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» Resumen — Verni, Cecilia; Alva, Mariana; Muruaga, Nora; Borkosky, Susana; Carta-
gena, Elena; Bardon, Alicia. 2011. “Flourensia fiebrigii (Asterales: Asteraceae), fuente de
metabolitos antipatogénicos”. Lilloa 48 (1). En este trabajo se aborda el estudio espectros-
copico de extractos obtenidos del arbusto Flourensia fiebrigii y su actividad sobre el biofilm
maduro de dos bacterias patégenas de Staphylococcus aureus, una cepa de coleccién inter-
nacional y la otra resistente a meticilina. Se determiné la toxicidad de los extractos frente al
molusco planorbideo Biomphalaria peregrina. El estudio espectroscopico de UV, FT-IR, "H-
RMN y '3C de los extractos de F fiebrigii puso en evidencia la presencia de flavonoides pre-
nilados. El extracto CHCIl; descerado de las partes aéreas a 50 pg/mL, mostré la mayor
actividad reductora del biofilm de la cepa meticilinoresistente (65%); mientras que el extracto
CHCIl3 completo, exhibié una reduccién del 60% a 100 pg/mL. Las dosis activas de los
extractos frente a las cepas patégenas de S. aureus no resultaron toéxicas para B. peregri-
na.

> Palabras clave: Biofilms, Biomphalaria peregrina, espectroscopias, extractos, Flourensia
fiebrigii, actividad antipatogénica, Staphylococcus aureus.

Abstract — Verni, Cecilia; Alva, Mariana; Muruaga, Nora; Borkosky, Susana; Carta-

gena, Elena; Bardén, Alicia. 2011. “Flourensia fiebrigii (Asterales: Asteraceae), source of
antipathogenic metabolites”. Lilloa 48 (1). This paper deals with the spectroscopic study of
extracts from the shrub Flourensia fiebrigii and its activity against mature biofilm of two
pathogenic bacteria. We employed an international collection of Staphylococcus aureus strain
and a methicillin-resistant S. aureus strain. In order to propose anti-pathogenic metabolites
of low toxicity to freshwater species, we determined the activity of the extracts against the
snail Biomphalaria peregrina.
The UV, FT-IR, "H-NMR and '3C spectroscopic studies of the extracts from the aerial parts
of F fiebrigii revealed the presence of prenylated flavonoids. The dewaxed CHCI; extract
showed the highest biofilm disrupting activity at 50 pg/mL against the methicillin-resistant
strain (65%]), while the crude CHCI; extract showed a 60% of reduction at 100 pg/mL. The
active extract doses against the pathogenic S. aureus strains resulted not toxic to B. pere-
grina.

Keywords: Biofilms, Biomphalaria peregrina, extracts, Flourensia fiebrigii, anti-pathogenic
activity, spectroscopy, Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION vados de Norte y Sudamérica; comprende

alrededor de 30 especies, de las cuales 18 se

El género Flourensia (Asteraceae, He-  distribuyen en la Cordillera de los Andes de
liantheae) esta representado por arbustos  Perti, Bolivia, Chile y Argentina (Dillon,
resinosos y pequefos arboles que habitan  1984). En la Argentina estan presentes 12
principalmente ambientes secos de sitios ele-  especies (Cabrera 1978). Desde un punto de
B vista fitoquimico, Flourensia se caracteriza
Recibido: 06/04/10 - Aceptado: 24/10/11 por presentar metabolitos aromaticos bioac-
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tivos como flavonoides prenilados, benzofu-
ranos y derivados (Bohlmann & Grenz,
1977; Bohlmann & Jakupovic, 1979; Bohl-
mann et al., 1984). Se estudiaron en la Ar-
gentina quimicamente cuatro especies, a sa-
ber: Flourensia campestris Griseb., F. riparia
Griseb., E oolepis S. E Blake y E fiebrigii S.
E Blake (Uriburu et al., 2004; 2005; 2007;
Garcia et al., 2007) y fueron mencionadas
como plantas nativas ttiles para la produc-
cién de biodiesel (Femenia, com. pers.,
2009). Las resinas con propiedades antibac-
terianas, antifungicas y antioxidantes repre-
sentan entre el 20 y 40% en peso de la bio-
masa de las hojas (adultas y jévenes, respec-
tivamente) y sus espectros de absorcién UV,
con alta absorbancia en la regién UVB, son
caracteristicos (Silva et al., 2005).

El biofilm bacteriano es un consorcio de
bacterias adheridas a una superficie inerte o
a un tejido vivo, que se caracteriza por su
disminuida sensibilidad a los agentes quimi-
cos y defensas del huésped. Las bacterias en
estado fenotipico de biofilm se encuentran
embebidas por una matriz, constituida por
un exopolisacarido que ellas mismas produ-
cen y que determina la patogenicidad y la
cronicidad de los procesos infecciosos (Val-
dez et al., 2005; Monroe, 2007). Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina es la
mayor causa de infecciones intrahospitala-
rias, las que son dificiles de tratar debido a
que estas bacterias son resistentes a la mayo-
ria de los antibiéticos de uso clinico (Taylor
et al., 2002; Adwan & Mhanna, 2008). Exis-
ten antecedentes de metabolitos aislados de
plantas que afectaron el biofilm de bacterias
inhibiéndolo o estimulandolo (Cartagena et
al., 2007; Socolsky et al., 2011; Gilabert et
al., 2011; Parellada et al., 2011).

Si bien, Flourensia fiebrigii ha sido esta-
blecida como planta til para la produccién
de biodiesel, no se encontraron antecedentes
de actividad en esta especie sobre el biofilm
de Staphylococcus aureus. El objetivo del pre-
sente trabajo fue investigar la actividad de
diferentes extractos de E fiebrigii sobre un
biofilm maduro de dos cepas de S. aureus y
su impacto sobre el molusco acuatico Biom-
phalaria peregrina a fin de proponer metabo-

litos antipatogénicos, biodegradables
(Wink, 1999) y de baja toxicidad para las
especies de agua dulce.

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

Flourensia fiebrigii, vulgarmente conoci-
da en la Rioja como «Maravilla», «Maravilla
del campo», «Engordadora» e «Incienso» (Fe-
menia, com. pers., 2009). Es un arbusto ra-
moso hasta de 50 cm de alto, de tallos resi-
nosos con hojas lanceoladas u oblanceoladas
de margenes enteros hasta de 15 mm de an-
cho, excepcionalmente 20 mm, y al tacto son
algo rigidas. Los capitulos son radiados de
8-9 mm de alto por 7-9 mm de ancho, larga-
mente pedunculados con 7-10 flores amari-
llas. Se distribuye para el sur de Bolivia
(Chuquisaca, Potosi y Tarija) y en la Argen-
tina desde Jujuy hasta La Rioja; habita en
ambientes de Prepuna entre 2700-3700 m s.
n. m (Dillon, 1984). E fiebrigii, se recolectd
en la provincia de La Rioja, en el Valle del
Bermejo, Canodn del Ocre, del departamento
de Chilecito, a los 2750 m s. n. m. Un ejem-
plar de referencia se depositd en la Colec-
cion del Herbario Fanerogamico de la Fun-
dacién Miguel Lillo (LIL 610915).

2. PREPARACION DE EXTRACTOS
DE MEDIANA Y ALTA POLARIDAD
DE F. FIEBRIGII

Las partes aéreas (flores, hojas y tallos) y
las raices secas, fueron trituradas y someti-
das, por separado, a un proceso de extrac-
cion sdlido-liquido con cloroformo y luego,
con metanol. El extracto cloroférmico obte-
nido de las partes aéreas, fue descerado con
metanol a 4 °C, filtrado con papel de filtroy
evaporado en evaporador rotatorio a presion
reducida (25-30 mmHg, aproximadamente),
a temperatura inferior de 40 °C. Los extrac-
tos se secaron en desecador con vacio y pe-
saron para calcular sus rendimientos, en re-
lacién al peso del material vegetal seco pro-
cesado.

Los extractos se analizaron por CCF ana-
litica, empleando cromatoplacas de silica
gel GF254 (Merck) y el reactivo de Godin
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(Godin, 1954) como revelador. El colesterol
se us6 como testigo de polaridad.

Finalmente, los extractos se analizaron
por métodos espectroscépicos de 'H-RMN y
13C, FT-IR y UV, Los espectros de RMN se ad-
quirieron con un espectrometro Bruker de 200
MHz, usando TMS como estandar interno.

Los espectros de infrarrojo se determina-
ron con un espectrometro Perkin Elmer 1600
FTIR, empleando cloroformo como solvente
y las absorciones al UV se midieron en meta-
nol, empleando un equipo Shimadzu UV-Vis
160 A.

3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

DE LOS EXTRACTOS SOBRE UN BIOFILM
MADURO DE S. AUREUS

Se determind la actividad de los extrac-

tos sobre un biofilm maduro de dos cepas de
Staphylococcus aureus, una salvaje resistente
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a meticilina, procedente de un aislamiento
hospitalario (F 7) y la otra, de coleccién in-
ternacional (ATCC 6538 P). La cuantifica-
cion del biofilm, se efectud por un método
colorimétrico de revelado de la microplaca,
con cristal violeta a 560 nm (O'Toole & Kol-
ter, 1998). Se inoculd en cada pocillo de la
microplaca de poliestireno un 10% de un
cultivo «overnight» (1 X 10° CFU, aproxi-
madamente) de la cepa de S. aureus evalua-
da (en estado fenotipico de biofilm). Cada
extracto se disolvio en diferentes proporcio-
nes en el sistema EtOH/MH (Mueller-Hin-
ton) para obtener concentraciones de 100,
50, 25y 12,5 ug/mL. Se empled una concen-
tracién de EtOH no inhibitoria del creci-
miento bacteriano (< 0,25%). Se determind
el crecimiento bacteriano durante 2 h de in-
cubacién a 37 °C a lecturas de 600 nm con
un lector de microplacas. Seguidamente, se
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Fig. 1. Cuantificacién del biofilm de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (F 7).

C: Control.

CDPAS50, CDPA25 y CDPA12,5: Extractos CHCIl; descerado de partes aéreas a 50, 25 y

12,5 pg/mL, respectivamente.

CPA100 y CPABO: Extractos CHCI3 de partes aéreas a 100 y 50 pg/mL, respectivamente.
CR50 y CR25: Extractos CHCIl3 de raices a 50 y 25 pg/mL, respectivamente.
MPAS0, MPA25 y MPA12,5: Extractos MeOH de partes aéreas a 50, 25 y 12,5 pg/mL,

respectivamente.

MR 50, MR25 y MR12,5: Extractos MeOH de raices a 50, 25 y 12,5 pg/mL, respecti-

vamente.

Todos los experimentos mostraron diferencias significativas (“Tukey test”) con el control

(p<0,05).
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adicioné a cada pocillo 20 ul. de una solu-
cion de cristal violeta al 1%, se incubé du-
rante 15 min y se procedio a lavar cada po-
cillo con agua destilada (200 uL x 2), reto-
mando el biofilm adherido a las paredes con
200 ulL de EtOH (95%). La cuantificaciéon del
biofilm se realizé por lecturas de DO a 560
nm. En el experimento, el control fue el me-
dio MH sembrado con la cepa en estudio y
adicionado de 20 uL del sistema EtOH/MH y
como control negativo el sistema EtOH/MH
a las concentraciones empleadas. El ensayo
se realizo por octuplicado y el protocolo, la
obtencion y analisis de los datos, se realizo
con el programa GEN5 Tm del equipo
(Power Wave XS2, Biotek, Vermont, USA).
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4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD
MOLUSQUICIDA DE EXTRACTOS
DE F. FIEBRIGII

Para predecir el impacto de los extractos
sobre la biodiversidad de organismos en los
cursos de agua dulce, se empled el molusco
B. peregrina, modelo adecuado para el mo-
nitoreo de la contaminacién debido a su
amplia distribucién en los lagos y cursos de
agua dulce de la Argentina, a sus habitos
sedentarios, a su extremada sensibilidad a
las intervenciones antropogénicas y a que
poseen sistemas regulatorios y de control
muy conservados que frecuentemente pueden
homologarse a los sistemas de los vertebra-
dos (Rittschof & McClellan-Green, 2005).

Adultos de B. peregrina se colectaron de
lagunas en la provincia de Tucuman (Argenti-
na) y se mantuvieron en acuarios con agua
libre de cloro, mineralizada con 0,05 g/1 de
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Fig. 2. Cuantificacion del biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 6538 P

C: Control.

CDPAS50, CDPA25 y CDPA12,5: Extractos CHCIl; descerado de partes aéreas a 50, 25 y

12,5 pg/mL, respectivamente.

CPA100 y CPABO: Extractos CHCI3 de partes aéreas a 100 y 50 pg/mL, respectivamente.
CR50 y CR25: Extractos CHCIlz de raices a 50 y 25 pg/mL, respectivamente.
MPAS0, MPA25 y MPA12,5: Extractos MeOH de partes aéreas a 50, 25 y 12,5 pg/mL,

respectivamente.

MRS50, MR25 y MR12,5: Extractos MeOH de raices a 50, 25 y 12,5 pg/mL, respectiva-

mente.

Todos los experimentos mostraron diferencias significativas (“Tukey test”) con el control

(p<0,05).



Lilloa 48 (1): 81-99, 2011

Cas (PO,4),a26 = 2°CapH 7,2y los molus-
cos se alimentaron con hojas frescas de Lactu-
ca sativa (nv. Lechuga). Para el bioensayo se
seleccionaron adultos con diametro de con-
chilla uniforme (7 mm) y se mantuvieron sin
alimento durante las 24 horas previas. Los ex-
perimentos se realizaron por triplicado.

Una porcién del extracto (10 mg) se di-
solvié en 2 mL de MeOH y se diluy6 en
agua libre de cloro hasta obtener concentra-
ciones de 100, 50 y 25 ug/mL (H,0/MeOH
98:2). Los criterios de actividad para plantas
molusquicidas han sido definidos por Mott
en 1987. Un extracto de material vegetal
debe ser activo a una concentracién igual o
menor a 100 ug/mL y que produzca una
mortalidad del 90% de la poblacién de los
moluscos expuestos durante 24 horas y a
temperatura constante.
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Las soluciones de cada extracto (20 mL)
se colocaron en vasos de precipitados de
100 mL con 7 caracoles cada uno. Se reali-
zaron experimentos controles colocando 7
moluscos en una mezcla de H,0/MeOH
(98:2). El MeOH no fue toxico a las concen-
traciones ensayadas. Después de 24 h de ex-
posicion, los caracoles fueron colocados en
cajas de Petri y observados bajo la lupa, a
fin de controlar el latido cardiaco (Diaz
Garces & Ferrer Lopez, 1996). También se
registra la pérdida de hemolinfa, respuesta
al estimulo y produccién excesiva de mucus.
Los caracoles que sobreviven al tratamiento
se colocaron en agua fresca con alimento y
se controlaron durante 24 h mas para obser-
var movilidad. Estos moluscos se dejan en
recuperacién en un acuario separado y se
pueden usar para ensayos después de trans-

Tabla 1. Rendimiento y propiedades espectroscopicas de los extractos de Flourensia fiebrigii.

uv FT-IR
Extractos Rendimiento (%) | A max
[nm] Abs v[ecm™ |Asignaciones
3395 v O-H
300 1,328 vC-H
CPA 4.41 2918 aromatico
1639 vC=C
. 1,560 1266 v Ar-C-OH
307,5 3395 v O-H
(banda |2,483 2918 v C-H
CDPA 2,40 ancha) aromatico
280 1639 vC=C
Hombro| 1066 |v Ar-C-OH
3450 vO-H
300 0,804 vC-H
CR 4,42 . aromatico
1614 vC=C
280 1117 14263 |vAr-C-OH
300 1,022
MPA 9,65 ND ND
280 1,265
300 1,011
MR 1,13 ND ND

CDPA: Extracto CHCl; descerado de partes aéreas. CPA: Extracto CHCl3 de partes aéreas.
CR: Extracto CHCl3 de raices. MPA: Extracto MeOH de partes aéreas. MR: Extracto MeOH
de raices. ND: No determinado (extractos insolubles en cloroformo).
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curridos 30 dias. El control positivo fue una
solucién acuosa de CuSO, de 10 pug/mL
(Marchant et al., 1984). Los resultados fue-
ron procesados con el programa MINITAB,
Release 14 para determinar la LDs, («probit
analysis»).

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento y propiedades espectroscopicas
de los extractos de F fiebrigii.— En la Tabla

1, se muestran los rendimientos obtenidos de
los extractos y se observan mayores rendi-
mientos con los extractos MeOH (9,65%) y
CHCl; (4,41%) de partes aéreas de la especie.
La eliminacion de las ceras redujo el rendi-
miento del extracto cloroférmico en un 2%.
A pesar que los extractos constituyen
matrices complejas, se evidenciaron bandas
de absorcion al UV tipicas de compuestos
aromaticos, aparentemente de flavonoides a
Améx (veorry 300 nm (Banda I, en el rango

Tabla 2. Accién de los extractos en el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus.

S. aureus ATCC 6538 P S. aureusF 7
Extractos DO (600 nm): 0,421 + 0,008 DO (600 nm): 0,458 + 0,009
DO [600 nm] % inhibicién DO [600 nm] % inhibicién
CPA 100 0,202 £ 0,058 | 52% 0,219 0,007 |52%
CPA 50 0,272+ 0,082 | 35% 0,281 £0,008 | 39%
CDPA 50 0,230+ 0,011 45% 0,253 +0,004 |45%
CDPA 25 0,335+ 0,021 20% 0,352+ 0,004 |23%
CDPA 12,5 0,394 + 0,013 | 6% 0,452 +0,003 |-
CR 50 0,324 +0,02 23% 0,366 +0,003 |20%
CR 25 0,369 £ 0,010 | 12% 0,403 £0,009 |12%
MPA 50 0,317 £ 0,005 | 25% 0,326 +£0,006 |29%
MPA 25 0,369 + 0,011 12% 0,386 0,004 16%
MPA 12,5 0,419+£0,004 | - 0,450 +0,004 |-
MR 50 0,393 £ 0,007 | 7% 0,389 +0,006 |15%
MR 25 0,444 + 0,010 | - 0,420 =0,004 8%
MR 12,5 0,046 + 0,008 | - 0,455 + 0,003 -

CDPAS50, CDPA25 y CDPA12,5: Extractos CHCIl; descerado de partes aéreas a 50, 25 y
12,5 pg/mL, respectivamente. CPA100 y CPAS0: Extractos CHCl; de partes aéreas a 100
y 950 pg/mL, respectivamente. CR50 y CR25: Extractos CHCIl3 de raices a 50 y 25 pg/
mL, respectivamente. MPA50, MPA25 y MPA12,5: Extractos MeOH de partes aéreas a
50, 25 y 12,5 pg/mL, respectivamente. MR50, MR25 y MR12,5: Extractos MeOH de
raices a 50, 25 y 12,5 pg/mL, respectivamente. (-) No se observaron efectos inhibitorios.
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300-390 asociada a la funcionalidad cina-
moilo) y a 280 nm (Banda II, en el rango
250-280 nm asociada a la funcionalidad
benzoilo) y por espectroscopia FT-IR se regis-
traron bandas de absorcion de valor diag-
nostico de compuestos aromaticos hidroxila-
dos a 3400, 2925,1639, 1600, 1266 cm™.
Consistentemente, por 'H-RMN se observan
sefiales singletes a 0 13; 12,11; 7,91 v 7,69
ppm, atribuibles a protones de hidroxilos de
compuestos fenodlicos y dos senales a 6 3,90
y a 3,87 ppm asignables a un probable gru-
po hidroxiprenilo. Por 13C-RMN se confirma
la existencia de dichos compuestos debido a
sefiales de carbonos de anillos aromaticos
en el rango de 115-165 ppm y de carbonos
unidos a oxigeno a 68-70 ppm. Estos resulta-
dos son coherentes con los previamente in-
formados por Uriburu et al. (2007) para fla-
vonoides prenilados presentes en la especie.

Por TLC analitica se observaron en todos
los extractos, manchas activas al UV y que
revelaron con el reactivo de Godin (que reac-
ciona con fenoles y polialcoholes) con ma-
yor polaridad que el colesterol (testigo de
polaridad).

Efectos de los extractos de E fiebrigii frente
a S. aureus.— Todos los extractos mostraron
efectos inhibitorios, en mayor o menor gra-
do (p<0,05), frente al biofilm maduro de
ambas cepas de S. aureus, como lo muestran
las Fig. 1y 2. El extracto CHCl; descerado
de las partes aéreas a 50 ug/mL, mostré la
mayor actividad frente al biofilm de la cepa
resistente a meticilina (65%); mientras que,
el extracto CHCl; completo, exhibi6 una re-
duccién del 60% a concentraciones de 100
wng/mL (Fig. 1).

En general, los extractos cloroférmicos
fueron mas activos que los metandlicos a
iguales dosis y en los extractos cloroférmi-
cos los obtenidos de las partes aéreas mas
activos que los preparados de las raices fren-
te a ambas cepas (Fig. 1y 2). Los extractos
de E fiebrigii muestran en las figuras 1 y 2
una dependencia entre el efecto anti-biofilm
y la dosis. Sdlo se observaron efectos noto-
rios en la inhibicién del crecimiento de am-
bas cepas, con los extractos cloroférmicos de
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partes aéreas completo (100 ug/mlL) y des-
cerado (50 ug/mL) en un 52 y 45%, respecti-
vamente (Tabla 2). Por lo que los extractos
en las condiciones del ensayo, actuaron en
mayor grado sobre la principal estrategia de
virulencia bacteriana, el biofilm, mas que
frente a la célula bacteriana propiamente
dicha.

Los resultados obtenidos son coherentes
con los antecedentes bibliograficos de la es-
pecie, que informan un predominio de resi-
nas en las partes aéreas, las que se caracteri-
zan por la presencia de flavonoides, benzofu-
ranos y derivados, de reconocidas activida-
des bioldgicas frente a patdgenos (Silva et
al., 2005; Uriburu et al., 2004; 2005; 2007;
Garcia et al., 2007). Ademas, se conoce que
los flavonoides se distribuyen en todas las
plantas vasculares, encontrandose en dife-
rentes partes del vegetal, en especial en las
partes aéreas, en forma libre (agliconas fla-
vonoides) y frecuentemente como glicosidos
(Harborne, 1998).

En la Tabla 1, donde se informan las ab-
sorciones al UV de soluciones metandlicas
de los diferentes extractos a iguales concen-
traciones, se advierten las mayores absorban-
cias (Abs) en los extractos cloroférmicos
obtenidos de las partes aéreas, aparentemen-
te por un mayor porcentaje de los metaboli-
tos aromaticos, lo que explicaria la mayor
actividad observada.

Efectos de los extractos de E fiebrigii frente
a B. peregrina.— Todos los extractos fueron
inactivos frente al molusco aun a 100 ug/
mL. Segun la OMS (1983) los extractos de
plantas que presenten valores de L.Csy, meno-
res de 100 ug/mlL son potencialmente téxicos
para B. peregrina.

CONCLUSIONES

El estudio espectroscopico de los extrac-
tos puso en evidencia que los flavonoides
prenilados son constituyentes de Flourensia
fiebrigii.

La eliminacién de ceras en el extracto
CHCl; de las partes aéreas de la planta, in-
crement6 significativamente la actividad dis-
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ruptora del biofilm de ambas cepas (en un
16 % para S. aureus resistente a meticilina y
en un 30 % para la cepa de coleccion). Los
efectos observados no guardan relacién con
el crecimiento bacteriano. Las dosis activas
de los extractos frente a las cepas patdgenas
no resultaron tdxicas para B. peregrina, por
lo que aplicados como posibles coadyuvan-
tes de los antibidticos y defensas del hospeda-
dor, no contaminarian los cursos de agua
dulce donde son eliminados principalmente
por excrecion de los seres vivos. Se observa
una clara selectividad de accién de los ex-
tractos en los modelos experimentales ensa-
yados (Staphylococcus aureus y Biomphala-
ria peregrina).

Estos resultados justifican posteriores es-
tudios in vivo que contribuyan a la genera-
cion de drogas que afecten o debiliten la ar-
quitectura del biofilm en procesos infeccio-
sos cronicos con sustancias de bajo impacto
ambiental, como también aquellos que prio-
ricen la domesticacion, cultivo y conserva-
cién de E fiebrigii, fuente promisoria de
metabolitos antipatogénicos.
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