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RESUMEN

Se presenta el estudio de la actividad antibacteriana de la especie vegetal Diplostephium tolimense Cuatrec.
(Asteraceae), colectada en el piramo del Nevado del Tolima, la cual ha tenido pocos estudios quimicos y
farmacoldgicos, al igual que muchas otras especies de este ecosistema. A partir de un extracto etanélico
crudo, y mediante particién biodirigida, se obtiene la fraccién mds simple de mayor actividad frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Paralelamente se realizan anilisis fitoquimicos a las porciones
de mayor bioactividad obtenidas durante todo el proceso. Se observa que la accién antibacteriana se
incrementa al aumentar la simplicidad quimica del extracto, y que terpenos y flavonoides parecen estar
relacionados con la accién revelada. Se trata del primer reporte, hasta la fecha conocido, de actividad
antibacteriana in vitro para D. tolimense.

Palabras clave: actividad antibaceriana, Diplostephium, fraccionamiento biodirigido, terpenos,
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ABSTRACT

A study of antibacterial activity of the Diplostephium tolimense Cuatrec (Asteraceae) vegetal species, which
was collected in the paramo.of Tolima, is presented. This species, as many others of this ecosystem, has
had few chemical and pharmacological studies. The simplest fraction with the largest activity against
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), is obtained starting from a raw ethanol extract and by means of
bioassay guided partition. Parallelly, phytochemical analyses to the portions of greater bioactivity, obtained
during the whole process, are carried out. It is observed that antibacterial action increases as the chemical
simplicity increases and that the presence of terpenes and flavonoids seems to be related with this action.
This is the first report, so far well-known, of in vitro antibacterial activity for D. tolimense.
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INTRODUCCION

Elaumento de microorganismos resistentes a los
agentes antimicrobianos es el principal problema al
que se enfrenta la ciencia médica en el tratamiento
de las enfermedades infecciosas (1,2); su efecto es
mayor en los paises en vias de desarrollo, en donde
por cada habitante se gasta menos de US $7 en
salud, cifra insignificante frente a los US $1.500 a
US $4.000 que puede costar el tratamiento de una
persona que presente alguna enfermedad ocasio-
nada por un agente patdgeno resistente (3,4). Esta
problematica tiene mayor incidencia en alteraciones
organicas como tuberculosis, malaria, cdlera, neu-
monias, etc., que en conjunto constituyen la causa
de muerte de mis de 10 millones de individuos
anualmente en el mundo (5,6).

Lo anterior deja ver la necesidad de ampliar el
arsenal terapéutico mediante el descubrimiento de
moléculas bioactivas novedosas, las cuales pueden
ser halladas a partir de fuentes naturales; sin em-
bargo, los ambientes donde se las puede encontrar
son agredidos por toda una serie de dinidmicas
sociales que amenazan con su destruccién y, por
tanto, con la supresién de especies promisorias
que habitan en estos ecosistemas (7,8). Merecen
especial atencién los paramos, ecosistemas frigi-
les y en alto riesgo de desaparicién, reconocidos,
entre otros cosas, por ser depositarios de una gran
diversidad floristica ampliamente estudiada desde el
punto de vista ecoldgico (9-17) pero poco quimica
o farmacolégicamente.

El género Diplostephium pertenece a la tribu
Asteridae, una de las mis grandes de la familia As-
teraceae; alberga cerca de 110 especies repartidas a
lo largo de las zonas mis altas de los Andes, desde
Venezuela hasta el norte de Chile; generalmente
son arbustos o pequefios arboles, de hojas alternas
e inflorescencia de escasas a numerosas flores; al-
gunas de estas plantas encuentran aplicacién en la
recuperacién de focos de erosidn severa, areneras'y
canteras (18). Pese a su vasta distribucién, las espe-
cies de este género han sido poco estudiadas desde
el punto de vista quimico y/o biolégico.

A partir de un estudio previo en el cual se se-
leccionan al azar plantas de la familia Asteraceae
del piramo del Nevado del Tolima para evaluar su
potencial antibacteriano, se encuentra que Diplos-
tephium tolimense Cuatrec., presenta una mayor
actividad y gran abundancia en este ecosistema, ra-
z6n por la cual se decide obtener la fraccién quimica
mis simple del extracto etandlico total, monitorear
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el fraccionamiento mediante la evaluacién de la
actividad antibacteriana de las porciones separadas
frente a Staphylococcus aureus y asociar su com-
posicién quimica con la accién bioldgica revelada;
todo esto en un intento de hacer una contribucién
al conocimiento cientifico de las especies vegetales
de piramo y de la regién tolimense en general.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las ramas terminales del vegetal en estudio
se recolectaron en “La Cueva”, en el piramo del
nevado del Tolima (3850 m.s.n.m.); la muestra se
tomo en éptimo estado fitosanitario y de desarrollo
vegetativo, el material fue secado a la sombra y se
tritur6 en un molino eléctrico (tamiz 0.3 cm). Un
ejemplar del vegetal fue depositado en el Herbario
Nacional y referenciado con el ndmero 505950.

Microorganismos

Las pruebas biolégicas se realizaron con las
bacterias Staphylococcus aureus (Gram positiva,
ATCC 25923) y Escherichia coli (Gram negativa,
ATCC 25922).

Preparacion de extractos vegetales y
fraccionamiento

Los extractos fluidos se prepararon por los pro-
cesos de maceracién y soxhlet (50° C) con el fin de
evaluar el rendimiento del método extractivo. En
ambos procesos se emple6 una relacién 1:4, mate-
rial vegetal-etanol del 96%; la extraccion se realizé
hasta el agotamiento de la muestra. El producto se
llevé a sequedad y luego se particioné liquido-li-
quido con éter de petréleo (E. petrol) y acetato de
etilo (AcOE?t), obteniéndose asi los subextractos E.
petrol, AcOEt e hidroalcohdlico (H,O-OH).

Los fraccionamientos posteriores se realiza-
ron mediante cromatografia en columna abierta
(CC), con silica gel 60 como fase estacionaria
(1:30, muestra-fase estacionaria). Para la primera
columna se utilizé como muestra el subextracto de
mayor bioactividad, el eluente fue una mezcla de
diclorometano-metanol (9.5:0.5). La fraccién con
mayor actividad antibacteriana resultante de esta
columna constituy6 la muestra de la subsecuente
cromatografia, aplicando en este caso como fase
movil diclorometano-metanol-éter de petréleo
(8.0:0.8:1.2). Las fracciones de esta columna se
denominaron subfracciones, aquellas con mayor
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potencial antibacteriano se refraccionaron por
cromatografia preparativa, el solvente fue dicloro-
metano-metanol-éter de petréleo (7.5:0.5:2.0).

La simplificacién quimica de los extractos se
monitored en todos los casos a través de un tamizaje
fitoquimico, siguiendo la metodologia propues-
ta por Sanabria (19) y modificada en algunas de
sus partes en el Laboratorio de Fitoquimica de la
Universidad del Tolima (20). La figura 1 ilustra el
procedimiento de particién aplicado.

Actividad antibacteriana

La actividad de los extractos y subfracciones
frente a las bacterias se realizd, con algunas mo-
dificaciones, de acuerdo al método de difusién en
pozo descrito por Dobner ef al. (21). 20 ml de agar
Mueller Hinton se colocaron en cajas de Petri (&
10 cm); utilizando un sacabocados se hicieron tres
pozos (& 0.5 cm) sobre el agar sélido, se inocul6
el medio con una suspensién bacteriana en caldo
tripticasa de soya, ajustada turbidimétricamente a
Mc Farland 0.5. En cada pozo se aplicé 50 ul del
extracto o fraccién (80 mg/ml) disuelto en dimetil-

Vegetal seio triturado
A —

Extracto total
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sulféxido (DMSO), 50 ul de gentamicina (control
positivo, 100 ug/ml) y DMSO (control negativo,
50 ul), respectivamente. Las cajas se incubaron (37°
C, 24 h) y se determiné el didmetro y la presencia
o no de zonas de inhibicién. Cada ensayo se realizé
por triplicado.

La bioactividad de las fracciones obtenidas por
cromatografia preparativa se monitored siguiendo
el método de bioautografia descrito por el CYTED
(22), en el cual se colocé el cromatograma resul-
tante de la cromatografia de capa delgada (CCD)
sobre una capa de 10 mililitros de agar Mueller
Hinton solidificado. A continuacién se cubrié con
10 mililitros del medio de cultivo, se dejé enfriary
solidificar. Posteriormente se sembré la suspension
bacteriana ajustada a Mc Farland 0.5 y se incub6 a
37°C por 24 horas. Al cabo de este tiempo se de-
terminaron las zonas de inhibicién. Cada ensayo se
realizé por triplicado.

La existencia o no de diferencias significativas
entre los didmetros de los halos de inhibicién en
cada proceso se evalué por medio de un andlisis de

varianza (ANOVA).
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Subextractos (-)
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jones
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AcOEL Acetato de etilo, H ,0-OH: Hidroalcoholico, C.C.: Cromatografia de columna, (- ): Sin actividad

antibacteriana, C.P.: Cromatografia preparativa. B.A.: Bioautografia.

Figura 1. Diagrama resumen de la metodologfa de fraccionamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El método escogido para la preparacién del ex-
tracto etandlico crudo fue el de sohxlet, dado que
mostré el mejor rendimiento (9%), comparado con
el obtenido cuando se aplicé maceracién (3.5%), lo
que a su vez permitié el manejo de mayor cantidad
de biomasa en los procesos subsecuentes.

Por otra parte, se encontré que ninguno de los
productos de la extraccién inhibié el crecimiento de
E. coli,lo que determino la escogencia de S. aureus,
para la determinacién de la actividad antibacteriana.
Es conocido que bacterias gram negativas como E.
coli, poseen una membrana adicional denominada
“Estructura OM” la cual les confiere un mayor
grado de resistencia a los agentes antimicrobianos
(23, 24).

De los tres subextractos solo el de AcOEt
presentd actividad; su fraccionamiento por C.C.
permitié obtener seis fracciones de las cuales la
ntimero cuatro fue la que mostré mayor accién
antibacteriana, una subsecuente particién de esta
fraccién generé cuatro subfracciones, siendo la 4.3
la mis activa (véase tabla 1).

Tabla 1. Actividad antibacteriana de las fracciones y
subfracciones de Diplostephium tolimense.

Halo de inhibicion
Fraccion o Control
(Didmetro en cm)
F1 1.4
F2 1.66 £ 0.047
F3 1.76 £ 0.047
F4 1.9
F5 1.7
F6 1.46 £ 0.047
Gentamicina 26
DMSO -
S.F4.1 1.06 + 0.047
SF42 1.13 £ 0.047
SF43 1.93 + 0.047
SF44 1.1
Gentamicina 2.6
DMSO -

F: Fracciones. S.F: Subfracciones. DMSO: Dimetilsul-
foxido (-): Sin actividad antibacteriana.

En la figura 2 se observa una relacién directa
entre la actividad antibacteriana y el grado de
simplificacién del extracto evidenciindose un in-
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cremento del halo de inhibicién entre el extracto
completo y la fraccion AcOEt del 16%, entre esta
ultima y la fraccién cuatro del 19%, logrando la
fraccién 4.3 inhibir el crecimiento de la bacteria un
36% mas que el extracto etandlico. Esto sugiere tal
vez la accién antagénica de una buena parte de los
metabolitos secundarios frente a los compuestos
responsables directos de la actividad bioldgica en
el vegetal o que posiblemente estos se encuentran
en muy baja proporcién en relacién a aquellos. Por
otra parte el andlisis de variancia revel6 que existen
diferencias significativas entre los halos de inhibi-
cién mostrados por el extracto total, las fracciones
y subfracciones (P>0.05).

La posterior simplificacién de la subfraccién 4.3,
mediante C.P, dio como producto 15 fracciones
simples. La bioautografia de estas tltimas mostré
a las fracciones 6 a 13 (R. 0.1-0.64) con accién
inhibitoria del crecimiento de S. aureus (véase
figura 3).

Al comparar la bioactividad de las fracciones y
la gentamicina, utilizada como control positivo,
se encontré diferencias significativas (P>0.05); lo
que podria atribuirse a la baja concentracién de los
constituyentes quimicos presentes en el vegetal
con actividad antimicrobiana o quizd a la accién
antagénica que ejercen sobre ellos otro grupo de
compuestos.

% 40 —— 22 cm
= + 2
|+ 1,8
30 IRy s Crocim
114 1 % Crecimiento
20 4 T },2 halo inhibicién
+ 0,8
10 + + 0,6 —e— Tamaiio halo
T 8"2‘ inhibicion (cm)
0 0’

ET. SEACOEt F4 SF.43

Figura 2. Crecimiento del didmetro del halo inhibi-
cién durante el fraccionamiento de D. tolimense.

Analisis fitoquimico

Los metabolitos secundarios que se identifica-
ron en gran abundancia fueron los flavonoides y
triterpenos y/o esteroides, tanto en el extracto total
(E.T.) como en el subextracto de AcOEt, fraccién
(F.3), subfracciéon (S.F.3.4) y en las fracciones
simples (F.S.6-13) que mostraron mayor actividad
antibacterial. En el E.T. y en el subextracto de
AcOEt se detectaron quinonas en escasa cantidad
(véase tabla 2).
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Tabla 2. AFP de extractos totales y fracciones mds
activas de D. folimense.

Extractos y Fracciones
Clase de
Metabolito S.E. S.F | FS6
E.T AcOEt F.4 4.3 a3

Alcaloides - - - - -
Flavonoides +++ +++ +++ | +++ +++
Taninos - - - - -
Saponinas - - - - -
Quinonas + + - - -
E§teroide§ ylo +++ +++ | +4++
triterpenoides
Cardioténicos,
cumarinas ) ) ) i i
y/o Lactonas
sesquiterpenicas

E.T.: Extracto total, S.E. AcOEt: Subextracto acetato de etilo, F.:
Fraccién, S.F.: Subfraccién, F.S.: Fraccién simple, (-): No detectado,
(+): Poca cantidad, (++): Buena cantidad, (+++): Muy abundante.

El tamizaje fitoquimico no permitié revelar la
presencia de compuestos como alcaloides, taninos,
saponinas o algin constituyente de tipo lactona
(terpénicas, cumarinas, cardioténicos). Podria
inferirse que estos metabolitos no se encuentran
en la parte aérea de D. tolimense o que quizi estén
pero en baja concentracién.

Tanto los resultados positivos como los negativos
se corroboraron a través de cromatografia de capa
delgada, segin el tipo de metabolito buscado.

En el caso particular de los flavonoides se con-
firmo6 su presencia al observar en la placa con luz
UV a 365 nm una serie de manchas caracteristicas
de este tipo de constituyente quimico (verde y
azul fluorescente). Sin embargo cuando se croma-
tografiaron las fracciones simples que inhibieron
el crecimiento de S.aureus en la bioautografia (R,
entre 0.1 a 0.6, Ver figura 3), estos metabolitos se
dejaron ver como manchas anaranjadas luego de
revelar con el reactivo de Shinoda (7, 8)

Por su parte triterpenos y/o esteroides fueron
observados como manchas de color violeta, ama-
rillo y café después de revelar con el reactivo de
vainillina-icido o-fosférico (7,8).

R,0.6

R; 0.1

FS 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3. Cromatograma de fracciones simples (E.S.)
6 a 13 de Diplostephium tolimense.

Hasta el momento no se han reportado quinonas
en el género Diplostephium y en general en la fa-
milia Asteraceae. La presencia de estos compuestos
podria explicarse si se tiene en cuenta que pueden
resultar provenientes del metabolismo primario o
secundario a partir de compuestos que poseen esta
estructura. Para el caso que nos ocupa serfan tal
vez artefactos producto del método de extraccién
aplicado (soxhlet).

Teniendo en cuenta que flavonoides y triterpe-
nos y/o esteroides se detectaron a lo largo del frac-
cionamiento biodirigido, y que tal vez son ellos los
tnicos constituyentes presentes, se podria afirmar
que son los directos implicados en la actividad de
D. tolimense manifestada frente a S.aureus. Estos
resultados son concordantes con muchas inves-
tigaciones en donde se ha comprobado la accién
antibacteriana de estos metabolitos (25 - 28). No
obstante, no fue posible establecer clara relacién
entre el halo de inhibicién y un tipo de constitu-
yente en particular.

A través de este estudio se encontré que Diplos-
tephium tolimense presenta actividad antibacteriana
in vitro frente a Staphylococcus aureus, asi como
también que dicha actividad se increment6 a medi-
da que se simplificé quimicamente el extracto total.
La identificacién de compuestos del tipo flavonoide
y triterpenos y/o esteroides en el vegetal, revelan
la conexién entre la actividad determinada y su
composicién quimica.
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Son muy pocos los estudios quimicos realizados
con plantas del género que nos ocupa (29 - 31) y
casi ninguno relacionado con actividad biolégica.
Este parece ser el primer reporte, hasta la fecha
conocido, de actividad antibacteriana in vitro para
Diplostephium tolimense.

La bioactividad del vegetal objeto de interés en
este estudio podria verificarse frente a otros micro-
organismos tales como hongos y bacterias Gram
negativas y Gram positivas, a fin de establecer la
especificidad de su accién.
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