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Resumen

En este trabajo se determina la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina y la composicion fitoquimica de fracciones bioactivas,
obtenidas a partir de las hojas de Cassia uniflora. Se prepararon 8 fracciones mediante
cromatografia de columna, a partir del extracto cloroférmico de las hojas que fueron
sometidas a determinaciones de la actividad antibacteriana por el método de
Bauer-Kirby y de la composicién fitoquimica mediante tamizaje fitoquimico,
cromatografia de capa delgada y espectroscopias UV e IR. Dos fracciones presentaron
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Los
metabolitos secundarios asociados a la actividad biolégica pudieran ser flavonoides y
cumarinas. Los espectros UV e IR y la comparacion del espectro IR de la fraccion mas
activa con una base de datos con mas de 100 000 compuestos, sugieren que el
componente activo puede ser una cumarina, especificamente una aminocumarina.

Palabras clave: actividad antibacteriana, Staphylococcus aureus, meticilina, Cassia
uniflora, metabolitos secundarios.

Abstract

In this work the antibacterial activity against Staphylococcus aureus resistant to
methicillin was determined and the phytochemical composition of bioactive fractions
was obtained from Cassia uniflora leaves. Eight fractions were prepared by column
chromatography from the chloroform extract of the leaves, which were subjected to
determinations of the antibacterial activity by the Bauer-Kirby method and the
phytochemical composition by phytochemical screening, thin layer chromatography and
UV and IR spectroscopies. Two fractions showed antibacterial activity against
Staphylococcus aureus resistant to methicillin. Secondary metabolites associated with
biological activity could be flavonoids and coumarins. UV and IR spectra and
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comparison of the IR spectrum of the most active fraction with a database with more
than 100,000 compounds suggest that the active component may be a coumarin,
specifically an aminocoumarin.

Keywords: antibacterial activity, Staphylococcus aureus, methicillin, Cassia uniflora,
secondary metabolites.

Introduccion

Estudios de bioactividad realizados a extractos de las hojas de Cassia uniflora,
demostraron actividades analgésica, antinflamatoria y antiartritica asociadas a
determinados componentes fitoquimicos [1]. Otros evidenciaron que la propiedad
invasiva y dominante de esta planta esta ligada a componentes aleloquimicos de las
hojas con actividad fitotoxica, capaz de inhibir la germinacion de semillas y el

crecimiento de plantones de otras especies y con la actividad larvicida frente a Aedes
aegypti [2, 3].

En las hojas de C. uniflora se han encontrado terpenoides, esteroides, flavonoides,
aceites esenciales amargos y purgantes, antocianidinas, fenoles, taninos, compuestos,

quinonas y cumarinas [4]. Algunos de estos metabolitos secundarios estan relacionados

con la actividad antibacteriana de varias plantas [5].

Roig [6] inform6 que C. uniflora ha sido usada de forma empirica en el tratamiento de
erupciones cutaneas que pueden ser de origen bacteriano. EI impétigo es una de estas
alteraciones y una de sus causas mas importantes es la infeccion provocada por

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina [7].

El objetivo de este trabajo consistio en determinar la actividad antibacteriana frente a S.
aureus resistente al antibidtico meticilina y la composicion fitoquimica de fracciones

bioactivas, obtenidas a partir de las hojas de C. uniflora.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las hojas de plantas adultas de C. uniflora fueron seleccionadas y procesadas segun
NRSP 309 [8]. Con posterioridad se desinfectaron mediante una limpieza con agua
potable y remojo en una disolucién de hipoclorito de sodio al 2 % [4]. Luego, las hojas

se secaron y fue obtenido un polvo a partir de ellas.
Extracto y fracciones

Unos 10 g del polvo de las hojas se introdujeron en un balén de 250 mL cubierto con

papel y se adicionaron 50 mL de cloroformo, se tapd y agitdé en zaranda a 60 rpm
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durante 24 h. El extracto preparado se dejo reposar durante 2 h (T= 4-8 °C) y despues se
filtr6 a presion reducida. El filtrado obtenido se concentré hasta sequedad en un
evaporador rotatorio y fue usado en cromatografia de capa delgada (CCD), con el fin de
fijar una proporcion adecuada de solventes para la separacion de los componentes
fitoquimicos del extracto. La CCD sirvié como cromatografia preparativa. Una alicuota
del extracto se depositd en la placa y se realizé la corrida utilizando una mezcla tolueno-
acetato de etilo 3:1 (v/v) como fase movil. La separacion de los componentes se observo
bajo luz visible (vis.) y UV (A=365 nm).

Las fracciones fueron obtenidas mediante cromatografia de columna (CC), empleando
como fase estacionaria gel de silice. Las fases mdviles se prepararon teniendo en cuenta
los resultados en la cromatografia preparativa, usando tres mezclas tolueno-acetato de
etilo (v/v) para conformar un gradiente de polaridad creciente (3:1, 1:1, 1:3). 10 mL del
extracto cloroférmico seco redisuelto en tolueno-acetato de etilo 3:1 (v/v) se vertio por
las paredes de la columna. Por cada componente del gradiente de polaridad se eluyeron
dos volumenes de columna. La coleccion de las fracciones se realizo considerando la
resolucion del cromatograma obtenido en CCD. Las fracciones colectadas fueron
monitoreadas mediante CCD.

Ensayos antibacterianos
La actividad antibacteriana fue determinada por el método de Bauer-Kirby [9].
Se utilizé una cepa salvaje de S. aureus aislada en el Laboratorio de Microbiologia del

Hospital Provincial Clinico Quirdrgico “Celia Sanchez” de Manzanillo, Cuba.

Las fracciones fueron evaporadas hasta sequedad y redisueltas en dimetilsulféxido
(DMSO). La concentracion final en los discos fue de 2,5 mg/disco.

Se aplicé un tratamiento con tres réplicas, utilizando como control negativo DMSO, y
como controles positivos los antibioticos comerciales meticilina y ciprofloxacino. La
meticilina se usd para determinar la resistencia de la cepa de S. aureus. La variable
medida fue diametro del halo de inhibicion (DI) (mm) y los resultados se informaron
como el promedio del diametro de los halos de inhibicion.

Composicion fitoquimica
Teniendo en cuenta datos reportados [4] fue aplicado un conjunto de métodos
especificos estandarizados de tamizaje fitoquimico [10], para la determinacion de los

grupos de metabolitos secundarios presentes en las fracciones activas contra S. aureus.
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Los resultados obtenidos fueron corroborados mediante espectroscopias UV e IR. Los
espectrogramas UV fueron procesados a través del software UV2100 Aplication
(Rayleigh, China) y se interpretaron utilizando una base de datos en linea [11]. La
interpretacion del espectro IR se realizd6 empleando tablas de correlacion [12] y fue
confirmada mediante comparaciones con una base de datos con espectros IR de mas de
100 000 compuestos [13].

Resultados y discusion

En la tabla 1 estan reflejados los valores de Rt y los colores de las fracciones de elucion
obtenidas en CC. El monitoreo mediante CCD permitié unir los volimenes de
elucion colectados con Rt similares para formar las fracciones finales.

TABLA 1. R Y COLORES DE LAS FRACCIONES DE
ELUSION OBTENIDAS

Colores
Fracciones Rt Liquido (vis.) CCD
' Vis. UV (2=365 nm)
F1 0,971 0 Amarillo Amarillo Blanco
F2 0,862 0 Verde oscuro Verde Marrén
F3 0,836 3 Verde Verde-azul Rosado intenso
0,763 6 Verde claro Anaranjado
E, 0,600 0 Marrén Amarillo claro Amarillo
0,518 1 Blanco-amarillo Azul claro
0,472 7 Amarillo Rosado
Fs 0,518 1 Verde-amarillo Verde limoén Azul
Fe 0,526 7 | Anaranjado intenso Amarillo Rosado azulado
E, 0,423 1 Anaranjado Rosado claro Marrén
0,399 7 Carmelita claro | Rojo-marron
Fe 0,362 3 Anaranjado claro Amarillo Rosado
0,352 6 Amarillo claro Rosado

Los diferentes colores observados en vis. y 365 nm demuestran la existencia de varias
sustancias. La CCD mostrd que F1 y Fs pudieran estar formadas por un componente

(figura 1). El resto de las fracciones constituyen mezclas.
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la 1b

Fig. 1. CCD. 1a: Fraccion
F1. 1b: Fraccion Fs
Los resultados de la actividad antibacteriana mostraron que S. aureus desarrolld

resistencia frente al control meticilina, mientras que el antibidtico ciprofloxacino y
dos fracciones de elusion presentaron actividad (tabla 2).

TABLA 2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS
FRACCIONES DE ELUSION FRENTE A S. aureus

Fracciones CO(TE/SE?SO” DI (mm)
F1 2,5 -
F> 2,5 -
F3 2,5 -
Fa 2,5 10,6+ 0,6
Fs 2,5 16,6+ 0,6
Fs 2,5 -
F7 2,5 -
Fs 2,5 -
Ciprofloxacino 5 18+ 0,6
Meticilina 30 -

(-): No presento actividad.

La meticilina es un antibiotico B-lactamico. La resistencia de S. aureus frente a este
antibidtico esta asociada a la adquisicion de un gen no nativo que codifica una proteina
de unidén a penicilina (PBP2a) con una afinidad menor por -lactamas. Esta resistencia
permite la biosintesis de la pared celular, el blanco de B-lactamas, para continuar incluso

en presencia de concentraciones inhibidoras tipicas de antibidtico [14].

Segun los datos obtenidos el componente activo se encuentra en Fay Fs. Los resultados
de la actividad antibacteriana sugieren una mayor concentracion en Fs, demostrando la
existencia de dosis-dependencia. Por tanto, Fs4 puede ser considerado como Fs

contaminado.
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Es interesante la relacion de los DI de los productos activos con las concentraciones
utilizadas. La concentracion del antibiotico es dos veces superior a la de las fracciones,
sin embargo, la diferencia entre los DI del ciprofloxacino y la fraccion més activa no es
relevante, demostrando la potencia del producto natural frente a S. aureus. Este es un
resultado alentador, pues no son frecuentes DI de extractos de plantas similares a los de
antibidticos [15].

El tamizaje fitoquimico de las fracciones antibacterianas sugiere que los componentes
activos de las hojas pueden ser flavonoides y cumarinas, con mayor incidencia en estas

ultimas pues en Fs no se encontraron flavonoides (tabla 3).

TABLA 3. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LAS
FRACCIONES ANTIBACTERIANAS

Metabolitos Fa|Fs

Cumarinas ++ | ++

Fenoles y/o taninos | - | -

Quinonas -] -

Flavonoides + | -

(-): ausente, (+): presente; (++): abundante

Fs y Fs fueron sometidas a ensayos espectroscopicos en UV. Los espectros obtenidos
aparecen en la figura 2.

En el espectro UV de F4 aparecen trece maximos de absorcion con distintos valores de
absorbancia (tabla 4), por tanto, puede ser una mezcla de varios compuestos. Estan
delimitadas dos areas de absorcion, una entre 196 y 422 nm con cuatro picos principales
que se encuentran dentro de la zona de absorcién de los flavonoides [16]; y la otra entre
522 y 850 nm, con un pico de absorcion intenso a 666 nm, visible también en el
espectro de Fs. Considerando el resultado del tamizaje fitoquimico, esta sefial pudiera
corresponder a una cumarina muy conjugada pues presenta un corrimiento batocromico
que puede estar relacionado con efectos combinados de dobles enlaces adicionales,

sustituyentes como el -NH>, efectos del solvente y condensacion [17-19].
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Fig. 2. Espectros UV de las fracciones antibacterianas

TABLA 4. MAXIMOS DE ABSORCION Y VALORES DE
ABSORBANCIA REGISTRADOS EN LOS
ESPECTROS UV DEF4Y Fs

Picos A (nm) Absorbancia
1 900,00 0,0455
2 666,00 1,802 9
3 604,00 0,691 6
4 534,00 1,114 1
5 504,00 1,1855
6 436,00 4,0000
7 422,00 3,9755
8 392,00 3,803 9
9 302,00 4,000 0
10 260,00 0,730 7
11 250,00 0,727 4
12 234,00 0,730 2
13 196,00 1,060 2

Fuente: Espectrogramas UV de Fsy Fs.

En la figura 3 aparece el espectro IR obtenido para Fs, indicando las bandas de

absorcion (v, cm™).
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Fig. 3. Espectro IR de Fs

Fs: IR (KBr) (vmax, cm™) 3 630 (OH) ancha, 3 080 (-CH=) (aromaticos), 1 715 (C=0)
(aromatico), 1 185 (C-O-C), 1 720-1 950, 750 (Ar) tonos armadnicos.

La existencia de bandas superpuestas a 3 080 y 1 715 cm™ pueden ser consecuencia
de la presencia de varios grupos C=0; los tonos armoénicos (1 720-1 950 y 750 cm™)
son caracteristicos de anillos aromaticos polisustituidos. La banda ancha (OH) es propia
de los grupos involucrados en puentes de hidrégeno intramoleculares.
El doblete de Ferming en 3 000-2 900 cm™ revela la presencia del grupo —NH2 como
sustituyente en anillos aromaticos, por lo que pudiera tratarse de una aminocumarina
(tabla 5). Estos datos y la aparicion de la banda C-O-C ayudan a confirmar que Fs
contiene los elementos principales de la estructura base de las cumarinas.

TABLA 5. BANDAS DE ABSORCION EN EL ESPECTRO IR DE Fs (v, cm™)
ASIGNADAS A GRUPOS FUNCIONALES

R
Grupo OH | -CH= | -NH, :@ C=0 | C-O-C |-N(CHs)n
funcional o

30002 | 17201
-1
v(em?) | 3630 | 3080 | % oo ey | 1715 | 1185 | 1210

El espectro IR de Fs se introdujo en una base de datos con mas de 100 000 compuestos,

para realizar una comparacién basada en los valores de la distancia euclidiana y ratificar
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la asignacion de las sefiales a los grupos funcionales. Las mayores aproximaciones se

obtuvieron en 4 casos (figura 4).
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Fig. 4. Aproximaciones obtenidas en las comparaciones del espectro IR de F5 con la base
de datos empleada. Comparaciones: 4a. Monooleato de glicerina. 4b. 1, 2, 3-propanotriol
monoacetato, 4c. Cefalosporina. 4d. L-a-acetil-N-normetadol

Las aproximaciones obtenidas sugieren la presencia de la agrupacion C-O-C=0 en la
estructura de Fs (figuras 4a y 4b), asi como de grupos nitrogenados probablemente

contenidos en la agrupacion -N(CHzs)n, con n=1, 2 (figuras 4c y figura 4d).

Los datos IR revelan que Fs presenta los grupos funcionales caracteristicos del esqueleto
2H-1-benzopiran-2-ona, concordando con estudios realizados que refieren que muchas
cumarinas naturales y sintéticas, incluidas las aminocumarinas, contienen grupos OH,
libres o combinados [20-22]. Es probable que las sefiales registradas en la huella dactilar
de la molécula (por debajo de los 1 500 cm™) pertenezcan a anillos aromaticos
condensados, fenoles prenilados, unidades isoprenoides sustituyentes o grupos

glicosidicos unidos al anillo cumarinico.

Los espectros UV e IR obtenidos confirman los resultados del tamizaje fitoquimico y
permiten prever que el componente antibacteriano detectado en las hojas de C. uniflora
sea una cumarina, especificamente una aminocumarina. Los resultados de actividad
antibacteriana del componente activo coinciden con otros en los que se ha demostrado

la actividad de las cumarinas y sus derivados frente a S. aureus [23], donde se destacan
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las aminocumarinas novobiocina, clorobiocina y coumermicina Al por su potente

efecto inhibidor sobre la girasa bacteriana [24].

Conclusiones

Fueron obtenidas ocho fracciones de elusion a partir de un extracto cloroférmico de
las hojas de C. uniflora. De ellas, dos resultaron activas frente a una cepa de S.
aureus resistente a la meticilina. Los metabolitos secundarios asociados a la actividad
bioldgica pudieran ser flavonoides y cumarinas, con mayor relevancia para estas
Gltimas. Los datos espectroscépicos UV e IR conllevan a considerar que el

componente activo pueda ser una cumarina, especificamente una aminocumarina.
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