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Introduccién

7. Stredueccion

“Las plantas medicinales, aliadas de nuestra salud” es una obra destacada y
fecunda, luminosa y enriquecedora, en donde encontramos la recopilacion de
principios activos, antidotos, vacunas y medicamentos para aplicarlos con los
objetivos de curar afecciones, lesiones y enfermedades, tanto fisicas como
psiquicas, o de fortalecer la salud ayudando a su prevencion. (Garrido Montafana, R.
2005)

El conocimiento y utilizacion de las plantas por las sociedades humanas tiene
una larga e interesante historia. Se reconoce que desde siempre las plantas han
complementado diversas necesidades que incluyen tratamientos curativos, practicas
de higiene y embellecimiento y de manera especial en la recuperacién y el
mantenimiento de la salud.

El aprovechamiento por el hombre de las plantas medicinales consta en
numerosos testimonios escritos, pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas.
Las plantas medicinales han sido usadas durante siglos como tratamientos para las
enfermedades humanas, ya que contienen componentes de valor terapéutico.
(Nostro et al., 2000)

El reino vegetal nos provee de verdaderos recursos con que se pueden evitar y
combatir las enfermedades, hallando la actividad farmacolégica de sus principios
activos. Por eso, la Fitoterapia, que es el tratamiento de las enfermedades por medio
de las plantas, ha sido empleada fehacientemente por antiguas civilizaciones, y hoy
se las rescata y valora en toda su extension.

En la actualidad existe un reconocimiento del empleo de fuentes naturales de
medicamentos y en especial de la fitoterapia, justificado en muchos casos por
razones econdmicas, disminucion de efectos téxicos cronicos, muy frecuentes en
sustancias quimicas puras, de sintesis, observandose una marcada tendencia en los
paises desarrollados al retorno del empleo de productos naturales en el tratamiento
de diversas afecciones. En lo que se destaca el importante papel de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), en cuanto a la utilizacion de la fitoterapia dentro de los
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Introduccién

programas de salud de los distintos paises, a través de la validacién de efectos
etnobotanicos adjudicados a las plantas desde la existencia de la humanidad.
(Akerele, 1987)

El conocimiento de la bioactividad de las plantas ha sido acumulado por la
experimentacion durante siglos por las personas que viven en asociacion intima con
su entorno. Por lo tanto, la investigacion étnico-dirigida es muy util en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos naturales. (Cox & Balick, 1994;
Heinrich & Gibbons, 2001)

Por siglos, muchas drogas fueron obtenidas exclusivamente de las plantas
medicinales, con adecuadas técnicas quimicas, se pudieron aislar e identificar los
componentes activos, muchos de los cuales, a su tiempo, fueron sintetizados.

A través de estudios recopilados, se obtuvieron conocimientos
etnofarmacoldgicos, botanicos, endo y exo-morfolégicos, fitoquimicos y el
correspondiente uso de cada una de las plantas analizadas.

Las plantas medicinales han sido y hoy son objeto de intensas investigaciones
debido a su potencial como fuentes de farmacos o como compuestos principales en
el desarrollo de medicamentos. (Cordell et al., 1991)

La busqueda de nuevas moléculas ha tomado una ruta ligeramente diferente,
donde la ciencia de la etnobotanica y etnofarmacognosia estan siendo rescatada
como guia para dirigir la busqueda de nuevas fuentes de compuestos noveles
(Gurib-Fakim, 2006). Los productos naturales derivados de plantas son una gran
promesa para el descubrimiento y desarrollo de nuevos productos farmacéuticos
(McChesney et al. 2007) en donde las plantas son la materia prima utilizada para la
extraccion de principios activos para la elaboracion de farmacos.

Por tal motivo, las industrias farmacéuticas han sido y continuaran siendo
beneficiadas por los conocimientos populares sobre el uso de las plantas
medicinales. Entre 1981 y 2006, se demostré que el 50% de los medicamentos
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration), directa o indirectamente
derivaron de los productos naturales. (Veiga et al., 2005)

En el area farmacéutica, las plantas y los extractos vegetales continuan siendo

de gran importancia en vista a la utilizacién de las sustancias activas como prototipos
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para el desarrollo de farmacos (que son sustancias activas aisladas) y como fuente
de materias primas farmacéuticas (productos utilizados en la formulacion del
farmaco), o incluso los medicamentos disefiados exclusivamente a base de extractos
vegetales: los medicamentos herbarios. (Schenkel et al., 2001)

Alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza las plantas para el cuidado
primario de salud (Farnsworth & Soejarto, 1991). Cerca de 50.000 especies de
plantas superiores se usan para fines medicinales. Se registran usos en
alimentacién, limpieza, cuidados personales y en perfumeria. (Bisset, 1994)

La expansion en la demanda por los medicamentos a base de plantas fue
creciendo mundialmente. En los paises desarrollados, la principal motivacion fue por
una alternativa mas saludable o menos agresiva de tratamientos sin efectos
colaterales a diferencia de los provocados por los medicamentos de sintesis (Klein et
al., 2009). En Europa, América del Norte y Asia, cada vez es mayor, estimandose un
incremento entre el 8 y el 15% por afo (Grunwald & Battel, 1996). En Japdn, 60 -
70% de médicos alopaticos prescriben plantas medicinales para sus pacientes, y en
China, un 40% de la poblacion las consumen. El 48% de los habitantes de Australia,
el 70% en Canada, el 42% en USA, 38% en Bélgica y 75% en Francia emplean las
plantas medicinales para diferentes patologias. En Latino América, la eleccion por las
plantas medicinales ha ido en alza. (Shanley & Luz, 2003)

En el 2011, el mercado mundial de fitoterapicos factur6 US$ 26 billones,
aproximadamente el 3.2% de la cifra global relativa a la comercializacion de
medicamentos en el mismo afio. EI mayor mercado se encuentra en Europa (30%),
siendo Alemania el pais que consume la mitad de los extractos vegetales
comercializados en toda Europa porque el 70% de los médicos en clinica general
prescriben las recetas a base de hierbas (Blumentahl, 1998). Contradictoriamente,
apenas el 5% referente al ano 2011 pertenece a América Latina, que cuenta con
siete paises de elevada biodiversidad (Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
México, Panama y Peru). Por ejemplo, el mercado especifico de fitoterapicos en
Brasil obtuvo un movimiento en ese mismo afio de R$ 1.1 billones. (Castro et al.,
2016)
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Argentina es uno de los 25 paises que presenta un sustancioso aporte de
plantas medicinales debido a su riqueza de especies y endemismo (Caldecott et al.,
1996; Zuloaga et al., 2008). Con una rica flora endémica, Argentina tiene 9938
especies (Zuloaga et al., 2008) distribuidas en 274 familias. Por lo tanto, el potencial
para el desarrollo farmacéutico es considerablemente alto. Plantae Diaphoricae
(Hieronymus, 1882) fue el primer trabajo cientifico en plantas medicinales en
Argentina; desde entonces, investigaciones en medicina folklérica han provisto una
valuable informacion desde diferentes regiones.

El interés con respecto a la historia, tradicion y folklore de las plantas
medicinales, avalado por las investigaciones cientificas con respecto a sus principios
activos, accion biolégica y sus usos medicinales, es el despertar de este trabajo.

En el género Eugenia encontramos marcadas actividades bioldgicas y debido a
su vasta actividad farmacolégica, fue elegida Eugenia uniflora L. perteneciente a la
familia Myrtaceae, para la realizacion de este trabajo de tesis. En la seleccion de
dicha especie se tuvo en cuenta el aspecto quimiotaxondmico-filogenético y
etnofarmacoldgico.

Asimismo, existe un interés creciente en el tratamiento de enfermedades
causadas por microorganismos (Austin et al., 1999). Los efectos medicinales
beneficiosos de los vegetales, tipicamente resultan de productos secundarios
presentes en la planta. (Kaufman et al., 1999)

En el desarrollo cientifico, en el mundo actual, es de fundamental importancia
contar con un aliado en la lucha contra gérmenes productores de diversas
enfermedades y ademas disminuir los efectos adversos producidos por los
medicamentos de sintesis. Por tal motivo y con el objetivo de poder aportar una

herramienta mas al beneficio de la salud, se ha realizado el presente trabajo.
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1.1. Breve Historia de las Plantas Medicinales

El uso de las plantas en la historia del hombre, se remonta a los albores de la
humanidad. EI hombre primitivo descubrié en las plantas no solo una fuente de
alimento importante sino también una cura de los males que lo aquejaban. Desde
entonces, las plantas fueron adquiriendo, segun sus usos, algunas connotaciones
magicas segun el poder que tuvieran de paliar algun dolor o enfermedad corporal
siendo muchas utilizadas en ceremonias religiosas y ritos funebres en todas las
civilizaciones.

Antiguamente la busqueda a la solucién de las enfermedades estaba enfocada
en el estudio a la naturaleza que los rodeaba. Las plantas fueron las primeras
medicinas utilizadas en forma empirica para la cura de enfermedades que padecia el
hombre; y en su uso, diferenciaron las que curaban de las que mataban, y dicho
conocimiento empirico fue transmitido oralmente de generacion a generacion. Al
desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro como soporte de la misma se
comenzaron a registrar estos conocimientos, convirtiendose los mismos en
patrimonio de las distintas culturas las cuales han atravesado la historia de la
humanidad hasta nuestros dias.

Nuestros antepasados tenian a su disposicidén las plantas de su entorno, y de
muchas de ellas conocian sus propiedades curativas; los tratados antiguos de
medicina natural confirman esto. Cada pueblo poseia un rico folklore relacionado a
las plantas, las cuales eran recogidas y usadas para curar sus enfermedades.

El estudio de las plantas medicinales se remonta practicamente al principio de
la evolucion del hombre sobre la tierra. EI hombre prehistérico observaba el
comportamiento instintivo de los animales a la hora de restaurar sus heridas o paliar
sus enfermedades. En su continuo deambular pudo observar que ciertas especies
resultaban aptas para el consumo alimenticio y otras eran toxicas. Dichas
observaciones dieron origen al proceso intuitivo que caracterizé al hombre primitivo y
que permiti6 al mismo ensayar con diversas plantas a efectos de discernir cuales
poseian efectos medicinales y cuales no.

En la Biblia se describen aproximadamente 200 plantas de uso medicinal y

ademas sus aplicaciones; entre las especies citadas se encuentran: “aloe”
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(Sal.45:8;), “hisopo” (Jn.19:29), “incienso” (Jer.6:20), “lino” (Gn.41:42), “lirio”
(Mt.6:28), “mandragora” (Gn.30:14-16), “menta” (Mt.23:23), “mirra” (Gn.37:25),
“mostaza” (Lc.17:6), “olivo” (Ex.23:11), “ruda” (Lc.11:42), “centeno” (Ex 9:32),
“‘palmera” (Sal.92:13), “casia”, “canela”, “nardo” (Mt.26:6-13), “tejo” (Job.20:16),
“acacia” (Ex. 25:5). Los israelitas hacian uso de perfumes y de 6leos perfumados,
para el cuidado de cabellos y cuerpo. Las plantas aromaticas se llevaban en
saquitos, se pulverizaban o quemaban. La esencia aromatica, obtenida por
destilacién, se colocaba en cajitas que se colgaban de la cintura, mezclada con
aceite, y en ocasiones se usaban como unguentos. El “alée”, la “casia”, la “canela”, la
“mirra”, el “incienso”, el “nardo”, bien cultivados en el valle del Jordan, servian como
base para los perfumes (Ratera, 1980).

Los primeros herbolarios datan de la época de los asirios, los babilonios y los
fenicios y son una recopilacion de los conocimientos de la época sobre las
propiedades curativas de las plantas. Para la medicina antigua, el reino vegetal era
una fuente muy importante en la obtencion de remedios, cuya aplicacion se
relacionaba con las creencias y tradiciones de los diversos pueblos de Sumeria,
Egipto, China, India, Persia, Caldea, Asiria, etc.

Uno de los manuales de medicina mas antiguo que se conoce fue escrito hacia
el final del tercer milenio antes de Jesucristo, y se hallé enterrado entre las ruinas de
Nippur, desde hacia mas de 4.000 afnos. Este manual consiste en una tableta de
arcilla de cerca de 16 cm de largo por 9.5 cm de ancho en el que se habia inscripto,
con caracteres cuneiformes, los nombres de una docena de remedios mas usados.

Se empleaban sustancias obtenidas de “abeto”, “higuera”, “mirto”, “peral” y “tomillo”.
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Fig. 1-1: Tableta de arcilla en ruinas de Nippur
(https://trinityatierra.files.wordpress.com/2010/02/annu2.jpg ?w=285&h=385)

También los papiros hallados en el antiguo Egipto, son documentos muy
valiosos para estudiar la historia del arte de curar. Entre ellos, el Papiro de Ebers
(1500 a. de J. C.), el Papiro de Kahun (1900 a. de J. C.) y otros, contienen
instrucciones terapéuticas, recetas, conjuros magicos y otras indicaciones. Los
vegetales mas utilizados eran la “acacia’, “amapola”, “heno griego”, “azafran’,

” o« ” o« ” o« ” o«

“casia”, “comino”, “coriandro”, “eneldo”, “pepino” y “ricino”. (Ratera, 1980).
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Fig. 1-2: Papiro de Ebers

Introduccién

(http://www.cardenashistoriamedicina.net/images/3-7-papitos-smith.jpg)

Fig. 1-3: Papiros de Kahun

(http://1.bp.blogspot.com/XzTNdvwSWD8/Uk2z3I19btI/AAAAAAAAACE/4wI93ny _sml/s1600/p

apirodekahun.jpg)
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En China, desde tiempos remotos, emplearon en medicina diversas plantas
medicinales como “aconito”, “ginseng”, “granado”, “jengibre” y “ruibarbo”. El
emperador Shen Nung, considerado el dios de la medicina china, es autor de un
valioso libro sobre medicina en el que se encuentran mencionadas muchas especies
de plantas.

La medicina asirio-babilonica, empled alrededor de 250 especies de vegetales,
entre ellos: “aloe”, “amapola”, “belladona”, “cardamomo”, “granado”, “menta”. Se
encontraron mas de 800 planchas o tabletas meédicas escritas con indicaciones sobre
remedios y plantas medicinales, destinados a curar las mas diversas enfermedades.

En la antigua Grecia se encontraron tablilas de arcilla donde se dejaba
constancia del empleo de ciertas yerbas medicinales como “ajenjo”, “anis”, “lirio de
Florencia”, “menta” y otras. Homero (alrededor del S. VIII antes de J.C.) hace
referencia a diversas especies vegetales. Hipdcrates (460 - 357 a. de J.C.), el Padre
de la medicina griega, en sus trabajos menciona a la “cicuta”, “eléboro negro”,
“pastinaca” y otras plantas. Sécrates (470 - 401 a. de J. C.), principe de los filésofos
de Atenas, murié heroicamente por la accion de la “cicuta”. Ademas, Aristoteles (384
- 322 a. de J.C.) y Teofrasto (372-287 a. de J.C.), en sus escritos nombran diversos
vegetales medicinales. Galeno (131 - 201 después de J.C.), médico y filésofo griego,
dejo mas de 100 obras con referencia a plantas medicinales.

En Roma, se destacan Catén el Censor (234 - 149 a. de J. C.), quien escribiod
una obra titulada “De re rustica”, donde nombra al “esparrago”, “granado”, “higuera”,
“‘membrillero” y “olivo”, entre otras plantas. Otro escritor célebre es Plinio el Viejo o el
naturalista (23 - 79 después de J.C.); escribié una Historia Natural en 37 tomos en
los cuales en los libros 21 a 28 se ocupa de la Materia Médica y hace referencia a
diversas plantas. Dioscérides (Siglo |), médico cirujano del emperador Neroén, es
autor de una importante obra: “De Materia Médica” en donde se hace referencia a
numerosas plantas medicinales, indicando las enfermedades que curaban, lugar
donde se podian encontrar, manera de emplearlas, indicaciones sobre las

enfermedades, etc. Los romanos conocian y empleaban: “acanto”, “apio”, “asafétida”,
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“‘eneldo”, “euforbio”, “lupulo”, “perejil” y otras plantas.
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Fig. 1-4: Dioscorides, “De Materia Médica”
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/52/Dioscorides_De_Materia_Medi
ca_Byzantium_15th_century.jpg/220pxDioscorides_De Materia_Medica_Byzantium_15th_ce

ntury.jpg)

Desde el antiguo Egipto, todas las religiones de Oriente, América y Europa
utilizaron las plantas con fines médicos, terapéuticos y religiosos que pasaron a
nuestra Farmacopea actual como base de muchas medicinas.

Respecto al empleo medicinal de las plantas por parte de las antiguas
civilizaciones, se han encontrado varios testimonios a través de expediciones
arqueoldgicas, como la producida en el afio 1975 en las paredes de una gruta
perteneciente a una lejana region del sur de Asia, que fuera habitada hace unos
sesenta mil afios aproximadamente (Paleolitico medio superior) por el hombre de
Neanderthal. En ella se encontraron dibujos y grabados de plantas, hojas y érganos

humanos en clara alusion a una correspondencia terapéutica.
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Fig. 1-5: Grabado neandertal en cueva de Gibraltar
(http://staticf5a.lavozdelinterior.com.ar/sites/default/files/styles/landscape 1008 566/public/n
ota_periodistica/Gibraltar.jpg)

En China se utilizaban las plantas medicinales en el afo 5000 a.C. Un buen
ejemplo es el libro Pen Tsao que recoge el estudio de mas de 300 plantas; en él se
describen 365 plantas clasificadas segun su grado de importancia, frecuencia de

administracioén, y/ o grado de toxicidad.

Fig. 1-6: “La Farmacopea de Shen Nung” (Shen Nung Pen Tsao Ching)
(http://www.masajes-xiaoying-madrid.com/blog/wp-content/uploads/2012/04/Shen-Nung-Pen-
Ts%C2%B4ao-Ching.jpg)
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En la India se menciona la utilizacion de las plantas medicinales en el Rig Veda,
uno de los libros sagrados del brahmanismo. En la India el uso de plantas
medicinales, conocido como Ayurveda, nos ha dejado referencias escritas del ano

800 a. C., donde aparecen descriptas unas 800 especies.

Fig. 1-7: “Rig Veda”
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/AtharvaVeda_samhita_page 471 illust
ration.png)

Durante la Edad Media y el Renacimiento se usaban, entre otras, las siguientes
plantas medicinales: “anis”, “digital”, “enebro”, “galanga”, “jengibre”, “lirio comun”,
“‘mercurial” y “ruda”. Los arabes perfeccionaron la destilacion de las plantas
aromaticas, favoreciendo asi el desarrollo de la naciente y rudimentaria Farmacia.

En América, los aztecas conocian muy bien y empleaban diversas plantas
medicinales; entre ellas se destacan: el “agave”, “ciprés de Moctezuma”, “jalapa”,
“liquidambar”, “papaya” y “ulli”. En la medicina peruana, se pueden mencionar a la
‘coca”, “escobilla del Peru”, “guayabo”, “maiz” (“barba de choclo”), “pinco-pinco”,
“piidn”, “quina-quina”, “ratania”, etc.

En Argentina, los guaranies, comechingones, araucanos, etc., conocian y

empleaban diversas plantas para curar sus dolencias. Entre ellas, podemos citar el
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“ambay”, “canelo”, caven”, “notro”, “palo pichi”, “padil”, “pehuén”, “pichi” y “romaza”.
(Ratera, 1980).

La capacidad de un medicamento en base de hierbas, para afectar al
organismo depende de sus componentes quimicos. Los cientificos comenzaron a
extraer y aislar sustancias quimicas de las plantas en el siglo XVIIl. Luego con el
aporte de la quimica, fisica y biologia se estudiaron diversas drogas vegetales y una
vez bien conocido su principio activo, se pudieron obtener en algunos casos la

sintesis de las mismas.

Fig. 1-8: Farmacéutico preparando hierbas medicinales, a principios del S. XVI
(segun Ortus Sanitatis - Strassburg, 1517). Tomado del Brooklyn Botanic Garden Record,
vol. XXXII (3), 1943.
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1.2. Busqueda de nuevos antimicrobianos derivados de plantas.

Los antibioticos contribuyen al bienestar de la vida ya que actuan mejorando la
salud pero, el uso inadecuado de los mismos ha traido consigo importantes
problemas sanitarios con la aparicion y desarrollo de las resistencias bacterianas.

En los ultimos afos, el uso y el abuso de los antimicrobianos ha incrementado
el numero y los tipos de microorganismos resistentes. En consecuencia, muchas
enfermedades infecciosas podrian volverse incontrolables. Con el crecimiento del
comercio mundial y los viajes internacionales, los microorganismos resistentes
pueden propagarse rapidamente a cualquier parte del mundo
(https://cdcnuestrapagina.wordpress.com/2013/04/07/uso-indiscrimado-deanti-
bioticos/).

El objetivo de la busqueda de un nuevo agente antimicrobiano es elegir uno con
actividad selectiva para el/los microorganismos infectantes, y que presente la minima
capacidad de producir reacciones toxicas en el paciente.

La evoluciéon y desarrollo de las enfermedades infecciosas, las cuales
prevalecen e inciden mayoritariamente en la poblacion subdesarrollada, ha hecho
evidente la necesidad de encontrar nuevas sustancias antimicrobianas para tratar
tales infecciones (Becker et al., 2006). Debido al uso indiscriminado que se les ha
dado a las sustancias antimicrobianas, los microorganismos se defienden y
adquieren resistencia (Mufioz et al., 2004).

En general, la multi-resistencia puede ser el resultado del uso indiscriminado de
antibidticos comerciales comunmente utilizados para tratar las enfermedades
infecciosas. Esta situacion, asi como la aparicién de efectos indeseables de ciertos
antibidticos, ha llevado a los cientificos a investigar nuevas sustancias
antimicrobianas a partir de plantas consideradas popularmente medicinales. Los
ensayos realizados hasta este momento revelan que las plantas representan una

potencial fuente de nuevos agentes antimicrobianos (Zampini et al., 2007).
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La resistencia a los antimicrobianos (o farmaco-resistencia) se produce cuando
los microorganismos, sean bacterias, virus, hongos o parasitos, sufren cambios que
hacen que los medicamentos utilizados para curar las infecciones dejen de ser
eficaces. Es consecuencia de la capacidad de ciertos microorganismos (por ejemplo,
bacterias y virus) de modificarse para resistir o neutralizar el efecto de los
medicamentos.

La emergencia de la resistencia bacteriana ha generado nuevos intereses en la
busqueda de medicamentos con poder antibacteriano, prueba de ello es el aumento
en los ultimos afos del numero de publicaciones, relacionando productos naturales y
actividad antimicrobiana, centrandose las investigaciones en los productos naturales
como fuentes de moléculas bioactivas (Ramirez, R.; 2013). Actualmente, los datos
sobre la actividad antimicrobiana de numerosas plantas se han confirmado
cientificamente, y van en paralelo con el numero creciente de informes sobre los
microorganismos patogenos resistentes a los agentes antimicrobianos (Silva &
Fernades, 2010).

Hoy se cuenta con evidencia suficiente para colocar a las plantas en un lugar
privilegiado entre las fuentes de moléculas potencialmente activas contra el efecto de
bacterias, virus parasitos y hongos. Los extractos y moléculas derivadas de plantas
han probado ser efectivas en cantidades tan pequefias como lo son los antibiéticos
usados actualmente y algunas mas efectivas porque ademas actuan contra bacterias
multirresistentes. (Ramirez, R.; 2013).

Algunos antecedentes indican que derivados vegetales y extractos de amplio
uso tradicional de origen sudamericano, muestran una fuerte actividad diferencial
contra el Streptococcus pneumoniae, diferentes cepas de Staphylococcus aureus
meticilino-resistente, asi como de bacterias gramnegativas tales como Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcescens.
Ejemplo de estos vegetales y extractos son la “miel” y el “propdleo” de chilca,
“Sangre de Drago” en Brasil, “Umo” y “Quillay” en Chile, “Clusia” en Cuba,
“Sabadilla” y “Ajo caspi” de Peru, y en Argentina la “Retamilla”, “Jarilla macho” y
“Jarilla hembra” (Bussmann et al., 2010; Salomao et al., 2008; Sherlock et al., 2010;
Silva et al., 2009).
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También se ha constatado la actividad sinérgica, junto a antibidticos
tradicionales, de extractos de “Guayaba de Guinea”, “Cacho de cabra” y “Cariaquito”
contra cepas de Staphylococcus aureus meticilino-resistente. Antibidticos como la
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico y ciprofloxacina, aumentaron en ocho veces
su efectividad y disminuyeron su CIM (Concentracion Inhibitoria Minima), lo que
habla de su mayor potencialidad y seguridad en la administracion (Cruz-Carrillo et al.,
2010; Gomes et al., 2012).Todos estos antecedentes dan cuenta de la gran bateria
de compuestos organicos (alcaloides, terpenoides, flavonas, flavonoides, quinonas)
que se han identificado y caracterizado desde las plantas (Orrego Escobar et al.,
2013).

Diversas familias botanicas nos proporcionan un abanico de actividades
biolégicas, entre ellas, microbioloégicas. Los compuestos quimicos aislados de
distintos érganos de especies vegetales, se detallan en el Apéndice | con sus

referencias.
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Eugenia unﬂom L.

2.1. Clasificacién taxonémica ")

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Myrtaceae Juss.

Género: Eugenia L.

2.2. Caracteristicas de la familia

Familia Myrtaceae

Arboles, arbustos o subarbustos, aromaticos, de follaje cominmente persistente.
Hojas simples, enteras, opuestas o alternas, sésiles o pecioladas, Flores actinomorfas,
hermafroditas, solitarias o0 agrupadas en inflorescencias diversas axilares o terminales.
Caliz de 4-6 sépalos, por lo comun persistentes. Pétalos 4-6, alternisépalos, a veces
ausentes, de prefloracion imbricada, libres o unidos. Estambres numerosos, reunidos
frecuentemente en fasciculos, exsertos; filamentos filiformes; anteras bitecas, de
dehiscencia poricida o por hendiduras longitudinales. Ovario infero, uni o plurilocular,
con los léculos uni o pluriovulados; estilo simple. Fruto drupa, baya o capsula. Unas
3.000 especies originarias de las regiones tropicales, alcanzando algunas a las zonas
templadas. (Dimitri, 1988)

Los géneros mas importantes son: Eucaliptus (500 spp.), Eugenia (400 spp.),
Myrcia (300 spp.), Syzygium (300 spp.), Melaleuca (100 spp.), Psidium (100 spp.).
(Judd et al., 2007; Smith et al., 2004; Stevens, 2008; Wilson et al., 2005)

(1) Missouri Botanical Garden: http://www.tropicos.org/
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Fig. 2-1: Familia Myrtaceae: Diferentes especies y érganos.

A, a, a’, Psidium guajava; B, Blepharocalyx tweediei; C, D, Feijoa sellowiana; d, fruto; E,

Eugenia pungens; F, Hexaclamis edulis; h, fruto; H, E. uniflora; f, fruto; G, g, g°, g”, Tristania
conferta; |, Callistemon rigidus; J, j, Melaleuca hypericifolia; K, Myrtus communis. (Dimitri, 1988)
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2.2.1. Clave de los géneros

A. Fruta una drupa o una baya.
B. Ovario 1-3 locular.

C. Pétalos libres entre si.

D. Hojas trinervadas longitudinalmente ....................oooine.

DD. Hojas penninervadas.

E. Corolaroja. Estambres 4-8 ...

EE. Corola generalmente blanca.

F. Embrién con los cotiledones muy pequefos.

G. Flores solitarias, axilares. Frutos negros o blancos ...

GG. Flores dispuestas en dicasios.

Frutos rojos 0 purplreos .........covvvvvviiieineinnnnnnnnn

FF. Embrion con los cotiledones grandes.

G. Radicula mas o menos igual a los cotiledones ...........

GG. Radicula mucho mas corta que los cotiledones.

H. Sépalos o pétalos generalmente 4 .......................
HH. Sépalos o pétalos 5-6 ...,

CC. Pétalos unidos entre si, formando un capuchén caedizo .........

BB. Ovario 4-plurilocular.

C. Estambres rectos dentro del botdn floral.

Hojas densamente tormentosa en la cara inferior ...................

CC. Estambres comunmente doblados dentro del botdn floral.

D. Semillas con la testa o cuticula dura, cérnea ......................

DD. Semillas con la testa o cuticula membranacea.

E. Sépalos libres en el botén floral ...l

EE. Sépalos concrescentes en el boton floral, rasgandose

desigualmente al abrirse laflor...................oooiin.

AA. Fruto una capsula.

B. Flores dispuestas en espigas densas, generalmente cilindricas.

C. Estambres libres.

D. Sépalos Caedizos .......oeoviriiiiiiie
DD. Sépalos persistentes ...........coviiiiiiiiii

CC. Estambres reunidos en fasciculos .........oooeeiieeiiiieiiieiinn,

Eugenia unﬂom L.

1. Rhodomyrtus

2. Myrrhinium

3. Myrtus

4. Blepharocalyx
5.Myrceugenella
6. Eugenia

7. Hexachlamis

8. Syzygium

10. Psidium
11.Campomanesia

12. Britoa

13. Callistemon
14. Kunzea

15. Melaleuca
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BB. Flores no dispuestas en espigas cilindricas.
B. Flores con el pimpollo cubierto por una caliptra o capuchén, que se
desprende ala antesis .......coooiiiiiiiiiii i
CC. Flores provistas de pétalos normales, sin caliptra.
D. Caliz con 4-5 costillas y dientes prominentes ......................

DD. Caliz desprovisto de costillas y dientes prominentes ......

2.2.2. Clave de las especies

A. Hojas terminadas en un mucrén punzante. Fruto negro-violaceo ............
AA. Hojas no terminadas en un mucron punzante.
B.Caliz protegido por dos bractéolas acorazonadas de mas o
menos 1 cm. de didmetro ...
BB. Caliz no protegido por bractéolas acorazonadas.
C. Flores dispuestas en panojas o dicasios trifloros.
D. Flores dispuestas en dicasios trifloros, a veces solitarias
DD. Flores dispuestas en panojas axilares o terminales.
Fruto rojo, mas o menos de 2 cm. de diametro .............
CC. Flores solitarias o en fasciculos 2-3-floros.
D. Hojas muy glaucas, especialmente en la cara inferior.
Frutos no mayoresde 1cm.delargo .................o.ooe..
DD. Hojas sin los caracteres precedentes. Fruto mayor de 1
CM.delargo......coooie i
E. Fruto surcado longitudinalmente, rojo
EE. Fruto no surcado longitudinalmente, de mas o menos

20m. de diAMEetro .....oooi

Eugenia unﬂom L.

16. Eucalyptus

17. Angophora

18. Tristania

1. E. pungens

2. E. involucrata

3. E. pyriformis

4. E. paniculata

5.E. glaucescens

6. E. uniflora

7. E. mato
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2.3. Nombre Cientifico ('

Eugenia uniflora L.

Sinénimos: M

Eugenia brasiliana (L.) Aubl.
Eugenia costata Cambess.
Eugenia indica Nicheli

Eugenia lacustris Barb. Rodr.
Eugenia michelii Lam.

Eugenia microphylla Barb. Rodr.
Eugenia parkeriana DC.

Myrtus brasiliana L.

Plinia pedunculata L. f.

Plinia rubra L.

Stenocalyx affinis O. Berg
Stenocalyx brunneus O. Berg
Stenocalyx dasyblastus O. Berg
Stenocalyx glaber O. Berg
Stenocalyx impunctatus O. Berg
Stenocalyx lucidus O. Berg
Stenocalyx michelii (Lam.) O. Berg
Stenocalyx nhampiri Barb. Rodr.
Stenocalyx strigosus O. Berg

Stenocalyx uniflorus (L.) Kausel

() Missouri Botanical Garden: http://www.tropicos.org/
@ Species Plantarum, 1:470, 1753.

Eugenia unﬂom L.
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Eugenia unﬂom L.

2.4. Nombres vulgares:

“Pitanga” y “Nangapiri” (Dimitri, 1988).

También se la llama “arrayan”, “sukesukelét”, “sukesukeli” (coloradito), “taiekok
sukesukelét”, “taiekok”, “sukesukeli” (taiekok = coloradito) en lengua vilela, “taiko”,
“taikok” en toba.

” “* ” “* ” 113

Otras denominaciones son “arrayan colorado”, “arrayan mato”, “cereza”, “morita

del monte”, “arrayan montano”. (Barboza et al., 2009)

2.5. Descripcion de la planta de estudio: Eugenia uniflora L.

Arbusto muy ramificado y globoso, tomando a veces el tamafo y forma de un
arbolito. Hojas opuestas, glabras, subsésiles, aovado-lanceoladas, de 2,5 - 5 cm. de
largo. Flores blancas, de 1-1,5 cm. de diametro, dispuestas en largos pedunculos
axilares unifloros, fasciculados. Baya depreso-globosa, de 2-3 cm. de diametro, rojo o
purpurea, con el pericarpio surcado longitudinalmente, formando costillas redondeadas.
Sudamérica tropical, Argentina. Ornamental, frutal y medicinal. Se reproduce por
semillas. (Dimitri, 1988)

Habito: Arbusto o arbol (Perenne) ®
Estado: Nativa ©

Elevaciéon (m's. m.): Altura Min. O - Altura Max. 1500 ©

@) Catalogo de las Plantas Vasculares — Flora del Cono Sur (http://www.darwin.edu.ar).
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Eugenia unﬂom L.

(http://www.arbolesornamentales.es/Eugeniauniflo.jpg)
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Fig. 2-3: Hojas de Eugenia uniflora
(http://www.darwin.edu.ar/Imagenesliris/Eugenia%20unifloraFoto%20Grau%20(4).JPG)
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Eugenia unﬂom L.

Fig. 2-4: Frutos de Eugenia uniflora
(http://www.tropicos.org/Image/47017)

Eugenia uniflora
Myrtaceae
®G.D. Car

Fig. 2-5: Flores de Eugenia uniflora
(http://www.growables.org/information/TropicalFruit/images/SurinamCherry2_000.jpg)
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Eugenia unﬂom L.
2.6. Fitogeografia.

Distribucidon geografica de la Familia Myrtaceae: ampliamente distribuida, pero
con mayor diversidad en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. (Judd et al.,
2007; Smith et al., 2004; Stevens, 2010; Wilson et al., 2005)
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Fig. 2-6: Distribucion mundial de la Familia Myrtaceae
(http://www.thecompositaehut.com/www _tch/images/webcurso_spv/mapas/myrtaceae.jpg)

Distribucion geografica de Eugenia uniflora L. en el continente
americano:"?

Se encuentra en Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Bolivia, Colombia,
Venezuela, Guayana Francesa, Guyana, El Salvador, en la regién del Caribe, Costa
Rica, Guatemala, Honduras, Surinam, México, Panama, Estados Unidos.

En Brasil se localiza en Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Goias, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo. En Paraguay, Alto Paraguay, Amambay, Caaguazu,
Caazapa, Canindeyu, Central, Concepcion, Cordillera, Guaira, Neembucu, Paraguari,
Presidente Hayes, San Pedro y en Uruguay en las localidades de Durazno, Paysandu,
Rivera, Rocha, Salto, Soriano, Tacuarembd, T. y T. Orientales.

En Bolivia crece en Chuquisaca, La Paz, Santa Cruz y Tarija; en Venezuela se

desarrolla en el Distrito Federal.
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Eugenia unﬂom L.

En la zona del Caribe en Barbados, Cuba, Leeward Islands, Puerto Rico, Virgin
Islands y Windward Islands. En El Salvador en las regiones de La Libertad, San
Salvador y Santa Ana. En Panama en Canal Area.

En México, se localiza en Chiapas y en Estados Unidos, en la Florida.
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Eugenia uniflora

Fig. 2-7: Distribucion geografica de Eugenia uniflora L. en el continente

americano.
(http://3.bp.blogspot.com/zTO5Ewkipe0/UBRTiqQW6RI/AAAAAAAAAY g/WXeDtDTnte8/s1600/Eu

genia_uniflora_p.jpg)

™ Missouri Botanical Garden: http://www.tropicos.org/
@) Catalogo de las Plantas Vasculares — Flora del Cono Sur (http://www.darwin.edu.ar).
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Eugenia unﬂom L.

Distribucion geografica de Eugenia uniflora L. en Argentina

En Argentina se encuentra en Catamarca, Chaco, Corrientes, Entre Rios,
Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fe y Tucuman.
En Misiones en las localidades de Apodstoles, Cainguas, Candelaria, lguazu, M.

Belgrano, San Ignacio, San Javier, San Martin y San Pedro.

BOLIVIA

e APN

ua
! Administracion de Parques Nacionales
. PARAGUAY | Sistema de Informacién de Biodiversidad

PN Rio Pilcomayo
‘ /PN Iguazu

Wy
3 UR’UGUAY{>/ Eugenia
o7 uniflora

b Argentina

Referencias

A Areas protegidas
con presencia registrada
SIB 2009

72 Dimitri et al., 2000

SR
500 250 O 500
e — 1Km ANTARTIDA ARGENTINA

Fig. 2-8: Distribucién geografica de Eugenia uniflora L. en Argentina
(http://www.sib.gov.ar/archivos/Eugenia%20uniflora.jpg)

(2) Catélogo de las Plantas Vasculares — Flora del Cono Sur (http://www.darwin.edu.ar)
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Fitoquimica

3.1. Antecedentes quimicos del género Eugenia.

Diversos compuestos quimicos han sido aislados de las distintas especies del

geénero, entre ellas se citan:

En Eugenia caryophyllata Thunb., en el aceite esencial de frutos se identificaron
los siguientes terpenos: B-cariofileno, B-cariofileno éxido, a-humuleno, a-humuleno
epoxido | y eugenol (Zheng et al., 1992). En el extracto de flores, magnolol, berberina,

acido cinamino y acido galico. (Bae et al., 1998)

CHj

B-cariofileno CHs Hy a-humuleno

OH

He? OCH,8
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Fitoquimica
En el aceite esencial de hojas de Eugenia argentea Bedd. Se encuentran en

mayor proporcion tres clases de sesquiterpenos: pf-cariofileno, &-cadineno vy
germacreno D. (Gopan et al., 2011)

CH,
HsC
H
H5;C CH,4 CHj
o-cadineno Germacreno D

En el aceite esencial de hojas de Eugenia acutata Miq., Eugenia candolleana DC.

y Eugenia copacabanensis Kiaersk. predominaron los alcoholes guaiol, epi-cubenol y
cadinol. (Nakamura et al., 2010)

CH
° CH,
OH
H4C
H;C
CHs
HC  bH H,C CHg
Guaiol epi-cubenol
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El trans-2-hexenal, a-pineno, a-copaeno, (-cariofileno, a-humuleno, &-cadineno,

trans-nerolidol, torreyol y linalol fueron los compuestos mayoritarios de Eugenia austin-

smithii Standl., Eugenia cartagensis O. Berg, Eugenia haberi Barrie, Eugenia

monteverdensis Barrie y Eugenia zuchowskiae Barrie. (Cole et al., 2007)

H;C

o) N CHs =

H H

CHs

trans-2-hexenal a-pineno

CHs
HO CH;

CH,

Ct Torreyol

H3C CHs  trans-nerolidol
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HsC OH

CH,

H;C CHj
Linalol

En el extracto etandlico de hojas de Eugenia brasiliensis Lam. se aislaron tres

acidos triterpénicos mono-hidroxilados: oleandlico, ursélico y betulinico. (Frighetto et al.,

2005)

HO

T

CH3

Acido oleandlico
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HO

H5;C CHj

Acido betulinico

En el aceite esencial de hojas de Eugenia pitanga (O. Berg) Kiaersk. fueron

caracterizados (E)-B-ocimeno, espatulenol, globulol, germacreno D y biciclogermacreno.
(Apel et al., 2004)
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CH, 3

H3C

Biciclogermacreno

Monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados se encontraron en el aceite esencial
de hojas de Eugenia dysenterica DC., entre ellos: a-terpineol, limoneno, a-thujeno vy
sabineno. (Costa et al., 2000)
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s CHs

Hs H,C CH,
a-terpineol Limoneno
CHs CHs
H3C
HsC
CH3 CH2
a-thujeno Sabineno

El acetato de bornilo se hallé en Eugenia octopleura Krug & Urb. (Santana Tenorio
et al., 2011)

Acetato de bornilo
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3.2. Antecedentes quimicos de Eugenia uniflora L.

En el aceite esencial de hojas, obtenido por hidrodestilacion, se aislaron
compuestos en su mayoria monoterpenos y sesquiterpenos, entre ellos: S-elemeno, G-
cariofileno, curzereno, germacreno B, selina-1,3,7 (11)-trien-8-ona, germacrona, selina-
1,3,7 (11)-trien-8-ona epoxido los cuales se encuentran en mayor proporcion.
(Weyerstahl et al., 1988)

Entre otros constituyentes quimicos encontrados fueron: a-thujeno, a-pineno,
mirceno, a-felandreno, 6-2-careno, a-terpineno, silvestreno, Z-B-ocimeno, E-B-ocimeno,
y-terpineno, terpinoleno, linalol, geranato de metilo, 6-elemeno, isoledene, a-copaeno,
a-gurjunene, y-elemene, aromadendreno, a-humulene, germacreno D, B-selineno, o-
selineno, germacreno A, y-cadineno, &-cadineno, a-cadineno, selina-3,7(11)-dieno,
ledol, espatulenol, globulol, guaiol, a-cadinol, 7-epi-a-eudesmol (Gallucci et al., 2010);
thujopsene-2a-ol, 14-hydroxy-9-epi-(E)-cariofileno, nootkatol (Costa et al., 2010);
atractylona, 3-furanoeudesmeno (Amorim et al., 2009); furanodieno (Chang et al.,
2011); selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 6xido (Kanazawa et al., 2000; Novack Victoria et al.,
2012); furanoelemeno (Weyerstahl et al., 1988); isofuranodieno (Rucker et al., 1971);

nerolidol. (Henriques et al., 1993)
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En extracto acuoso de hojas de Eugenia uniflora L. se lograron separar alcaloides
como uniflorine A [(-)-(1S, 2R, 6S,7R, 8R, 8aR)-1,2,6,7,8-pentahidroxiindolizidina],
uniflorine B [(+)-(1S, 2R, 5R, 7R, 8S, 8aS)-1,2,5,7,8-pentahidroxiindolizidina] y (+)-(3q,
4q, 5B)-1-methylpiperidine-3, 4, 5-triol. (Matsumura et al., 2000)
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Los flavonoides como quercetina y miricetina fueron hallados en el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Eugenia uniflora L. (Rattmann et al., 2012)

OH OH

OH OH

HO o} HO o
OH

OH OH
OH O OH (@]
. Miricetina
Quercetina

En el extracto metandlico de hojas, se aislaron un esterol (B-sitosterol), triterpenos

(acido betulinico y centellésido C) y flavonoides (miricetrina, miricetin 3-O-B-D-
glucopiranésido). (Samy et al., 2014)
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Farmacologia

4.1. Antecedentes farmacolégicos del género Eugenia.

Entre las diferentes actividades bioldgicas evaluadas en las diversas especies del

geénero Eugenia, podemos destacar:

¢ En Eugenia caryophyllata Thunb. se ha estudiado el aceite esencial exhibiendo
actividad anticonvulsiva contra ataques tonicos inducidos por MES (Pourgholami et
al.,, 1999). En la misma especie, el extracto de flores demostrd ser activo contra la
bacteria Helicobacter pylori. (Bae et al., 1998)

Se determinaron propiedades antioxidantes a través de sistemas generadores
de radicales libres, en donde fue comprobada la proteccién contra la peroxidacion
enzimatica y no-enzimatica lipidica en membranas microsomales de ratas en el extracto
metandlico de Eugenia caryophyllata (Velazquez et al., 2003). La misma actividad fue
comprobada en el aceite esencial de frutos. (Gulgin et al., 2004)

El acido oleandlico, aislado de frutos de Eugenia caryophyllata, demostré tener
actividades anticolinesterolémica, anti-hepatotoxica, antioxidante,
antiinflamatoria, antifungica, antibiotica; el eugenol, utilizado en perfumeria como
aromatizante de alimentos y cigarrillos, como anestésico en tratamientos odontolégicos
ademas posee propiedades antioxidante, hepatoprotectora y antinefrotoxica
(Kelecom et al., 2002), antibacteriana y antifungica. (Singh et al., 2012)

El aceite esencial de frutos demostré propiedad acaricida contra Psoroptes
cuniculi (Fichi et al., 2007). Los terpenos como B-cariofileno, B-cariofileno o6xido, a-
humuleno, a-humuleno epoxido | encontrados en el mismo, evidenciaron actividad
significante como inductores de la enzima detoxicante glutatione S-transferasa en el
higado del raton (Zheng et al, 1992) ademas de tener propiedades
anticarcinogénicas. (Singh et al., 2012)

¢ El aceite esencial de hojas de Eugenia candolleana DC. exhibié propiedad
antiinflamatoria. (Guimaraes et al., 2009)
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¢ Estudios del extracto de éter de petréleo de hojas de Eugenia chlorantha Duthi
demostraron que el mismo presentaba actividad citotéxica contra la linea celular de
linfoblasto T de leucemia. (Susidarti et al., 2007)

¢ El extracto etandlico de hojas de Eugenia dysenterica DC. manifestd actividad
antiviral. (Cecilio et al., 2012)

¢ Eugenia jambolana Lam. reveld propiedad antidiabética al ser ensayado el
extracto acuoso de frutos en ratas Wistar (Pepato et al., 2005). También la misma
actividad fue comprobada en la misma especie, pero en el aceite esencial de frutos,
semillas y tallos. (Ayyanar et al., 2012)

La presencia de antocianinas en el extracto metandlico del fruto de Eugenia
jambolana Lam. presentd actividad antioxidante (Camacho Romero et al., 2016);
mientras que la actividad antidiarreica ha sido registrada en el extracto etandlico de
corteza en la especie analoga. (Mukherjee et al., 1998)

¢ Fracciones de acetato de etilo de hojas de Eugenia malaccensis L. mostraron
propiedades antioxidantes (Oliveira Figueirba et al, 2013). En la misma especie,
extractos etandlicos de hojas y tallos manifestaron actividad molusquicida contra
Biomphalaria glabrata y larvicida contra Aedes aegypti. (Marques de Oliveira et al.,
2006)

¢ El extracto metandlico de hojas de Eugenia orbiculata Lam. exhibié actividad
antioxidante in vitro (Neergheen et al., 2006) al igual que el extracto metandlico de
corteza de Eugenia polyantha Wight. (Lelono et al., 2009)

¢ La infusidon realizada de hojas de Eugenia punicifolia (Kunth) DC. evidencio
actividad antioxidante, como asi también produjo la inhibicion enzimatica
relacionada al sindrome metabdlico. Este ultimo se caracteriza por anormalidades
metabdlicas incluyendo factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares como
obesidad, hipertension, hiperglucemia, hipertrigliceridemia y baja lipoproteina de alta
densidad (HDL) en colesterol. (Lopes Galeno et al., 2014)

¢ Triterpenoides aislados del extracto cloroférmico de Eugenia sandwicensis A.
Gray, denotaron una potencial actividad quimiopreventiva anticancerigena. (Gu et
al., 2001)
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¢ El extracto etandlico de hojas de Eugenia winzerlingii Standl. y de tallos de
Eugenia yucatanensis Standl., demostraron actividad antifangica contra Alternaria
tagetica. (Gamboa-Angulo et al., 2008)

¢ Diversas especies del género Eugenia demostraron poseer actividad
antimicrobiana, entre ellas fue estudiado el extracto etandlico de hojas de Eugenia
brasiliensis Lam. el cual presenté actividad contra el bacilo gramnegativo coliforme
Escherichia coli como asi también contra el bacilo gramnegativo no fermentador
Pseudomonas aeruginosa. Fue inactivo frente a Staphylococcus aureus (Coco Gram
positivo - anaerobio facultativo). (Magina et al., 2012)

En los aceites esenciales de hojas de Eugenia brasiliensis Lamarck, Eugenia
beaurepaireana (Kiaerskou) Legrand y Eugenia umbelliflora Berg. fueron estudiadas
sus actividades, los cuales mostraron poseer actividad frente a Staphylococcus aureus.
E. beaurepaireana presentd actividad frente a Pseudomonas aeruginosa, mientras que
E. umbelliflora evidenci6é actividad antimicrobiana frente a esta ultima bacteria Gram
negativa y contra Escherichia coli, inactividad. (Magina et al., 2009)

Por otro lado, las fracciones de un extracto metandlico de hojas de Eugenia
brejoensis Mazine, de ciclohexano, acetato de etilo y n-butanol exhibieron actividad
antibacteriana frente a Bacilus subtilis (bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa), S.
aureus y E. coli. (Azevedo et al., 2012)

En Eugenia caryophyllata Thunb. fueron estudiados los extractos metandlico, de
acetato de etilo y de acetona del fruto, tallo y hojas. Se demostré que tanto en el
extracto metandlico como el de acetona, la actividad frente a Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli fue positiva, donde el extracto de acetato de
etilo demostro ser inactivo frente a las tres bacterias (Keskin et al., 2011). Ademas, fue
evaluado el aceite esencial del fruto de la misma especie, el cual evidencié actividad
positiva contra S. aureus y actividad negativa contra P. aeruginosa (Kloucek et al.,
2012); actividad biolégica frente a S. aureus, E. coliy P. aeruginosa (Nunez et al., 2012)

y actividad antimicrobiana frente a E. coliy S. aureus. (Oussalah et al., 2007)
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En el aceite esencial de tallos, hojas y flores de Eugenia chlorophylla O. Berg, se
manifesto actividad antibacteriana en S. aureus e inactividad tanto en E. coli como en P.
aeruginosa. (Stefanello et al., 2008)

La actividad antimicrobiana del extracto etandlico de hojas de Eugenia jambolana
Lam., fue efectiva frente a Staphylococcus aureus. (Coutinho et al., 2010)

El aceite esencial de hojas de Eugenia rottleriana Wight et Arn. reveld efectiva
actividad antibacteriana tanto para la bacteria Gram-positiva Bacillus cereus como para
la bacteria Gram-negativa Escherichia coli. (Raj et al., 2007)

El extracto metandlico de hojas y frutos de Eugenia umbelliflora O. Berg como asi
también las fracciones de diclorometano y de acetato de etilo provenientes del mismo
extracto, fueron evaluados frente a S. aureus demostrando su efectividad. (Machado et
al., 2005)

4.2. Antecedentes farmacolégicos de Eugenia uniflora L.

La utilizacion de Eugenia uniflora L. en diversas patologias ha sido comprobada
por diversos estudios cientificos. Entre las acciones farmacoldgicas determinadas,
pueden citarse:

Como astringente para el tratamiento de desérdenes digestivos. (Bandoni et
al., 1972)

Los flavonoides presentes en las hojas tienen propiedades inhibitorias de la
xantina oxidasa que confirma su uso en el tratamiento de la gota. Ademas
estudiando la toxicidad del extracto hidroalcohdlico de hojas de E. uniflora no verificaron
toxicidad en dosis de hasta 4,2 g/kg, administradas en ratones, por via oral. La DL50,
por via intraperitoneal fue de 220 mg/kg, en ratones. (Schemeda-Hirschmann et al.,
1987)

Se determind la actividad en decoccion como hipotensora y diurética (Consolini
et al., 1999, 2002; Cirqueira et al., 2005) y en el extracto hidroalcohdlico se comprobd
su actividad vasorrelajante, evaluandose también la actividad antiinflamatoria.
(Schapoval et al., 1994; Wazlawik et al., 1997)
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En el extracto etandlico de hojas se determind la accién antifungica contra
Paracoccidioides brasiliensis, en una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 750 mg.
ml™". (Santos et al., 2004)

En la infusion de hojas de Eugenia uniflora L., se hallaron propiedades
antidiarreicas (Almeida et al., 1995), como asi también en corteza. (Brandelli et al.,
2009)

Se realizaron estudios in vitro de fracciones del extracto etandlico al 70% de hojas
de Eugenia uniflora los cuales demostraron un efecto inhibidor en el incremento del
nivel de triglicéridos y en el nivel de glucosa en plasma. (Arai et al., 1999). El
extracto acuoso de hojas ha sido empleado como un agente antidiabético.
(Matsumura et al., 2000)

En el aceite esencial se observaron propiedades citotéxicas (Ogunwande et al.,
2005) ademas de poseer acciones antineoplasicas, antiepiléptica, contra
enfermedades cardiacas y diabetes (Nobrega de Almeida et al., 2011). En
propiedades cancerigenas, contra el carninoma nasofaringeo. (Lee et al., 2000)

El extracto etandlico de hojas manifestd poseer propiedad hepatopancreas
analizado en pancreas de Oreochromis niloticus L. (Fiuza et al., 2009)

La actividad antinociceptiva e hipotérmica se determinaron en el aceite
esencial de hojas. (Amorim et al., 2009)

El extracto etandlico de hojas exhibi6 propiedades fototéxicas. (Douglas
Coutinho et al., 2010)

El extracto etandlico de frutos fue evaluado in vitro contra Trypanosoma cruzi
demostrando que E. uniflora podria ser una fuente de productos naturales derivados de
plantas con actividad anti-epimastigota y con baja toxicidad. (Santos et al., 2012)

Los flavonoides aislados de frutos de Eugenia uniflora L., comprobaron su
actividad antioxidante (Bonat Celli et al., 2011; Bagetti et al., 2011, Vasconcelos
Costa et al., 2013) como asi también en el extracto etandlico de hojas (Kade et al.,
2008; Martinez-Correa et al., 2011), en el aceite esencial de hojas (Victoria et al., 2012)
y en infusién de hojas. (Velazquez et al., 2003; Oliveira Figueirba et al., 2013)

El aceite esencial de hojas demostré poseer propiedad anti-leishmaniasis. (da

Franca Rodrigues et al., 2013)
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Actividad antimicrobiana

El aceite esencial de hojas, el cual se obtuvo a través de hidrodestilacion
empleando el aparato Clevenger, fue testeado midiendo los diametros de los halos de
inhibicion empleando discos de papel de filtro sobre placa de extracto de malta. Se
emplearon bacterias (Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Serratia marcescens,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) y hongos (Candida albicans, Trichophyton
mentagrophytes y Aspergillus niger). Las bacterias fueron incubadas a 30°C y los
hongos a 25°C.

La mayoria de las muestras fueron inactivas contra Staphylococcus aureus,
Serratia marcescens y Yersinia enterocolitica. La bacteria mas sensible fue
Pseudomonas aeruginosa y el hongo fue Trichophyton mentagrophytes. (Adebajo et al.,
1989)

En extracto hidroalcohdlico de hojas - obtenido a través de extraccion con Soxhlet
- en extracto bencénico de tallos - obtenido por digestion - como en el aceite esencial
de hojas - obtenido mediante hidrodestilacion - fue evaluada la propiedad
antimicrobiana empleando técnicas de dilucidon en agar; observandose actividad
antimicrobiana contra S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli, y Shigella dysenteriae. Los
extractos acuoso y bencénico demostraron accion frente a S. aureus y Escherichia coli,
pero la actividad fue mayor frente a Shigella dysenteriae y menos activo contra S.
aureus. En el aceite esencial se observd menor actividad frente a E. coliy S. aureus
pero fue tan activo como el extracto organico con respecto a Staphylococcus aureus.
Todos los extractos fueron activos frente a E. coli y ninguno contra Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi. (Fadeyit et al., 1989)

El aceite esencial de hojas ademas fue estudiado contra Sarcinea Iutea vy
Mycobacterium phlei, manifestandose una significante actividad biolégica en ambos
microorganismos (El-Shabrawy, 1995). Posteriormente se determiné una actividad
antimicrobiana contra Sarcinea lutea y Mycobacterium phlei como asi también una
marcada actividad antifungica contra Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes
(Kanazawa et al., 2000). Silva et al., 2012, demostraron que el aceite esencial resultd

ser mas activo contra S. aureus que frente a Escherichia coli como asi también fue
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determinada una fuerte actividad contra Staphylococcus aureus (Novack et al., 2012).
Asimismo el aceite esencial de hojas mostrd inhibicidon frente a E. coli, P. aeruginosa,
Serratia marcescens, Streptococcus equi y Staphylococcus epidermidis. (Lago et al.,
2011)

La infusion y decoccién de hojas de E. uniflora, no exhibieron accién
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.
(Schapoval et al.; 1994)

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Eugenia uniflora L. fue empleado para
determinar la actividad antimicrobiana, el cual evidencié una marcada inhibicion del halo
contra Staphylococcus aureus, seguido por Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
(Auricchio & Bacchi, 2001) y una moderada actividad antimicrobiana tanto para
Staphylococcus aureus como para Escherichia coli. (Holetz et al. 2002)

La actividad antimicrobiana también fue revelada en el extracto etandlico crudo y
en fracciones de hojas de Eugenia uniflora L. contra Pseudomonas aeruginosa. Se
determind que el extracto crudo etandlico como asi también las fracciones de acetato
de etilo y de diclorometano fueron efectivas ante la presencia de P. aeruginosa, pero no
en la fraccion hexanica. (Fiuza et al., 2009)

Las propiedades antimicrobianas de la lecitina de las semillas de Eugenia uniflora
L. demostraron inhibicién de crecimiento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella sp. y una moderada inhibicion de crecimiento de Bacillus
subtilis, Streptococcus sp. y Escherichia coli. (Oliveira et al., 2008)

El extracto metandlico de las partes aéreas fue activo contra Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus y Micrococcus luteus (de Souza et al., 2004) y el extracto metandlico de hojas

demostro actividad contra Staphylococcus aureus. (Samy et al., 2014)
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4.3. Usos etnofarmacoloégicos de Eugenia uniflora L.

La tintura de los frutos es utilizada para el tratamiento de la gota y reuma. El

aceite, para desordenes digestivos, eupéptico y carminativo. (Rucker et al., 1977)

En la medicina folklérica de Paraguay la infusion, decocciéon y maceracion de las
hojas se emplean como diurético y antiinflamatorio (Schemeda-Hirschmann et al., 1987;
Schapoval et al., 1994), para el tratamiento de hipercolesterolemia, gota, (Wazlawik et
al.,, 1997), enfermedades digestivas, reuma, tos, fiebre, enfermedades hepaticas,
amigdalitis, dolor de garganta y hemorroides (Schemeda — H, 1988); para tratar la
diabetes y la obesidad (Arai et al., 1999; Matsumura, 2000); como antidiarreico
(Schapoval et al., 1994; Barboza et al., 2009); en edemas. (Cirqueira et al., 2005); en
bronquitis, influenza; para tratar infecciones urinarias y respiratorias y reducir el peso
corporal. Ademas para controlar los niveles de acido urico, astringente, eupéptico como

asi también para hernia y prolapso. (Barboza et al., 2009)

En Uruguay, la infusion de hojas jovenes y el licor alcohdlico constituido con hojas
y frutos, son utilizados para desoérdenes del tracto digestivo. En Mauritius, la infusién
caliente de hojas secas se le da a beber a mujeres adultas como emenagogo y en

Nigeria como febrifugo y antimalarico. (Adebajo et al., 1989)

Los frutos rojos son comestibles y las hojas son usadas en infusiones, solas o
mezcladas con “yerba mate” (llex paraguariensis St. Hil., Aquifoliaceae) como un

agente antihipertensivo en la medicina folklorica. (Amat et al., 1991)
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5.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Para determinar la actividad antimicrobiana de un compuesto, de un extracto, se
pueden realizar distintos tipos de estudios “in vitro” determinando la susceptibilidad de
la muestra a evaluar frente a diversas cepas de microorganismos y en presencia de un
antibidtico el cual se emplea como referencia.

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son igualmente
sensibles 0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que los resultados sean
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de
solubilidad de cada compuesto evaluado. (Rios et al.,, 1988; Vanden Berghe et al.,
1991; Cole, 1994; Hadacek et al., 2000)

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres

grupos principales: Métodos de difusion, Métodos de dilucién y Bioautografia.
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Las técnicas de difusion han sido ampliamente usadas para evaluar extractos de
plantas con actividad antimicrobiana (Freixa et al., 1998; Salie et al., 1996),
frecuentemente empleadas para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de
sustancias puras, en especial polares (Choma et al., 2011). Los medios de cultivo mas
utilizados son el agar Mueller Hinton y agar tripticasa soya, ya que sus componentes
facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor difusion de las
muestras, como asi también el agar nutritivo (E. European Committee for Antimicrobial
SusceptibilityTesting). ElI fundamento de esta determinacion es establecer, en forma
cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre
las cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos. (Comité I'Antibiogramme
de la Société Franc de Microbiologie, 1996; National Committee for Clinical Laboratory
1997)
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El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento en la superficie
de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente
con la bacteria a ensayar, sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6
mm de didmetro, o se ha sembrado en cilindro con una cantidad conocida de la
sustancia (C. National for Clinical Laboratory Standards,1998; Hacek et al., 1999). A
continuacion se procede a su incubacion a la temperatura adecuada durante 24 horas
(Mbata et al., 2006), luego se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos de
las distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el antibiotico control. La
lectura de los resultados representa la actividad in vitro de la sustancia.

En el método de difusion por disco, los discos de papel de filtro que contienen la
muestra a testear, son ubicados en la superficie de agar previamente inoculada con los
microorganismos. El agente antimicrobiano difunde dentro del agar e inhibe el
crecimiento del microorganismo testeado. Después las capsulas de Petri son incubadas
y las zonas de inhibicion son medidas. (Choma et al., 2011)

En el método del cilindro, los tubos de forma cilindrica de acero inoxidable o
porcelana de tamano uniforme (generalmente de 8 mm x 6 mm x 10 mm) se colocan en
la superficie de agar inoculada de una placa de Petri, y se llenan con las muestras y
estandares. Después de incubar, los cilindros son removidos y son medidas las zonas
de inhibicién. (Code of Federal Regulations, 1976; Association of Official Analytical
Chemists, 1984; Maturin, 1998)

En el método de difusidn por placa perforada, perforaciones de unos pocos
milimetros de diametro son cortadas en la superficie de agar inoculada y completadas
con las muestras. La solucion a analizar difunde dentro del medio de agar provocando
inhibicion de crecimiento de los microorganismos. Las placas de Petri son llevadas a
temperatura ambiente previa a la incubacién; posteriormente las zonas inhibitorias de
crecimiento son medidas. (Shitandi et al., 2005)

El método de dilucion ofrece la posibilidad de estimar la concentracién del
compuesto a determinar en el medio de agar o en la suspension de caldo; por esta
razon, es comunmente empleado para la determinacion de los valores de CIM

(Concentracion Inhibitoria Minima) la cual es definida como la concentracion mas baja
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de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de
incubar durante 24 horas. (Paxton, 1991; Isada et al., 2001; Mc Dermott et al., 2005)

Este método se aplica a extractos complejos, sustancias puras y muestras polares
y no polares. (Otvos et al., 2007)

En el procedimiento de dilucién en Agar, se preparan diferentes concentraciones
del compuesto a ensayar las cuales se mezclan con el medio de cultivo. Las placas con
agar son inoculadas y luego incubadas. Se determina la Concentracién Inhibitoria
Minima. (Otvos et al., 2007)

En el ensayo en tubo de ensayo, varias concentraciones de la muestra a analizar
son mezcladas con una suspension bacteriana en una serie de tubos, se deja incubar y
posteriormente se determina por turbidez o por cambio de color con MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium) el crecimiento o no del microorganismo. El
tubo de ensayo que contenga la menor concentracion del agente que inhibe
completamente el crecimiento define la CIM. (Gil et al., 1999; Otvos et al., 2007)

El MTT, ha sido usado para visualizar la actividad de la enzima deshidrogenada,
esta enzima remueve el hidrogeno del sustrato y lo transfiere al aceptor de hidréogenos,
usualmente una coenzima. De la coenzima es transferido al MTT, el cual es reducido a
un compuesto intensamente coloreado e insoluble en agua llamado formazan
(Moriartya et al., 2005). Las células vivas y metabdlicamente activas son capaces de
reducir el MTT, de color amarillo en solucion a formazan, compuesto insoluble que
precipita en forma de cristales violeta, evidenciando de esta forma la actividad
metabdlica. (Gil et al., 1999)

La Bioautografia es una técnica sencilla y rapida que combina las ventajas de la
cromatografia en capa fina y la deteccién de la actividad antimicrobiana, logrando
visualizar directamente la(s) fraccion(es) con accion biolégica. Determinar la eficacia de
esta técnica puede facilitar el panorama en el aislamiento de sustancias antimicrobianas
presentes en mezclas complejas. (Colorado et al., 2007)

Es una herramienta util para la purificacion de sustancias antibacterianas, o como
una técnica de screening fitoquimico preliminar, o un fraccionamiento bioguiado
(Schmourlo et al., 2004). Se realiza el ensayo a través de cromatogramas permitiendo

la localizacion de los compuestos activos, incluso en matrices complejas como los
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derivados de productos naturales. Se puede definir como una variacion de los métodos
de difusion en agar, donde el analito es absorbido dentro de una placa de cromatografia
delgada o TLC. (Ncube et al., 2008)

En la Bioautografia por Contacto, se colocan las muestras a estudiar en placas
de TLC, se selecciona la fase movil que de mejor separacion y posteriormente esta
placa es ubicada en la superficie de agar inoculado con el microorganismo a evaluar
durante unos minutos u horas para permitir la difusién. Luego se retira la placa y se
lleva la capsula a incubacion. Los halos de inhibicion aparecen en las placas donde
estan los compuestos activos. Para visualizar mejor los resultados se puede utilizar
alguna sal de tetrazolium. (Beghe et al., 1972; Hamburger et al., 1987; Silva et al., 2005;
Otvos et al., 2007)

En la Bioautografia por Inmersion, la placa primero es sumergida o cubierta con
el medio de agar, la cual después de solidificar es sembrada con los microorganismos
testeados y luego incubada. Con la finalidad de permitir una mejor difusion del
compuesto ensayado en la superficie del agar, las placas pueden mantenerse a baja
temperatura durante unas pocas horas antes de la incubacion. (Otvos et al., 2007)

En la Bioautografia directa, la capa de agar permanece sobre la superficie del
cromatograma durante la incubacion y la visualizacion. (Otvos et al., 2007)

La Bioautografia por inmersién es una combinacion de la Bioautografia por
contacto y de la Bioautografia directa porque los compuestos antimicrobianos son
transferidos desde el cromatograma al medio de agar como en el método por contacto,
pero la capa de agar se mantiene en la superficie de la placa mientras se incuba y
visualiza tal como ocurre en la Bioautografia directa. (Otvos et al., 2007)

El tamafio del halo de inhibicion es influenciado por varios factores, entre ellos: el
medio de cultivo en que se realiza la prueba, la capacidad de difusion del compuesto, la
cantidad de indculo, el tiempo de generacion del microorganismo, la sensibilidad al

antibiotico y el periodo de incubacién. (Ramirez et al., 2009)
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En los bioensayos de actividad antibacteriana se deben tener en cuenta algunos

aspectos:

K En la seleccion de microorganismos a evaluar siempre debe haber
microorganismos gram positivos y gram negativos.

K Las cepas ATCC son bien caracterizadas, aunque también se pueden
utilizar aislamientos clinicos.

K El in6culo se recomienda que esté en el rango de 105 y 106 ufc/ml. (Cos
et al., 2006)

XK La concentracion de los extractos a evaluar no debe exceder el rango de 1

mg/ml para extractos y 0.1 mg/ml para compuestos aislados. (Rios et al., 2005)

Ademas, se deben tener en cuenta ciertos parametros como: a) la seleccion del
material vegetal el cual se recomienda hacerlo a partir de perspectivas
etnofarmacoldgicas, o criterios quimiotaxonémicos; b) las técnicas empleadas para
seleccionar las metodologias de acuerdo a la naturaleza del extracto, asi para extractos
no polares o sustancias que no difundan bien en el agar es mas recomendable las
técnicas de dilucion que las de difusion; c) el medio de cultivo y los microorganismos a
evaluar puesto que trabajos previos han demostrado que la composicion del medio de
cultivo puede influir la actividad de los extractos o compuestos evaluados. (Ramirez et
al., 2009)

5.2. Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos: Escherichia coli.

Dentro de las bacterias Enterobacteriaceae, encontramos a la Escherichia coli de
morfologia bacilar y como son anaerobias facultativas, las bacterias entéricas
metabolizan los azucares mediante fermentacion cuando no disponen de oxigeno
(Davis et al., 1985). Escherichia coli es una bacteria que produce una fermentacion
acido-mixta, fermenta la lactosa, no utiliza el acido citrico como fuente de carbono vy
convierte el aminoacido triptéfano en indol. (Ingraham et al., 2004)

Son bacilos gramnegativos facultativos que habitan en el tracto gastrointestinal del

hombre y de otros animales sin causar normalmente enfermedad (Davis et al., 1985);
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representan solo una pequefia proporcion de la flora intestinal en general y con mayor
frecuencia existe en este entorno sin comprometer la salud del huésped. (Poolman,
2017; Eusébioa et al., 2016). Sin embargo, los rasgos de virulencia que expresan E. coli
son capaces de causar una variedad de sindromes de enfermedad a través de multiples
mecanismos. (Poolman, 2017)

Esta bacteria es una causa comun de enfermedades diarreicas a nivel mundial,
causa generalmente procesos patolégicos del aparato urinario (Davis et al., 1985)
ocasionando infecciones del tracto urinario complicadas y no complicadas, siendo las
principales causas de bacteriemia y meningitis neonatal (Poolman, 2017). E. coli es el
agente etiolégico mas frecuentemente aislado en las infecciones del tracto urinario
(ITU) (Eusébioa et al., 2016); también es responsable de infecciones extra-intestinales.
(Massota et al., 2016)

La E. coli uropatogénica (ECUP) expresa factores de virulencia tales como
adesinas, toxinas, sideroforos y proteinas de superficie responsables para la
colonizacion, invasion y persistencia en el tracto urinario. (Eusébioa et al., 2016)

La gastroenteritis Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) es responsable de
diversas infecciones que van desde diarrea acuosa a la colitis hemorragica progresando
al sindrome urémico hemolitico (SUH) en los nifios, sobre todo los nifios menores de 3
afios y en los ancianos (Mariani-Kurkdjiana et al., 2016; van der Mee-Marquet et al.,
2016). La virulencia de esta bacteria esta asociada a la presencia de las toxinas Shiga,
en donde el ganado es un importante reservorio y los seres humanos se infectan por el
consumo de alimentos contaminados. (Mariani-Kurkdjiana et al., 2016)

El uso de antibiéticos es controvertida para el tratamiento de infecciones causadas
por Escherichia coli (Mariani-Kurkdjiana et al., 2016). El aumento de la resistencia a los
antibidticos para E. coli contribuye a la morbilidad, la mortalidad y a costos sustanciales
de salud y de la sociedad asociados con la infeccion. Como consecuencia de ello,
muchas vacunas de E. coli estan en desarrollo, por lo que podrian contribuir
significativamente al control de la enfermedad vy la resistencia a los antibiéticos en todo
el mundo. (Poolman, 2017)
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5.3. Cocos Gram positivos anaerobios facultativos: Staphylococcus

aureus.

En la familia de los cocos grampositivos que constituyen las micrococaceas, el
género mas importante es Staphylococcus. Estos gérmenes son anaerobios facultativos
(en ausencia de oxigeno fermentan azucares, produciendo acido lactico como producto
final) e inmdéviles. El término estafilococo (del griego staphyle, racimo de uvas) refleja el
agrupamiento de los gérmenes en racimos irregulares (Davis et al., 1985). Son un
amplio grupo de organismos con una morfologia muy similar (son esféricos o casi
esféricos), son fisiolégicamente diferentes y se encuentran en habitats diferentes.
(Madigan et al., 1999)

El género Staphylococcus contiene patégenos comunes de personas y de
animales. Son relativamente resistentes a la desecacion y, por lo tanto, pueden
dispersarse facilmente a través del aire, en particulas de polvo. (Madigan et al., 1999)

Staphylococcus aureus es un patdégeno humano importante, que puede infectar
casi cualquier tejido del cuerpo; causa gran numero de enfermedades supurativas en el
hombre, incluyendo los abscesos superficiales y profundos (Davis et al., 1985). Ademas
provoca muchas infecciones nosocomiales (16% del total y un 60% de resistencia a los
antibidticos) como la neumonia - que se adquieren en los hospitales - infecciones de
heridas, osteomielitis, meningitis, artritis purulenta, septicemia y endocarditis. (Davis et
al., 1985; Ingraham et al., 2004; Tortora et al., 2007)

Aquellas cepas de Staphylococcus aureus que con mayor frecuencia causan
enfermedades en los humanos, producen un cierto numero de enzimas extracelulares o
de toxinas. Se han reconocido al menos cuatro hemolisinas diferentes, y una misma
cepa es capaz de producir mas de una hemolisina. S. aureus puede producir también
una enterotoxina, comunmente asociada a los trastornos debidos a la ingestion de
ciertos alimentos. Otra sustancia producida por Staphylococcus aureus es la coagulasa,
un factor parecido a una enzima que hace que se coagule la fibrina y se forme un
coagulo. La produccién de coagulasa esta generalmente asociada a la patogenecidad.

Parece ser que la coagulacion inducida por la coagulasa da como resultado un cumulo
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de fibrina en torno a las células bacterianas y las hace resistente a la fagocitosis.
(Madigan et al., 1999)

La mayoria de las cepas de S. aureus producen también leucocidina, que causa la
destruccion de los leucocitos, haciendo que las células de S. aureus escapen de la
fagocitosis sin ser dafadas. La produccion de leucocidina en lesiones de la piel, tales
como los diviesos o las espinillas, produce una gran destruccion de los tejidos y es uno
de los factores responsables de la formacion del pus. Otros factores extracelulares
producidos por S. aureus incluyen enzimas proteoliticas, hialuronidasa, fibrinolisina,
lipasa, ribonucleasa y desoxirribonucleasa. (Madigan et al., 1999)

El habitat mas comun de Staphylococcus aureus es la parte superior del tracto
respiratorio, especialmente la nariz y la garganta, asi como la superficie de la piel. En
los ultimos anos han tenido lugar epidemias hospitalarias producidas, en su mayoria,
por cepas resistentes a los antibidticos. El uso extensivo de los antibidticos ha
conducido a una seleccion natural de cepas resistentes de Staphylococcus aureus.
(Madigan et al., 1999)

Al ser Staphylococcus aureus una bacteria altamente versatil, reside como un
colonizador asintomatico en la piel y en la zona nasofaringe en aproximadamente el
30% de los individuos. La colonizacion nasofaringea es un riesgo para adquirir
infecciones por S. aureus, especialmente las infecciones respiratorias (Mulcahy et al.,
2016), como asi también una variedad de sintomas clinicos que se asocian
comunmente a la piel y a infecciones de los tejidos blandos (Giersing et al., 2016).
Como es un patdgeno oportunista que coloniza la piel, agrava la enfermedad de
pacientes con dermatitis atdpica. (Malhotra et al., 2016)

Las infecciones por S. aureus son mas severas en los nifilos pequefios, los
ancianos e inmuno suprimidos (Klevens et al., 2007; Farley et al, 2015). La incidencia
de infeccidn en paises de bajos ingresos es mas alta en neonatos y nifios hasta un afo
de edad con las tasas de mortalidad de hasta un 50% (Nickerson et al, 2009); en
cambio en paises de altos ingresos, la enfermedad parece aumentar con la edad.
(Nickerson et al., 2009?° ; Allegranzi et al., 2011)
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Las infecciones por Staphylococcus aureus meticilino resistente adquirido en la
comunidad (SAMR-AC) constituyen un problema emergente debido a su elevada
virulencia y gran capacidad de diseminacion (Herold et al., 1998; Gorak et al, 1999;
Vandenesch et al., 2003; Kaplan et al., 2005). En analisis de SAMR-AC provenientes de
infecciones de piel y estructuras relacionadas (IPER) (Shukla, 2005), se encontraron
que alrededor de un 7 % de los casos presentaba enfermedad invasiva (Klevens et al.,
2007), tales como piomiositis (Shedek et al., 2007), osteomielitis (Seybold et al., 2007) y
artritis séptica (Ma XX et al., 2005) como asi también cuadros mas severos como
neumonia necrotizante y bacteriemia, asociados con elevada mortalidad. (Zetola et al,,
2005; von Specht et al., 2006; de Vedia et al., 2012)

En un estudio multicéntrico realizado en Argentina (Lépez Furst et al., 2013) se
observo que en el 70 % de los casos el agente causal fue SAMR-AC, en donde el 88.9
% del total era meticilino resistente causados por S. aureus. Como consecuencia de
ello, la Sociedad Argentina de infectologia (SADI) publicé un alerta (Lopez Furst, 2011)
en el que se indicaba que, en aquellos pacientes adultos que presentaran lesiones de
piel, particularmente forunculos, abscesos y celulitis, sin evidencia de compromiso
sistémico y que requirieran tratamiento antibiotico oral, los farmacos de eleccion son
trimetroprima-sulfametoxazol (TMP/SMX) 160/800 1 6 2 tabletas cada 12 h, minociclina
6 doxiciclina 100 mg cada 12 h y clindamicina 300 a 600 mg cada 8 h.

En el caso de las infecciones invasivas, en pacientes con evidencia de
compromiso del estado general (fiebre, hipotension, leucocitosis) que requieran
tratamiento endovenoso, las sugerencias incluyen como medicamento de eleccion
vancomicina, la cual continua siendo la recomendacion estandar en este tipo de
pacientes. (Liu et al., 2011)

Ademas se ha demostrado que entre el 1 al 3% de pacientes sometidos a
trasplante de protesis, sufren la presencia de S. aureus en las denominadas Infecciones
articulares periprotésicas. (Lourtet-Hascoét et al., 2016)

Por ende, la aparicién de cepas de S. aureus que son altamente resistentes a los
antimicrobianos se ha convertido en una preocupacion de salud publica importante
(Giersing et al, 2016). En la actualidad, se esta trabajando en la posibilidad de

vacunacion contra la infeccion por Staphylococcus aureus especialmente para
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trabajadores de la salud, para los adultos comprendidos en un rango de 65 afios o
superior y para los inmuno comprometidos, asi como para los pacientes con infeccién

estafilocdcica invasiva recurrente. (Giersing et al., 2016)

5.4. Bacilos Gram positivos formadores de Endosporas: Bacillus

subtilis.

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, capaz de
fermentar y/o realizar respiracion anaerobica. El género Bacillus se encuentra tanto en
suelos como en ambientes acuaticos. B. subtilis tiene la habilidad para formar una
resistente endospora protectora, siendo resistente al calor lo cual permite ser utilizada
como control de la esterilizacion. (Ingraham et al., 2004; Reineke et al., 2013)

Estas endosporas ofrecen propiedades de resistencia unicas y pueden sobrevivir
durante largos periodos de tiempo bajo una serie de condiciones de estrés, tales como
alta temperatura, desecacion, ausencia de nutrientes y exposicion a disolventes
quimicos. Estas caracteristicas facilitan el almacenamiento y el transporte de estas
endosporas. (Nicholson et al., 2000)

Bacillus subtilis no es considerado patégeno humano; sin embargo puede
contaminar los alimentos, pero raramente causa intoxicacidn alimenticia.
(http://bacillus8.blogspot.com.ar/2010/04/bacillus-subtilis-clasificacion.html)

Al ser B. subtilis una especie bacteriana grampositiva, no patégena y formadora de
endosporas, se la ha utilizado como herramienta para diferentes aplicaciones
biotecnolégicas, como formulaciones probidticas para seres humanos y animales y
vehiculos en vacunas para la administracion de antigenos en mucosas. (Cutting, 2011;
Tavares et al., 2010; Amuquni et al., 2012)

Las esporas de Bacillus subtilis se emplearian como adyuvantes de la vacuna. Los
adyuvantes son compuestos que mejoran la potencia, calidad o longevidad de
respuestas inmunes especificas. El propédsito de agregar un adyuvante a una
formulacion de vacuna es aumentar la inmunogenicidad de los antigenos
coadministrados y reducir el numero de dosis necesaria para la inmunidad protectora

(Damasio de Souza et al., 2014). Estudios previos han demostrado que las esporas de
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Bacillus subtilis muestran un efecto adyuvante significativo. (Huang et al., 2010; Song et
al., 2012)

5.5. Bacilos gramnegativos no fermentadores: Pseudomonas

aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, oportunista, cuyo
depdsito natural y permanente es el medio hidrofilo; crece en diversos ambientes,
incluyendo suelo, agua y numerosos sitios de infeccion humana (Rolsma et al., 2015).
Esta bacteria es un bacilo muy versatil, es oxidasa positiva y puede crecer a
temperaturas superiores a 42°C. (Ferreira et al., 2010)

P. aeruginosa es un patégeno que ocasiona una amplia gama de infecciones,
principalmente nosocomiales (Berthelot et al., 2005), responsables del 10% de todas las
infecciones y de hasta el 15% en unidades de cuidados intensivos (Bertrand et al.,
2011). En los hospitales puede ser encontrada en respiradores, humidificadores,
vertederos, duchas, piscinas de hidroterapia y ocasionalmente en las manos de los
trabajadores de la salud. (Ferreira et al., 2010; Kerr et al., 2009)

Las infecciones por P. aeruginosa son raras en sujetos normales, exceptuando las
pequefias infecciones tales como la otitis externa cronica. Sin embargo, suelen
producirse en aquellas personas cuyas defensas estan comprometidas, incluyendo la
deficiencia inmunolégica natural, la inmadurez inmunoldgica, las quemaduras extensas,
las neumopatias crénicas (como por ejemplo, la fibrosis quistica (FQ) o la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC)), el uso de narcoticos por via intravenosa o
cirugia. (Davis et al., 1985; Rolsma et al., 2015)

Como Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdgenos intra-hospitalarios
globalmente dominantes; ocasiona una amplia gama de infecciones, algunas tan
severas como neumonia o bacteriemia (bacterias en la sangre), cuadro que se complica
aun mas debido a su resistencia intrinseca a diversos antibidticos y a su notable
capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia, asociandola a elevados
indices de mortalidad y convirtiéndola en un serio problema de salud publica. (Ferreira
et al., 2010; Kerr et al., 2009)
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La tasa de mortalidad es alta y varia entre 17 y 50%. (Micek et al., 2005;
Schechner et al., 2011)

En algunos hospitales, P. aeruginosa puede ser el primer agente infeccioso,
principalmente en las infecciones respiratorias y urinarias (Kerr et al., 2009). Es un
patogeno importante de la neumonia complicada en unidades de cuidados intensivos
(UCI) y fue significativamente mas frecuente en la neumonia tardia. (Venier et al., 2011)

Se han descripto infecciones por este microorganismo en pacientes quemados
(Mahar et al., 2010), con infeccion de tracto urinario (Al-Hasan et al., 2008), con cancer
(Cheguirian et al., 2008), y neonatos. (Hoyos et al., 2010)

El ectima gangrenoso es una manifestacion dermatologica caracteristica de una
infeccion severa causada casi siempre por Pseudomonas aeruginosa, con 0O sin
bacteriemia. Las infecciones severas por P. aeruginosa se presentan habitualmente en
pacientes con inmunodepresion u hospitalizados, en los pacientes sanos existe el
antecedente de foliculitis y forunculosis. (Diaz de la Noval et al., 2016)

P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a diversas clases de antibioticos que
no guardan relacién estructural entre si (Strateva et al., 2009), debido a la disminucién
de la permeabilidad de su membrana externa, a la expresién constitutiva de varias
bombas de expulsion y a la produccién de enzimas que inactivan a los antibiéticos
(Mesaros et al., 2007). Ademas, posee la capacidad de adquirir nuevos mecanismos de
resistencia via mutaciones. (Livermore, 2002)

La resistencia a multiples farmacos en P. aeruginosa es una preocupacion debido
a las limitadas opciones terapéuticas disponibles para tratar las infecciones debidas a
este organismo (Mastera et al., 2011). Se asocia con un aumento de la mortalidad y los
costos debido a la hospitalizacion prolongada, la necesidad de cirugia y el tratamiento
prolongado con antibidticos (Aloush et al., 2006). Las infecciones causadas por
Pseudomonas aeruginosa multirresistente (PAMR) se han asociado con infecciones
persistentes y alta mortalidad en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). (Ribeiro Gomes et al., 2012)
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Como los regimenes antibiéticos estandar contra P. aeruginosa son cada vez mas
ineficaces debido al aumento de la resistencia a los farmacos, se estan realizando
estudios los cuales se encuentran en las etapas preclinicas empleando fagos,
probidticos, péptidos antimicrobianos, antigenos vacunales, nanoparticulas
antimicrobianas que tienen el potencial de actuar contra las cepas resistentes a los

farmacos para convertirse en una terapéutica valiosa. (Chatterjeea et al., 2016)
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6. Chtencin do Medbeamentss Herbarios

Para la obtencion de Medicamentos a base de plantas, intervienen distintas
disciplinas como la Botanica, Farmacognosia, Quimica Organica de Productos
Naturales, Farmacologia, Toxicologia, Farmacotecnia, etc.

La complejidad en la composicion quimica de los extractos de plantas con la
actividad bioldgica, es un gran desafio en busqueda del aislamiento del/los principio/s
activo/s puros para transformarlo/s posteriormente, a través de distintas formas
farmacéuticas, en un medicamento herbario o fitoterapico donde se cumplan los
requisitos de seguridad, calidad y eficacia.

Los productos de origen natural puros se definen por su estructura quimica y son
identificados por el analisis quimico. La presencia o ausencia de sustancias
farmacolégicamente activas pueden variar bastante dentro de las especies, puesto que
la composicion quimica cambia de acuerdo con el lugar donde fue realizada la
recoleccion, las condiciones climaticas y del suelo, la época del afo, asi como las
diferentes técnicas de cultivo. (Sharapin et al., 2000)

Los pasos a seguir para la obtencion de un Medicamento Herbario se

esquematizan de la siguiente manera:
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MATERIAL VEGETAL

ﬂ Separacion de los 6érganos de la planta:
raiz, tallo, hoias, flores, frutos

Acondicionamiento

]

Molienda

ﬂ Distintos métodos de extraccion

EXTRACTOS

ﬂ Fraccionamiento bioguiado

Fracciones biologicas

l

FRACCIONES ACTIVAS

ﬂ Purificacion

PRINCIPIOS ACTIVOS | = | Determinacion

estructural
ﬂ =
Métodos
Ensayos biolégicos, espectroscopicos

Toxicologicos,
Farmacotécnicos, y
de Estabilidad

I

%fm @%{/m g %j}(w/ m



Objetivos

El objetivo del presente trabajo es contribuir al conocimiento de Eugenia uniflora L.
en particular y a las plantas medicinales en general, enfocados en descubrir sus
componentes activos y determinar su actividad biolégica. Mucho ha aportado la
etnofarmacologia respecto a las propiedades terapéuticas de las plantas, las cuales a
través de investigaciones clinicas han confirmado efectos farmacologicos de culturas
milenarias. En base a las premisas precedentes, los objetivos propuestos para el

presente trabajo fueron los siguientes:

1. Caracterizacion botanica del vegetal.
2. Acondicionamiento, Secado y Molienda del material vegetal.
3. Eleccidén del método adecuado de extraccion y fraccionamiento.

4. Seguimiento bioguiado de las distintas fracciones obtenidas en la fraccién no

polar de Eugenia uniflora L.

5. Aislamiento, purificacidén y caracterizacién fisicoquimica de los compuestos

activos.

6. Realizacion de los ensayos bioldgicos determinando su correspondiente acti-

vidad farmacoldgica.

7. Evaluacion y discusion de los resultados obtenidos, con la finalidad de acercar
esta especie con sus actividades bioldgicas a la Industria Farmaceéutica, para

que sea fuente de nuevos medicamentos.
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Materiales y Métodos
8. Wateriales y Metoctss

8.1. Material vegetal: Procedencia.

Las hojas de Eugenia uniflora L. fueron empleadas como material de estudio para el
presente trabajo. Fueron recolectadas en el mes de noviembre de 1999 en horas de la
mafana, en bosques secundarios de Santa Ana Departamento de Candelaria, Provincia

de Misiones, Argentina.

8.1.1. Determinacion Taxondmica.

La determinacion taxondmica fue realizada por el Profesor Doctor Anibal G. Amat de
la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Misiones.
El cédigo de la especie es N° A. G. Amat 2581 del herbario del Departamento de Farmacia

correspondiente a la Facultad citada precedentemente.

8.1.2. Recoleccidn, secado y acondicionamiento del material vegetal.

El material vegetal (Eugenia uniflora L.) fue recolectado por el Profesor Doctor Anibal
G. Amat de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, Universidad Nacional
de Misiones. La especie vegetal fue secada a la sombra, a temperatura ambiente, por un
periodo de cuatro semanas hasta peso constante. Se separaron las hojas, que fueron
trituradas mecanicamente con reduccion a un polvo fino empleando un molinillo Glen
Creston (Stanmore England). El polvo fue secado en tambor de vacio hasta peso

constante.

Agradecimiento: al Dr. Anibal G. Amat (1 11/02/2013) por su generosa contribucion

en facilitarnos el material sobre el cual se pudo realizar el presente trabajo.
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8.2. Extraccion del material vegetal.

8.2.1. Obtencioén del extracto Metandlico y Hexanico.

El polvo de las hojas de Eugenia uniflora L. (250 g) fue sometido a extracciones con
hexano mediante un proceso de maceracion, a temperatura ambiente, durante siete dias
utilizando shaker como agitador mecanico, hasta agotar el material. A continuacioén fue
filtrado con papel de filtro por gravedad separando de esta manera el residuo sélido del
sobrenadante (extracto hexanico).

El criterio seguido en la extraccion para considerar al material vegetal agotado fue
establecer que el peso seco, a peso constante de 10 ml de la extraccién filtrada y
evaporada, debe ser menor o igual a 1 mg. Si el peso es mayor, se continua agregando
solvente nuevo sobre el marco de la extraccién. En este caso fue necesario realizar dos
extracciones de un volumen de 1000 ml y dos de 500 ml, respectivamente para poder
determinar el peso constante. Con la obtencién del extracto metandlico se procedi6 de la
misma manera.

Posteriormente los extractos hexanico y metandlico fueron reunidos separadamente,
evaporados a presion reducida, en evaporador rotatorio a una temperatura de 30°C, y
secados en tambor de vacio hasta peso constante. Los pesos establecidos fueron de 8.31

g para el Extracto hexanico y 11.52 g para el metandlico.

Aclaracion: el extracto metandlico fue estudiado por la Mgter. Farm. Maria Elena del Valle

en su tesis de Maestria en Plantas Medicinales.

8.2.2. Estudio del Extracto Hexanico.

Los estudios quimicos y biologicos, para el presente trabajo, fueron realizados a la

extraccion hexanica de las hojas de Eugenia uniflora L.
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8.3. Estudio Fitoquimico.

Los estudios experimentales para el analisis fitoquimico fueron desarrollados en el
actual LIDEB (Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Bioactivos), en la Facultad de
Ciencias Exactas (UNLP), durante los periodos agosto/2000 a noviembre/2002,
mayo/2007, mayo/2009 a diciembre/2009 y noviembre/2012.

Todos los solventes utilizados en el presente trabajo fueron de calidad analitica, y en
el caso que fue necesario se procedidé a su purificacion, segun técnicas descriptas en la
literatura, y se le realizaron los controles correspondientes para verificar que cumpliera con

dicha calidad.

8.3.1. Métodos cromatograficos utilizados.

8.3.1.1. Cromatografia en Capa Fina (CCF) — Cromatografia en Capa Delgada (CCD) -
Thin Layer Chromatography (TLC).
A) Fase estacionaria: cromatofolios de silica gel 60 Fys54 Merk 0.25 mm de espesor.
Fase movil: diclorometano; éter de petrdleo; éter de petrdleo: diclorometano (1:1),
(4:1), (6:4); diclorometano: metanol (2:1), (4:1), (10:1), (15:1), (20:1), (30:1), (95:5);
tolueno: acetato de etilo (8:2); metanol.
Revelado: Luz UV 254 nm y luz UV 366 nm; vapores de Yodo; acido sulfomolibdico;

p-anisaldehido sulfurico.

B) Fase estacionaria: cromatofolios de silica gel silanizada Merk 0.25 mm de espesor.
Fase movil: diclorometano: metanol (2:1), (4:1); acetona; etanol.
Revelado: Luz UV 254 nm, luz UV 366 nm; FeCl; al 3% etandlico; difenilbérico y

posterior observacion a luz UV de 366 nm.

C) Fase estacionaria: cromatofolios de celulosa Merk 0.25 mm de espesor.
Fase movil: acetona; etanol; n-butanol: acetona: acido acético: agua (35:35:20:10).
Revelado: Luz UV 254 nm, luz UV 366 nm; difenilboérico y posterior observacion a la
luz UV de 366 nm; ninhidrina.
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8.3.1.2. Cromatografia en Papel (CP).
Fase estacionaria: Papel Watman N° 1
Fase movil: acido acético al 5%.

Revelado: Luz UV 254 nm, luz UV 366 nm; Solucién de cloruro férrico 2%.

8.3.1.3. Cromatografia en Columna (CC)
Cromatography “CombiFlash TM Sm 50 System”

Fase estacionaria: Silica gel 60 Fy54 Merk 0.63 — 0.200 mm.
Fase movil: éter de petroleo; éter de petréleo: diclorometano (en diferentes proporciones);

diclorometano; acetona.

Cromatografia en Columna (CC) tradicional

Fase estacionaria: Silica gel 60 F254 Merk 0.63 — 0.200 mm.
Fase movil: diclorometano; diclorometano: metanol (en diferentes proporciones);

metanol; metanol: agua destilada al 30%.

8.3.1.4. Cromatografia en Placa Preparativa (PLC).

Fase estacionaria: Silica gel 60 F2s54 Merk 2 mm de espesor.
Fase movil: diclorometano: metanol (20:1)

Revelado: Luz UV 254 nm y 366 nm.

8.3.1.5. Cromatografia Bidimensional (CB).
Fase estacionaria: cromatofolios de silica gel silanizada Merk 0.25 mm de espesor.
Fase movil: Movily = diclorometano y Fase Mévil, = diclorometano: metanol (4:1)

Revelado: Luz UV 254 nm y 366 nm; acido sulfomolibdico.
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8.3.1.6. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) acoplada a

Espectrometria de Masas (HPLC-MS).

Columna: PHENOMENEX C18 100 x 4.6 mm de 5 um de tamafio de particula.

Solvente: acetonitrilo al 100%

Volumen de inyeccion: 8 pl

Se trabajo a temperatura ambiente con una presion de 1100 psi. con un caudal de
1ml/min.

Tiempo de corrida: 32 min.

Detector: Masa APCI (lonizacion Quimica por Presion Atmosférica), modo positivo.

8.3.1.7. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) acoplada a
Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (HPLC-HRMS).

Columna: C18 BEH 130 A, 2.1 mm X 50 mm de 1.7 ym de tamafio de particula.

Solvente: acetona

Volumen de inyeccion: 10 pl

Se trabajé a a una temperatura de 35 °C, a flujo constante en un valor de 1.8 pl/min.
Tiempo de corrida: 38 min.

Detector: Masa de Impacto Electrénico (IE).

8.3.2. Caracterizacion Fitoquimica

Para la caracterizacion quimica de los diferentes grupos funcionales, se emplearon
reacciones de coloracion caracteristicas y que se detallan a continuacion. Para ello se
prepararon soluciones limpidas del EHC cuya concentracion utilizada es de 10mg - 0.1ml
MeOH.

La preparacién de los reactivos de coloracion fueron preparados segun “Reactivos

de coloracion para cromatografia en capa fina y en papel” E. MERK AG. DARMSTADT
(1998).
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8.3.2.1. Reaccion con Acido Sulfomolibdico (para compuestos reductores).
Solucioén recién preparada de 5 g de acido sulfomolibdico en 100 ml de alcohol etilico

96°. Pulverizar y calentar 5 minutos a 80 - 90°C.

8.3.2.2. Reaccidén con el reactivo de Dragendorff (para alcaloides y Compuestos
nitrogenados heterociclicos; segun Munier y Macheboeuf).

Solucion A: se disuelven 0.85 g de nitrato basico de bismuto (lll) en una mezcla de
10 ml de acido acético glacial y 40 ml de agua.

Solucién B: se disuelven 8 g de yoduro potasico en 20 ml de agua.

Solucién pulverizable: se mezclan 5 ml de la solucién A y 5 ml de la solucion B y se
afiaden 20 ml de acido acético glacial. La solucién se completa con agua hasta 100 ml. Se
revela el cromatograma por aspersion.

Con una varilla de vidrio colocar una gota de la muestra sobre un portaobjeto y

posteriormente una gota del reactivo sobre la misma.

8.3.2.3. Reaccidn con Difenilbérico (Reactivo para flavonoides y polifenoles en general).

Disolver 1 g del éster del acido 2 - amino etil difenil borico (AEDBE) en 100 ml de
metanol, pulverizar y observar al visible y a la luz UV 366 nm. Forma compuestos 4'-
hidroxilados color amarillo-verdoso y anaranjados con los 3%, 4’- dihidroxilados.
(Markham, 1982)

8.3.2.4. Reaccion de Liebermann Burchard (Reactivo para Triterpenos/Esteroides).
Colocar 1 ml del extracto, evaporar y agregar 0.8 ml de anhidrido acético y 0.1 ml de
acido sulfurico concentrado. Observar la coloracion al minuto y a los treinta minutos de
agregado el reactivo. Una coloracion azul - verdosa, indica que estamos en presencia de
esteroides; rojo, rosado o violeta, triterpenos y amarillo palido, esteroides o triterpenos

saturados.
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8.3.2.5. Reaccion con Ninhidrina (Reactivo para aminoacidos y aminas biégenas).
Disolver 30 mg de ninhidrina en 10 ml de n-butanol y 0.3 ml de Acido acético 98%.
Después de pulverizar la placa, se calienta 5 - 10 minutos bajo observacion y

evaluacion en el visible. (Wagner 1996)

8.3.2.6. Reaccion con Cloruro de Hierro (lll) (Reactivo para acidos hidroxamicos y
fenoles).
Solucion pulverizable: Soluciéon acuosa al 1% de Cloruro de hierro (l11).
Una coloracion roja, violacea, azul o verde indica un resultado positivo. Dicho color no
es permanente, por lo que debe observarse en el momento en que se afiaden las gotas
de FeCls.

8.3.2.7. Yodo (Reactivo universal).

El cromatograma se coloca en un recipiente cerrado, en cuyo fondo se encuentran
algunos granos pequenos de yodo sublimado que han saturado la atmésfera del reci-
piente que los contienen. Transcurridos 15 minutos 0 mas, se observan las manchas de

los productos de tonalidades amarillo y/o marrén.

8.3.2.8. p-anisaldehido sulfurico (Reactivo para terpenoides, propilpropanoides y
saponinas).

Se mezclan 0.5 ml de anisaldehido con 10 ml de acido acético glacial, se continda
agregandole 85 ml de metanol y 5 ml de &acido sulfurico concentrado. La placa es
pulverizada con 10 ml de la solucion, se calienta a 100°C durante 5 - 10 minutos y luego
se evalua en visible o luz UV 366 nm.

Se observan las manchas en tonalidades rojo-violeta. (Wagner, 1996)
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Al EHC le fueron realizadas las siguientes reacciones de caracterizacion quimica:

Extracto Test quimicos
EHC Dragendorff | Liebermann Burchard
Resultados - +
(amarillo verdoso)

Tabla. Caracterizacion Fitoquimica del EHC

8.3.3. Fraccionamiento del Extracto Hexanico.

Mediante cromatografia en capa delgada realizada con cromatofolios de silica gel 60
Fos4 y reveladores fisicos y quimicos, se determiné la fase mévil mas apropiada para llevar
a cabo el fraccionamiento en columna; para ello se utilizaron diferentes sistemas de
solventes como éter de petroleo, éter de petrdleo: diclorometano en polaridad creciente
comenzando con (1:1), (4:1), (6:4) y diclometano: metanol también en polaridad creciente
iniciando con (2:1), (4:1), (10:1), (15:1), (20:1) y metanol.

El extracto hexanico se concentré6 en rotavapor, pero no a sequedad, se lleva a
freezer en donde se observa la formacidon de 2 fases. Se filtra con embudo Bichner,
obteniendo un residuo en papel de filtro de 0.23 g el cual fue descartado, porque todos los
intentos para solubilizar el producto resultaron infructuosos, y las pruebas en CCD, con
polaridad creciente de los solventes, solo dieron punto de siembra. La fase liquida, fase
del extracto hexanico, se evapord a presion reducida en evaporador rotatorio a 30°C, y
secO en tambor de vacio hasta peso constante obteniéndose 8.31 g Extracto Hexanico

Concentrado (EHC) de Eugenia uniflora L.

8.3.4. Evaluaciones Cromatograficas en diferentes Fases estacionarias.

El EHC se solubilizé con 15 ml de diclorometano, sonicado en bafio de ultrasonido y
estudiado el comportamiento quimico a través de diferentes sistemas cromatograficos con
la finalidad de lograr separar los diferentes compuestos. La siembra fue realizada en forma
puntual empleando micropipetas Accu-fill 90 (10 pl).
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Siembra = H: EHC de Eugenia uniflora se solubiliza en diclorometano (1 mg/0.1 ml),

solucion limpida.

1 - Fase estacionaria = Silica gel 60 F2s4 Merk 0.25 mm de espesor.

Fase Movil; = metanol, Fase Movil, = acetato de etilo, Fase Movil; = diclorometano, Fase
Movil; = acetona, Fase Movils = benceno, Fase movils = éter de petroleo, Fase movil; =
éter de petréleo: diclorometano (1:1), Fase Movilg = éter de petréleo: diclorometano (4:1),
Fase Movily = éter de petrdleo: diclorometano (6:4), Fase Movilyp = diclorometano: metanol
(4:1), Fase Movily1 = diclorometano: metanol (10:1), Fase Mdvili, = diclorometano: metanol
(15:1), Fase Movily3 = diclorometano: metanol (20:1).

Revelador = luz UV a 254 y 366 nm; acido Sulfomolibdico.

2 - Fase Estacionaria: Silica gel silanizada Merk 0.25 mm de espesor.
Fase Movil; = diclorometano: metanol (2:1), Fase Movil, = diclorometano: metanol (4:1).
Revelador = luz UV a 254 y 366 nm; FeCl; al 3% etandlico.

3 - Cromatografia descendente en Papel.

Siembra = H: extracto hexanico de Eugenia uniflora seco se solubilizé6 en metanol:
agua destilada (1:1), 1 mg/0.1 ml; M: extracto metandlico de Eugenia uniflora seco se
solubilizé6 en metanol,1 mg/0.1 ml.

Sustancia de referencia: G = Acido Galico, 1 mg/ml de metanol.

Fase estacionaria = Papel Watman N° 1

Fase mévil = Acido acético al 5%.

Revelador = Luz UV 254 nm, luz UV 366 nm; Solucién de Cloruro férrico 3% en etanol.

8.3.5. Cromatografia Preparativa en Columna con silica gel.

Del analisis de las diferentes fases estacionarias y fases moviles, se resolvié usar
como fase estacionaria, para purificar el EHC, silica gel, y fases méviles solventes o

mezclas de solventes con polaridad creciente.
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Cromatografia en Columna con silica gel.

Técnica = cromatografia en columna usando cromatégrafo “CombiFlash TM Sm 50
System” con detector UV de fracciones.

Presion = 2 atm Flujo 4 izquierda.

Preparacion de la siembra sélida: a 7.35 g del EHC, se solubilizan en Metanol, se sonica
hasta solucién limpida, y se le adicionan 13.00 g aproximadamente de silica gel. Se lleva
a secar en rotavapor y a peso constante en tambor de vacio.

Fase estacionaria = 250 g silica gel 60 (0.63 - 0.200 mm), marca Merck.

Fase movil = éter de petréleo; éter de petroleo: diclorometano (6:1), (6:2), (6:3), (3:3);

diclorometano y acetona.

Se colectaron 150 fracciones de 10 ml cada una. Las fracciones fueron examinadas
por CCD con el objeto de reunir aquellas que presentan el mismo perfil cromatografico.
El sistema cromatografico empleado fue: Fase Estacionaria = Silica gel 60 F254 Merk
0.25 mm de espesor, Fase movil = éter de petréleo: diclorometano (4:1), Revelado = luz
UV 254 y 366 nm; y acido Sulfomolibdico.

Se reunieron veintidos fracciones que presentaron un comportamiento cromatografico

semejante, las cuales se detallan a continuacion:

Fry.4 = Fracciéon 1 a 3
Fri = Fraccién 4 a7
Fri.3 = Fraccion 8 a 10
Fry.4 = Fraccién 11 a 15
Frys = Fraccion 16 a 20
Frye = Fraccion 23 a 26
Fri7 = Fracciéon 27 a 30
Fri.s = Fraccion 37 a 40
Fri9 = Fraccion 43 a 48

Fri.10 = Fraccion 52 a 62
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Fry.41 = Fraccion 66 a 75

Fri.12 = Fraccion 80 a 85
Fri.13= Fraccion 86 a 96
Fri.14 = Fraccion 97 a 101
Fri.15 = Fraccion 102 a 104
Fri.16 = Fraccion 108 a 119
Fri.47 = Fraccion 120 a 122
Fri.1¢ = Fraccion 124 a 129
Fri.19 = Fraccion 132 a 136
Fri20 = Fraccion 137 a 139
Fri21 = Fraccion 142 a 146

Fry22 = Fraccion 147 a 150

De las fracciones obtenidas, se tomd como criterio continuar trabajando con aquellas
que presentaban actividad antimicrobiana (seguimiento bioguiado) como asi también las
de mayor masa, con el objeto de que se pudieran aislar e identificar los compuestos
responsables de la actividad biolégica. Dichas fracciones son: Frig, Fri.1a, Fris, Frig,
Frioo y Frioo Todas estas fracciones demostraron actividad antimicrobiana en el ensayo

biolégico.

8.3.5.1. Estudio de la fraccidn Frq.2;

La Frqi22, segun los resultados obtenidos en los ensayos biolégicos demostré poseer
actividad bioldgica, por lo cual se continué con el procedimiento de purificacion tal como se
detalla a continuacion.

La fraccion Frip; fue concentrada en evaporador rotatorio a 30°C y secada a peso
constante en tambor de vacio (6.00 g). Parte del extracto seco (4.84 g) fue retomado con
un volumen de 5 ml de metanol, observando una solubilidad parcial del mismo. El

precipitado formado se separd por centrifugacion, 5 minutos a 2000 rpm a temperatura
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ambiente y se extrajo la fase liquida con pipeta Pasteur. El sdlido resultante (3.75 g)

denominado S se guardo en frasco color caramelo y se llevo a freezer.

8.3.5.1.1. Analisis del sélido S

Se estudié el comportamiento quimico del sélido, empleando diferentes sistemas
cromatograficos:

Siembra = S solubilizado en metanol - 1 mg/0.1 ml

1 - Fase estacionaria = cromatofolios de silica gel 60 Fas4

Fase Movil; = diclorometano: metanol (2:3), Fase Movil, = diclorometano: metanol (5:0.5),
Fase Movil; = diclorometano: metanol (0.5:5), Fase Movil, = diclorometano: metanol (1:1),
Fase Movils = metanol, Fase Movils = etanol.

Revelado = luz UV 254 y 366 nm; acido Sulfomolibdico.

2 - Fase estacionaria = cromatofolios de celulosa.
Fase Movil; = metanol, Fase Moévil, = metanol: agua destilada (1:1), Fase Movilz =
diclorometano: metanol (3:1).

Revelado = luz UV 254 y 366 nm; y solucion de Cloruro férrico al 5%.

3 - Fase Estacionaria: Silica gel silanizada Merk 0.25 mm de espesor.
Fase Movil; =acetona, Fase Movil, = etanol.
Revelado = luz UV 254 y 366 nm; Difenilbdrico.

Purificacion del solido S

Se realizaron diversos ensayos de cristalizacion, con solventes de polaridad
creciente, para tratar de purificarlo, con resultado negativo.

Posteriormente a S se le realizaron extracciones de solventes de polaridad creciente
obteniéndose cuatro extractos: el sélido S lavado con hexano ocho veces con 2.5 ml cada
vez, centrifugando antes de cada separacion de las fases. Para aumentar la eficacia de la
extraccion, al sélido S le fue incorporado diclorometano realizando tres centrifugaciones
con un volumen de 2.5 ml cada una, seguido de acetato de etilo - tres extracciones de 2.5

ml cada una - y por ultimo ese precipitado fue lavado ocho veces con metanol. Se
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obtuvieron los siguientes extractos: EHCt, EDCMr, EACt y EMC+. Las extracciones fueron

realizadas hasta peso constante.
Los distintos extractos fueron concentrados en evaporador rotatorio hasta sequedad,

llevados a peso constante y determinado su peso.

En la siguiente tabla se resumen los extractos obtenidos:

Extractos Masa obtenida
(mg)
EHCt 1.7
EDCMy 81.5
EAC+ 34.9
EMCt 1051.0

Tabla de los diferentes Extractos con su respectiva masa

A los extractos EDCMr y EACt se realizaron reacciones de caracterizacion del

nucleo terpénico con la Reaccion de Liebermann Burchard:

Extractos analizados Resultados
EDCM+ + (rojo)
EACy + (rojo)

8.3.5.1.2. CCD del Extracto EDCMt
Se realiz6 una Cromatografia en Capa Delgada contra Testigo; para ello fue
empleado el siguiente sistema cromatografico:
Siembra: extracto de diclorometano seco solubilizado en diclorometano, 1 mg/0.1 ml
Fase estacionaria = Silica gel 60 Fy54 Merck 0.25mm
Fase Movil, = tolueno: acetato de etilo (8:2), Fase Mévil, = diclorometano: metanol (95:5).
Testigo = solucion diclorometanica 1% de acido ursolico.
El revelado se efectud con LUZ UV a 254 y 366 nm y con p-anisaldehido sulfurico con

posterior calentamiento en estufa a 110°C durante 1 minuto.
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Cuando se observa el cromatograma (*) revelado con p-anisaldehido sulfurico, se

aprecia que el perfil cromatografico del EDCMt y del Testigo son similares. En el
cromatograma del EDCMyt se observa un mayor numero de compuestos en el tercio
superior de la placa en la zona de Rt = 0.5 - 0.9 y menor cantidad de compuestos en el
tercio inferior de la CCD, segun se muestra en la figura a continuacién coincidiendo en

este sector el Rf de la muestra con el acido ursélico (Rr = 0.35).

000

._.:U
I

*Cromatograma (CCD) de los perfiles cromatograficos de EDCMy de Eugenia uniflora L.

contra el Testigo (T) = acido ursoélico. Fase Movil: diclorometano: metanol (95:5).

8.3.5.1.3. Cromatografia Bidimensional (CB) del Extracto EDCMt

Se realizé una cromatografia bidimensional con el EDCMt empleando el siguiente
sistema cromatografico: Fase estacionaria = Silica gel 60 Fjs4; Fase Movily =
diclorometano y Fase Modvil, = diclorometano: metanol (4:1); Revelado = LUZ UV 254 y

366 nm; acido Sulfomolibdico. Siembra: 3\ del EDCM7+ solubilizado en diclorometano.
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8.3.5.1.4. Cromatografia en Placa Preparativa (PLC) del Extracto EDCMt

Parte del EDCMy se sembré en PLC utilizando el siguiente sistema cromatografico:
Fase estacionaria = silica gel 60 Fys4; Fase Moévil = diclorometano: metanol (20:1) (x 3);
Siembra = 44 mg del EDCMy solubilizado en diclorometano. Revelado = LUZ UV 254 y
366 nm.

Se obtuvieron cinco fracciones denominadas Frp1, Frpy, Frps, Frpsa ¥y Frps las cuales
fueron marcadas, separadas y extraidas con diclorometano como solvente de extraccion.
El procedimiento empleado se detalla a continuacion:

Todas las fracciones fueron sometidas a tres extracciones empleando como solvente
de extraccién diclorometano, centrifugando antes de cada separacion de las fases. Se

concentrd en rotavapor y se seco en tambor de vacio hasta peso constante.

Fracciones Masa (mg)
Frp1 1,6
Frp2 1,8
Fros 2,5
Fras 1,0
Frps 1,0

CCD de las Fracciones Frp1_Frps

Se realizé una Cromatografia en Capa Delgada, contra Testigo: acido ursélico, de las
cinco fracciones utilizando como sistema cromatografico: Fase Estacionaria = Silica gel 60
Fos4; Fase Moévil = diclorometano: metanol (95:5); Revelado = LUZ UV a 254 y 366 nm y
Reactivo revelador = p-anisaldehido sulfurico.

Del analisis del revelado con la solucion de p-anisaldehido sulfurico, se observa que

la Frps presenta una mancha de igual R¢ e idéntico color que la del testigo.
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8.3.5.2. Analisis de la fraccion Frq2

CCD de la fraccion Fri.pg

La Frio fue estudiada en diferentes sistemas cromatograficos:

Siembra = 5 pl de la Fry»0 solubilizada en diclorometano (0.1 mg/ml).

Fase estacionaria = Silica gel 60 Fys4

Fase Movil; = diclorometano: metanol (6:1), Fase Movil, = diclorometano: metanol (20:1),
Fase Movil; = diclorometano: metanol (30:1), Fase Mavil, = diclorometano: metanol (50:1),
Fase Movils = diclorometano: metanol (85:1), Fase Mdvilg = Diclorometano: metanol (95:1).
Revelador = LUZ UV 254 y 366 nm; acido Sulfomolibdico.

Se continud con el procedimiento de purificacién de la fraccién Fri a través de
Cromatografia en Columna con silica gel:
Columna = longitud 30 cm y 3 cm de diametro.
Preparaciéon de la siembra sélida: 1.56 g de la Friy se solubilizan en metanol,
posteriormente se sonica hasta solucion limpida, y se le adicionan 6.00 g
aproximadamente de silica gel. Se lleva a secar en evaporador rotatorio y en tambor de
vacio a peso constante.
Fase estacionaria = 40.00 g de silica gel 60 (0.63 - 0.200 mm), marca Merck.
Fase movil = diclorometano; diclorometano: metanol (98:2), (96:4), (90:10), (85:15),
(70:30), (60:40); metanol y metanol: agua destilada al 30%.

Se colectaron 167 fracciones de 5 ml cada una. Las fracciones fueron examinadas
por CCD con el objeto de reunir aquellas que presentan el mismo perfil cromatografico.
El sistema cromatografico empleado fue: Fase Estacionaria = Silica gel 60 F,54 marca
Merck de 0.25 mm de espesor, Fase movil = diclorometano: metanol (95:1). Revelador =
luz UV a 254 y 366 nm; acido Sulfomolibdico.

Se reunieron diez fracciones que presentaron un perfil cromatografico semejante, las

cuales se detallan a continuacion: Fro.1; Froo; Fro.s; Frou; Fros; Froe; Fro.7; Frog; Fro.g; Fro.qo.

N 7 o
arm. C%m’mm& g %/m//f




Materiales y Métodos
8.3.5.2.1. Purificacion de la Fra.4o

En la Fro.10 se observd un precipitado de color blanco, con una masa de 32.8 mg.
Fue evaluado el perfil cromatografico empleando como Fase Estacionaria = Silica gel 60
Fos4, Fase Movil = diclorometano: metanol (6:1); Revelado = LUZ UV a 254 y 366 nm;

acido Sulfomolibdico y vapores de Yodo.

Siembra: al solido blanco se le incorporé dos gotas de agua destilada para lograr
solubilizarlo, y llevd posteriormente a estufa a una temperatura de 40°C durante 10
minutos. Después de cumplido el tiempo, fue centrifugado y realizada la siembra de la

parte superior resultante de la centrifugacion (sobrenadante).

8.3.6. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplado a Espectrometria de
Masas (HPLC-MS).

Fase movil: el solvente utilizado fue de calidad analitica HPLC, acetonitrilo al 100%. Se
filtré por filtro Millipore Millex-HN de 0.45 mm de diametro de poro y desgasificé primero

con ultrasonido y posteriormente burbujeo de gas Helio, a temperatura ambiente.

Muestra: Se inyectaron las fracciones Fri9 y Fri.15 que fueron analizadas en LC/ MSD VL

Agilent Technologies 1100 Series Liquid Chromatography en un rango de m/z 50 a 1500.

8.3.7. Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria de
Masas de Alta Resolucion (HPLC-HRMS).

Fase movil: el solvente utilizado fue de calidad analitica HPLC, acetona. Se procedio igual
que en el punto anterior (8.3.6.).

Muestra: Se inyectaron la fraccion Frpz que deriva del extracto EDCMt y la fraccidn Fra.qo.
La técnica empleada fue la ionizacion a presion atmosférica (API), que incluye la

electronebulizacién o electrospray (ES).

Deteccidn: el detector usado fue Masa de Impacto Electrénico (IE) en el modo positivo.
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9.1. Determinacién de la actividad antimicrobiana en Eugenia uniflora
L.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana, segun fue explicado
anteriormente en el capitulo 5, fueron empleados dos métodos: el Método del cilindro
placa (USP 29) y CCD - Bioautografica (Contact Bioautography). En los analisis se
aplicé el test de actividad antibiética segun acordado por Walldusser. (1990)

La evaluacién bioldgica realizada incluyé las fracciones Frig, Fri.14, Fri.4s, Fris,
Fri20, Fri22, €l extracto EDCMy y la fraccion Fra.19. Dicha actividad fue realizada en el
Laboratorio de Control de Calidad del Colegio de Farmacéuticos de la Provincia de

Buenos Aires por la Farm. Sandra Castello.

9.1.1. Materiales y métodos

Como método de difusién fue empleado el método del “cilindro placa”, en donde
fueron utilizados cilindros de vidrio estéril de tamafio uniforme (diametro interno 5 mm,
altura 8 mm), placas de Petri, medio de cultivo: agar TSA (Agar Tripteina de Soja)
inoculado con distintas cepas de microorganismos y como antibidtico estandard,
Ceftazidina.

Dentro de los métodos bioautograficos, fue empleado el “Contact bioautography”
utilizandose para el mismo cromatofolios de silica gel 60 F254 (Merck) (2.5 cm de
ancho y 5 cm de alto), medio de cultivo: agar TSA (Agar Tripteina de Soja) inoculado
con distintas cepas de microorganismos y solucion 0.1% de TTC (2,3,5-triphenil-2H-

tetrazolium chloride).

9.1.1.1. Fracciones ensayadas.

Las fracciones analizadas fueron Frig, Fri.a, Fris, Friqe, Frizo y Frio

provenientes del Extracto Hexanico Concentrado (EHC) sometido a cromatografia en

%f/// C)//;(m(/ g @/ﬂl/{



Actividad B'Lo[égica

columna de silica gel, explicado en 8.3.5. como asi también el extracto EDCMy
proveniente de la purificacion del sélido S (ver 8.3.5.1.1.) y la fraccion Frp.10 que deriva

de la fraccion Frq.og.

9.1.1.2. Microorganismos de referencia utilizados.

Los microorganismos de ensayo utilizados fueron: Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy
Staphylococcus aureus ATCC 29737.

Microorganismos Tipo de N° de Cédigo
microorganismo
Bacillus Subtilis Bacilo Gram + ATCC 6633
Escherichia coli Bacilo Gram - ATCC 8739
Pseudomonas Bacilo Gram - ATCC 9027
aeruginosa
Staphylococcus aureus Coco Gram + ATCC 29737

Tabla. Microorganismos utilizados en el Ensayo Antimicrobiano

9.1.1.3. Preparacion de los inéculos.

Las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29737, Bacillus Subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 fueron
mantenidos en agar TSA. Todos los medios fueron esterilizados a 120°C durante 120
min.

Previamente al ensayo, los cultivos bacterianos fueron subcultivados en el medio
TSA a 37°C durante 24 h, fueron diluidas una parte de las suspensiones stock vy
determinadas la transmitancia de estas diluciones de prueba a 580 nm con
espectrofotometro. Se ajustd la concentracién (cantidad) tal que los indculos tuvieran
una transmitancia del 25% contra la sal tetrazolium como un blanco (igual a 1
correspondiendo a aproximadamente 10° cell/ml).

Los inéculos microbianos se prepararon a partir de cultivos “overnight” de los

microorganismos de prueba en agar tripteina de soja (Merck, Argentina) en pico de
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flauta, obteniendo una suspension en solucién fisiolégica (NaCl 8.5 %., Farmacopea
Argentina VI ed.), de 35% de transmitancia a 580 nm para Escherichia coli ATCC 8739,
del 25% de transmitancia a 580 nm para Staphylococcus aureus ATCC 29737 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y del 32% de transmitancia a 520 nm para
Bacillus subtilis ATCC 6633.

Las suspensiones microbianas se inocularon en agar tripteina de soja (Merck,
Argentina) previamente fundido y mantenido a 45°C, en volumen de 0.1 ml por cada 10
ml del medio de cultivo que a continuacion se vertid en una caja de Petri de 90 mm de
diametro, estéril, descartable y se dejé 20 minutos a temperatura ambiente para su

solidificacion.

9.1.1.4. Método del cilindro placa (USP 29) y CCD - Bioautografica (Contact
bioautography).

Sobre el medio de cultivo inoculado, fueron depositados cilindros de vidrios
estériles y a continuacion se agregaron 100 ul del extracto en diferentes
concentraciones. Se dejo absorber durante 15 minutos y se llevé a incubar a 37°C
durante 18 horas. Transcurrida la incubacién, se efectud la lectura de los resultados y
medicion del didametro de los halos de inhibicion, generados por la difusion de la
sustancia antimicrobiana alrededor de los cilindros.

Las fracciones ensayadas fueron Frq.g, Fri.14, Fri.1s, Frie, Fri20, Fri2, EDCMry la
fraccidn Frp.10: al extracto seco de cada una de las fracciones se lo resuspendioé en agua
destilada a una concentracion de 67.000 ug/ml. Las soluciones de cada fraccion fueron
sembradas en placas de silica gel 60 Fys4 (Merck); las manchas fueron visualizadas
bajo luz ultravioleta a 254 nm. Las placas de capa fina fueron cubiertas con 2 ml de
medio blando (0.3 % medio de cultivo agar TSA — Merck) previamente inoculado con
10° unidades formadoras de colonias por cada ml (ufc/ml) de cada organismo e
incubado a 37°C durante 24 h. Luego las placas fueron esprayadas con solucion 0.1%
de TTC (2,3,5-triphenil-2H-tetrazolium chloride) y posteriormente incubadas a 37°C
durante 60 minutos en la oscuridad.

Las zonas de inhibicion fueron visualizadas por la deteccién de la actividad

deshidrogenasa con la sal tetrasolium. El ensayo en CCD visualiza las zonas de
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Actividad Bio[égica

inhibicion de crecimiento cuando la sal tetrazolium es convertida a formazan roja por la
deshidrogenasa del organismo multiplicador (Wallausser 1990). Las zonas de inhibicién

aparecen rojas contra un trasfondo incoloro.

Fig. 9-1. Método del cilindro placa
(http://image.slidesharecdn.com/doseamentomicrobiologico-120603074512-
phpapp01/95/doseamento-microbiologico-26-728.jpg?cb=1338709611)

e

CCD - Bioautogréfica (Contact bioautography)
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Resultados

10. Resubbados

10.1. Estudio fitoquimico

El Extracto Hexanico Concentrado (EHC) de Eugenia uniflora L. fue evaluado
fitoquimicamente, segun lo descripto previamente en la seccion 8.3.2., observandose
que la unica reaccion de caracterizacion positiva fue la de Liebermann Burchard
resaltando la presencia de esteroides o triterpenos saturados (coloracién verde

amarillenta).

10.1.1. Reacciones de caracterizacion
En la reacciones de caracterizacion fitoquimica de EDCMty EAC+, a través de la
Reaccion de Liebermann Burchard, se observa la presencia de triterpenos (coloracion

rojiza).

10.1.2. Caracterizaciones en CCD de los compuestos presentes

En la CCD de EDCMr y Frps proveniente de la fraccion Fryo,, fueron analizados
en cromatofolios de silica gel empleando como Testigo: acido ursdélico al 1% en
cloroformo. Se utilizé el sistema cromatografico explicado en el capitulo 8. Materiales y
Métodos.

Del analisis del revelado con la solucion de p-anisaldehido sulfurico, se pudo
observar que tanto EDCMy como Frps presentan una mancha de igual Rf e idéntico

color que la del testigo = acido ursalico.
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Fracciones

Fase

estacionaria

Fase movil

Revelado

UV 254

UV 366

Reactivo
revelador

EDCM+

Silica gel 60

F2s4

diclorometano:

metanol (20:1)

6 sust.
pardas

2 sust.
amarillas

acido
Sulfomolibdico
6 sust. azules

Silica gel 60

F2s54

tolueno:
acetato de
etilo (8:2)

7 sust.

4 verdes
y3
amarillas

7 sust.

3 rojas, 3
negras y

1 amarilla

Se detecta la
presencia de
acido ursolico
contra testigo
p-anisaldehido
sulfurico

9 sust. (1 azul
fuerte que es
caracteristica
del acido
ursolico, 2
verdes y 6
azules)

Silica gel 60

Fos4

diclorometano:

metanol (95:5)

8 sust.

6 verdes,
1grisy1
amarilla

8 sust.
3 rojas y
5 negras

Se detecta la
presencia de
acido ursdlico
contra testigo
p-anisaldehido
sulfurico

8 sust. (1 azul
fuerte que es
caracteristica
del acido
ursolico, 4
celestesy 3
verdes).

FrD3

Silica gel 60

Fos4

diclorometano:

metanol (20:1)

4 sust.
pardas

2 sust.
amarillas

acido
Sulfomolibdico
4 sust. azules
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Resultados

Silica gel 60 | diclorometano: | 6 sust. 6 sust. Se detecta la
Fos4 metanol (95:5) | 4 verdes | 3rojasy | presencia de
y2 3 negras | acido ursodlico
amarillas contra testigo
p-anisaldehido
sulfurico
6 sust. (1 azul
fuerte que es
caracteristica
del acido
ursolico, 3
celestesy 2
verdes).
Silica gel 60 | tolueno: 5 sust. 5 sust. Se detecta la
Fos4 acetato de 3 verdes | 2rojas, 2 | presencia de
etilo (8:2) y 2 negrasy | acido ursolico
amarillas | 1 amarilla | contra testigo

p-anisaldehido
sulfurico

6 sust. (1 azul
fuerte que es
caracteristica
del acido
ursolico, 2
verdesy 3
azules)

Tabla 10-1. Perfil cromatografico (TLC) de las fracciones con acido ursélico

10.1.3. Analisis por HPLC-MS: Fracciones Fri.9y Frq.15

La mezcla de sesquiterpenos como selina-1,3,7,(11)-trien-8-ona, furanodieno,

oxidoselina-1,3,7,(11)-trien-8-ona

(EI-Shabrawy,

1995; de Morais et al.,

1996;

Kanazawa et al., 2000), limoneno, verbenona, pulegona, carvona, nerolidol, (Ubiergo et

al., 1987; Henriques et al., 1993) y germacrone, curzerene (Rucker et al., 1977; Maia et

al.,, 1999; Melo et al., 2007) son los compuestos quimicos encontrados en mayor

proporcion en Eugenia uniflora L.,

mencionada.

segun

literatura

internacional

anteriormente
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Resultados

@)

§ /

=

Selina-1,3,7,(11)-trien-8-ona Furanodieno
0]
O
Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona Limoneno
O
X
CH,4
CH,4 —
O Verbenona CH; Pulegona
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Resultados

CH,
CH,
o)
/ \ CH3
CH CH, CH, CHj
Carvona Germacrone

CHj, CH,
OH CH3
X N >
Nerolidol

Curzerene

Las fracciones Frig y Fri45, que demostraron tener actividad antimicrobiana,
fueron investigadas estructuralmente a través de un HPLC-MS LC/ MSD VL Agilent
Technologies 1100 Series Liquid Chromatography m/z 50-1500.
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Resultados

10.1.3.1. Analisis de la Fraccion Frq
10.1.3.1.1. Compuesto identificado: PULEGONA

En el cromatograma de la Fig. 1, a un Tr.1.991 se observa la posible presencia de
Pulegona que al comparar con su espectro homoénimo (Fig. 2) aportado por la base de
datos HMDB (http://www.hmdb.ca), se visualizan algunos picos caracteristicos del
compuesto hallado, encerrados en un circulo.

Se encuentra un i6n molecular m/z 152 [M'] correspondiente con la formula
molecular C1oH160. El fragmento m/z 137 se corresponde al (2-etinil-5-metilenciclohexil)
oxonio, CgH130", el de m/z 123 al (3-etinil-4-metilpenta-1,4-dien-2-il) oxonio con la
formula molecular CgH410* y el de m/z 111 (C;H4;0O"), correspondiente al (5-

metileneciclohex-3-en-1-il) oxonio segun base de datos consultada (HMDB).

I
OH,Z CH, CH,
+
OH CH,
// CH, .
CH2 HC OH2
m/z 137 m/z 123 m/z 111
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Resultados

Print of window 80: MS Spectrum

Injection Date : 18 May 07 4:14 pm

Samp.’ e Name 2 9EUV Location : Vial 1 -
Acg. Operator : IVANA o &

Acg. Method : QMVJI.M

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\QMVJ.M

Last changed > 5/3/2007 B5:56:33 PM by Valentina

MS Spectrum

*MSD1 SPC, time=1.991 of SNAPSHOT.D APCI, Pos, Scan
©
w
b8
100 -
t
4 ‘w Max: 2849
|
80
1
60 -
40 -
=
g
©
w
By
20 - N s 3
o @ 8 w
< TR e S ey
< w % R ~ ~ @ o 2
- (=] 0 ==}
iz .gB it . (B8 8.3
w 2 o o o o | ol 1ol oW [8 0
I 1g @ B F il BIE &oo
| L s | bl he o IS 6 =l R | ] 2
y -~ N - = © ml L] @ &0 o
~ 2 g @ 5 laile ¢ SIS i
R 8 8| 4 | g oIErtisigl T ig | o o
- 3 ~ @ r *i ! ‘m.lmi 1'; f i l E!g;g
| i ! H i g ¥
4 | ¢ i | | il bl
i ! | !H%lg fLE i Iilz!i

FIGURA N° 1. HPLC-MS de la Fryg
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Resultados

*

(*)
Datos de Pulegona:

Formula: C1OH16O

Peso molecular: 152.2334

IUPAC InChl Estandar:
InChl=1S/C10H160/c1-7(2)9-5-4-8(3)6-10(9)11/h8H,4-6H2,1-3H3/t8-/m0/s1
IUPAC InChlKey Estandar: NZGWDASTMWDZIW-QMMMGPOBSA-N
Numero de registro CAS: 89-82-7

Estructura quimica:

CH,

CH,

Estereoisomeros: Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethylidene)- 5-Methyl-2-(1-

methylethenylidene) cyclohexanone

Otros nombres: (+)-Pulegone; B-Pulegone; Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methyl-
ethylidene)-, (R)-; p-Menth-4(8)-en-3-one, (R)-(+)-; (+)-(R)-Pulegone; (R)-(+)-Pule-gone;
d-p-Menth-4(8)-en-3-one; d-Pulegone; p-Menth-4(8)-en-3-one; Pulegone, (d); 1-
Isopropylidene-4-methyl-2-cyclohexanone; 1-Methyl-4-isopropylidene-3-cyclo-hexanone;
3-Methyl-6-isopropylidenecyclohexanone; 4(8)-p-Menthen-3-one, (R)-(+)-; Pulegon; (+)-
4(8)-Para-menthen-3-one; 5-Methyl-2-(1-methylethylidene) cyclo-hexanone, (R)-; (1R)-
(+)-p-Menth-4(8)-en-3-one; (R)-Pulegone.

“ http://webbook.nist. gov/cgi/cbook.cgi?1D=89-82-7&Units=SI&cMS=on
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Resultados

10.1.3.2. Analisis de la Fraccion Frq.45
10.1.3.2.1. Compuesto identificado: GERMACRONE

En la muestra (Fry.15) analizada por el Laboratorio Analitico - Facultad de Ciencias
Exactas, U.N.L.P. - se obtuvo el perfil cromatografico de la Fig. 3. A un Tr. 12.660 se
observa la posible presencia del Germacrone, con un i6n molecular m/z 218
correspondiente con la férmula molecular CqsH2,0. Con la pérdida de un propeno
(H.C=CH-CHj3) y posteriormente un metilo (-CH3), se obtendria el fragmento m/z 162
correspondiente a C41H4cO el cual con la pérdida de un HO" se obtendria el fragmento
m/z 145 (Cq1Hys).

Los otros fragmentos caracteristicos serian m/z 103 que podria obtenerse a partir
de la pérdida de un propeno (m/z 42) y el de m/z 121, de la pérdida de un H”
obteniendo el fragmento m/z 161 equivalente a C11Hs0 y finalmente al perderse un
H,C=CH-CH3; se obtendrian los fragmentos m/z 121 y m/z 42.

Con los datos aportados por la base de datos Nist
(http://webbook.nist.gov/chemistry/), en donde se observa el Espectro de Masas del
Germacrone (Fig. 4), se indican algunos de los picos caracteristicos con un circulo rojo,

pertenecientes a dicho compuesto en la muestra de analisis (Fig. 3).
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Resultados

Injection Date : 18 May 07 3:47 pm
Sample Name £ 1SEOV Location : Vial 1
Acg. Operator : IVANA Injy : &
Acqg. Method : QMVJ.M .
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\QMVJ.M
Last changed ! 5/3/2007 5:56:33 PM by Valentina
MS Spectrum :
*MSD1 SPC, time=12,660 of SNAPSHOT.D APCI, Pos, Scan
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FIGURA N° 3. HPLC-MS de la Fry_15
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Resultados

A continuacion se detalla el esquema de fragmentacion propuesto para la fraccion

Fr1_15:
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FIGURA N° 4. Espectro de Masas: GERMACRONE
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m/z =177
CH,

- CH,

Ci1H1s
) m/z =121

m/z = 145

- o 103
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Resultados

Datos del Germacrone: !

Férmula: Cq5H20

Peso molecular: 218.3346

IUPAC InChl Estandar:
InChl=1S/C15H220/c1-11(2)14-9-8-12(3)6-5-7-13(4)10-15(14)16/h7-8H,5-
6,9-10H2,1-4H3/b12-8-,13-7-

IUPAC InChlKey Estandar: CAULGCQHVOVVRN-SVGXSMIJSA-N
Numero de registro CAS: 6902-91-6

Estructura quimica:

CH,

P X __ CHj

CH, CH,

Estereoisomeros: Germacrol

Otros nombres: (E, E)-germacrone; 3,7-Cyclodecadien-1-one, 3,7-dimethyl-10-
(1-methylethylidene)-, (E,E)-; Germacra-3,7(11),9-trien-6-one, (E,E)-; Germacron;
3,7-Dimethyl-10-(1-methylethylidene)-3,7-cyclodecadien-1-one, (trans,trans)-

O http://webbook.nist.gov/chemistry
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Resultados
10.1.4. Analisis por HPLC-HRMS

10.1.4.1. Fraccion Frp3

La fraccion Frps que deriva del extracto EDCMsy proveniente del sdlido Sy,
originario de la fraccion Fi22 como ha sido explicado en la seccién 8.3.5.1.1., fue

analizado por HPLC-HRMS utilizando la técnica Electrospray.

10.1.4.1.1. Compuesto identificado: ACIDO URSOLICO

La muestra (Frps) fue sometida a un analisis por HPLC-HRMS (Cromatografia
Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria de Masas de Alta Resolucién).

En el cromatograma de la Fig. 5 se observa a un Tr. 35.536 la posible presencia
del &cido ursodlico en donde se evidencia el pico del idn molecular m/z 456 [M?]
correspondiente con la férmula molecular C3oH4s03. El estudio fue complementado con
la presencia de tablas, pertenecientes a la misma muestra analizada, en donde se
especifican los distintos picos, a diferentes sefales, con su respectiva m/z resaltando
aquellas coincidentes con m/z del espectro de masas del acido ursdlico provenientes de
una base de datos del National Metrology Institute of Japan (NMIJ)
(http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi) (Fig. 6).

El fragmento de m/z 409, corresponderia al compuesto cuya formula molecular es
Co9H44O" y el de m/z 55, a 1-butene (C4H7), segun base de datos consultada

(http://www.hmdb.ca/metabolites).

HsC
OHy"

CH3 H3C_\_
CH CHj CHs ——CH-

m/z 409 m/z 55
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Resultados

Ademas el compuesto habia sido identificado en la misma fraccion (Frpz) y en
EDCM+r aplicando cromatografia en capa delgada contra Testigo (acido ursélico) en
distintos sistemas cromatograficos, en donde el R tanto de la muestra como de la

sustancia de referencia fue coincidente (ver pag.82).

Datos del acido ursoélico:

Férmula: CgoH4803

Estructura quimica:

COOH

Peso molecular: 456.70

Identificador Quimico Internacional de IUPAC: InChl = S/C30H4803/c!-
18-10-15-30(25(32)33)17-16-28(6)20(24(30)19(18)2)8-9-22-27(5)13-12-
23(31)26(3,4)21(27)11-14-29(22,28)7/h8,18-19,21-24,31H,9-17H2,1-
7H3,(H,32,33)/t18-,19+,21+,22- 23+,24+,27+,28-,29-,30+/m1/s1

Numero de registro CAS: 77-52-1

Otros nombres: Prunol, Malol, beta-ursolic acid, 3-beta-hydroxyurs-12-en-

28-oic acid.

O http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=89-82-7&Units=S1&cMS=on
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Resultados

MS Spectrum

*MSD1 SPC, time=35.536 of 20121119\LBB_0000.D0 API-ES, Neg, Scan, Frag: 80
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\20121119\LBB_0000.D

Resultados

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal
1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

e R e | == | === [—mmmmmmm |

# [min] [min]
;& 3.1 30 VY 02725
2 .30 NN 0.0565
3 3.426 W 0.0900
4 3.508 W 0.0510
5 3.622 VB 0.2448
6 6.490 BP 0.2494
7 =1 E572 BE (o v Al B
B 18:.675 BB g 2513
9  21.056 BP 0.1596

10 2 308 By 0.3069

11 23.567 BB 0.3164

12 24.670 BE 02305

13 27,8553 BP 0.1648

14 28.338 BV 0.2114

15 28.99%3 BV 0.1742

56 - 28573 BV 0.1903

17 30.069 VB 0.2142

18 30.919 BB Q.1720

18 32,505 BV 8 Pl

20 32.95%4 VP 0.3512

21 34,680 BV 0.3470

22 3h 204N 0.2508

23 B 45T Ay 0.2309

24 35.698 VWV 0.2144

25 35,966 VWV Q. 1673

26 - A 201 - 0.1493

27 3b.430 TV 0.1867

28 36,650 WV 0. 2325

29 36.994 v 0.2321

30 =329 25 VP 0.3849

Totals :

Area
[mAU*s]

3.71074e4
7021.04102

1.24016e4
6788.37012

2.98176e4
45.46720
15.05491
278.61716
,17.03854
67.72809
87.40633
83.79650
14.39037
29.49990
26.11102
33.59180
382.47336
16.80067
33516395
832.70203
717.70154
1076.23730
1537, 85156
3280, 993 TT
645,16931
583.86298
853.27460
135176392
127302759
2295.98462

1.06788e5

Height
[mAU]

1784.88354
1761.85144
1764.66064
17641.33569
1767.26233
2.48609
1.26002
15.85070
1.36529
2.69800
3.63683
5,18733
1.12858
1.74376
195088
2.44493
26.21482
1.48501
17.82199
36.08677
28.57457
56.86770
94.97736

81.82584

3563797
- 1

63.54810
68.39332
77.31800
g7.29039

9631.94522

Signal 2: DADl B, S8ig=320,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

# [min] [min]
ik 3.298 PV 0.2296
2 3.433 VB 0.1926
3 15.442 BP 0.1856
4 33.061 BP 0.2561
& He e s RE 0.2038
6 36.059 BY 0.2702

Area
[mAU*s]

1784.62317
1175,98218
12.36476
34,62995
16.15280
30.00694

3053.75980

Height
[mAU]

20693
87.63711
1.01845
2.03985
1.13682
1.43362

«52278

6.
270
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Signal 3:

Peak RetTime Type

# [min]

Totals :

Width

Area
[mAU*s]

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100

Resultados

e R | =mmmmmm e R P |

$32§33d438s8s

S33%R

BV

§3835535533533555393559595595954943¢5¢3

11.11740
18.24040
1114.23523
2537.28638
3069,89209
17 43622
131965
10.39325
8.55439
58.64542
9i.82224
1922.44128
55.64455
40.69411
24.86415
69,5123
45.14556
8.56699
1168452
12.05377
122.56215
387.33362
3737830
35419603
26.54649
103.18592
3354.83325
1999.12646
310, 22363
379.53458
556.31262
1528.30359
1397.33301
1151,70020
L0593
2727.15258
1180.38733
2330.08008
3043.54810
866.86932
3010.11557
1869,26575
4458.11719
2529.66406
5288021191
2028.66760
4193.20850
2545.66187
2410.14526
4019.60010
1962 .76538
1.48051e4
1.65947e4
8103 72027
6137.93945
7365.47412
1.6914%e4

1.36372e5

Height Area
[mAU] %
1.66812 8.152e-3
2.62465 0.0134
93.55251 0.8171
181.83698 1.8606
B2 87 252811
2.24676 0.0128
1.43676 367e~3
1.65226 T.621e=3
2.45592 6.273e~3
5,00959 0.0430
529327 0.0717
3272923 1.4097
1.56327 0.0408
3.00677 0.0298
el ] 0.0182
2.19827 0.0510
1.95142 0.0331
T.93943 282e-3
2.15414 566e=-3
2.14918 839e-3
2.54447 0.0899
17.25079 0.2840
22.56550 . 2767
1.61071 0.0262
2.43533 0.0195
5.74366 L0757
1131 .42252 2.4601
38.28187 1,4659
39,76381 Q227h
42.32221 0.2783
45527847 0.4079
B3.35182 1. 1207
63.14934 1.0246
67.38718 0.8445
62.02356 0.8109
FL.23923 1.9598
72.17020 0.8656
78.86275 1.7086
89.61769 Z2.23818
89.93269 06357
102 . 75710 2.2073
108.87082 1270
139.67992 320691
11T, 97357 18550
111.60309 3..8851
92.19882 1.4876
94,25372 3.0748
101.14226 1.8667
107,44080 1.7613
117.45526 2.9475
108.5252° 1.4393
284.70584 10.8564
343. 98102 12 1687
356.44156 5.9420
364.04260 4.5009
S65.91369 5.4010
409.35349 | 12.4035
4823.17629
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Signal 4: DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

i [min]

§33553333353¢

Q.2615
0.2756
0.4255
0.1469
0.2221
0267
Q85
0.201e
0.2096
0.2088
ge3l29
DfEic
0.2619
0.2417
0.30639
0.2443
0.1874
0.3648
g.2791
0.2752
0.4745
0.7489
0.1666
0.2508
53687
0.5113

Area
[mAU*s]

2.76358e4

2.28218e4
670,98358
14.76203
39.065121
22015893
15.34057
48.21148
96.15564
140.87062
71.53740
140.48294
187.61964
170.64868
175.10670
183.49060
104.40667
106.16139
197.850%2
225.80620
724.22589
5660,88184
1084.01782
3120.00610
4481.34424
6521.61328

7.46606e4

Height

1357.37488
1320.86145
20.84959
1.44815
2,52986
2.22239
1.41457

2. 61517
7.21146
9.97158
3.05795
6.00056
gitlve]
2.56551
7.43180
SRS LSRR
8.49298
3.83746
10.07476
11.%3589
20.583381

95.04540

Bl . 25455
164.88290
166.67273
180.61522

3526.88380

37£0153
30.5674
0.8987
0.0198
0.0523
0.0300
0.0205
0.0646
0.1288
0.31887
0.0958
0.1882
02513
0.2286
0.2345
0.2458
0.1398
0.1422
0.2650
0.3024
0.9700
P.5822
1.4519
4.1789
6.0023
8. 7250

Resultados
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Resultados

10.1.4.2. Fraccion Fra.qo

Al ensayar la fraccion Frq.o se observo que posee actividad antimicrobiana. Dicha
fraccion fue sometida a cromatografia en columna obteniéndose diez fracciones (Fro.1 -
Fro.10) tal como se explica en la seccién 8.3.5.2.

En la fraccidn Frp.19 se pudo comprobar también la accion antimicrobiana
observandose un precipitado blanquecino el cual fue posteriormente analizado
mediante HPLC-HRMS.

10.1.4.2.1. Compuesto identificado: ACETATO DE BORNILO

La evaluacion de la muestra (Fro.19) se realizé analizando los datos de tablas en
donde se especifican los distintos picos con su m/z de la fraccion de estudio,
contrastandolos con aquellos del acetato de bornilo provenientes de su Espectro de
Masa (Fig.7) y de la base de datos del National Metrology Institute of Japan (NMIJ)
(http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame top.cgi). El ibn molecular de m/z 196
[M*] seria compatible con la férmula molecular C12H2005.

El fragmento m/z 139 seria correspondiente a la formula molecular CoH150", el de
m/z 69 perteneciente a CsHg", mz 55 relacionado con C4H;" y mz 53 con C4Hs segun la
Base de Datos HMDB (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0040397).

Los compuestos quimicos pertenecientes a los fragmentos precedentes se

detallan a continuacion:

CH,*
H3C / 2 o
chg | G x
OH* CH3 \

CH,*

mz 139 mz 69 mz 55

/1CH2

H,C

mz 53

»7 (l;;f me. C)/l;(l/ 1244 &/J @ }Cil/l:
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Resultados

Datos del acetato de bornilo:

Formula: C12H2002
Estructura quimica:

CHj

CHj,
O\’/O
CH;
Peso molecular: 196.2860
Identificador Quimico Internacional de IUPAC: InChl=1S/C12H2002/c1-
8(13)14-10-7-9-5-6-12(10,4)11(9,2)3/h9-10H, 5-7H2,1-4H3/t9,10-,12/m0/s1

Numero de registro CAS: 76-49-3

Otros nombres: Bicyclo [2.2.1] heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, acetate, endo-;
Borneol, acetate; Bornyl acetic ether; 2-Camphanol acetate; endo-2-Camphanyl
ethanoate; 1,7,7-Trimethylbicyclo (2.2.1) heptan-2-ol acetate; borneyl acetate;
bornyl aceate; 1,7,7-Trimethylbicyclo [2.2.1] hept-2-yl acetate; endo-1,7,7-
trimethylbicyclo [2.2.1] hept-2-yl acetate.

O http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=89-82-7&Units=SI&cMS=on
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Resultados

SDBS-Mass

MS2014-05107CwW SDBS NO. 7146

bornyl acetate

C12H2002 (Mass of molecular ion: 1906)

Change

Threshold :
29.0
39.0

N

85.0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

93.

94.

95.

96.

97.

99.
108.
1009.
110.
111.
113.
121.
122.
123.
125.
135.
136.
137.
139.
153.
154.
155.
196.
197.

=

Y
(@} [
P NOONOWORFR WO RFLF NSO WRE JdJFR,RFE JOR R

e e
N U1 W W W

N
e}

PO WRE RO PR NDN

(@}
= IS
DO U WIN WP OWONODRDWPRERERPRPOONREOPRODODOOOOOONO WOWWOU B ODdRE WO

O O O O o

m/z del acetato de bornilo resaltando los encontrados en la muestra de estudio
(Fro-10) — National Metrology of Japan (NMIJ)

(Hf 77?. (/)/6;(1/ 244 &/J@ ;’ vl 1 1 4




Resultados
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http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi

Resultados

Se detallan los distintos picos con su respectiva m/z resaltando aquellas

coincidentes con m/z del espectro de masas del acetato de bornilo:

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\20121119\LBB_0004.D

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal
1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 2: DAD1 B, Sig=320,16 Ref=360,100

51.4327
47.2188
1.3485

Peak RetTime Type Width Area Height
# [min) [min] [mAU*s ] [mAU]
SR - Jieemcn (e m S e e =R e I
1 3.295 BV 0.2184 2017.67969 | 139.78314
2 3.407 VB 0.1959 1852,37097 .
3 35.1%4 BB 0.2310 52.90156 3.10188

é?%?wu C%@;unz62(g2§%u¢
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Resultados

Signal 3: DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360, 100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mimn] [mAU*s ] [mAU] % i
————| e | === [———m e | mm e | == e | ==
s 0.098 BV 0.0696 14.29110 2.79828 7.88le=3
4 Q.237 WV J.0961 53.91647 6.74542 G.0281
3 D,422 VV 0.1072 94,.25034 11, 093984 0.0520
4 QLEBRS VY 0.3012 574.66577 23.34756 0.3169
5 1.056 WV 0.0944 199.40680 26.93370 0.1100
& 1.557 vV 0.4441 1611.748%0 44.75617 0.8888
) 1.886 WV 0.0998 3852.27509 48.60114 0.2108
8 1.959 VB 0.0940 377.60214 50.06160 0.2082
G 2.142 BY 0.0804 314.52658 53.666440 G.1734
10 2.831 VP 0,3444 4206,021%7 16B,95720 2.3183
11 3.415 WV 0.4408 9431.59082 273.16754 5.2009
12 4.157 VV 0.0858 475.38571 69.48115 0.2621
13 4.609 VV 0.5845 3236.17871 65, 26952 1.7845
14 5.574 VvV 0.3562 1624.25806 55.05952 0.8957
15 5.743 vV 0.1344 565.24890 53.87428 0.3117
16 5.808 vV 0.1666 725.89349 53,.03469 0.4025
17 6.045 VvV 0.0799 296.80402 48.15371 0.1637
18 6.165 VB 0.1103 407.67068 46.49514 0.2248
19 6.352 BV 0D.1835 651.77972 4433869 0.3594
20 6.536 VV 0.5282 1787.13098 5 0.9855
21 7.974 VB 0.0754 15.32760 2.73636 8.452e-3
22 14.630 BP 0.1622 40.45457 3.22802 0.0223
23 15.9%910 vB 0.1697 24 .79906 1.81179 0.0137
24 17.467 VWV 0.1772 22.29098 1. 55573 0.0123
25 18.216 vV 0.2598 65,65238 3.11623 0.0362
26 18.53% VV 0.0527 6.44158 1.68198 3.552e-3
27 18.628 VV 0.1090 17.02958 2.04894 95, 391e-3
28 185.785 VB 0.1768 41.84775 2.86171 0.0231
29 20.311 BP 0.2546 132.27722 7.32831 0.0729
30 21.937 BV 0.1765 69.37983 4,.80343 0.0383
31 22.230 vV 0.2586 167.50305 8.85839 0.0924
32 22.462 VV 0.0509 15.39001 3.99475 E8.487e-3
33 22.618 VvV 0.1766 64.60110 5.07150 D.0356
34 22.779% WV 0.0748 23.96337 4.31345 0.0132
35 23.344 VV 0.3555 259.40405 8.70826 0.1430
36 23,907 VWV 0,4352 531.48755 14.86317 0.2931
37 24.348 WV 0.3184 317.89053 12.18428 0.1753
38 25.048 WV 0.3057 305,28412 12.21008 0.1683
39 25,704 VV 0.3873 630.17944 19.28354 0.3475
40 26.108 WV 0.2829 446.99713 20.94821 0.2465
41 26.383 VWV 0.2138 269.12448 16.03786 0.1484
42 26.802 vV 0.1830 231.10898 5.540 0.1274
43 27.761 VWV 0.4657 2605.10254 1.4365
44 28.348 VWV 0.2402 933.36163 51.20970% 0.5147
45 28.682 VV 0.2559 1298_ 84802 68.27668 0.7162
46 29.035% VV 0.2266 1267.57788 77.57718 0.6990
47 29.224 vV 0.6409 4253.29004 78.89655 2.3454
48 30.462 VV 0.3892 1539.54858 49,.181189 0.8490
49 30,855 VvV 0.5217 2186.07959 50.23580 1.2055
50 32.348 VV 0.4094 1356.82361 46.36952 0.7482
51 32,708 VV 0.1963 393.58221 26.64482 0.2170
52 33.131 WV 0.3756 B839.22327 0.4628
53 33.506 VV 0.3294 S64.40112 22.43928 0.3112
54 35.439 VvV 0.5885 1.52675e4 323.54034 8.4190
55 35.820° VWV 0.6178 1.72063e4 333.59012 9.4881
56 36.716 VV 0.7847 2.08967e4 329.15967 11.5231
57 37.823 VV 0.4198 9349,29297 301.44260 5.1555
58 38.633 VV 0.2674 1.78%48e4 817.36505 9.8678
59 38.731 VV 0.0630 3715.16016 817.95477 2.0487
60 38.8B50 WV D.1056 6561.66602 818.253981 3.6183
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Signal 4: DAD1 D, Sig=230,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width

#

- | ———mmmm | e | m s | s | s ———— | == —————— |

W - 00 Wk

[min]

PV
v
VB
BF
BP
BV

5

BP
BP

s}
=

28.340
28.672
29.230
30.567
32.343
33.151
33.499
34.943
35,413
35.808
36.303
36.509
36.877
37.828
38.588
38.649
38.738
38.802
38.923
39.00e VBA

$53355959933357983979333338¢88¢3

[min]

0.1286
0.2567
0.3256
0.1979
0.2757
0.2892
0.2269
0. 1557
0.2105
0.2030
0.3212
0.2713
0.1876
0.2390
0.2564
0.2350
0.2340
0.702%
0.6858
0.3358
0.3262
0.2668
0.3063
0.3464
0.32100
0.3453
0.2335
0.3929
0.4398
0.1699
0.0552
0.07%2
0.0684
0.1008
0.4794

Area
[mAU*s]

40.69673
364.13351
2.19439%4
2.49636e4
60.88729
107.21001
93.05430
56.47319
19.66478
54.98684
39.62267
400.32516
358.87689
36.10219
69.50119
614,01202
292.66266
383.29880
1609.74524
1044 .64600
456.24078
224.803865
97.03718
1531.7609%
1911.89331
1805.41162
2467.88550
1542.659971
2666.31030
3874.51221
1.94282e4
5314.88379
7527.34961
7438.54150
1.09373e4
5.72547e4

Height
[mAU]

2.53555
46.87245
1250.79785
1246.64819
4.73870
5.69196
4.35611
3.37987
1.921637
3.76262
2.52624
18.16066
18.58385
2.74269
4.07442
32.739613
16.81921
22.36000
28.32864
18.13810
21.82339
10.07865
4.90565
66.10167
75,25982
79.18420
92.48682
92.0389%4
90.70497
119.01886
1435.48914
1435.59717
1435.62402
1436.22839
1436,23645
1435.17334

0.2057
12.3954
14,1011

0.0344

0.0606

0.0526

0.0319

0.0111

0.0311

0.0224

0.2261

0.2027

0.0204

0.0383

0.3468

0.1653

0.2165

0.9093

0.5801

0.2577

0.1270

0.0548

0.8652

1.0800

1.0198

1.3940

0.8714

1.5061

2.1886
10.9743

3.0022

4.2519

4,2018

6.1781
32.3413

Resultados
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Resultados
10.2. Actividad Bioldégica

10.2.1. Determinacion de la actividad antimicrobiana.

Las fracciones Fri.g, Fri.14, Fri.15, Fri.16, Frio y Frioo provenientes del EHC como
asi también el extracto EDCMy hallado del S de la fraccion Fri.oz y la Fro.q, de la Frq-o,
demostraron tener propiedad antimicrobiana.

Estas fracciones se ensayaron frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. El experimento consistio en la
determinacion de la actividad antimicrobiana empleando dos métodos para su analisis:
el método de “cilindro placa” (USP 29), entre los métodos de difusion y el “Contact

bioautography” como método bioautografico.

10.2.1.1. Método del cilindro placa (USP 29) y CCD - Bioautografica (Contact
bioautography).

Las fracciones Fl'1_g, Fr1_14, Fr1_15, Fr1_16, FI’1-20, FI’1-22, EDCMT Yy Fl'2_10, fueron
evaluadas por este procedimiento tal como se explica en la seccion 9.1.1.4. Se
implement6 esta técnica en donde se observaron las manchas de cada una de las
fracciones que presentaron actividad antimicrobiana.

Las placas cromatograficas de cada una de las fracciones ensayadas fueron
corridas empleando como fase movil: éter de petréleo: diclorometano (4:1).

Para visualizar las manchas que presentaban actividad antimicrobiana (halo de
inhibicion), los cromatofolios después de ser incubados, fueron esprayados con sal de
tetrazolio. Se observaron las zonas de inhibicion por la deteccion de la actividad
deshidrogenasa con dicha sal, visualizandose las manchas activas de color rojo en
contraste con un fondo incoloro.

Las zonas de actividad antimicrobiana fueron evidenciadas, en las cromatografias
en placa fina, en un rango de R¢ que oscilé entre 0,5 a 0,8.

Se observd que las soluciones de las muestras testeadas dentro del agar

causaron inhibicién de crecimiento unicamente frente a Staphylococcus aureus.

»7 (l;;f me. C)/l;(l/ 1244 &/J @ }Cil/l:

119



La siguiente tabla resume la actividad antimicrobiana de las diferentes fracciones
del Extracto Hexanico de Eugenia uniflora L.: se puede apreciar que unicamente hubo
actividad biolégica contra la bacteria Gram + Staphylococcus aureus y se detectd una
actividad negativa frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa. El rango de concentraciones ensayadas para cada microorganismo 0scilo

entre 67.000 y 195 pg/ml.

Resultados

# FRACCIONES

MICROORGANISMOS

Staphylococcus | Bacillus | Escherichia | Pseudomonas
aureus subtilis coli aeruginosa
Fr1 -9 ++ 0 0 0
Fri.1a ++ 0 0 0
F r-1s ++ 0 0 0
Fri1s ++ 0 0 0
Frioo ++ 0 0 0
Frion ++ 0 0 0
EDCMy ++ 0 0 0
FI"2.1 0 ++ 0 0 0

Tabla 10-2. Actividad antimicrobiana por los métodos del cilindro placa y CCD —
Bioautografica (Contact Bioautography). La inhibicion fue registrada como: 0 (sin
inhibicién) y ++ con dr > 1.00 (donde dr > 1.00 es el diametro de la zona de inhibicion

en cm.).
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Resultados
ESQUEMA - ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Método de Cilindro placa TLC - Bioautografia

(Contact bioautography)

[ 4
Apsulas de Petri + 4
capsu a;_ Z etn cilindros de vidrio o
con medio de (fracciones a analizar)
\CUHIIVO inoculado / _____ —
Y FE = silica gel 60 F254
agar TSA

+ FM= éter petréleo: DCM (4:1)

—
Bacillus Subtilis ATCC 6633

cultivos "overnight" Escherichia coli ATCC 8739 U
en pico de flauta

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

capsula de Petri con medio de
Staphylococcus aureus ATCC 29737 cultivo inoculado
Ceftazidina (Microorganismo Estandard) U
Fracciones Frq_g; Frq.14; Frq_4s; solucion 0,1% de TTC
100 |J| en Fr1_16; Fr1_20; Fr1_22
diferentes Fron b
, 2-10
concentraciones
EDCM+ (S)

N J ‘
~——————— b o]

Sal tetrasolium - Formazan roja
Lectura de los resultados = medicion del diametro
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Discusion
7 1. Dideusion

Actividad antimicrobiana en Eugenia spp.

El género Eugenia es muy estudiado en cuanto a su actividad bioldgica. Estudios
realizados en dicho género, demostraron poseer actividad antimicrobiana contra la
bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus; tal como lo registra Magina et al. (2009)
en el aceite esencial de hojas de Eugenia brasiliensis y Stefanello et al. (2008) en
Eugenia umbelliffora O. Berg. Ambos investigadores comprobaron que el aceite
esencial de tallos, hojas y flores de Eugenia caryophyllata Thunb. evidencié actividad
biolégica frente a Staphylococcus aureus pero no frente a Escherichia coli y a
Pseudomonas aeruginosa.

El extracto crudo y fracciones de cloruro de metileno y acetato de etilo de hojas y
frutos de Eugenia umbelliflora O. Berg, confirmaron ser activos frente a Staphylococcus
aureus. (Machado et al., 2005). El extracto metandlico de tallos, hojas y frutos de
Eugenia brejoensis Mazine evidencié actividad positiva frente a Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Azevedo et al., 2012) como asi
también los extractos metandlico, de acetato de etilo y de acetona provenientes de
tallos y frutos de Eugenia caryophyllata Thunb.: demostraron ser activos frente a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. (Keskin et al.,
2011)

El extracto etandlico de hojas de Eugenia brasiliensis Lam. revel6 inactividad
contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus y actividad positiva contra las
bacterias Gram negativa Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. (Magina et al.,
2012)

El aceite esencial de fruto de Eugenia caryophyllata Thunb., también evidencio
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e inactividad frente a
Pseudomonas aeruginosa. (Kloucek et al., 2012); igualmente Nuhez et al., 2012,

demostraron su actividad bioldgica contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
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Pseudomonas aeruginosa como asi también el trabajo realizado por Oussalah et al.

(2007), mostré su actividad frente a Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

Actividad antimicrobiana en Eugenia uniflora L.

En el aceite esencial de hojas, Silva et al. (2012), comprobaron que resulté ser
mas activo frente a Staphylococcus aureus que en Escherichia coli. Asimismo, Adebajo
et al. (1989) demostraron actividad positiva frente a Pseudomonas aeruginosa pero
inactividad contra Staphylococcus aureus. Novack Victoria et al., 2012, a través del
meétodo de difusion en agar de disco y empleando como control positivo Sulfadiazina y
Cefalotina, comprobaron una fuerte actividad frente a Staphylococcus aureus.

A través del ensayo de difusiéon en disco y empleando como control positivo
Cloranfenicol, Lago et al. (2011) revelaron que el aceite esencial de hojas poseia
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Fiuza et al. (2009), evaluaron también a través del método de difusion en disco, la
actividad antimicrobiana del extracto crudo etandlico de hojas y fracciones de acetato
de etilo, de diclorometano y de hexano de dicho extracto. Tanto el extracto etandlico
como las fracciones de acetato de etilo y de diclorometano, fueron activos frente a
Pseudomonas aeruginosa, no asi la fraccibn hexanica revelando una marcada
diferencia con la presente investigacion.

El trabajo ejecutado por Schapoval et al. (1994), demostré que tanto la infusion
como la decoccion de hojas, no demostraron actividad frente a Staphylococcus aureus
y a Escherichia coli. Semejante a nuestro trabajo, realizaron el método de difusion en
gel de agar, el cilindro placa, pero utilizando como medio de cultivo el de Grove-Randall
y como sustancia de referencia el Cloranfenicol, a diferencia de la Ceftazidina empleada
en este estudio.

Holetz et al (2002), evidenciaron que el extracto hidroalcohdlico de hojas fue
practicamente inactivo tanto para Pseudomonas aeruginosa como para Bacilus subtilis,
pero su actividad fue moderada frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Similar a este analisis, emplearon la técnica de Bioautografia para evaluar la accion
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bioldgica. En contraposicion, Gongalves et al (2005), comprobaron una buena actividad
frente a E. coliy S. aureus.

El trabajo realizado por Auricchio et al. (2007), demostré una actividad importante
frente a Staphylococcus aureus y moderada contra Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli en el extracto hidroalcohdlico de hojas de Eugenia uniflora L. El
extracto metandlico de hojas fue activo frente a Staphylococcus aureus, empleando
como control positivo Anfotericina B y Oxacilina. (Samy et al., 2014)

Oliveira et al., 2008, verificaron que el extracto crudo de semillas determiné una
actividad contra las bacterias Gram (+) Staphylococcus aureus y Gram (-)
Pseudomonas aeruginosa. El mismo extracto mostré una moderada inhibicién frente a
Bacilus subtilis (bacteria Gram positiva) como asi también con la bacteria Gram

negativa Escherichia coli.

Compuestos quimicos identificados

En la fraccion Fry fue encontrado Pulegona mediante un analisis de HPLC-MS
como fue explicado en 10.1.3.1. (pag. 96). Estudios previos muestran la presencia de
este compuesto en el aceite esencial de hojas mediante hidrodestilacion, Peixoto et al.
(2008).

El Germacrone fue identificado en la Fraccién Frqi.45 a través del analisis de
HPLC-MS (detallado en resultados, en la seccion 10.1.3.2.). Es uno de los compuestos
quimicos que se encuentra en mayor proporcidn en el aceite esencial de hojas del
género Eugenia. Estudios realizados en Eugenia uniflora L. revelan la presencia del
compuesto Germacrone: en el aceite esencial de hojas - Weyestahl et al. (1988), Melo
et al. (2007).

El acido ursoélico fue hallado en la fraccion Frpz por HPLC-HRMS, ayudado por
una base de datos del National Metrology Institute of Japan (NMIJ). Su presencia
ademas fue avalada por la realizacion de una cromatografia en capa delgada contra

testigo tal como fue explicado en el capitulo 8, en 8.3.5.1.2. En una fraccién de éter de
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petréleo derivada de un extracto etandlico de hojas de Eugenia brasiliensis Lam., fue

identificado también este acido triterpénico monohidroxilado. (Frighetto et al., 2005)

El acetato de bornilo fue encontrado en la fraccidon Frs.19 @ través de un analisis
por HPLC-HRMS, hallando fragmentos provistos por la base de datos HMDB; fue
identificado también en el aceite esencial de hojas de Eugenia octopleura Krug & Urb.

(Santana Tenorio et al., 2011).
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Conclusiones

72, Conclusiones

La evolucién y el desarrollo de las enfermedades infecciosas y la resistencia a los
antibidticos actuales generados en gran parte por el consumo indiscriminado de los
mismos, revelan la necesidad de busqueda de nuevos sustancias antimicrobianas para
tratar tales infecciones. Las fracciones obtenidas del extracto hexanico de hojas de
Eugenia uniflora L. revelaron una marcada actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus pero no contra las otras bacterias ensayadas (Bacilus subtilis,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa).
En la fraccidn Fryg se hallé el compuesto quimico Pulegona.
En la fraccidn Fry.45 se identificd el componente quimico Germacrone.
En la fraccidn Frps se identificd el acido ursélico.
En la Fraccion Fry.q0, fue encontrado el acetato de bornilo.

De acuerdo al Ry del acido ursdélico, en los sistemas cromatograficos empleados, y
la ubicacién de los componentes quimicos en la placa cromatografica con actividad
antimicrobiana (manchas de color rojo), podria presumirse que uno de los compuestos

presentes en el extracto hexanico con accion bioldgica seria el acido ursalico.

Debido a que la fraccion Frp; derivada de EDCM: que posee actividad
antimicrobiana, como asi también la fraccidén Fri2 que fue evaluada inicialmente,
podria inferirse dicha accién biolégica en Frps en donde la actividad se deba

posiblemente en parte a la presencia del compuesto quimico hallado (acido ursdlico).
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Conclusiones

La “Bioautografia” resulté ser un método util para encontrar nuevas moléculas
antimicrobianas ya que mediante esta técnica se han encontrado componentes
naturales activos contra Staphylococcus aureus. Su aplicaciéon fue exitosa en la
deteccion de sustancias antimicrobianas en las fracciones provenientes del extracto

hexanico de hojas de Eugenia uniflora L.

Los resultados se presentaron interesantes ya que la resistencia bacteriana sera

una de las primeras causas de muerte a nivel mundial calculadas para el aio 2050.
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Resumen

14 DLlesuwmen

Proceso de extraccion y separacion del Extracto Hexanico de hojas de Eugenia

uniflora L.
Hojas desecadas en polvo Eugenia uniflora L. 250g
Extraccion con Hexano
v Maceracion (7 dias) + shaker
Extracto hexanico de hojas de Eugenia uniflora L.
Concentracioén a presion reducida en
rotavapor (no a sequedad)
4 30°C
Reacciones de caracterizacion freezer
Fitoquimicas + filtracién con Blchner
O l i
e Alcaloides (-) . . .
e Esteroles (+) Residuo en papel de filtro Fase liquida
0.23g l
Se descartd Concentracién a presion

reducida en rotavapor a
sequedad - 30°$

Secado en tambor de vacio

'

8.31 g Extracto Hexanico Concentrado (EHC) de Eugenia uniflora L.

CC en silica gel 60: “Combi Flash TM Sm 50 System”
éter de petréleo; éter de petréleo: diclorometano
(6:1), (6:2), (6:3), (3:3); diclorometano y acetona.
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Resumen

Compuestos quimicos identificados en distintas fracciones del Extracto Hexanico y su

actividad bioloégica.

Fria | Fris l Fri-e Fri2o |Fl'1-22 ]—
Concentracion
a presion
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA ;f/‘;“‘gf: on
Staphylococcus aureus (+) por
. o rotatorio +
Bacillus subtilis (-) secar en
Escherichia coli (-)
, tambor de
Pseudomonas aeruginosa (-) vacio
—»| Frio —
@ »| S
PULEGONA
- HPLC - MS
—> | Friss
Reaccion de
GERMACRONE B Liebermann
Extractos: / Burchard (nucleo
EHC ' terpénico)
+ (rojo)
Fr | EDCM¢
b3 EAC, .
EMCt
HPLC — HRMS <
ACJDO v
URSOLICO |
CCDcontra | — <«——-— ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Testigo Staphylococcus aureus (+)
Bacillus subtilis (-)

Escherichia coli (-)
Pseudomonas aeruginosa (-)
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Apéndice

Apéndice I. Especies vegetales con Actividad antimicrobiana

Nombre cientifico Nombre Familia Organo del Compuestos quimicos
comun botanica vegetal
empleado

Cheilanthes glauca | “Doradilla” Pteridaceae Hoja Rutina, kaempferitrina

(Cav.) Mett.

Pityrogramma “‘Hierba de la Pteridaceae Partes aéreas Calomelanolactona (sesquiterpeno)

calomelanos (L.) seca”

Link var.

calomelanos

Ephedra “Tramontana” | Ephedraceae Partes aéreas Alcaloides: Efedrina, pseudo-efedrina, N-

americana Humb. metilefedrina; taninos; flavonoides: hesperidina,

& Bonpl. ex Willd. crisina, 5, 7, 3’- 4’-tetrahidroxi-6,8 -flavona, 5,7,3"-
trihidroxi-6,4 "-dimetoxi-flavonol, 4°-hidroxi-7-metoxi-
5-O-glucosil-flavonona; proantocianidinas.

Echinodorus “Cucharero” Alismataceae Hoja Fitol, (E)-cariofileno, a-humuleno, (E)-nerolidol,

grandiflorus linalol, (E)-farneseno, B-selineno, a-farneseno, y-

subsp. Aureus cadineno, bisabolol, drimenol, acido echinoico.

(Cham. & Schitdl.)

Micheli

Carum carvi L. “Alcaravea” Apiaceae Fruto (S)-(+) carvona, (R) -(+)-limoneno, a y B pineno,
sabineno, 3-careno, dehidrocarvona,
dehidrocarveol, carveol; Flavonoides: quercetina,
quercetina 3-glucurénido, quercetina 3-0O-
cafeilglucésido, isoquercitrina.

Pistia stratiotes L. “Lechuga Araceae Planta entera a-asarona, fenilpropanoide, acido linoleico (lipido);

cimarron” 24(S)-etil-cholesta-4-22-dieno-3-6-diona (esteroide);

lucenina, luteolin-7-glicésido.

Tillandsia capillaris | “Clavel del Bromeliaceae Partes aéreas Cicloartanol, 24-metilen cicloartanol (triterpenos).

f. cordobensis aire”

(Hieron.) L. B. Sm.

Commelina erecta “Yerba de Commelinaceae Flores Esteroides, taninos, mucilago.

L. var. erectaf. Santa Lucia”
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erecta

Cyperus rotundus “Cebollon” Cyperaceae Planta entera Sesquiterpenos: y-cadineno, 1,8-cineol, a-copaeno,

L. a-ciperona, cariofileno, ciperonona, ciperol, -
elemeno, a-humuleno, mustakone, a-rotundol, (-
rotundol, [-selineno; acido p-cumarico, acido
ferulico, acido p-hidroxibenzoico, acido vainillico.

Eichhornia “Camalote” | Pontederiaceae | Hoja, tallo, raiz | Alanina, fenilalanina, arginina, putrescina,

crassipes (Mart.) espermidina, acido linoleico.

Solms

Gomphrena “Peludilla” | Amaranthaceae Partes aéreas Esteroide: ecdisoma.

celosioides Mart.

var. celosioides

Schinus “Moradillo” Anacardiaceae Partes aéreas Limoneno, B-felandreno, a-felandreno.

fasciculatus

(Griseb.) I. M.

Johnst. var.

fasciculatus

Schinus areira L. “Molle” Anacardiaceae | Corteza/hoja/fruto | Monoterpenos oxigenados: cineol, linalol, borneol,

a-terpineol, B- cariofileno, a-copaeno, a-muroleno,
0-cadineno. Terpineol, felandreno, cadineno,
elemeno, elemol, a y B pineno. Acido estearico,
acido palmitico, acido oleico, acido linoleico. Acidos
carboxilicos: acidos tricosanoico, pentacosanoico,
hexacosanoico,  heptacosanoico, octacosanoico.
Acidos triterpénicos y sus derivados:

acidos isomasticadienonico, = masticadiendnico,
dihidromasticadiendlico, isomasticadiendlico,
masticadiendlico; Flavonoides: quercetina,
quercitrina, rutina, cianidina-3-galactdsido,
cianidina-3-glucadsido, peonidina-3-  glucdsido;
Taninos: galotaninos, acido galico; Glucidos:

glucosa, fructosa, rafinosa, pectina.
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Acanthospermum “Torito” Asteraceae Parte entera Espatunelol, germacreno C (sesquiterpenos); |-O-
australe (Loefl.) acetato (diterpenos); 5-7-4°- trihidroxi-3-6-dimetoxi
Kuntze flavona (flavonol).

Ambrosia elatior L. “‘Altamisa” Asteraceae Parte entera 4-3-10-a-allo aromandreno, acido clorogénico, acido
iso clorogénico.

Artemisia “Estragon” Asteraceae Hoja Metil chavicol, trans ocimeno, limoneno, a-pineno, d

dracunculus L. sabineo, mirceno, anetol, anisol, acido anisico,
canfeno, eugenol, aldehido p-metoxicinamico.

Baccharis crispa “Carqueja” Asteraceae Partes aéreas | Apigenina, 7-4’- dimetilapigenina, 3’-5-dihidroxi-4'-

Spreng. 7-dimetoxi flavona, acido cafeico, acido clorogénico,
acido 3,5-dicafeilquinicos.

Bidens pilosa L. “Amor seco” Asteraceae Hoja/Flores/raiz | Lipidos: acidos grasos, acidos caprico C10, laurico
C12, miristico 14, palmitico C14, estearico C16,
acidos palmitoleico, oleico, elaidico, linoleico;
Esteroles: estigmasterol, daucosterol, B-sitosterol;
Terpenos: borneol, cadinol, murulol, limoneno;
Friedelanos:  friedelin,  Acidos  organicos:
butenodioicos, cafeico, p-cumarico, fitoenoico,
elaidico; Flavonoides: quercetina, isoquercitrina,
luteolina; Cumarinas: p-cumarina, esculetina;
Taninos: acido galico, cafeico, protocatéquico.

Chaptalia nutans “Cerraja” Asteraceae Raiz Nutanocumarina, prunasina.

(L.) Pol.

Dasyphyllum “Palo santo” Asteraceae Partes aéreas Lupeol, acetato de lupeol.

diacanthoides

(Less.) Cabrera

Dolichlasium “Yerba del Asteraceae Planta entera Acido cafeico; pereflorin, 3-4-8-trimetoxi (cumarina);

lagascae D. Don ciervo’ iso skuranetina (flavanona).

Eupatorium “Teyu cad” Asteraceae Partes aéreas | B-cariofileno, germacrene D.

macrocephalum

Less.
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Eupatorium “Chilca” Asteraceae Hoja/flores Monoterpenos: a-pineno, canfeno, S-pineno,

buniifolium Hooker limoneno, cineol, p-cimeno; Sesquiterpenos: -

et Arnott cariofileno, a-humuleno, germacreno-D, bisaboleno,
oxido de cariofileno; Flavanonas: eriodictol,
quercetina; Cumarinas: escopoletina; acido cafeico,
acido clorogénico.

Eupatorium “Dotorcito” Asteraceae Hoja/flores Flavonodsidos: quercetina, quercitrina, isoquercitrina,

inulaefolium H. B. kamferol, rutina; Lactonas sesquiterpénicas:

K. germacrandlidos, furanoheliangdlidos;
Neuroleninas: Neurolenina A, By C, Lobatina Ay B,
Helenalina, Florilenalina.

Gochnatia “Jarililla” Asteraceae Partes aéreas | 3'-4"-5"-trihidroxi-3-7-dimetoxi flavone (flavonol); 8-

glutinosa (D. Don) hidroxi-3-7-11-trimeti dodeca-cis-2-trans-6-10-trien-

Hook & Arn. 13, 1-olide (sesquiterpeno).

Mikania micrantha “Guaco” Asteraceae Partes aéreas a-amirina  (triterpeno);  cumarina; alpinetina

Kunth (flavanona); mikamicranolido  (sesquiterpeno);
mikanin-3-O-sulfato (flavonol); 3,4°,5,7-tetrahidroxi-
6-metoxiflavona 3-O-B-glucopirandsido; luteolina;
3,5-di-O-acido cafeoilquinico n-butil éster; 3,4-di-O-
acido cafeoilquinico n-butil éster.

Nardophyllum “Suruyanta” Asteraceae Partes aéreas Flavonoides, compuestos fendlicos.

armatum (Wedd.)

Reiche

Pluchea sagittalis “Lucera” Asteraceae Partes aéreas Fenilpropanoide (acido cafeico); crisofenol D

(Lam.) Cabrera (flavonol); polifenoles.

Porophyllum “Mboi-moroti” Asteraceae Partes aéreas Flavonoides: Quercetina 3’O-arabindsido;

ruderale (Jacq.) Quercetina 7-O-glucésido; gossypetina 4’-metil éter

Cass. 3-O-arabindsido; gossypetina 4’-metil éter 3-O-
glucésido.

Proustia cuneifolia “‘Alpete” Asteraceae Hoja Sesquiterpenos: Cedren-14-3-15-olido; 9-B-acetoxi-

var. mendocina
(Phil.) Ariza

14-a-hidroxi-3-a-senecioil-oxy; Flavanona:

sakuranetina.
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Schkuhria pinnata | “Matapulgas” Asteraceae Partes aéreas Schkuhripinnatolido A, B, C, eucannabinolido

(Lam.) Kuntze ex (sesquiterpenos); pectolarigenina; germacranolido;

Thell. santhemoidina A, sitosterol; stigmasterol; a-amyrina;
taraxasterol.

Senecio “Chachaco- Asteraceae Partes aéreas Acido isovalérico.

eriophyton J. ma”

Rémy

Solidago chilensis “‘Romerillo Asteraceae Partes aéreas Diterpeno: pumiloxido; Sesquiterpenos: limoneno; y-

Meyen var. amarillo” cadineno.

chilensis

Tagetes terniflora “Suico” Asteraceae Hoja Sesquiterpenoides: trans-tagetona; (E)-B-ocimeno;

Kunth ocimenonas; limoneno; isomentona; espatulenal;
Fenilpropanoides: cis- y trans-anetol.

Tessaria “Aliso del rio” Asteraceae Partes aéreas a-amirina; artemisina; acido 3-4-di-O-cafeoil quinico;

integrifolia Ruiz & acido isoclorogénico; acido 3,5-O-di-cafeoil quinico;

Pav. acido 4,5-O-di-cafeoil quinico.

Thelesperma “Té pampa” Asteraceae Partes aéreas | Timolhidroquinona dimetil éter (monoterpeno).

megapotamicum

(Spreng.) Kuntze

Verbesina “Santa Asteraceae Partes aéreas Triterpeno: a-amirina; Esteroide: campesterol,

encelioides (Cav.) Maria” daucosterol; Alcaloide: galegina; Lipido: acido

Benth. & Hook. f. linoleico.

ex A. Gray

Vernonia “‘Mata Asteraceae Raiz Palmitato de lupenilo; mezcla de a y 8 palmitato de

tweedieana Baker campo” amirina.

Xanthium “Abrojo” Asteraceae Partes aéreas Xantatina; 24-metilencicloartanol; lupeol; B-amirina;

cavanillesii estigmasterol; campesterol; sitosterol; xantandlidos.

Schouw

Zinnia peruviana “Flor de Asteraceae Partes aéreas Sesquiterpenos: 6-B-acetoxi-9-a-angeloil-oxi-15-o0xo

(L.) L. papel” elemanoido; germacreno D; zinaflorine Il, Ill.

Anredera cordifolia | “Papa santa” Basellaceae Hoja Esteroides.

(Ten.) Steenis

arm. C?/Zf/(mc& g %jmwf
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Berberis buxifolia “Calafate” Berberidaceae Brotes Argemonina; berberina (alcaloide derivado de la

Lam. isoquinolina).

Alnus acuminata “Aliso blanco” Betulaceae Partes aéreas Esteroles, triterpenos, flavonoides, taninos,

Kunth compuestos fendlicos; 6-amirona (Olean-13-(18)-en-
3-ona), apigenina-47-dimetil éter (5-hidroxi-c’7-
dimetoxiflavona).

Tabebuia “Lapacho” Bignoniaceae Corteza Furanonaftoquinonas.

heptaphylla (Vell.)

Toledo

Bixa Orellana L. “Urucu’ Bixaceae Hoja Apigenina-7-bisulfato,  hipoaletina, = cosmosiina;
geraniol, geranil formiato, farnesil acetona; acido
galico.

Cordia ecalyculata “Colita” Boraginaceae Hoja (+)-espatulenol, B-sitosterol, acido palmitico, acido

Vell. miristico, acido estearico, acido oleico, acido
linoleico.

Alliaria officinalis “Aliaria” Brassicaceae Hoja/tallo Glucosinolatos: sinigrina, glucotropeolina; vitaminas:

Andrz. CyA.

Lepidium “Yerba de la Brassicaceae Planta entera p-metoxibencilisocianato.

bonariense L. pastora”

Carica papaya L. “Mamon” Caricaceae Raiz Saponinas, alcaloides, taninos, fenoles, glicésidos;
compuestos cianogenéticos.

Cecropia “‘“Ambay” Cecropiaceae Hoja Flavonoides: luteolina-C-glicosido, isoorientina,

pachystachya catequina; Flavonol: isoquercitrina; p-sitosterina,

Trécul estigmast-4-en-3-ona, a- y B-amirina, B-sitosterol;

Aminodacidos: alanina, (glicina, serina, valina,
isoleucina, asparagina, prolina, acido aspartico,
fenilalanina, acido glutamico, arginina; Azucares:
glucosa, fructosa, galactosa; Glucdsidos: ambaina,
ambainina; cecropina, cecropinina, acido
araquidonico; mucilagos, saponinas.
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Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reissek

“Congorosa”

Celastraceae

Hoja

Terpenoides: a-amirina, cangorosina A y B;
Triterpenoides: eritrodiol, betulina, betulin-3-cafeato,
moradiol, eritrodiol-3-cafeato, 20 a-hidroximaitenina,
22 B-hidroximaitenina, celastrol; Taninos:
afzelequina, epiafzelequina, catequina,
epicatequina, galocatequina, epigalocatequina, 4-O-
metil-(epi)catequina, 4°- O-metil-(epi) catequina;
quercetina, kaemferol; a-tocoferol, simiarenol,
lupeol, lupenona,  B-sitosterol,  stigmasterol,
campesterol, ergosterol, brassicasterol, escualeno,
acido hexadecanoico, vitamina E, acido
dodecanoico, acetato de geranilo; Fe, K, Mg, S, Na,
Ca.

Celltis tala Gillies
ex Planch.

“Tala”

Celtidaceae

Hoja

Flavonoides.

Chenopodium
ambrosioides L.

“Paico
macho”

Chenopodia-
ceae

Partes aéreas

Limoneno, cis-ascaridol, a-terpineno, camfor, trans-
ascaridol, p-cimeno, pinocarvona, a- y f-pineno,
geraniol, a- y B-terpineol, timol, B-cariofileno, y-
gurjuneno, mirceno, felandreno, safrol, n-docosano,
n-hentriacontano, n-heptacosano, n-octacosano, p-
cimol, espinasterol, acetato de terpinilo, salicilato de
terpinilo.

Chenopodium
multifidum L.

“Paico
hembra”

Chenopodia-
ceae

Partes aéreas

Cis-endoperodxido, trans- endoperoxido,
hidroxicetonas, p-cimeno, 7-acetoxi-p-mentano, p-
ment-5-en-cis-1,2,4-triol, p-ment-5-trans-1,2,4-triol,
p-ment-5-en-cis-1,3,4-triol, carveol; flavonoides.

Convolvulus
hermanniae L’
Hér.

“Campanilla”

Convolvulaceae

Hoja, tallo, fruto

Higrina, cuscohigrina, propilhigrina, N-
metilpirrolidinhigrina, nicotina, tropinona, tropina,
pseudotropina, 6-6-hidroxitropan-3-ona, 3-a-
aciloxitropano, 3-B-aciloxitropano.

Coriaria ruscifolia
L.

“Deu”

Coriariaceae

Fruto

Corianina (sesquiterpeno).
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Cucurbita maxima “Zapallo del Cucurbitaceae Hoja Acido gentisico; giberelina a-12,12-a-hidroxi.

subsp. Andreana diablo”

(Naudin) Filov

Fitzroya “‘Alerce” Cupresaceae Corteza/semilla |a y B pineno, canfeno, p-felandreno, acido

cupressoides Mol. levopimarico, acido abiético, acido dextropimarico.

Johnson

Atristotlia chilensis “Maqui” Elaeocarpaceae Tallo, hoja Alcaloides: aristotelina, aristotelona, aristotelinina,

(Molina) Stuntz aristona,  aristotelinona, = makonina, 8-0x0-9-
dehidrohobartina, 8-ox0-9-dehidromakomakina,
aristoquinolina, makomakina, hobartina, serratolina.

Acalypha “‘Albahaquilla | Euphorbiaceae Partes aéreas | Acidos triterpenos: acido16 a-hidroximdlico, acido

communis Mull. ” 15- a-hidroximolico, acido 7-8-, 16-B-dihidroxi-1,23-

Arg. dideoxijésico.

Colliguaja “Duraznillo” | Euphorbiaceae Tallo, hoja Lupeol, B-sitosterol, acido ursolico, acido oleandlico.

integerrima Gillies

& Hook.

Croton urucurana “Sangre de | Euphorbiaceae Tallo Borneol, acetato de bornilo, cadina-4, 10(14)-dien-

Baill. drago” 1a ol, sesquicineol, germacreno D,
biciclogermacreno.

Euphorbia hirta “Leche de Euphorbiaceae Partes aéreas Inositol; acido linoleico; sitosterol.

var. ophthalmica golondrina”

(Pers.) Allem &

Irgang

Sebastiana “Ibira-cambu” | Euphorbiaceae Hoja Galato de metilo, acido protocatechuico, quercetina,

brasiliensis kaempferol, quercitrina, acido galico.

Spreng.

Acacia aroma “Tusca” Fabaceae Hoja, tallo, flor | Apigenina, rhamnetina, linamarina.

Gillies ex Hook. &

Arn.

Adesmia “‘Paramela” Fabaceae Partes aéreas a-copaen-11-ol, 6-cadineno, 10-epi-y-eudesmol, 4-

boronioides Hook.
f.

a-hidroxidihidroagarofurano,
pineno.

1-epi-cubenol, a-
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Caesalpinia gilliesii | “Barba de Fabaceae Hoja/flores Flavondsidos: flavonas, biblavonas; Esteroles: -

Hook chivo” sitosterol, fitol, espatulenol; Acido ascérbico.

Caesalpinia “Guayacan” Fabaceae Partes aéreas Caesalpinal, bilobetina, stigma-5-en-3-O-£-6"-

paraguariensis (D. estearoilglucopirandsido, stigma-5-en-3-6-6"-

Parodi) Burkart palmitoilglucopiranésido, acido oleandlico, acido 3-
O-(E)-hidroxicinamoil oleanoico, &acido betulinico,
acido 3-O-(E)-hidroxicinamoil betulinico, lupeol.

Erythrina crista- “Seibo” Fabaceae Hoja Isoquinolina: cristadina, cristamidina; triterpeno:

galli L. var. crista- acido oleandlico.

galli

Myroxylon “‘Quina” Fabaceae Corteza Cabreuvina (isoflavona); nerolidol (sesquiterpeno).

peruiferum L. f.

Prosopis chilensis “Algarrobo” Fabaceae Planta entera Luteolina, vitexina, isovitexina, rutina, quercetrin-3-

(Molina) Stuntz meti éter; fenetilamina, triptamina.

emend. Burkart

var. chilensis

Rhynchosia senna “Porotillo” Fabaceae Partes aéreas Glicésidos fendlicos.

Gillies ex Hook.

var. senna

Zuccagnia “Jarilla Fabaceae Partes aéreas Chalconas: 2,4 -dihidroxi-3’-metoxichalcona, 2°,4°-

punctata Cav. macho” dihidroxichalcona; Flavonol: flavona, 3-7-dihidroxi.

Centaurium “Centaurea” | Gencianaceae Flores Secoiridoides: swetiamarina.

erythraea Rafn

Hypericum “Cabo toril” Hypericaceae Partes aéreas | Acido clorogénico: fenilpropanoide;  Flavonol:

connatum Lam. quercitrina; Derivado de floroglucinol: hiperbrasilol
B; Flavonoides: amentoflavona, guaijaverina,
luteoforol.

Clinopodium “Muna-muna” Lamiaceae Partes aéreas Pulegona, a-felandreno, mirceno, p-cimeno, E-

bolivianum cariofileno, germacreno-D, y-cadineno, epi-a-

(Benth.) Kuntze cadinol, a-cadinol, espatulenol.

Lepechinia “Salvia” Lamiaceae Partes aéreas Pisiferol, rosmanol, acido carndsico, salvicanol,

meyenii (Walp.)
Epling

isosalvicanol, acido oleanoico.
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Ocimum selloi “Albahaca Lamiaceae Hoja Acido rosmarinico, &cido litospérmico, acido p-

Benth. del campo” cumarico, acido hidroxi-benzoico.

Melissa officinalis “Toronijil” Lamiaceae Hoja/flores Monoterpenos aldehidicos: citral, citronelal; Acidos

L. triterpénicos: acido ursélico, acido oleandlico, acido
pomolico; Acidos fendlicos: acido cafeico, acido
clorogénico, acido rosmarinico, acido romarico,
acido malitrico A y B; Flavonoides: quercitrina,
ramnocitrina.

Salvia cuspidata “Salvia Lamiaceae Hoja Sesquiterpeno: aromadendreno, biciclogermacreno;

subsp. gilliesii morada” Monoterpeno: limoneno.

(Benth.) J.R.1.

Wood

Satureja hortensis “‘Ajedrea de Lamiaceae Hoja/flores Carvacrol, p-cimeno, timol, a, B y y- terpinenos;

L. jardin” Acidos fendlicos: acidos cafeico, siringico, vanillico,
p-hidroxibenzoico, ferulico y rosmarinico; &acido
ursolico; Flavonoides: apigenina, escutelarina.

Stachys officinalis “Betonica” Lamiaceae Hoja/flores Alcaloides piridinicos:  trigonellina;  Alcaloides

Trev. pirrolidinicos:  estaquidrina, betonicina; Acidos
fendlicos, cafeico, clorogénico y rosmarinico.

Cinnamomum “Canela” Lauraceae Corteza Aldehido cinamico, eugenol, acetato de cinamilo.

zeylanicum Ness

Balbisia calycina “Té de burro” | Ledocarpaceae Partes aéreas Flavonoides: luteolina, apigenina, quercitrina,

(Griseb.) Hunz. & quercetina, isoquercitrina.

Ariza

Lawsonia inermis ‘Henna” Litraceae Hoja/Tallo Manitol (glucido); hennataninos, &acido galico

L.

(taninos); luteolina, glucdsido-7-luteolina, acacetina,
glucésido-7-acacetina (flavonoides); 5-alil oxi-7-
hidroxicumarina (cumarina); henndsidos A, B 'y C
(glucosidos de hidroxi-1,4-naftoquinona); lawsona
(aglucon).
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Caiophora “Ortiga de la Loasaceae Partes aéreas Monoterpeno iridoide: iso booneina; monoterpeno

coronata (Gillies sierra” secoiridoide: loganina; Iridoides: 1a-metoxi-6a-, 10-

ex Am.) Hook. & dihidroxiisoepiiridomirmecina.

Arn.

Ligaria cuneifolia “‘Muérdago Loranthaceae Hoja, tallo Quercetina, epicatequina, quercitrina-3-O-xilosido,

(Ruiz & Pav.) criollo” catequina-4-g-ol, quercitina-3-O-a-arabindsido,

Tiegh. dimeros de catequina-4-B-ol, quercitina-3-O-3-
arabinésido, oligbmeros de catequina-4-3-ol,
quercitina-3-O--ramndsido, polimeros de
catequina-4-G-ol, flavonol y proantocianidinas,
heterdsidos cardendlidos.

Tripodanthus “Corpo” Loranthaceae Hoja, tallo Rutina: 3,3",4°,5,7-pentahidroxiflavona 3-6-

acutifolius (Ruiz & ramnosilglucésido;  Iso-quercitrina:  3,3",47,5,7-

Pav.) Tiegh. pentahidroxiflavona 3-8-glucésido.

Heimia salicifolia “Quiebra Lythraceae Partes aéreas | Alcaloides quinolicinicos: abresolina, 10-

(Kunth) Link arado” epiabresolina, vertina, lifolina, litrina, nesodina.

Sida rhombifolia L. “Escoba Malvaceae Partes aéreas Betaina, arginina; Ecdiesteroides: 20-

dura” hidroxiecdisona, 2-deoxi-20- hidroxiecdisona-3-O-3-

D-glucopiranésido; Esteroides y/o triterpenoides y
sus glicésidos; Flavonoides y sus glicésidos.

Ibicella lutea “Cuernos del | Martyniaceae Partes aéreas Flavona: apigenina; Triterpenos: 3-acetil-24-epi-

(Lindl.) Van Eselt. diablo” polacandrina, 1,3-diacetil-24-epi-polacandrina, 11-
0O-(6"-O-acetil-B-D-glucopiranosil) acido estearico.

Cedrela odorata L. “Cedro” Meliaceae Tallo Alcohol de mas de 5 C: D-Octacosano; 1106-
acetoxoobacunilacetato, 118-,19-diacetoxi-1-
deacetil-1-epidihidronomilina; 86, 14a-
dihidrowietendlido; 3B, 6-dihidroxidihidrocarapina,
swietendlido.

Laureliopsis “Tepa” Monimiaceae Hoja Alcaloides bisbencilisoquinolina: laureliopsina A.

philippiana

(Looser) Schodde
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Blepharocalyx “Anacahuita” Myrtaceae Hoja 1-8-cineol, linalool, B-cariofileno.

salicifolius (Kunth)

0. Berg

Campomanesia “Guabira” Myrtaceae Hoja Flavonoides, saponinas, taninos.

xanthocarpa O.

Berg var.

xanthocarpa

Myrcianthes “Guayabo Myrtaceae Partes aéreas Monoterpenos hidrocarbonados: canfeno, p-cimeno,

cisplatensis Colorado” limoneno, a-pineno, B- pineno; Sesquiterpenos

(Cambess.) O. hidrocarbonados:  &-cadineno, y-cadineno, f3-

Berg cariofileno; Sesquiterpenos oxigenados: T-cadinol.

Myrcianthes “Mato” Myrtaceae Partes aéreas Monoterpenos: 1,8-cineol, nerol, geraniol, a-pineno,

pungens (O. Berg) a-tujeno, p-cimeno, B- pineno, mirceno, D-limoneno,

D. Legrand a-felandreno, terpinoleno.

Psidium guajava L. | “Guayabo” Myrtaceae Partes aéreas Polihidroxialcaloides  (pirrolidinos), taninos vy
compuestos fendlicos, guiajaverina (un glicosido de
quercetina), triterpenoides.

Psidium guineense “Arazay” Myrtaceae Hoja (£)-nerolidol, cariofileno, B-selineno.

Sw.

Nothofagus “‘Roble pillin” | Nothofagaceae Hoja Flavonol: quercitrina, rutina, hiperdsido.

obliqua (Mirb.)

Oerst. subsp.

obliqua

Fuchsia “Chilco” Onagraceae Partes aéreas Flavonoles: astragalina, hiperosido.

magellanica Lam.

Oxalis erythrorhiza | “Boldo de la Oxalidaceae Planta entera Embelina, benzoquinone, 3-heptadecil-5-metoxi-

Gillies ex Hook. & cordillera” fenol.

Arn.

Argemone “Cardo Papaveraceae Semilla Sanguinarina, dihidroxisanguinarina,  nor-hidro-

subfusiformis G. B. santo” sanguinarina.

Ownbey

Passiflora foetida “Granadilla” | Passifloraceae Hoja Flavona: apigenina, 4-7-di-O-metilo.

L. var. foetida

X1l
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Phyllanthus niruri ‘Rompe Phyllanthaceae Partes aéreas Filantina, hipofilantina, geraniina, elagitaninos, acido

L. piedras” elagico, glicoflavonas, astragalina, isoquercitrina,
quercetina, quercitrina, rutina, lignanos, taninos
hidrolizables, cianoglucodsido.

Petiveria alliaceae “Pipi” Phytolaccacea Hoja Leridol, leridol 5-metil éter, dihidrokaemferol-3-O-a-

L. var. alliaceae ramnésido, dihidroquercetina  3-O-a-ramndsido,
mircetina 3-O-a-ramnésido.

Phytolacca dioica “Ombu” Phytolaccacea Planta entera Flavonol: ombuosido; Carbohidrato:  fructosa;

L. Proteina inactivadora de ribosoma: PD-S2.

Peperomia “Siempreviva Piperaceae Partes aéreas Peperotetrafina, norlignano, fenilpropanoide, a-

tetraphylla (G. chica” asarona, acido vainillico, acido veratrico.

Forst.) Hook. &

Arn. var.

tetraphylla

Piper aduncum L. “Matico” Piperaceae Hoja Monoterpenos: a- y fB-pineno, limoneno, cis-

var. aduncum ocimeno, trans-ocimeno, linalol; a-copaeno, S-
elemeno, a-gurjuneno, B-cariofileno,
aromadendreno, a-humuleno, germacreno D,
biciclogermacreno, a-muuroleno, y-cadineno, ©6-
cadineno, germacreno B, nerolidol, espatulenol,
globulol.

Piper regnellii “Pariparoba” Piperaceae Hoja Neolignanos: eupomatenoide-6, eupomatenoide-5,

(Miq.) C. DC. eupomatenoide-3.

Scoparia dulcis L. “‘Hiel de Plantaginaceae Partes aéreas Diterpeno: scoparinol; Flavona: cirsitakaosido;

tierra” acidos diterpenos tipo labdano: acido scoparico,

acido scoparico A y B; terpenoides, alcaloides,
taninos, saponinas, glicésidos cardiacos.

Muehlenbeckia “Zarzaparrilla | Poligonaceae Partes aéreas | Alcaloides.

sagittifolia (Ortega)
Meisn.

colorada”
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Polygonum “Lagunilla” Poligonaceae Partes aéreas | Triterpenos y/o esteroides, cumarinas, flavonoides,

hydropiperoides polifenoles, taninos, saponinas.

Michx. var.

hydropiperoides

Ruprechtia triflora | “Palo estaca” | Poligonaceae Partes aéreas | Triterpeno: lupeol; Esteroide: B-hidroxi-estigmast-5-

Griseb. en-7-ona,3-; 5a,8a-epidioxiergosta-6,22-dien-33-il
estearato.

Lomatia ferruginea “Fuinque” Proteaceae Hoja, tallo Quinoide: lawsona, valdiviona.

(Cav.) R. Br.

Acaena “Abrojo” Rosaceae Partes aéreas Quercetina, Quercetina-3-O-B-D-glucésido,

magellanica (Lam.) Quercetina-3-0O-B-D-galactosido, acido elagico,

Vahl catequina, 28-O- B-D-glucopiranésido.

Polylepis australis “Tabaquillo” Rosaceae Hoja, corteza del | Triterpeno: metil éster del acido oleandlico; metil 2a,

Bitter lefio 3B-dihidroxi-11 oxo-olean-12-en-28-oate,
metilacetiloleanolate, metilacetilursolate, metil 38-
hidroxiolean-9(11)-12-dien-28-oate, metil 33-hidroxi-
11-oxo-olean-12-en-28-oate, metil 2a-metoxi-36-
hidroxiolean-12-en-28-oate.

Borreria verticillata “Boton Rubiaceae Partes aéreas | Alcaloides inddlicos:  borrerina,  borreverina,

(L.) G. Mey. blanco” isoborreverina.

Barosma betulina “Buchu Rutaceae Hoja (-) isomentona, (+) mentona, (-) pulegona;

(Berg.) Bartl. redondo” diosfenoles.

Zanthoxylum coco “Coco” Rutaceae Partes aéreas Alcaloides: cheleritrina, berberina, fagarina Il.

Gillies ex Hook. &

Arn.

Zanthoxylum “Cuentrillo” Rutaceae Corteza de tallo y | Alcaloide isoquinolinico: zantoxilina, tembetarina,

rhoifolium Lam. raiz magnoflowersina, candicina; Alcaloide quinolinico:
skimmianina; Triterpeno: lupeol; Lignano: sesamina.

Salix humboldtiana “Sauce Salicaceae Partes aéreas Flavonoides, cumarinas, taninos.

Willd. colorado”
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Dodonaea viscosa “Chamisa” Sapindaceae Hoja Aliarina, acido dododnico, acido hautriwaico,

Jacq. dodonésidos A y B, viscosol, estigmasterol,
isorhamnetina, penduletina, quercetina,
doviscogenina.

Paullinia pinnata L. “Isipo” Sapindaceae Partes aéreas Flavona: Diosmetina-7-O-(2"-O-B-D-apiofuranosil-6”-
acetil- B-D-glucopirandsido).

Capsicum “Aji del Solanaceae Fruto Alcaloides: capsaicina, dihidrocapsaicina.

baccatum L. var. campo”

baccatum

Fabiana imbricata “Palo piche” Solanaceae Hoja, tallo Acido oleandlico, rutina, 4&cido clorogénico,

Ruiz & Pav. escopoletina.

Jaborosa “Yerba sapo” Solanaceae Partes aéreas | Witandlidos.

caulescens var.

bipinnatifida

(Dunal) Reiche

Nicandra “Farolito” Solanaceae Planta entera Alcaloides pirrolidinicos: higrina, cuscohigrina,

physalodes (L.) higrolina, norhigrina; Alcaloide tropanico: calistegina

Gaertn. B4; ecdiesteroides; witanolidos.

Nicotiana glauca “Palan-palan” Solanaceae Hoja, tallo, fruto | Esteroles: colesterol, campesterol, estigmasterol, -

Graham sitosterol.

Physalis viscosa L. | “Carambu” Solanaceae Planta entera Witandlidos; éster acetilados de sacarosa.

Salpichroa “‘Huevito de Solanaceae Planta entera Witandlidos; higrina; cuscohigrina.

origanifolia (Lam.) gallo”

Baill.

Solanum “‘Hierba Solanaceae Hoja Alcaloides esteroidales: solasonina, solasodina.

americanum Mill. mora”

Solanum “‘Espina Solanaceae Hoja, espina Witandlidos: cilistepoxido, cilistadiol.

sisymbriifolium colorada”

Lam.

Vassobia breviflora | “Calchal de Solanaceae Hoja, tallo Jaborosalactonas A, B, D.

(Sendtn.) Hunz. gallina”
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Guazuma ulmifolia | “Marmelero” Solanaceae Tallo Flavonoide: epi- catequina.

Lam. var. ulmifolia

Luehea divaricata “Sota Tiliaceae Hoja, tallo Flavonoide: epi- catequina; acido torméntico de 36-

Mart. caballo” p-hidroxibenzoil, acido maslinico, vitexina,
glucopiranosilsitos-terol.

Acantholippia “Rica-rica” Verbenaceae Partes aéreas Monoterpenos  hidrocarbonados: a-tuyona, (-

deserticola (Phil.) tuyona, sabinene; Alcoholes monoterpénicos:

Moldenke terpinen-4-ol; Fenol: carvacrol; Sesquiterpeno
hidrocarbonado: a-curcumeno; Aldehido cuminico:
isopropil benzaldehido; Triterpenoides: S-amirina.

Acantholippia “Tomillo” Verbenaceae Planta entera Timol, p-cimeno, carvacrol, y-terpineno, citral,

seriphioides (A. geranial.

Gray) Moldenke

Aloysia citriodora “Cedrén” Verbenaceae Hoja Neral, geranial, nerol, geraniol, bicicloesquifelan-

Palau dreno, espatulenol, nerolidol, B-bourboneno, trans-
B-cariofileno, limoneno, acetato de geranilo, (-
pineno, acetato de nerilo, a-tuyona, cis-carveol,
carvona, 1,8-cineol, cariofileno 6xido, linalol.

Aloysia gratissima “‘Arrayan” Verbenaceae Partes aéreas Biciclogermacreno, canfeno, caadinol, cariofileno

(Gillies & Hook. ex
Hook.) Tronc. var.
gratissima

oxido, limoneno 6xido, acetato de crisantemo, a'y 3-
cariofileno, B-elemeno, viridiflorol, linalol, a- y -
tuyona, (E)-nerolidol, germacreno D, eucaliptol,
citral, pulegona, sabineno, a- y B-pineno, limoneno,
acetato de terpinelo, eugenol, mirceno, y-terpinen-1-

al, trans-pinocarveol, cis-pinocarveol, y- y ©o-
elemeno, acetato de geranilo, [-cubebeno,
espatulenaol, globulol, a-humuleno,

aloaromadendren, y-gurjuneno, cubebol, elemol,
germacreno B, guaiol, bisabolol, a-amirina, acido
betulinico, acido oleandlico, acido ursalico, rutina.
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Aloysia “Té de burro” Verbenaceae Partes aéreas a- y B-pineno, a- y B-tuyona, sabineno, carvona,

polystachya carvacrol, eucarvona, canfeno, p-cimeno, mirceno,

(Griseb.) Moldenke a-terpineol, pulegona, B-cariofileno, a-humuleno, y-
y 0-cadineno, espatunelol.

Lantana camara L. “‘Bandera Verbenaceae Partes aéreas Davanona, p-cariofileno, sabineno, y-cadineno,

espanola” linalol, a-humuleno.
Lippia integrifolia “Poleo” Verbenaceae Hoja (-) piperitona, (+) limoneno, 1,8-cineol, cariofileno,
(Griseb.) Hieron. sabineno, linalol, acetato de bornilo, a- y B-pineno,

p-cimeno, a-terpineol, acetato de linalilo, acetato de
citronelilo, carvona, borneol, a-muuroleno, citronelol,
geranial, neral, B-elemeno, y-cadineno, cariofileno
oxido, a- y B-cubebeno, mircenona.

Stachytarpheta “Té criollo” Verbenaceae Planta entera Iridoides monoterpénicos, fenilpropanoides

caryennensis glicosidados (Verbascésido, isoverbascosido,

(Rich.) Vahl martindsido).

Cissus verticillata “Uva-brava” Vitaceae Planta entera Biciclogermacreno, estilbeno, kaemferol 3-O-

(L.) Nicolson & C. ramnosido, quercetina 3-O-ramndsido, flavonas,

E. Jarvis flavononas, flavononoles, leucoantocianidi-nas,
saponinas.

Larrea cuneifolia “Jarilla Zigophyllaceae Planta entera Asparagina; flavona; 4°-5-7-trihidroxi-3-3 -dimetoxi

Cav. macho” (Flavonol); a-agarofurano (Sesquiterpeno).

Larrea divaricata “Jarilla Zigophyllaceae Hoja Larreagenina A; acido nor-dihidroguaiarético.

Cav. hembra”
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