los cultivos, P. trinervia podia sintetizar los monoterpenos
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mediante dos rutas metabdlicas, la primera era constitutiva y se expresaba en
medios de cultivo tanto solidos como liquidos; y la segunda consistia en una ruta

inducible y que respondia a patdégenos y sustancias elicitoras.

“'OH
21

Figura 9. Estructura del Piquerinol.

Rufino-Gonzalez et al., (2017), estudiaron la actividad del piquerol, y del
trinervinol aislados del extracto de diclorometano de las partes aéreas de la planta
P. trinervia ante trofozoitos de Giardia intestinalis que fueron tratados con
concentraciones (0.78-200ug/mL) por 48 horas. Dicha actividad se midié usando la
reduccion de azul de metileno y la citotoxicidad fue ensayada en fibroblastos
humanos y células Vero por reduccién de sales de tetrazoilo. De los compuestos

analizados el trinervinol y piquerol mostraron actividad antigiardial.

P. trinervia es una de las plantas que poseen propiedad antimicrobiana, en
México ha sido usada tradicionalmente para tratar la diarrea. En estudios realizados
por Goldhaber (2004), se evalué la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
de hexano, diclorometano y metanol de hojas e inflorescencias, tallos y raices de P.
trinervia frente a cepas de bacterias. Todos los extractos presentaron actividad
antibacteriana y el extracto hexanico de tallos obtuvo los valores mas altos de halos
de inhibicién, siendo las bacterias Gram negativas las mas sensibles.

Ruiz de Esparza et al., (2007), basandose en el estudio realizado por
Goldhaber evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos hexanico,
diclorometano, acetato de etilo y metandlico de las raices gruesas y delgadas (5
mm o menos) de la planta. Los extractos fueron probados in vitro contra cepas de
bacterias que son comunes en las infecciones intestinales. El extracto hexanico de

las raices gruesas fue activo contra las 11 cepas (Tabla 1), el extracto de acetato
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de etilo de las raices delgadas fue activo contra 8 de las cepas (Tabla 2), mientras

gue en los extractos de diclorometano y metanol se detectd poca actividad.

Tabla 1. Zona de inhibicion (mm) de la actividad antibacteriana de los extractos
orgénicos de las raices gruesas de P. trinervia

2mg/disco 3 mg/disco
Hexanos DCM AcOEt MeOH Hexanos DCM AcOEt
B. subtilis 13.0 145 125 9.5 12.0 12.0
E. coli 9.0 115
E. coli MDR 10.5
E. aerogenes 7.5 125 7.5
E. agllomerans 10.5
S. aureus 135 11.0 11.0 175 16,5 11.0
S. epidermidis 14.0 12.0 13.0 115 10.5 8.0
S. boydii 115 12.0 11.0 17.0 16,5 115
S. typhi 11.0 11.5 8.5
Y. enterocolitica NT NT NT 24.0 135 17.0
V. cholerae NT NT NT 32.5 30.L0 26.5
*DCM: diclorometano, ACOEt: acetato de etilo, MeOH: metanol, ---: no inhibicién, NT: no
probado.
Tabla 2. Zona de inhibicion (mm) de la actividad antibacteriana de los extractos
organicos de las raices delgadas de P. trinervia
2mg/disco 3 mg/disco
Hexanos DCM AcOEt MeOH Hexanos DCM AcOEt
B. subtilis 12.5 8.5 125 9.0 11.5 9.5 10.0
E. coli 7.0
E. coli MDR
E. aerogenes 8.5
E. agllomerans 8.7 9.0 8.0
S. aureus 12.0 11.0 12.0 9.5
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S. epidermidis 115 105 11.0 10.5 8.0

S. boydii 9.5 --- 9.0 --- 10.5 9.0

S. typhi 9.5 --- --- --- --- 8.5

Y. enterocolitica NT NT NT NT NT 12.5

V. cholerae NT NT NT NT NT 27.0

*DCM: diclorometano, AcOEt: acetato de etilo, MeOH: metanol, ---: no inhibicién, NT: no
probado.

También analizaron la actividad antibacteriana presente en las fracciones
organicas de los extractos acuosos de las partes aéreas y raiz de P. trinervia que
fueron obtenidas por particion liquido-liquido con diclorometano. Fueron probados
in vitro frente a cepas de bacterias. Y. enterocolitica y S. typhi fueron las bacterias
mas sensibles frente a la fraccién organica de las partes aéreas mientras que la
fraccidbn organica del extracto acuoso de raiz inhibié el crecimiento de Y.
enterocolitica, B. subtilis, todas las Salmonella analizadas, S. aureus y S.
epidermidis (Tabla 3).

Tabla 3. Zona de inhibicién (mm) de la actividad antibacteriana de las fracciones
organicas de los extractos acuosos de las partes aéreas y raiz de P. trinervia.

3 mg/disco
Partes Raiz
aéreas
S. subtilis 13.0 7.0
E. coli 10.0
E. aerogenes 9.0
E. agglomerans 10.0
S. aureus 10.5 9.5
S. epidermidis 11.0 7.0
S. gallinarum 14.5 9.5
S. typhi 18.0 8.0
S. dublin 10.0 9.5
Y. enterocolitica 20.0 11.0
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2.1.Piqueria triflora:

La planta Piqueria triflora (Figura 10) es una hierba erecta de 2 a 3 pies de
altura, muy ramificada, con ramas peludas y estriadas; posee hojas opuestas
estrechamente lanceoladas, obtusas en el apice, cuneadas en la base, pubescentes
en ambos lados, remotamente denticulada, peciolo corto; inflorescencias racimosas
triflorales con tres bracteas involucres en el exterior, completamente hirsutas; tubo
de la corola exteriormente velloso; aquenios claviformes de cinco costillas, negros,

estrechandose hacia abajo, callosos en la base, con un pequefio callo casi oblicuo.

Figura 10. Hojas y flores de Piqueria triflora

Se diferencia de Piqueria trinervia y Piqueria pilosa en sus inflorescencias
gue son 3 contenidas en un soporte y en que esta Ultima es peluda en el dorso. De

Piqueria serrata se diferencia en su vellosidad, follaje y aquenios (Hemsley, 1881).

En el presente trabajo se reporta el estudio de la actividad antibacteriana, asi

como fitoquimico de las partes aéreas de P. triflora.
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3. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibioticos es una amenaza para la salud a nivel mundial.
Dia tras dia aparecen nuevos mecanismos de resistencia en las bacterias que
dificultan la capacidad para tratar enfermedades infecciosas. Estudios fitoquimicos
del género Piqueria han reportado una variedad de compuestos quimicos que
presentan diversas funciones biologicas, entre ellas la presencia de actividad
antibacteriana. La actual lucha y busqueda de nuevos compuestos contra la
resistencia bacteriana a los antibiéticos ha llevado a la ciencia a investigar los
especimenes vegetales en busca de productos naturales que posean dicha
actividad y que encaminen a nuevas investigaciones para detener la crisis actual.
Por lo que esta investigacion se ha centrado en el andlisis de actividad

antibacteriana de la planta P. triflora, asi como el estudio quimico de los extractos.
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4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo general

Estudiar la actividad antibacteriana de diferentes extractos de las partes aéreas de

P. triflora y aislar los productos naturales presentes en los extractos.

4.2. Objetivos especificos

e Obtener los extractos de las partes aéreas de P. triflora.

e Analizar la actividad antibacteriana en los extractos obtenidos a través del
meétodo de antibiograma.

e Separar las fracciones activas mediante técnicas de cromatografia para
aislar el o los compuestos activos.

e Caracterizar e identificar los compuestos aislados mediante métodos

quimicos y espectroscopicos.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1.Generalidades

La purificacion de los compuestos se realizd empleando columnas
cromatograficas, gel de silice 230-400 mallas de la marca Merck como fase
estacionaria, asi como mezclas de disolventes destilados previo a su uso como fase

movil, en polaridades ascendentes.

Los espectros de RMN de protén (*H) a 400 Megahertz (MHz) y de carbono
13 (13C) a 100 MHz fueron determinados en un espectrometro Varian Mercury Plus
400, empleando cloroformo deuterado (CDCI3) o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-
ds) como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. El espectro
de masa se determind en un equipo marca Thermo Scientific GC TRACE 1310 EM
ISQLTa70eV. Los espectros obtenidos tanto de RMN como GC-MS se procesaron
mediante el programa MestReNova 14, en el espectro de RMN de 'H se interpretan
las sefiales como: s = simple y d = doble. El espectro de infrarrojo (IR) se determiné
en un espectrometro Thermo Scientific Nicolet iIS10 usando reflactancia total

atenuada (77, cm™).

5.2. Materia vegetal

La colecta de la especie vegetal P. triflora, se realiz6 el 30 de noviembre del
2020 en el Cerro Burro, en el Municipio de Patzcuaro, Michoacan. Una muestra fue

autentificada por el Dr. Sergio Zamudio, Patzcuaro, Michoacan RENDRT#19.

5.3.Obtencioén de los extractos

El material vegetal se secé a la sombra. Se obtuvo un lote de 485 g de las
partes aéreas de la planta seca, se tritur6 y macerd con los disolventes (hexanos,
diclorometano y metanol) en orden ascendente de polaridad y de manera
secuenciada, durante tres dias a temperatura ambiente. Una vez filtrado el
disolvente se evapord en rotavapor para obtener los extractos correspondientes
(Tabla 4).
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Tabla 4. Rendimientos obtenidos de cada uno de los extractos trabajados en P.
triflora

Extractos Peso (g9) Rendimiento (%)
Hexanos 20 4.12
Diclorometano 10 2.06
Metanol 40 8.24

5.4. Evaluacion preliminar de la actividad antibacteriana de las partes aéreas.

5.4.1. Cepas bacterianas

Las bacterias usadas en la experimentacion fueron Pseudomonas PAO1,

Escherichia coli OP50, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. y Staphylococcus
sp.

5.4.2. Pruebas de resistencia antimicrobiana

Los Medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:

a) Medio liquido Luria-Bertani (LB): 0.5 g NaCl, 1 g de peptona de caseina, 0.5
g de extracto de levadura y agua destilada c.b.p. 100 mL, pH 7.

b) Medio agar LB: 0.5 g NaCl, 1 g de peptona de caseina, 0.5 g de extracto de
levadura, agua destilada c.b.p. 100 mL, pH 7 y 1.5 g de agar bacterioldgico.

La prueba antibacteriana se realizd por el método de difusion en placa (Método
Kirby-Bauer), utilizando aislados en medio liquido LB en crecimiento exponencial.
Se prepard un pre-indculo con las bacterias a ensayar en 3 mL de medio liquido LB

el cual se incub6 a 37°C por 18 h en rotacion de 120 rpm.

De todas las bacterias, excepto Enterococcus sp (de la cual se colocaron 20
ML), se inocularon 10 L del pre-inéculo en el centro de las cajas de medio sélido
LB para posteriormente ser diseminadas empleando la técnica de estriado masivo

por toda la placa con un hisopo estéril. Se inocularon tres cajas Petri con la misma
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bacteria para poder probar un extracto diferente en cada una; se experimentaron

los extractos a diferentes concentraciones.

Se realizaron ensayos de difusion en placa con los extractos hexanico,
diclorometano y metandlico obtenidos de la planta en las cinco bacterias. Con el
propésito de conocer la concentracion de extracto necesaria para lograr inhibicion
de estos sobre las bacterias, se propuso tener extractos a diferentes
concentraciones. Se disolvieron 50 mg de cada extracto en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) de lo cual se obtuvo una concentracién de 50 mg/mL (stock %) en cada
extracto. Los extractos se diluyeron a las concentraciones 5, 1, 0.5 y 0.05 mg/mL.

Para las disoluciones (Tabla 5) se preparé un vehiculo de 50% DMSO y 50% PBS.

Tabla 5. Preparacién de disoluciones.

1:10

1. 50 mg/mL 100 L stock © + 900 pL vehiculo [5 mg/mL]?
2:100

2. 5mg/mL 200 L stock t + 800 uL vehiculo [1 mg/mL]?
1:100

3. 5mg/mL 100 uL stock * + 900 pL vehiculo [0.5 mg/mL]?
1:1000

4. 0.5 mg/mL 100 pL stock 3+ 900 uL vehiculo [0.05 mg/mL]*

Se colocaron los discos estériles de papel filtro en la placa después de la
inoculacion y fueron impregnados con 6 pL de las concentraciones diferentes de los
extractos (5, 1, 0.5 y 0.05 mg/mL), se dej6 que se absorbieran los extractos
completamente antes de cerrar la caja. También se colocaron como control negativo
un disco con el vehiculo DMSO y como control positivo un disco con el antibiético
cloranfenicol 250 mg/mL. (Esquema 3). Se incubaron las cajas por un periodo de
24 ha37°C.
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Concentraciones de los extractos
1. 5mg/mL

2. 1 mg/mL

3. 0.5 mg/mL

4. 0.05 mg/mL

Extractos

C1: CH2C|2
C2: Metandlico
C3: Hexanico

Bacterias:
1. Pseudomonas PAO1
V: Vehiculo (DMSO) 2. E. coli OP50
3. S. aureus
" 4. Enterococcus sp.
+: Control positivo 5. Staphylococcus sp.
(cloranfenicol 250 mg/mL)

Esquema 3. Etiquetado general de las cajas de Petri usadas en el ensayo.

5.5. Estudio fitoquimico

5.5.1. Fraccionamiento del extracto de hexanos

El fraccionamiento de 20 g del extracto de hexanos se realiz6 mediante
columna cromatografica, empleando una columna de vidrio con diametro de 5.5 cm,
gel de silice como fase estacionaria con 13 cm de altura y como fase movil mezcla
de hexanos-AcOEt en orden de polaridad ascendente, colectando fracciones de 20
mL cada una, las cuales se monitorearon por cromatografia en placa fina (CCF). De
la polaridad 4:1 hexanos-AcOEt se obtuvieron las fracciones 91-100 con un peso de
1.1673 g (correspondiente a mezclas de compuestos), de acuerdo con las bandas

gue mostraron en la cromatografia en placa fina.
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5.5.2. Obtencién de la base de Schiff

La reaccion se llevo a cabo con 100 mg de la muestra de las fracciones (91-
100), 100 mg de p-metoxianilina y 2 mL de MeOH en agitacion constante a T. A.
durante 90 min. La purificacion del crudo de la reaccion se realizé6 mediante columna
cromatografica, empleando una columna de vidrio con diametro de 1.5 cm, gel de
silice como fase estacionaria con 11 cm de altura y como fase moévil mezcla de
hexanos-AcOEt en orden de polaridad ascendente, colectando fracciones de 10 mL
cada una, las cuales se monitorearon por cromatografia en capa fina (CCF). De la
polaridad 9:1 hexanos-AcOEt se obtuvieron las fracciones 3y 4 con un peso de 11
mg. De las cuales se realiz6 una recromatografia empleando una columna de vidrio
con diametro de 1.5 cm, gel de silice impregnada con AgQNO3 como fase estacionaria
con 11 cm de altura y como fase mévil una mezcla de hexanos-AcOEt en proporcion
8:2, colectando fracciones de 5 mL cada una, las cuales se monitorearon por
cromatografia en capa fina (CCF) con el mismo sistema de disolventes. Se
obtuvieron dos fracciones principales, de acuerdo con el seguimiento realizado por
cromatografia en capa fina, la primera correspondiente a la fraccion 3. Y la segunda
correspondiente a las fracciones 49-58.

5.5.3. N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-
2,5-dien-1-imina (22)

Se obtuvieron 6 mg puros (fracciones 49-58) de miel amarilla. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) § 8.75 (1H, s, H-10), 7.20 (2H, d, J = 8.7 Hz, H-3' y H-5), 6.94 (2H, d, J =
8.7 Hz, H-6’, H-2’), 6.89 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3”, H-5"), 6.76 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-
6”, H-2”), 6.29 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-3), 6.19 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-4), 3.84 (3 H,
s, CHs3-7’), 3.82 (3H, s, CHz-7"), 2.37 (3H, s, CH3-9), 1.54 (6H, s, CHz-7, CHz3-8).




RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & 159.2 (C, C-2), 158.7 (C),158.1 (CH, C-10), 156.2
(C), 151.8 (CH, C-4), 146.4 (C), 145.6 (C), 144.8 (C), 139.8 (C), 122.3 (CH, C-3)),
121.5 (C, C-5), 116.4 (CH, C-3), 114.7 (CH, C-6"), 114.4 (CH, C-2"), 55.8 (CHs, C-
7’), 55.7 (CHs, C-7"), 38.9 (C, C-5), 27.4 (CHs, C-7, C-8), 13.0 (CH3, C-9).

EMIE m/z (%) = 374.18 (25) [M*], 359.16 (100), 273.11 (37), 226.12 (26), 134.06
(22).

IR 7 maxcm™ (ATR): 2997, 2956, 2921, 2852, 2829, 1740, 1656, 1604, 1559, 1499.

5.5.4. 6-((4-metoxifenil)imino)-2,3,3-trimetilciclohexa,4-dien-1-carbaldehido
(23).

Se obtuvieron 2 mg de miel amarilla (fraccién 3). RMN de 'H (400 MHz, CDClz) &
10.49 (1H, s, H-10), 6.90 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3', H-5), 6.76 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-
6’, H-2'), 6.32 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-3), 6.15 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-4), 3.82 (3H, s,
CHs-7’), 2.50 (3H, s, CHs-9), 1.38 (6H, s, CH3-7, CH3s-8).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Las partes aéreas de la planta Piqueria triflora fueron secadas a la sombra,
se trituraron y se colocaron a maceracion a temperatura ambiente durante tres dias,
se obtuvieron los distintos extractos, los cuales se analizaron mediante RMN de 'H
(Figura 11). En el espectro del extracto hexanico (Figura 11a), se observo una
sefal en 10.2 ppm correspondiente al H de un aldehido. De 6.2 a 5.2 ppm se
encontraron las sefiales correspondientes a H de dobles enlaces. Entre 4.7 y 3 ppm
se observaron sefiales de H base de heteroatomos. En frecuencia baja en 2.2-0.9
ppm se visualizaron sefales de metilos e hidrogenos alifaticos. En el extracto de
diclorometano (Figura 11b), en aproximadamente 10.2 ppm se observan sefales
de H de aldehido. Entre 8 y 6.5 ppm se detectaron sefiales de H aromaticos. Entre
6.5 y 5 ppm se visualizaron H de dobles enlaces. Entre 5y 3 ppm se observaron
bases de heterodtomo, asi como sefiales en la region de hidrogenos alifaticos.
Mientras que en el extracto metandlico (Figura 11c) se observaron

mayoritariamente compuestos con H base heteroatomo posiblemente azlcares.
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Figura 11. Espectros de RMN de 'H a 400 MHz. a) extracto de hexanos, b) extracto de
diclorometano, c) extracto de metanol de P. triflora.




6.1. Evaluacion preliminar de la actividad antibacteriana de las partes aéreas.

Una vez hecho el andlisis de los espectros por RMN de 'H se decidié medir
la potencial actividad antibacteriana de los extractos obtenidos. Para lo cual se
ensayaron en cinco cepas diferentes (Pseudomonas PAO1, Escherichia coli OP50,
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. y Staphylococcus sp.) por el método de

difusién en placa y se evalud su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano.

Se utilizaron concentraciones de los extractos disueltas en 50 % DMSO y 50
% PBS como vehiculo. Las concentraciones ensayadas fueron (5, 1, 0.5 y 0.05
mg/mL). Como control negativo se utilizé el vehiculo de DMSO y como control

positivo el antibidtico cloranfenicol (250 mg/mL).

Los resultados se observan en la (Figura 12) donde para el extracto
metandlico de la planta no se observo ningun efecto antibacteriano en ninguna de
las cepas utilizadas (Figura 12-3). En el caso del extracto de CH2Clz se observo la
presencia de pequefios halos de inhibicién para S. aureus en concentraciones de 5
y 1 mg/mL (Figura 12-2c) y para Enterococcus sp en las mismas concentraciones
(Figura 12-2d). Por ultimo, el extracto hexanico mostré actividad bacteriostatica

para la cepa S. aureus a una concentracion de 5 mg/mL a las 24 h (Figura 12-1c).
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d)

2. Efecto del extracto CH2Cl2
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d)

3. Efecto del extracto metanodlico

Figura 12. Ensayos de difusion en placa con los extractos de P. triflora en un grupo de
bacterias a) Pseudomonas PAO1, b) E. coli, ¢) S. aureus, d) Enterococcus sp, €)
Staphylococcus sp. a diferentes concentraciones 1) 5 mg/mL, 2) 1 mg/mL, 3) 0.5

mg/mL, 4) 0.05 mg/mL.

Para demostrar el efecto bacteriostatico del extracto hexanico se llevé a cabo
el estudio empleando concentraciones de 5, 10, 25 y 50 mg/mL y determinacion del
efecto a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas) (Figura 13). Observandose
a las 6 h un halo de inhibicion en todas las concentraciones ensayadas (Figura 13
b); sin embargo, a partir de las 8 h se observé un ligero crecimiento bacteriano en
la parte mas externa del halo de inhibicién (Figura 13 c) y a las 12 y 24 horas se
visualiza que las bacterias han crecido completamente en las concentraciones de 5
y 10 mg/mL, mientras que en las concentraciones mas altas se observé un ligero
halo de inhibicién (Figuras 13 d, 13 e)
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Control +: cloranfenicol
Control -: vehiculo DMSO
a) Tiempo O

b) Tiempo 6 h

c) Tiempo 8 h

d) Tiempo 12 h

Concentraciones
5, 10, 25, 50 mg/mL
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e) Tiempo 24 h

Figura 13. Efecto de la actividad antibacteriana de diferentes concentraciones del extracto
hexanico frente a S. aureus a tiempos cortos de tratamiento.

El analisis preliminar de actividad antibacteriana de los extractos permitio
seleccionar al extracto hexanico para continuar con la purificacion y obtencién de
los metabolitos. De este extracto se obtuvieron 20 g (4.12%) de miel color verde

oscuro.

6.2. Estudio fitoquimico

El extracto hexanico se fracciond mediante cromatografia en columna de la
cual se obtuvieron mezclas que presentaban mayoritariamente aldehidos, de
acuerdo con la RMN de H. Por ejemplo, la fraccién 91-100 donde su espectro de
RMN de 'H se observé en aproximadamente 10.2 ppm una sefial correspondiente
a un H de aldehido, entre 6 y 5 ppm sefiales correspondientes a H de doble enlace,
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en 4.6 ppm una sefnal correspondiente a un metoxilo y sefiales de metilo y protones

alifaticos entre 2.4y 0.8 ppm (Figura 14).

Metilos y protones alifaticos

Metoxilo

Aldehido

| M

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0C
1 (ppm)

Figura 14. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClI; de la fraccién 91-100.

Intentos por purificar los aldehidos presentes en las mezclas condujeron a la
descomposicion de estos. Debido a esto se decidié obtener una base de Schiff para
aislar un derivado del producto natural, por lo que la mezcla obtenida en las
fracciones 91-100, se hizo reaccionar con p-metoxianilina en metanol. El crudo de
la reaccion se separé mediante cromatografia en columna de la cual en la polaridad
9:1 mezcla de Hexanos/AcOEt se obtuvieron 11 mg en las fracciones 3 y 4 donde
se observaban dos compuestos mayoritarios. Mientras que en el resto de las

fracciones se observd descomposicion.

Las fracciones 3 y 4 obtenidas de la columna anterior se purificaron mediante
recromatografia en columna empleando gel de silice impregnada con AgNOs y una

mezcla de Hexanos/AcOEt polaridad 4:1 como eluente.
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En las fracciones 49-58 de la recromatografia se obtuvo una miel amarilla
que se analizé por RMN de 'H (Figura 15) en cual se aprecian las siguientes
sefales: en 8.75 ppm una sefial simple del H-10 base de la imina. En 7.20 y 6.94
ppm se observaron dos sefiales dobles que integraron para dos H cada una, con
una constante de acoplamiento de 8.7 Hz, lo que indicé la presencia de un anillo de
benceno p-disustituido correspondiente a una de las iminas. En 6.89 y 6.76 ppm se
encontraron las dos sefiales dobles con J = 8.6 Hz correspondientes a la otra imina.
En 6.29 y 6.19 ppm se visualizaron dos sefales dobles con una constante de
acoplamiento de 10.2 Hz de los H vinilicos H-3 y H-4, respectivamente. Se
observaron dos sefales simples intensas en 3.84 y 3.82 ppm que integraron para
tres H cada una indicando la presencia de dos metoxilos y que corresponden a los
metoxilos de las iminas. En 2.37 ppm se apreci6 otra sefial simple que integré para
tres H, caracteristica de un metilo vinilico. Y por ultimo en 1.54 ppm hay un

desplazamiento de una sefal simple que integro para seis H indicando la presencia

de dos metilos traslapados.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de N-(4-metoxifenil)-2-(-
(4-metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-imina (22).
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El espectro de RMN de 3C (Figura 16) mostré 19 sefiales, de las cuales en
159.2 y 158.1 ppm se observaron dos sefiales que fueron asignadas a los carbonos
sp2 de las iminas, C-2 y C-10 respectivamente. Entre 158.7 y 139.8 ppm se
encontraron seis sefiales que correspondieron con carbonos sp2 cuaternarios. En
151.8 y 116.4 ppm se ubicaron las sefiales correspondientes a los carbonos de un
doble enlace disustituido. Entre 122.3 y 114.4 se observaron cuatro sefiales de
carbono correspondientes a los anillos p-disustituidos de dos grupos p-
metoxianilina. En 55.8 y 55.7 ppm se encontraron las sefiales de dos grupos
metoxilo lo que corroboré la formacion de dos iminas. En 38.9 ppm se encontr6 la
sefal correspondiente al carbono cuaternario C-5. En 27.4 se observé una sefal
correspondiente a los metilos C-7 y C-8. Por ultimo, en 13.0 ppm se percibio la sefial

para el metilo vinilico C-9.
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Figura 16. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCI; de N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-
metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-imina (22).

Con el experimento de correlacién heteronuclear (HETCOR) (Figura 17) se
pudieron asignar las sefiales en el espectro de 13C. Por ejemplo, la sefial de H base

de la imina correlacion6 con una sefial de C en 158.1 ppm lo que permitié asignar
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al C-10. Las sefiales de H vinilicos en 6.29 y 6.19 ppm correlacionaron las sefiales
de carbono ubicadas en 151.6 y 116.2 ppm lo que llevo a la asignacion de los
carbonos C-4 y C-3, respectivamente. Por ultimo, la sefial correspondiente al metilo

vinilico mostré una correlacion con la sefal de carbono ubicada en 13.0 ppm.
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Figura 17. Experimento HETCOR de (N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-metoxifenilimino)metil)-
3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-imina (22).

El analisis de los datos de RMN en una y dos dimensiones permitié proponer
que este compuesto presenta dos dobles enlaces no conjugados entre si, en
posiciones 1-6 y 3-4 donde uno de esos dobles enlaces se encuentra disustituido,
mientras que el otro es un doble enlace tetrasustituido. También se pudo observar
gue el compuesto presenta tres metilos, uno vinilico y los otros dos geminales. Asi
como dos grupos imino, uno de los cuales corresponde a la reaccion de un aldehido
y una amina, esto debido a la sefial que se encuentra en 8.75 ppm. Por lo anterior

se propuso que la estructura corresponde al monoterpeno difuncionalizado 22. La
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propuesta de la estructura se respald6 con la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa, donde en el cromatograma se observd un pico con un
tiempo de retencion de 31.6 minutos, el cual mostré un ion molecular [M*] (m/z) de
374.18 uma, correspondiente para la formula molecular C24H26N202, que
corresponde para la estructura propuesta (Figura 18). Al realizar una busqueda en
literatura no se encontraron reportes para este compuesto, por lo que se trata de un

derivado nuevo.
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Figura 18. Cromatograma y Espectro de masa de (N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-
metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-imina (22).

Continuando con el estudio de las fracciones obtenidas, el analisis de RMN
de 'H de las fracciones 3 y 4 de la recromatografia mostré patrones similares a los
del compuesto descrito anteriormente (Figura 19). En 10.49 ppm se aprecia una




sefial simple del H-10 correspondiente a un aldehido. En 6.90 y 6.76 ppm se
observaron dos sefiales dobles que integraron para dos H cada una, con una
constante de acoplamiento de 8.8 Hz, lo que indico la presencia de un anillo de
benceno p-disustituido correspondiente a la imina. En 6.32 y 6.15 ppm se
visualizaron dos sefiales dobles con una constante de acoplamiento de 10.2 Hz de
los H vinilicos H-3 y H-4, respectivamente. Se observo una sefial simple intensa en
3.82 ppm que integra para tres H indicando la presencia de un metoxilo que
corresponde al metoxilo de la imina. En 2.50 ppm se aprecio otra sefal simple que
integré para tres H, caracteristica de un metilo vinilico. Y por altimo en 1.38 ppm hay
un desplazamiento de una sefial simple que integré para seis H indicando la
presencia de dos metilos traslapados. De acuerdo con estos datos se puede concluir
que se trata de un derivado proveniente del mismo producto natural que el
compuesto 22 pero en este caso solo reacciondé uno de los dos carbonilos, el
correspondiente a la cetona. Por lo anterior se propone la estructura del compuesto
23 que presenta el mismo esqueleto que 22 y en el cual el aldehido se encuentra
libre. Al realizar un estudio en la literatura no se han encontrado datos sobre este

compuesto por lo que se trataria de una estructura nueva.
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Figura 19. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDClI; de 6-((4-metoxifenil)imino)-2,3,3-
trimetilciclohexa,4-dien-1-carbaldehido (23).

El analisis de los datos obtenidos para los dos compuestos 22 y 23, permitio
proponer que el producto natural precursor de dichos derivados corresponde al
2,3,3-trimetil-6-oxociclohexa-1,4-dien-1-carbaldehido (24), que comprende un
esqueleto de isoferulol oxidado a la cetona correspondiente, el cual ha sido
reportado mediante sintesis total (Anhalt et al., 2003) y no se han encontrado
reportes para su aislamiento de fuentes naturales. Sin embargo, debido a la baja
cantidad que se aisla de los derivados no fue posible obtener el producto natural sin

modificaciones.
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7. CONCLUSIONES

El extracto de CH2Cl2 de las partes aéreas de Piqueria triflora presenté una
ligera actividad inhibitoria frente a las bacterias Staphylococcus aureus y
Enterococcus sp en concentraciones de 5 y 1 mg/mL. Mientras que el extracto
hexanico mostr6 actividad bacteriostatica sobre la bacteria Gram positiva

Staphylococcus aureus en concentraciones de 5, 10, 25 y 50 mg/mL.

El estudio quimico a partir del extracto hexanico de P. triflora permitid
preparar e identificar los compuestos N-(4-metoxifenil)-2-(-(4-
metoxifenilimino)metil)-3,4,4-trimetilciclohexa-2,5-dien-1-imina (22) vy 6-((4-
metoxifenil)imino)-2,3,3-trimetilciclohexa,4-dien-1-carbaldehido (23) a través de la
reaccion de aminas primarias con derivados carbonilicos para la obtencion de las

iminas correspondientes (base de Schiff).

El producto natural precursor de 22 y 23 corresponde al monoterpeno 2,3,3-
trimetil-6-oxociclohexa-1,4-dien-1-carbaldehido (24), el cual no ha sido reportado de

una fuente natural.

Este es el primer estudio quimico de las partes aéreas de Piqueria triflora.
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