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RESUMEN

Hedyosmum strigosum proveniente de la familia Chloranthaceae es un arbusto
aromético de la region amazénica de los Andes de Ecuador. Esta especie es
ampliamente utilizada en medicina popular como anticonvulsivante, antiséptico y anti-
inflamatorio. En el presente estudio se realizé una hidrdlisis, del extracto de acetato de
etilo, dénde se pudieron identificar dos moléculas, la primera compuesta por el alcohol
cis-pinocarveol unido al acido 4-hidroxicinamico, y la segunda molécula compuesta por
el alcohol borneol unido al mismo acido. En el extracto de hexano se identifico el
compuesto de origen terpénico methyl-3,4-methylenedioxy-5-methoxybenzoato. Estos
compuestos fueron caracterizados usando diferentes técnicas espectroscopicas: CCF,
CG-EM y RMN. La actividad antimicrobiana de los extractos totales y del compuesto
fue evaluada contra siete especies de bacterias y dos especies de hongos usando el
método de microdilucién en caldo. Los valores de CMI del extracto de acetato de etilo
y hexano fueron de 15.62ug/mL para Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis,
los valores del extracto de Metanol fueron de 500ug/mL para Trichophyton rubrum y la
fraccion ES018/13 fue activo contra las bacterias gram positivas Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis con un CMI de 3.25ug/mL.

Palabras claves: Hedyosmum strigosum, Chloranthaceae, Trichophyton rubrum,

Trichophyton mentagrophytes.



ABSTRACT

Hedyosmum strigosum in the family Chloranthaceae is an aromatic shrub from the
Andean Amazon of Ecuador. This species is widely used in folk medicine as an
anticonvulsant, an antiseptic treatment, and an anti-inflamatory drug. In the present
study there was realized a hyrolytic, of the extract of acetate of ethyl, where there could
be identified two molecules, the first one composed by the alcohol cis-pinocarveol
joined the acid 4-hydroxycinnamate, and the second molecule composed by the
alcohol borneol joined the same acid. Using hexane as a solvent, the terpene methyl-
3,4-methylenedioxy-5-methoxybenzoate was identified. The components were
characterized using different spectroscopic techniques: thin layer chromatography
(TLC), gas chromatograph mass sprectrometry (GC-MS), and nuclear magnetic
resonance (NMR). The antimicrobial activity of the total extract and of each component
were tested against seven different bacterial species and two fungal species using
microdilution in liquid broth. The minimal concentration to inhibit (MCI) Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis were 15.62ug/mL using ethyl acetate as a solvent as
well as hexane. The MCI value using methanol as a solvent to inhibit Trichophyton
rubrum was 500ug/mL. The ES018/13 fraction of this extract had an MCI value of
3.25ug/mL against the gram positive bacteria Staphylococcus aureus and

Enterococcus faecalis.

Keywords: Hedyosmum strigosum, Chloranthaceae, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes.



INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales con fines curativos se remonta al principio de la
historia de la humanidad. EI hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y
de su salud. Por medio de aciertos y errores aprendié a conocer las plantas que lo
curaban; este conocimiento se transmiti6 de generacién en generacion y fue
incrementandose con la experiencia. Sin los recursos que le ofrecio la naturaleza, el

hombre no hubiera sobrevivido (Hernandez et al., 1981).

El tema de las plantas medicinales es quiza tan antiguo como el hombre mismo, sin
embargo, los conocimientos al respecto siempre han estado diseminados. A pesar de
la invasion farmacolégica mundial, las personas siguen recurriendo a los remedios
vegetales para aliviar sus enfermedades comunes, por ello un esfuerzo por regresar a
los productos naturales representa un aporte muy significativo ya que son un recurso

gque debe conocerse, usarse y cuidarse (Quezada, 2008).

Las plantas con actividad curativa son todas aquellas que contienen uno o mas
principios activos, los cuales, administrados en la dosis adecuada, producen un efecto
curativo frente a las enfermedades del hombre y de los animales. El hecho de
contener mas de un principio activo hace que una planta medicinal pueda servir para

tratar diferentes afecciones o trastornos (OMS, 2002).

La familia Chloranthaceae consta de 4 géneros: Sarcandra, Chloranthus, Hedyosmum
y Ascarina, con un total de 70 especies distribuidas en zonas tropicales y subtropicales
(Cao et al., 2008).

Estudios anteriores en la familia Chloranthaceae han dado como resultado el
aislamiento de varios compuestos de origen terpénico como: monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos, siendo los componentes principales, también
contiene flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas y esteroles (Su et al.,
2008).

Hedyosmum strigosum, es conocida como quinillo, olloco esta especie es comestible

y la infusién de sus hojas se bebe como agua aromatica (Balslev et al. 2008).



En este contexto el presente estudio busca extraccién, identificacion y caracterizacion
de metabolitos secundarios aislados de la especie Hedyosmum strigosum, con fines
cientificos y farmacologicos.



CAPITULO |



1. Marco Tebrico

1.1. Plantas medicinales.

El uso de las plantas medicinales es muy antiguo y a ellas han recurrido casi todos los
pueblos, desde los mas primitivos hasta los mas civilizados. El valor medicinal de las
plantas curativas se debe a la presencia en sus tejidos de sustancias quimicas

conocidas como principios activos, que producen un efecto fisioldgico (Vander, 1999).

Elaboran sustancias que ejercen una accion farmacologica beneficiosa o perjudicial
para el organismo vivo. Son producto del metabolismo secundario de las plantas, no
se encuentran en estado puro en las mismas, sino en forma de complejos cuyos com-
ponentes se complementan y se refuerzan en su accién sobre el organismo. Estas
sustancias activas presentan un equilibrio fisiolégico dentro de la planta y el
organismo, debido a ello, resultan mas asimilables por el cuerpo y carecen de efectos
nocivos (Quezada, 2008).

Es indudable la importancia de las plantas y los arboles para la medicina moderna,
durante mucho tiempo los remedios naturales y las plantas medicinales fueron el
principal e incluso el anico recurso del que disponia el médico; todas las culturas, a lo
largo y ancho del planeta y en todos los tiempos, han usado las plantas medicinales
como base de su propia medicina (Nufiez, 1982).

Ecuador ha dado origen a uno de los medicamentos mas importantes para la
humanidad, a través de la Chinchona, cuyo compuesto Quinina fue descubierto en el
siglo XVII y utilizado para la cura del paludismo. Otros compuestos igualmente
importantes se han derivado también de otras plantas nativas, como el Curare
(Chondodendronspp., Strychnossp), utilizado en cirugias del ojo y como anestésico y
el Modulador Biologico de la respuesta inmune (BIRM), producido de la Dulcamara
(Psychotriavidris, Kalanchoepinnata y/o Solanum dulcamara), el cual modifica la
conducta biolégica del tumor cancerigeno y eleva las defensas bajas proporcionando
una mejor calidad de vida a pacientes con cancer y SIDA. No obstante, es muy poco lo
gue se conoce sobre la situacion del pais con relacion al comercio de plantas
medicinales y sus productos, asi como la importancia de esta actividad y problematica

a nivel nacional, regional y global (Buitron, 1999).



Se han identificado algunas especies con propiedades medicinales que se han
empleado tradicionalmente por los distintos grupos étnicos y que en la actualidad se
comercializan. Entre ellas destacan las siguientes: la sangre de drago (Crotonlechleri),
usada principalmente por sus propiedades cicatrizantes y vigorizantes, la ufia de gato
(Uncaria guianensis, U. tomentosa), por sus propiedades antiinflamatorias y para
combatir dolencias renales, y el chukchuwasu (Maytenuskrukovii, M. laevis), por sus
propiedades antirreumdaticas, antidiarreicas y vermifugas plantas usadas como

estimulantes como la guayusa (llex guayusa) (Buitrén, 1999).

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segun las regiones y los
ecosistemas de cada zona donde habitan, debido a ello se debe conservar el ambiente
que las sustenta. Esta situacién ha originado una preocupacion creciente por la
biodiversidad y por el estado natural de las plantas y arboles con propiedades
curativas. Actualmente, el deterioro del ambiente causado por la deforestacion, el uso
indiscriminado de agroquimicos, la contaminacion del aire y del agua y otros factores
estan agravando las condiciones ecolégicas donde crecen miles de especies con
potencial medicinal, en ultima instancia muchas de estas especies desaparecen aun

antes de haberlas identificado o haberlas estudiado (Quezada, 2008).

1.2. Familia chloranthaceae.

Chloranthaceae es una pequefia familia con cuatro géneros: Sarcandra, Chloranthus,
Ascarina y Hedyosmum, y alrededor de 70 especies que se encuentran en areas
tropicales y subtropicales de América y zonas tropicales de Asia oriental,

Polinesia, Nueva Zelanda y Madagascar (Trentin et al., 1999).

Investigaciones fitoquimicas llevadas a cabo sobre esta familia han demostrado la
presencia estructural y biogenética de diversos metabolitos secundarios, tales como
flavonoides, terpenos, sesquiterpenos, esteroides, ligninas y fenoles (Trentin et al.,
1999).

Esta familia es considerada primitiva entre angiospermas, comparte la presencia de
las células secretoras en las hojas y tallos como rasgo caracteristico comun. Por
ejemplo, Chloranthus y Hedyosmum, se utilizan como plantas ornamentales o

medicinales y con fines alimentarios, como las bebidas (Kawabata et al., 1981).



Varios extractos y algunos compuestos derivados de plantas de la familia
Chlorantaceae, poseen una accion anti-inflamatoria y antimicrobiana, se ha observado
que estos compuestos interfieren con algunos eventos del proceso inflamatorio como
en la via metabdlica del &cido araquiddnico, la via del 6xido nitrico o interfieren con el
Factor nuclear kB (NF-kB), asi como también inhiben la sintesis o activacion de

citosinas proinflamatorias, moléculas de adhesién y quimiocinas (Calixto et al., 2004).

1.3. Descripcion del género: Hedyosmum.

El nombre Hedyosmum deriva del griego: olor dulce, en alusion al agradable aroma de
las hojas (Reitz, 1965).

Especialmente son arboles y arbustos, con una especie herbacea en el lejano oriente.
En el Nuevo Mundo se encuentran especies desde el sur de México hasta Panama,
Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Brasil y Paraguay, asi como en las
Indias Occidentales (Todzia, 1987).

La mayor densidad de especies se produce en lo humedo del norte de los Andes. Sus
caracteristicas principales de distincibn son sus hojas opuestas con bases de los
peciolos, apéndices estipulares a lo largo del margen distal de la vaina, inflorescencias
estaminadas compuestas de muchas flores de estambres individuales, e
inflorescencias pistiladas compuestas de flores bracteadas solitarias o agrupadas
(Todzia, 1987).

En la figura 1 se observa la muestra botanica de la especie estudiada Hedyosmum

strigosum.

Figura 1. Muestra Botanica de Hedyosmum strigosum
Fuente: Herbario UTPL



Crecen en las montafias, en América se encuentra principalmente, H. angustifolium y
H. scabrum, son pequefios arboles que crecen a 12 metros de altura, se dan en la
altitud, en selvas subtropicales célidas en la region del Chapare, Provincia Carrasco,
de Bolivia. El primero es conocido comunmente como Chemelaque, Malva y Hierba de
la vida, y el segundo como Matico. Las hojas de ambas especies se utilizan en la
medicina popular como antirreumético y en el tratamiento de frio (Lorenzo et al., 2002).

Se han realizado estudios fitoquimicos de algunas especies del género Hedyosmum,
por ejemplo de H. angustifolium, se identificaron nuevos sesquiterpenos empleados
para enfermedades como leishmaniasis (Acebey et al., 2010).

H. orientale es una especie que crece en China, las investigaciones quimicas de este
género han conducido al aislamiento de sesquiterpenos y flavonoides glicosidicos (Su
et al., 2008).

De H. bonplandianum se obtuvo un nuevo flavonoide glicosidico, caracterizado por

una actividad analgésica significativa (Cardenas et al., 1993).

1.3.1. Taxonomia.

Reino: Plantae

Filo: Angiospermophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales
Familia: Chloranthaceae
Género: Hedyosmum
Especie: strigosum

Nombre Cientifico: Hedyosmum strigosum Todzia

1.4. Terpenos.

Los terpenos son compuestos organicos producidos por las plantas, caracterizados
por esqueletos carbonados que contienen diez atomos de carbono o multiplos de diez.
Los monoterpenos tienen esqueletos de carbono con diez atomos de carbono. Los

compuestos afines llamados sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, entre otros,



tienen quince, veinte o treinta &tomos de carbono y hay mdltiplos adicionales del

esqueleto terpénico (Smith & Cristol, 1972).

La gran diversidad estructural de los terpenos dificulta resumir las caracteristicas
comunes de éstos compuestos, pues no solamente se trata de la variedad en los
grupos funcionales, sino del nimero de atomos de carbono que conforman. Entre los
primeros grupos encontramos, los oxigenados ocupan un lugar prioritario (alcoholes,
ésteres, éteres, acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, cetales, etc.) y le siguen
funciones con azufre, halégenos (principalmente encontrados en compuestos de
origen marino) y nitrégeno, en cuyo caso la molécula se la clasifica como alcaloide.
Los terpenos estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal y su frecuencia y
abundancia estan intimamente ligados a factores genéticos y climéaticos (Marcano &
Hasegawa, 2002).

Existen algunos terpenos que son productos aromaticos de ciertas plantas, como el
pineno, mentol etc. (Pefa et al., 2004).

Ademas los terpenos pueden encontrarse en la fuente vegetal solos o formando
glicésidos. Estos son mas frecuentes para triterpenos (conocidos como saponinas)
aunque hay algunos ejemplos de glicosidos de terpenos inferiores, como el 1-
glucosilmircenol, asilado de Tagetes patula, fuente comercial de [B-caroteno y la
paeoniflorina (figura 2), un hemi-orto-éster de diez atomos de carbono, que se aisla
como el glucésido correspondiente, a partir de Paeonia albiflora, utilizada en la
medicina tradicional japonesa como antialérgico, analgésico, antiespasmadico y
sedante (Marcano & Hasegawa, 2002).

Figura 2. Estructura quimica de Paeoniflorina
Fuente: La autora, 2015

1.5. Acidos organicos.

Los &cidos organicos (RCOOH) se hallan muy difundidos en la naturaleza, se

encuentran con frecuencia en frutas; por ejemplo, el acido citrico de los frutos citricos,
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el 4cido benzoico en ardndanos agrios y las ciruelas verdes, el &cido sérbico en la
fruta del fresno. El galato de metilo el cual se encuentra de las hojas de diversos
géneros de plantas (Ocampo et al., 2008).

Los &cidos organicos, como los alcoholes, tienen puntos de ebullicion relativamente
altos en relacién con su peso molecular a causa de los enlaces de hidrogeno. Las
estructuras diméricas y poliméricas, superiores en estado liquido, son la causa de que
el acido tenga un peso molecular elevado (Griffin, 1981).

Los &cidos organicos se caracterizan por la presencia de un atomo de hidrégeno
polarizado positivamente y son de dos tipos principales: aquellos acidos como el
metanol y el acido acético que contienen un atomo de hidrégeno unido a un atomo de
oxigeno electronegativo (O-H)y aquellos como la acetona, que contienen un atomo de
hidrégeno unido a un atomo de carbono al lado de un enlace C=0O (O=C-C-H)
(McMurry, 2012).

Los acidos organicos son de gran importancia en la salud humana, por ejemplo, el
acido cumarico (figura 3) posee actividades antioxidantes, antiinflamatorias y la
capacidad de quelar diversos metales ya que estan estrechamente relacionados con
su estructura quimica. Los acidos también pueden inhibir la expresion del factor de
transcripcion denominado receptor activado por proliferadores de los peroxisomas, el
cual esta involucrado en el proceso de adipogénesis y en la accién sistémica de la
insulina (Gil, 2010).

X

HO O OH

Figura 3. Estructura quimica del acido cumarico
Fuente: La autora, 2015

1.6. Resonancia magnética nuclear (RMN).

La resonancia magnética nuclear (RMN) es otro de los métodos espectroscopicos
capaces de proporcionar informacion acerca de la estructura de los polimeros
biol6gicos, sobre las interacciones entre moléculas y sobre los movimientos

moleculares.
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Sus ventajas especiales segun (Freifelder, 2003) son:

1. Que la teoria es lo suficientemente buena como para poder calcular la disposicion
detallada de los atomos a partir de los espectros de RMN, al menos en principio;

2. Que se pueden localizar los atomos de hidrogeno, atomos que quedan fuera del
alcance de los andlisis de difraccion con rayos X; y

3. Que se pueden examinar separadamente distintos atomos (por ejemplo, H, N, C y
P). Para las moléculas pequefias (hasta 500 de peso molecular), la RMN ha tenido

un éxito extraordinario en la determinacion de estructuras.

1.6.1. Principios de espectroscopia RMN.

La técnica de RMN se sirve de la propiedad del spin (momento angular y su momento
magnético asociado) poseido por los nicleos cuyo nimero atémico y nimero masico

no son pares (Billmeyer, 2004).

La aplicacién de un campo magnético fuerte al material que contiene tales nucleos,
desdobla a los niveles de energia en dos, que se representa en estados con spin. Los
equipos de RMN pueden llegar a ser muy complejos, para ayudar en la interpretacion
han sido de gran importancia dos modificaciones experimentales (figura 4) (Billmeyer,
2004).

La primera es la utilizacion de campos magnéticos de elevada intensidad, en el
intervalo de 60.000 a 220.000 gauss, en comparacién a los de algunos millares de
gauss, utilizados en los trabajos iniciales con lineas anchas. Se utilizan imanes
superconductores para obtener las maximas intensidades de campo. La resolucion se
ve incrementada para campos de fuerza mas intensos y es de gran ayuda en la

interpretacion de los espectros (Billmeyer, 2004).

El segundo método desarrollado recientemente, la doble resonancia o
desacoplamiento de spin, suministra simplificaciones notables en el espectro. Se
utiliza para ellos un segundo campo de radio frecuencia, que tiene la propiedad de
eliminar el acoplamiento, y de destruir los espectros de multipletes originando otros

mas sencillos (Billmeyer, 2004).
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Figura 4. Diagrama de un espectrémetro de RMN
Fuente: Pickering, 1980

Los experimentos unidimensionales como el 'H-RMN y el *C solo miden las
interacciones entre un mismo tipo de &tomos, mientras que los experimentos
multidimensionales permiten capturar las correlaciones entre diferentes tipos de
atomos (Gunther, 1995).

A continuacién se detalla una descripcién de los tipos de espectros mas utilizados y de

la informacioén estructural:

'H- RMN: Las sefiales de los protones en estos espectros, se registran como maximo
de absorcion individuales correspondientes a los nucleos no equivalentes. Un espectro
de este tipo proporciona cuatro elementos de informacion importantes: el nimero de
sefales distintas, el desplazamiento quimico, el patrén de desdoblamiento y la

integracién de la intensidad de las sefiales (Fox & Whitesell, 2000).

13C. RMN: Un espectro de este tipo proporciona dos elementos basicos de
informacion: el numero de sefiales distintas, que corresponde al nimero de tipos
diferentes de atomos de carbono, y el desplazamiento quimico de cada sefial, que

esta determinado por el entorno molecular de cada carbono (Fox & Whitesell, 2000).

COSY: Experimento bidimensional homonuclear (RMN 2D) que correlaciona todos los
desplazamientos quimicos de protones sobre carbonos contiguos, con lo cual es
posible ubicar los protones vecinos que estan acoplados (Marcano & Hasegawa,
2002).

DEPT: Técnica basada en la transferencia de polarizacion, lo que hace posible
distinguir entre las sefiales CH3, CH2, CH, y carbonos cuaternarios. Es decir, que el
numero de hidrégenos unidos a cada carbono en una molécula puede determinarse
(McMurry, 2012).

HMBC: Informa la correlacion entre protones unidos a carbono o heterodtomo y

carbonos separados por dos y tres enlaces (Marcano & Hasegawa, 2002).
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NOESY: Es un experimento de RMN bidimensional que utiliza efecto NOE
(Overhauser) el cual permite determinar la cercania espacial de los protones de una
molécula (Pavia, 2009).

HSQC: Es un experimento bidimensional heteronuclear que provee un buen
diagnostico bajo condiciones 6ptimas, y con ello poder establecer que protones estan
unidos a que carbonos en la molécula (Sem, 2007).

1.7. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM).

La cromatografia de gases permite controlar y fijar los distintos pardmetros del
detector: energia de ionizacién, voltaje de las lentes, resoluciébn de las masas,
ganancia del fotomultiplicador, ademéas de seleccionar el modo de ionizacion
(Valcércel et al., 2000).

El procedimiento consiste en introducir la muestra en el sistema a través del inyector
en el cromatégrafo de gases, donde se separan en la comuna cromatogréfica antes de
pasar al espectrometro de masas. En él, los compuestos se ionizan, se clasifican en
funcion de su relacion masa/carga y se detectan. La informacion se transfiere desde el
detector hasta el sistema de tratamiento de datos para su almacenamiento y posterior
procesado (Valcarcel et al., 2000).

1.8. Microdilucién en caldo.

La técnica de microdilucién en caldo es de gran utilidad préactica para el estudio de las
CIM. Ni es méas que la técnica de dilucion en medio liquido, realizada en placas de
poliestireno, con microposillos en lugar de tubos. Existen comercializados diversos
paneles con varias columnas de posillos, cada una con diferentes antimicrobianos. Los
posillos de cada columna contienen concentraciones crecientes de un antibiético en
forma de suspension liofilizada o desecada, por lo que solo debe afadirse el medio de
cultivo liquido en el que se ha efectuado una suspension de la bacteria a estudiar
(generalmente alrededor de 200uL de medio por posillo). Tras la incubacion, se
determina la CIM (Prats, 2007).

Como la macrodilucién, la concentracion inhibitoria minima de cada antibiético se lleva
a una tabla que sefala si el microorganismo es sensible o resistente; es decir, si la

CIM del antibiético es inferior o superior a la plasmatica (Prats, 2007).
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1.9. Enfermedades infecciosas.

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las principales causas de
morbimortalidad en el mundo. A pesar del importante progreso en la prevencion,
diagnéstico y tratamiento de las infecciones en los ultimos 100 afios, el control de las
enfermedades infecciosas se mantiene como un desafio cientifico crucial, con

implicaciones médicas y farmacoldgicas mundiales (Rocha et al., 2005).

1.10. Bacterias.

Las bacterias constituyen un grupo heterogéneo de organismos desde el punto de
vista morfolégico. Difieren de los eucariotas, ademas de su pequefio tamafio, porque
carece de nucleo diferenciado; contiene un solo cromosoma, formado por un DNA
circular, sin proteinas asociadas, carecen de reticulo endoplasmaético, aparato de Golgi

y mitocondrias (Macarulla et al., 1994).

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcién de la estructura de su
pared. Un grupo, las denominadas gram positivas, s6lo poseen peptidoglicano; el otro,
las denominadas gram negativas, tienen adosada por fuera del peptidoglicano una
membrana rica en lipopolisacéaridos. Algunas bacterias tienen una cépsula rodeando la
pared; también pueden poseer flagelos, que facilitan su movilidad, y fimbras (pili), que
desarrollan varias funciones, fundamentalmente de adherencia. En las bacterias,
ademas del DNA cromosOmico (nucleoide) puede existir DNA extra cromosémico

formando plasmidos (Prats, 2008).

1.10.1. Bacterias gram positivas.

Enterococcus faecalis: Es una bacteria inmoévil, anaerobia facultativa, que se
encuentran formando cadenas cortas. En el ser humano causa principalmente

infecciones de la vejiga y préstata (figura 5) (Guevara et al., 2000).

Figura 5. Enterococcus faecalis
Fuente: Quifiones, 2010
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Staphylococcus aureus: Son cocos gram-positivos en racimos (figura 6), catalasa y
coagulasa positivos, aerobios y anaerobios facultativos, poco exigentes en sus
requerimientos nutricionales, que toleran la desecacién y que crecen en medios de

cultivo convencionales (Zaragoza et al., 2008).

Cell wall

Plasma membrane
Cytoplasm
Chromosome

Ribosome

=

Figura 6. Staphylococcus aureus
Fuente: Freeman, 2006

1.10.2. Bacterias gram negativas.

Algunas de las enfermedades que producen las bacterias Gram Negativas son:

Escherichia coli: Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae (figura 7). E. coli, como es comunmente llamado, es normalmente
inofensivo. Un microorganismo que se encuentra naturalmente en intestino de
humanos y animales, desempefia un papel vital en la digestion y ayuda al cuerpo a

absorber las vitaminas importantes de los alimentos (Hayhurst, 2004).

Figura 7. E. coli
Fuente: Hayhurst, 2004

Klebsiella pneumoniae: Es un bacilo aerobio, est4 presente en el sistema respiratorio
y en las heces de casi 5% de las personas sanas. Produce infecciones urinarias y

bacteremia con lesiones focales en pacientes débiles (Brooks et al., 2011).
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Las bacterias de este género muestran multiplicacion mucoide, capsulas de

polisacaridos de gran tamafio y falta de motilidad (figura 8) (Brooks et al., 2011).
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Figura 8. Klebsiella pneumoniae
Fuente: Prats, 2008

Salmonella typhimurium: Es un bacilo Gram negativo, que fermenta la glucosa.
Comprende mas de 2000 cepas diferentes que pueden diferenciarse entre si por
pruebas seroldgicas. Es responsable de infecciones intestinales, potencialmente

mortal (figura 9) (Ingraham et al., 1998).

Figura 9. Salmonella typhimurium
Fuente: Romero, 2007

Proteus vulgaris: Es una bacteria Gram negativa, anaerdbia en forma de bacilo. Este
tipo de bacteria vive en el tracto intestinal de las personas. Es un patégeno oportunista
en humanos por ende produce infecciones como neumonias, urinarias, bacteriemias,

septicemias, nosocomiales e infecciones Opticas (figura 10) (Gémez et al., 1991).
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Figura 10. Proteus vulgaris
Fuente: Prescott, 1999

Pseudomonas aeruginosa: Son bacilos gramnegativos, aerobio y anaerobios
facultativos. La mayoria son méviles por un flagelo polar o por un mechén formado por
dos o tres flagelos. Casi todas las especies de pseudomonas poseen fimbrias o pilis.
Este es el patdgeno de mayor importancia médica ya que provoca infecciones
nosocomiales, éstas se presentan mas en pacientes con inmunidad deprimida, por ello

presenta una elevada mortalidad (figura 11) (Romero, 2007).

Figura 11. Pseudomonas aeruginosa
Fuente: Romero, 2007

1.11. Hongos.

Los hongos estan formados por células eucariotas. EI DNA esta organizado en
cromosomas que se hallan envueltos por membrana nuclear (Prats, 2008).

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares. Los primeros estan formados por
células aisladas redondas u ovaladas, denominadas levaduras. Los pluricelulares
estan constituidos por células alargadas que crecen por extension de sus extremos,
formando largos filamentos, estos hongos se denominan moho (Prats, 2008).
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1.11.1. Trichophyton mentagrophytes.

Produce dos formas de colonias: la variedad vellosa que se aisla en casos de tifia de
pie y la variedad granular aislada de lesiones adquiridas por contacto con animales.
Las colonias de crecimiento rapido pueden ser colonias blancas, algodonosas o
vellosas o amarillas con granulos gruesos y con pigmentos rojos. Las colonias vellosas

blancas producen pocos microconidios esféricos (figura 12) (Forbes et al., 2009).

Figura 12. Trichophyton mentagrophytes
Fuente: Prats, 2007

1.11.2. Trichophytum rubrum.

Es el agente causal mas frecuente en tifias del cuerpo, de la ingle, de los pies, asi
como de onicomicosis. Se cultiva en los medios habituales, como agar glucosado de
Sabouraud con NaCl al 5%. Se han descrito dos cepas diferentes. La cepa granular se
caracteriza por colonias planas, la cepa aterciopelada es la mas comun, con micelio
aéreo algodonoso, blanco o beige, como “colas de conejo” (figura 13) (Hernandez et
al., 2005).

Figura 13. Trichophytum rubrum
Fuente: UNAM, 2013
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2. Materiales y Métodos

2.1. Esquema de metodologia utilizada.

> Maceracion Estatica
Recoleccion y de 500g

seleccion del material
vegetal Hexano, Acetato,

Metanol.

Actividad Obtencioén de

Antimicrobiana Extractos Totales Desclorofilacion

Cromatografia en
Columna

Identificacion de RMN
Purificacion Metabolitos

Secundarios Punto de fusién

Actividad
Antimicrobiana

Figura 14. Esquema del Desarrollo de la Investigacion
Fuente: La autora 2015

2.2. Recoleccion y seleccion del material vegetal.

Se recolectaron las partes aéreas de Hedyosmum strigosum en estado de
fructificacion en el Bosque Washapampa en el canton de Saraguro en el mes de
Diciembre del 2012, con coordenadas 692104E, 9593236N, 2190 m s.n.m.
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El material vegetal recolectado se llevé a la cAmara de secado del Departamento de
Quimica para realizar su tratamiento post cosecha, esto con el fin de eliminar

impurezas y partes deterioradas de la planta

Posteriormente el material vegetal fue deshidratado a una temperatura de 34°C

durante cinco dias.

2.3. Obtencidén de extractos totales.

A partir de 500g de muestra seca se procedié a macerar con disolventes de polaridad
creciente, Hexano, Acetato de Etilo y Metanol, durante 24 horas con cada disolvente a
temperatura ambiente. El proceso de maceracion se realizd por tres veces con cada

disolvente.

A continuacion se filtré al vacio cada extraccion y mediante rotaevaporacion a presion

reducida 50mbar y a 30°C se obtuvieron tres extractos.

Se procedié a obtener los extractos totales. Se realiz6 CCF de cada uno de los
extractos en distintas polaridades empleando placas de silica gel 60 Fys,4, para poder

conocer cudl extracto es el que contiene mayor riqueza de compuestos.

2.4. Desclorofilacion.

Se realiz6 el proceso de desclorofilacion con el objeto de eliminar la mayor cantidad de
clorofilas (figura 15). Para ello se siguio el siguiente procedimiento: se pes6 5 gramos
de muestra, se diluyd en una mezcla (metanol-agua) en proporcion (9:1). Y
posteriormente se agrega Hexano en relacion 1:1. De esto se forman dos fases, la
primera fase es la parte metandlica y la segunda, la fase hexanica. Cabe sefalar que

se agrega 3 veces hexano a la parte metandlica.
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Figura 15. Desclorofilacion del
extracto de acetato de etilo
Fuente: La autora, 2015

2.5. Fraccionamiento en cromatografia en columna de extracto de acetato

de etilo.

Para el fraccionamiento de la columna del extracto total de Acetato de Etilo se tomé 1g
de muestra (metanol:agua), y se sembré en Silica Gel 60 (Merck 0.0015-0040mm) en
relacién 1:100, y se eluy6 con disolventes de polaridad creciente iniciando con una

mezcla de Hexano y AcOEt en relacion 7:3, hasta llegar a ACOEt 100% (figura 16).
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Figura 16. Columna del extracto

desclorofilado de acetato de etilo
Fuente: La autora, 2015

2.5.1. Cromatografia de capa fina.

La cromatografia de capa fina (CCF) se realiza con el fin de poder observar la
separacion que se produce de los compuestos, para ello se utiliza placas de Silica gel
60 F254 en fase directa.

Se realiz6 CCF de todas las fracciones obtenidas de la columna cromatogréfica,
utilizando proporciones adecuadas de los disolventes Hexano: Acetato de etilo.

2.5.2. Purificacion de fraccion.

Se realiz6 una columna cromatografica para purificar la fraccion ES006/10, para ello
se pesO 86 gramos de Silica Gel de fase directa y se sembré la muestra obtenida,
utilizando polaridad creciente iniciando con una mezcla de hexano y AcOEt en
relacion 9:1 y terminando con Hexano:Acetato (7:3).

Posteriormente se recolect6 las fracciones obtenidas de la purificacion. Obteniendo la

fraccion de la cual se realizé posteriormente un proceso de Hidrolisis.

2.5.3. Hidrdlisis.

Se diluye en etanol la fraccidén de interés, y luego se la mezcla con NaOH 1M, por 30
minutos a una temperatura de 80°C. Luego se agrega éter etilico por tres veces a la
fraccion, observandose 2 fases, en la parte etérea se recogen los alcoholes. A la

solucién restante, posteriormente se le agrega H,SO, al 5%bhasta que tenga un pH

24



acido, y a la solucion acidificada se agrega éter etilico por tres veces formandose 2

fases una parte etérea donde encontramos el acido.

A los 4cidos y alcoholes se les agreg6 sulfato de sodio anhidro para eliminar residuos

de agua por dos horas.

2.5.4. Caracterizacioén de los alcoholes.

La caracterizacidon de los alcoholes se realizdé en un Cromatografo de Gases Acoplada
a Espectroscopia de Masas, usando una columna DB-5MS de 30 m x 0.25 mm,
espesor 0.25 pm (Agilent 122-5532).

2.5.5. indice de kovats.

Consiste en relacionar el tiempo de retencidon ajustado del soluto que se desea
identificar con los de una serie homologa de hidrocarburos saturados que se utiliza
como referencia. Para ello se cromatografia dicho soluto con la mezcla patrén de
hidrocarburos cuyos tiempos de retencion son préximo a los del soluto. Se eligen los
tiempos de retencion ajustados de los dos picos que flanquean al del problema, que

corresponderan a los hidrocarburos que contiene los atomos, y se aplica la relacion:

IK= 100n + 100 * {rx ~ Rn)

(trN — trn

Donde:

IK: indice de retencion de kovats

n: Numero de atomos de carbono en el n-alcano

trx: Tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos
trn: Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado

trn: Tiempo de retencion del n-alcano que eluye después del compuesto analizado

Los compuestos se identificaron por comparacion de sus indices de retenciéon (con
respecto a n-alcanos que contiene de 9 a 25 atomos de carbono) y los espectros de
masas encontrados en la literatura (Adams, 2009), estos se almacenan en la base de
datos (NIST 1998).
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2.5.6. Caracterizacion del acido.

Para la determinacion del acido se realiz6 RMN de 400 MHZ, utilizando como
disolvente DMSO.

2.6. Fraccionamiento en cromatografia en columna extracto en Hexano.

Para el fraccionamiento de la columna del extracto total de Hexano se tomé 1g de
muestra desclorofilada, y se sembré en Silica Gel 60 (Merck 0.0015-0040mm) en
relacibon  1:100 silica: extracto, eluyendo con disolventes de polaridad creciente

iniciando con una polaridad de Hexano 100% hasta AcCOEt 100%.

Seguidamente se realizd la cromatografia en capa fina y se recolectaron fracciones
siendo la de interés la fraccion ES062/37.

2.6.1. Purificacion de la fraccion.

Se realiz6 una columna cromatografica para purificar la fraccion ES062/37, para ello
se pes6 10g de Silica Gel de fase directa y se sembrd 30.7mg de muestra obtenida,
iniciando con una polaridad de hexano 100% hasta 7:3 Hexano: AcOEt, donde se
obtuvo la fracciébn ES081/45 la cual cristaliz6 y posteriormente se realizo los andlisis
en CG-EM y RMN.

2.7. Caracterizacion quimicay estructural de las fracciones.

2.7.1. Punto de fusion.

Para determinar el punto de fusién de la fraccion ES021/18 se calenté una pequefa
cantidad del compuesto en el equipo Fisher-Johns-Melting Point Apparatus serial 40-
22 de 50-60Hz y se registro la temperatura a la cual la muestra pasé de estado sélido

a liquido.

2.7.2. Factor de retencion.

El valor Rses la relacion de la distancia recorrida por una sustancia en comparacion
con el punto mas lejano alcanzado por el disolvente (Ann et al. 2000). El R; se calcula

con la siguiente ecuacion: (figura 17)
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a
Re= b » Lineade recorrido del

a= Distancia que recorre el solvente
compuesto desde la linea de

siembra ® Muestra

b= Distancia que recorre el

solvente desde la linea de » Lineade Siembra

siembra hasta la linea superior

Figura 17. Factor de Retencion
Fuente: La autora, 2015

2.7.3. Resonancia magnética nuclear.

Los espectros de RMN fueron logrados en el equipo Varian N° de serie 21953
operando a 400 MHz para 'H y 100 MHz para **C, usando Cloroformo Deuterado
(CDCly) y dimetilsulféxido (DMSO).

2.7.4. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-
EM).

La identificacidon de los compuestos aislados se realizé mediante un cromatografo de
gases Agilent serie 6890N acoplado a un espectrometro de masas Agilent serie 5973
inert, dotado con un sistema de operacion de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1,
que cuenta con un inyector automatico split/splitless serie 7683. Las caracteristicas de

la columna capilar utilizada se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de la columna capilar fraccion ES020/16

Fracciones Columna Temperatura Pelicula Diametro Longitud (m)
(C9 (um) interno (mm)
ES020/16 DB-5MS 350 0,25 0,25 30

Fuente: La autora, 2015

Los pardmetros operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras para su

posterior andlisis mediante CG-EM se detallan en la figura 18.
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COLUMNA

*Columna capilar DB 5MS Modelo Agilent 122-5532 0,25 mm; 30 m; 0,25 pm
e Temperatura maxima: 350 °C

*Flujo: Constante

*Flujo Inicial: 0.9 ml/min

*Presion Inicial: 44,8 KPa

*Velocidad Promedio: 35 cm/s

INYECTOR

*Modo: split

*Radio de Particién: 50:1

e Temperatura Inicial: 250 °C
*Presion Inicial: 44.8Kpa
»Gas de Arrastre: Helio

DETECTOR

«Espectrometro de masas
* Temperatura de la fuente: 230 °C
e Temperatura de Cuadrupolo: 200 °C

HORNO

* Temperatura Inicial: 60 °C
e Temperatura Final: 270 °C
*Gradiente de Temperatura: 10 °C/min

Figura 18. Método de analisis de la columna DB-5MS
Fuente: La autora, 2015

Las caracteristicas de la columna capilar utilizada para la fraccibon ES081/45, se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de la columna capilar fraccion ES081/45

Fracciones Columna  Temperatura Pelicula Diametro Longitud (m)
(C9 (um) interno (mm)
ES081/45 DB-5MS 350 0,25 0,25 30

Fuente: La autora, 2015

Los parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras para su

posterior analisis mediante CG-EM se detallan en la figura a continuacion.
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COLUMNA

*Columna capilar DB 5MS Modelo Agilent 122-5532 0,25 mm; 30 m; 0,25 pm
e Temperatura maxima: 350 °C

*Flujo: Constante

*Flujo Inicial: 1.0 ml/min

*Presion Inicial: 52,7 KPa

*Velocidad Promedio: 36 cm/s

INYECTOR

*Modo: split

*Radio de Particién: 50:1

e Temperatura Inicial: 250 °C
*Presion Inicial: 52.7Kpa
»Gas de Arrastre: Helio

DETECTOR

«Espectrometro de masas
* Temperatura de la fuente: 280 °C
e Temperatura de Cuadrupolo: 200 °C

HORNO

* Temperatura Inicial: 50 °C
e Temperatura Final: 270 °C
*Gradiente de Temperatura: 10 °C/min

Figura 19. Método de analisis de la columna DB-5MS
Fuente: La autora, 2015

2.8. Determinacion de actividad antimicrobiana.

Para la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se utilizé la técnica

de micro dilucién en caldo.

2.8.1. Microorganismos de prueba.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon 9 microorganismos; 7
cepas bacterianas y 2 fungicas:

- 5 cepas de bacterias Gram negativas: Klebsiella pneumoniae (ATCC® 9997),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853), Salmonella tiphymurium (LT2),
Escherichia coli (ATCC® 25922) y Proteus vulgaris (ATCC® 8427)

- 2 cepas Gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC® 29212) vy
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923)

- 2 organismos fungicos: Trichophyton rubrum (ATCC® 28188) y Trichophyton
mentagrophytes (ATCC® 28185).
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2.8.2. Preparacion de las muestras.

Se realiz6 una dilucién de 20mg del extracto de MeOH y de igual manera con los
extractos desclorofilados de AcOEt y Hexano en 500uL de Dimetilsulféxido (DMSO),
esta dilucion se la utilizo tanto para CMI antibacteriano como antifingico.

2.8.3. Preparacion del cultivo overnight.

Los microorganismos utilizados se encuentran en reserva criogénica a -80°C (Tabla 3).
Una vez preparados los medios se los esterilizd y se procedié a realizar el indculo de

cada bacteria.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para bacterias

Microorganismos Medios de Cultivo Condiciones de
Incubacion
Klebsiella pneumoniae Caldo Tripticasa Soya 37°C por 14-16 horas
Caldo
Pseudomonas aeruginosa  Tripticasa Soya Caldo 37°C por 14-16 horas
Salmonella tiphymurium Nutritivo Oxoid Caldo 37°C por 14-16 horas
Escherichia coli Tripticasa Soya Caldo 37°C por 14-16 horas
Proteus vulgaris Mueller Hinton Caldo 37°C por 14-16 horas
Enterococcus faecalis Infusién Cerebro-Corazén  37°C por 14-16 horas
Staphylococcus aureus Caldo Tripticasa Soya 37°C por 14-16 horas

Fuente: La autora, 2015

2.8.4. Preparacion de la suspensién del in6culo para bacterias.

- Se toman 10 uL de cultivo overnight con la bacteria respectiva y se los coloca
en 10 ml de caldo Muller Hinton, de esta dilucion se tomaron 100uL, las cuales

se utilizaron para completar el volumen final de la placa de cultivo (200uL).

2.8.5. Concentracién minima inhibitoria (CMI).

a) CMI antibacteriana.

- Para ésta prueba se utilizaron placas estériles de 96 pocillos.
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Colocamos 180pL de caldo Mueller Hinton en la primera fila de pocillos, exepto
en la columna 10 y 100uL a los pocillos restantes.

Se adiciona 20uL del extracto diluido (20mg/ml) disuleto en 500uL de DMSO
en estudio, en los pocillos de la fila A y mezclamos.

Realizamos diluciones seriadas tomando 100uL de los pocillos de la fila A y
diluimos en los pocillos de la fila B, hasta llegar a los pocillos de la fila H y
desechamos los 100uL sobrantes.

Se realiza las mismas diluciones en los pocillos de control de esterilidad
(columna 10) (200uL de caldo + 20uL del extracto diluido), control negativo
(columna 11) 180uL de caldo + 20uL de DMSO y control positivo (columna 12)
180uL de caldo + 20uL de Gentamicina para Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus; y 20uL de Ampicilina para Salmonella tiphymurium y Enterococcus
faecalis a 1000ppm.

Una vez preparadas las placas se inoculan con 100uL de la suspensién del
indculo, a excepcion de los controles de esterilidad, completando los 200uL de
volumen final, ajustando asi a la poblacion bacteriana a 5x10° UFC/mL, y la
concentracion final del extracto de 2000 a 15.625ug/mL. Finalmente se sellan
las placas y se incuban a 37°C durante 18-24 horas.

b) CMI antifungico.

Se realiz6 el mismo procedimiento de diluciones seriadas cambiando
Unicamente los siguientes parametros:

En hongos esporulados dermatofitos la concentracion final del inoculo es de
5x10* esporas/mL, y el control positivo que se utiliz6 fue Itraconazol de
Img/mL.

Se incuban las placas a 30°C por 96 horas.
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3. Resultados y Analisis

3.1. Extractos obtenidos de la especie Hedyosmum strigosum Todzia.

En la tabla 4 se describe el peso y rendimiento de los extractos de Hexano, Acetato de

etilo y Metanol a partir de 500g de muestra vegetal seca.

Tabla 4. Peso y rendimiento de los extractos obtenidos de H. strigosum

Extracto Peso Inicial de Peso final (g) Rendimiento (%)
Planta seca (g)

Extracto total de 9,64 1,93
Hexano 500

Extracto total de 7,78 1,56
AcOEt

Extracto total de 37,30 7,46
MeOH

Fuente: La autora, 2015

3.2. Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo de Hedyosmum

strigosum.
Las fracciones del extracto en Acetato de Etilo, se recolectaron en frascos de 100ml.

Se obtuvieron 75 fracciones, éstas se las unié segun el RF, obteniendo un total de 14

subfracciones (figura 20).
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Figura 20. CCF de las fracciones del extracto de AcOEt
Fuente: La autora, 2015

3.2.1. Fraccién ES006/10.

La reunién de fracciones (12-21) obtenida con Hex-AcOEt en proporcion 8:2, fue
etiquetada como ES006/10 (pagina 10 bitacora del investigador). De ésta se obtuvo
un peso de 418 mg (figura 21).

Se realiz6 una columna cromatografica para purificar la fraccion ES006/10, para ello
se pesO 80 gramos de Silica Gel de fase directa y se sembré 418 mg de muestra
obtenida, utilizando polaridad creciente iniciando con una mezcla de hexano y AcOEt
en relacion 9:1 y finalizando con hexano:AcOEt (7:3). Obteniendo 78 fracciones éstas
se las unié segun el RF, obteniendo 5 fracciones. De éstas se emple6 la fraccion
ES018/13 de la cual se realiz6 una Hidrdlisis.

Posteriormente se realiz6 un NMR 'H de ES018/13, indicando una mezcla de

compuestos.
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Figura 21. CCF fraccion ES006/10
Fuente: La autora, 2015

3.2.1.1. Hidrdlisis fraccion ES018/13.

Con un peso de 90mg de ES018/13, se procedio a realizar la hidrélisis del cual se
obtuvieron 2 fracciones ES020/16 y ES021/16.
Se realiz6 cromatografia en capa fina, empleando hexano:AcOEt para los alcoholes se

utilizé una proporcién 8:2 y para los acidos 1:1.

3.2.3. Fracciéon ES020/16.

En Hedyosmum strigosum se determinaron mediante CG-EM dos compuestos de
origen terpénico en la columna DB-5MS, los cuales fueron identificados mediante el

indice de kovats y comparacion de los espectros de masas reportados en literatura.

En la tabla 5 se indica los tiempos de retencion de cada compuesto, ademas de los

indices de kovats calculados, como los reportados en la literatura (Adams, 2009).

Tabla 5. indice de kovats de los compuestos identificados

Compuesto Tiempo de Retencion  IKE

Borneol 10,5 1167 1169

Cis-pinocarveol 10,8 1184 1184

IKR: [ndice de Kovats referencial
IKE: Indice de Kovats experimental

Fuente: La autora, 2015
En la figura 22 se muestra el espectro de CG-EM del compuesto borneol.
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Figura 22. Espectro de CG-EM de compuesto ES020/16 (Borneol)
Fuente: La autora, 2015

En la figura 23 se muestra la estructura quimica del borneol.

CH,

H.C L OH

H,C

Figura 23. Borneol
Fuente: La autora, 2015

En la figura 24 se muestra el espectro CG-EM del compuesto cis-Pinocarveol
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Figura 24. Espectro de CG-EM de compuesto cis-pinocarveol
Fuente: La autora, 2015

En la figura 26 se muestra la estructura quimica del cis-Pinocarveol.

H.C CH

2

H.C

OH

Figura 25. Cis-Pinocarveol
Fuente: La autora, 2015

3.2.4. Fraccion ES022/16 del acido.

Se realiz6 'H NMR con acetona y se obtuvo lo siguiente: 6.33(d, J=15.9Hz, 1H,
ArCH=CHCO,H), 6.90(d, J= 7.2 Hz, 2H, ArH ortho a OH), 7.54 (d, J= 7.2 Hz, 2H, ArH
meta a OH), 7.61(d, J= 15.9 Hz, 1H, ArCH=CHCO,H).

En *C NMR (acetona-ds, d, ppm, TMS): 115.6, 116.9, 127.4, 128.2, 145.6, 156.7,
171.8.

Se realizd la comparacion de los datos reportados en (Percec et al. 2006), con los

datos obtenidos en el '"H NMR y *C NMR experimental.
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En la siguiente figura se puede observar la estructura del &cido 4-hidroxicinamico

(figura 27).

HO

Figura 26. Acido 4-Hidroxicinamico
Fuente: La autora, 2015

Como resultado de la hidrdlisis se identificaron dos alcoholes unidos a un acido, en la
figura 28 se muestra la molécula compuesta por el acido 4-Hidroxicinamico y el

alcohol borneol, con nombre IUPAC (1R, 2R, 4S)-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-
yl(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate

CH,

© ] e

CH,4

——

OH

Figura 27. Estructura quimica de
(1R,2R,4S)-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-yl(2E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoate

Fuente: La autora, 2015

En la figura 29 se muestra la estructura quimica de la segunda molécula, acido (4-
Hidroxicinamico) y el alcohol (cis-pinocarveol), con nombre IUPAC (1R, 2R, 5R)-6,6-
dimethyl-2-methylidenebicyclo[3.1.1]heptan-3-yl(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate
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Figura 28. Estructura quimica de

(1R, 2R, 5R)-6,6-dimethyl-2-methylidenebicyclo[3.1.1]heptan-3-
yl(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate

Fuente: La autora, 2015

En comparacion con la investigacion realizada de H. scabrum presenté estructuras
moleculares identificadas por hidrolisis dando como resultado el &cido 4

hidroxicinamico y el alcohol cis-pinocarveol (Morocho, 2014).

3.3. Fraccionamiento del extracto de hexano de Hedyosmum strigosum.

Las fracciones del extracto en Hexano, se recolectaron en frascos de 100ml. Se
obtuvieron 240 fracciones, éstas se las uni6 segun el RF, obteniendo 13

subfracciones.

3.3.1. Fracciéon ES062/37.

La reunién de fracciones (20-30) obtenida en proporcion 8:2 fue etiquetada como
ES062/37. Se realiz6 una columna cromatogréfica para purificar dicha fraccién, para
ello se pes6 10g de Silica Gel de fase directa y se sembré 30.7mg de muestra
obtenida, iniciando con una polaridad de hexano 100% hasta 7:3 Hexano: AcOEt. Del
fraccionamiento se obtuvieron 58 fracciones, éstas se las uni6 segun el RF,
obteniendo 3 fracciones. De éstas se empleo la fraccion ES081/45 (0,9mg), la cual

cristalizé en forma de cristales blancos, solubles en CH,Cl,.

El compuesto fue visible en luz 254 y 365nm, donde se observd una mancha oscura,
al ser revelada con acido sulfarico y vainillina al 5% se observé una mancha de color

morado (figura 30).
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Figura 29. CCF fraccion 081/45
proporcién 8:2
Fuente: La autora, 2015

Del analisis de CG-EM (figura 31) y 1H RMN (figura 32) el compuesto ES081/45 fue
identificado como un terpeno de férmula molecular C1,H0Os y una masa molecular de
210g/mol.

La muestra ES081/45 se caracteriz por espectroscopia *H NMR y CG-EM. Los datos

espectrales fueron idénticos a los datos reportados en la literatura (Morocho, 2014).

En la figura 30 se muestra la estructura quimica de la molécula methyl-3,4-

methylenedioxy-5 methoxybenzoate.

~

o

O

N o

o Ny

O

Figura 30. Molécula de la fraccion ES081/45 methyl-3,4-
methylenedioxy-5-methoxybenzoate
Fuente: La autora, 2015
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Figura 31. Espectro de CG-EM de Compuesto ES081/45
Fuente: La autora, 2015

w
N

Figura 32. RMN de compuesto ES081/45
Fuente: La autora, 2015

Las sefales del compuesto son:

'H NMR (400 MHz, CDCL3): 3.89 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 6.06 (s, 2H), 7.21(d, 1H,
J=1,5Hz), 7.33 (d, 1H, J=1.5Hz).
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3.4. Determinacién de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana se realizé por el método de microdilucién en caldo, los
resultados se los ilustra en la tabla 6. Se considera que si un compuesto presenta una
CMI <100ug/ml la actividad antimicrobiana es buena, de 100 a 500ug/ml es moderada,
de 500 a 1000ug/ml es mala y >1000ug/ml es nula. (Holetz et al. 2002).

Tabla 6. Concentracién minima inhibitoria

Concentracién minima inhibitoria (ug/mL)

Extracto/Fraccion Bacterias Hongos
Sa Ef Tm Tr
Hexano 15,62 15,62 - =
Acetato de etilo 15,62 15,62 - -
Metanol - - 2000 500
ES018/13 3,25 3,25 - -
ES081/45 - - - =

Tm: T. mentagrophytes

Tr: T rubrum

Sa: Staphylococcus aureus
Ef: Enterococcus faecalis

Fuente: La autora, 2015

3.4.1. Determinacion de la actividad antifingica.

En la actividad antifngica el extracto de metanol presentd modera actividad
antifngica contra T. rubrum con un valor de 500ug/ml; mientras que, contra T.
mentagrophytes presentd nula actividad antifungica con un valor de 2000ug/ml.

Esta actividad antifungica ha sido reportada en otros estudios de extractos de algunas
plantas de la familia Chlorantaceae.

Segun Kirchner et al. (2010) en su estudio realizado de Hedyosmum brasiliense en
aceite esencial, determinan que su actividad es buena contra los dermatofitos T.

mentagrophytes con un valor de 0,25 pug/mL y T. rubrum con un valor de 0,125 pg/mL.
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3.4.2. Determinacion de la actividad antibacteriana.

En la actividad antibacteriana el extracto de hexano y de acetato de etilo presentaron
buena actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis
con un valor de 15,62ug/ml.

De igual forma la fraccion ES018/13 presentd buena actividad antibacteriana con un
valor de 3,25ug/ml para ambas bacterias gram positivas.

Esta actividad ha sido reportada en otros estudios de actividad antimicrobiana de
extractos de algunas plantas de la familia Chlorantaceae, donde se ha determinado
que poseen una buena actividad contra Staphylococcus aureus, responsable de
infecciones cuténeas invasivas, infecciones metastasicas, toxiinfecciones alimentarias,
ya que estas bacterias evaden los sistemas defensivos de nuestro organismo
(Pahissa, 2009).
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CONCLUSIONES

Del extracto de acetato de etilo se identificaron dos compuestos mediante
hidrolisis, con nombre IUPAC (1R, 2R, 5R)-6,6-dimethyl-2-
methylidenebicyclo[3.1.1]heptan-3-yl(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate, vy
(1R, 2R, 5R)-6,6-dimethyl-2-methylidenebicyclo[3.1.1]heptan-3-yl(2E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoate.

Del extracto de hexano se identifico un terpeno, methyl-3,4-methylenedioxy-5-
methoxybenzoate de formula molecular C;oH;00s y una masa molecular de
210g/mol

Los extractos totales de hexano y de acetato de etilo presentaron buena
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis
con un CMI de 15,625ug/ml. La fraccibn ES018/13 presenté buena actividad
antibacteriana frente a las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis con una CMI de 3,25 pg/mL
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Anexo 1. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de compuesto 018/13

Anexol: Espectro de 1H NMR (400 MHZ, Acetona)
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Anexo 2. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protdn compuesto
021/16

Anexo2: Espectro de 1H NMR (400 MHZ, Acetona)
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Anexo 3. Espectros de *C Resonancia Magnética Nuclear de compuesto 021/16

Anexo 3: Espectro de **C NMR (Acetona)
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Anexo 4. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Compuesto ES081/45

Anexo 4: Espectro de 1H NMR (400 MHZ, Acetona)
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