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INTRODUCCION.

El hombre primitivo pava satisfacer sus necesidades hizo uso de
los recursos que le presentaba la natuvaleza, poyr medio de la observa-
cion de ésta fue descubviendo elementos que podian sevle ililes, entve
‘estos elementos se encuentvan las plantas, las cuales ademds de davles
diveysos usos como en la alimentacion, también las utilizo empivica-
mente en el tvatamiento de las enfermedades,

El uso en Medicina de medicamentos devivados de ﬂantas es muy
antiguo. Se sabe que hace 4000 afios los asivios ya tenian conocimiento
acerca de plantas medicinales, asimismo las cvonicas vefeventes a egip
cios, griegos y vomanos precvistianos establecen el uso de muchas eéspe
cies vegetales como agentes tevapéuticos. (46).

Los papivos de los antiguos egipcios escritos hacia 1600 A. C.
registran los nombyes de numevrosas sustancias usadas por los médicos
de ese periodo, como son las siguientes: bilis de buey, aceile de oliva,
azafran, corvteza de gvanado, aceite de vicino, lechuga silvestre, opio,
canela, comino, etc.

Los antiguos griegos conocian cievtas drogas que todavia siguen
utilizdndose, El filésofo Pitagovas (582 A. C.) estaba familiarizado
con la mostaza, el médico Hipocrates (966 A. C.) conocia el ajenjo,
la canela, la cicuta, la genciana, la acacia, la manzanilla y otras mu
chas, Teofrasto (372 A. C.) discipulo de Avistoteles, escvibié 10 Ui

bros sobre la historia de las plantas. Evan familiaves pava €l las si-
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guientes plantas: la pimienta, el opio, el helecho macho y la canela
(46).

Algunos papivos egipcios como el de Ebers, el de Edwin Smith y
otvos, indican detalladamente la preparacion y el uso de los vemedios.

Homevo en sus obras vefeventes al periodo hevoico cita algunas
plantas medicinales y habla ademds del uso de vemedios pava calmar el
doloy. Entve los vomanos existian los médicos, éstos evan esclavos cu
y0s conocimientos transwmitidos en forma oval de unos a otvos, se vefie-
ven a algunos vegetales con propiedades cuvativas. (2).

Hacia la Edad Media aparecen los hevbolarios que describievon e
ilustyavon muchas especies vegetales. Algunos monjes se dedicavon al
cultivo y vecoleccion de plantas a las que atvibuion propiedades medici-
nales, En los monasterios existia un lugar en el que se preparabar los
medicamentos poy medio de técnicas sencillas. (13).

Pavacelso considevaba las enfermedudes como desequilibyios en
la composicion quimica del ovganismo y pava su cuvacion sefialaba prin
cipalmente el uso de sustancias quimicas inovganicas y decia que en los
vegetales que presentaban alguna actividad tevapéutica existia un princi
pio que debia extvaerse v utilizarse en lugay de toda la planta. (2).

También en México hacia el siglo XVI existia el conocimiento
de muchas plantas medicinales, En los jardiﬁes reales fundados por
Netzahualcéyotl y Moclezuma se cultivaban estas plantas. En los tian
guis se vendian hievbas medicinales pava todo género de enfermedades.

Las propiedades cuvativas atvibuidas a algunas plantas a veces se ba-
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saban en su forma, por ejemplo la flor de covazon por forma semejante a
la de un covazon se administvaba en enfermedades de éste o relacionadas
aél. (43).

Con el desarrollo de la ciencia, los vemedios que habian sido utili
zados hasta entonces fuevon cayendo en desuso, solo algunos como la qui
nina, el opio v la belladona siguievon usdndose por mucho tiempo. La
quinina y la movfina son ejemplos de los primevos principios c;ctz'vos
aislados de plantas medicinales.

A finales del siglo XIX Paul Ehvlich que trabajaba en Alemania,
estudio la posibilidad de utilizav las afinidades especificas de los com-
puestos ovganicos pava resolveyr problemas médicos. Aunque descu-
brié colovantes que actuaban frente a tvipanosomas vy avsenicales que
vesultaban utiles frente a espivoquetas, no consiguio encontvar nada
#til contva otyos microovganismos,

Los estudios siguievon hasta 1935, en Alemania, se prepavo un
colovante, el Pyrontosil que actuaba contva eétreptococos.

Un afio después en Francia, Tvéfouel mostvd que los pacientes
a los que administvaba el colorante, eliminaban poy la ovina un produc
to incolovo de formula quimica sencilla, la sulfanilamida. Esta se
utilizé como medicamento y pronto fue. sustituida por devivados mas
activos, el conjunto de las sustancias de este tipo se conoce en medici
na como sulfamidas.

Este éxito estimulo la busqueda de nuevos tipos de agentes qui-

miotevdpicos. El vesultado de ello condujo a los antibidticos que fue-
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von definidos como sustancias antimicyobianas producidas por microovga
nismos.
Fleming en 1929, sefialé la accién antibiotica de una colonia del

hongo Penicilium nolatum que contaminaba un cultivo de estafilococos.

La sustémcz'a inhibidora denominada pernicilina, pavecio en principio de-
masiado inestable pava poder aislarse.

Algunos arios después Chain y colaboradoves abovdavon el proble
ma de la puvificacion de la penicilina y demostravon que eva relativamen
te estable una vez puvificada y deshidvatada. Adewmds, vesultd ser mds
activa que las sulfamidas frente a los microovganismos sensibles.

El éxito de la penicilina condujo a la bisqueda de nuevos antibioti
cos, en principio, en los centvos de investigacion médica vy en los labora
torios que se ocupaban del estudio de la microbiologia del suelo y poste-
viormente en la industvia favmacéutica. (8).

Debido al uso indiscriminado de los c;ntibio'tz'cos han suvgido cepas
de microovganismos resislentes, pov lo cual la efectividad de ellos ha
disminuido, Algunos antibioticos presentan desventajas debido a su limi
tado espectro antimicrobiano o por los efectos secundarios que producen.
Es por ésto que la bisqueda de nuevos antibioticos contimia y se ha hecho
intensiva en los ultimos 25 afios y sOlo a una pequeiia proporcion de los
encontvados se les ha dado uso clinico significativo. _

El campo mds estudiado en esta bisqueda ha sido el‘de los estrep

tomicetos. - Se han vepovtado nuevos antibiéticos de ovigen micyobiano
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provenientes de Micromonospora, Nocardia, Microbiospora, ciertos

hongos, etc.

Adewmads de esta dvea existe otva pevteneciente a las plantas supe-
w‘orés. Acevca de estas investigaciones se han publicado avticulos; pe-
¥o son pocos aquellos en los cuales se ha intentado aislay e identificar el
principio activo. Existe un continuo inteyés en los agentes antimicrobia
nos de plantas superioves y un ejemplo de ésto es la continua apavicion
de articulos describiendo estudios al vespecto. (27).

Al someter a un examen cientifico a las plantas a las que s.e les
atvibuyen propiedades cuvativas, se ha demostrado en ocaciones, que és
tas carecen de esas propiedades pevo en otvas se ha encontrvado que con-
lienen sustancias de gran valor tevapéutico.

El objetivo de este trabajo es implementar una metodologia senci
lla, que se pueda efectuar en un laboraiorio de productos natuvales, pa-
rva determinay la actividad antimicrobiana de productos de ovigen vege-
tal, y probar divevsas sustapcias provenientes de vegetales a los que tra
dicionalmente se les atribuyen propiedades antimicrobianas o que debido
a un andlisis de su estructuva se penso pudievan tenev una posible activi
dad antimicrobiana. Al mismo tiempo esta metodologia podva aplicar-
se a devivados sintéticos de dichos productos obtenidos bien sea en el
proceso de identificacion de la estructuva o con el fin de incrementar

su posible actividad antimicyrobiana.



GENERALIDADES.

A. METODOS.

' Todas las técnicas descritas para el andlisis micvobiologico estin
basadas en la vespuesta de un ovganismo 'sens'z'ble a un antibiotico bajo de
terminadas condiciones,

Dependiendo del método utilizado, la vespuesta micvobiana puede
determinarse midiendo las zonas de inhibicion presente en placas de
agay, 0 poy medicion turbidiméivica del cvecimiento microbiano.

En la litevaluva se encuentvan vepovtadas divevsas técnicas, en-
tre las mds usadas estan:

1. Métodos de difusion.
a) Discos de papel (3, 4, 22, 29, 42).
b) Penicilindvos (16, 21, 22).

¢) Perforaciones en el agay (5, 16).

2. Metodo tuvbidimétvico (16, 22).
3. Método de las estrias (25, 26, 27).
1. Meétodos de difusion.

a) Discos de papel. - Este método se vealiza colocando sobyve
la placa de agar, previamente inoculada con el microovga-
nismo, los discos de papel impregnados con el antibiotico

de veferencia o la sustancia de prueba.



b) Penicilindvos. - Una vez inoculada la placa de agay con el
microovganismo se colocan los penicilindros sobve ella,
agregando dentro de los mismos el antibiotico o la susian
cia de prueba.

¢) Pevforaciones en el agav. - Se coloca el agay sobre la pla
ca, se deja solidificar, se inocula con el microovganismo,
se hacen las pevfovaciones y éstas se llenan con la sustan
cia de prueba o el antibidtico de vefevencia,

2. Método tuvbidiméirico.

En este método un inoculo idéntico del gevmen estudiado se incu
ba en tubos que contienen difeventes concentraciones del antibidtico.
El punto limite es el que covvesponde al tubo de menor concentracion
que impide la apavicion de tuvrbidez después de un tiempo determinado
de incubacion,

3. Método de las estrias.

Se coloca en la caja de petvi el antibidtico de refev‘encia ola
sustancia de prueba, agregando después el agar, se deja solidificar y
se siembran los microovganismos frente a los cuales se hace el esly
por medio de estvias. De esta maneva se pueden probay vavios mi-

CY00Yganismos en una misma caja.
B. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS.

1-a) Métodos de los discos de papel. -~ Es un método barato
que no necesila equipo especial, se puede adaptar a cual

quier laboratovio, es sensible y fdcil de llevar a cabo,
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requieve pequetias cantidades de antibiotico o de la sustan-
cia de prueba, no presenta muchos problemas de contawmi-
nacion. La difusion tanto del antibidtico de vefevencia co
mo de la sustancia de prueba puede veyse afectada por el
grosor de la capa de agay, por los disolventes, concentvg
cion de la sustancia, tiempo de predifusion, humedad,
tiempo de incubacion.

1-b) Método de penicilindvos. - Requieve mayov cantidad de
equipo, es mads susceptible de contaminacion, la difusion
se puede ver afectada por los mismos factoves que el de
los discos, aunque es un método bastanie sensible y exac
to.

1-¢) Mélodo de perfovaciones en el agay. - Se necesila un
dispositivo especial para hacer las pevforaciones de un
modo uniforme en diametyo » profundidad, en la difusion
influyen los mismos factorves sefialados en los dos méto-
dos anteriores.

En todos estos métodos la distribucion de un antibiotico en el
agay alvededor del depdsito, puede expresarse tedvicamente por una
ecuacion que involucra la cantidad inicial del antibiotico, la profundi -
dad de la capa de agar, la constante de difusion, la concentracion a
una distancia dada del deposito v el tiempo de difusion. La teovia
‘nos dice que el cuadvado del didmetro de la zona de inhibicion es pro

porcional al logavitmo de la concentvacion del antibidtico. (21).
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Inhibicion = I = f (c, g, t, ¥)

¢ = concentracion de la sustancia

£ = gvosor de la capa de agay
t = tiempo de predifusion
¥ = tamafio de la molécula

2. Método turbidiméivico.

Necesita un menoy tiempo de incubacion, es un método sensible
porque detecta muy pequefias cantidades de antibioticos o de la sustan-
cia de prueba. Se encuentvan intevfevencias cuando hay muestras co-
lovidas o cuando las sustancias se pvecipitan al contacto con el medio
de prueba,

Para vealizar las lecturas se necesita un espectvofotometvo.
(21).

3. Método de estrias.

Es un método sencillo con el que se pueden probar varios micro
ovganismos a la vez, pava una misma sustancia o antibiotico de vefeven
cia. Requieve de una mayoyv cantidad de la sustancia de prueba o el an

tibiotico.
C. MICROORGANISMOS.

En este estudio se ulilizaron trves microoyganismos,

Staphylococcus auveus, Eschevichia coli y Candida albicans.

Staphylococcus auveus. - Los estafilococos son cocos Gram po

sitivos, que cvecen agrupdndose en vacimos (griego staphyle "vacimo

de uvas').
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10.

Son células esfévicas de alvededor de una - dos micvas de dig-
metvo, dispuestas en vacimos ivvegulares. No forman esporas.

Los estafilococos crecen con facilidad en la mayovia de los me-
dios bacteriologicos en condiciones de aevobiosis o microaevofilia. Se
desarvollan mds rapidamente a 37°C, pero forman mejor su pigmento
a la temperatura ambiente (ZOOC). Las colonias en medios solidos
son vedondas, lisas, elevadas, bvillantes y forman divevsos pigmentos,

el de Staphylococcus aureus es amavillo intenso.

Estos micvoovganismos son velativamente vesistentes a la dese
cacion, al calor (soportando tempevaturas de 50°C duvante 30 minu-
tos), y al clovuro sodico al 10 - 15%.

Los estafilococos contienen tanto polisacaridos como proteinas
antigénicas que permiten hasta cievio punto un agrupamiento de las ce
pas. Los acidos teicoicos (bolimevos del glicevol o de fosfato de vi-
bitol), eslabonados al pepiido glucano de la paved celulav, pueden ser
antigénicos.

Las infecciones estafilococcicas son a menudo complicaciones
de traumas accidentales, hevidas quivivgicas, quemaduras, y otras
lesiones de la piel y de enfermedades cvonicas, como el cincey, la
diabetes mellitus vy la civrosis hepdtica.

La supuracion es la cavactevistica de la enfermedad. =~ Cuando
consigue penetvay los tejidos profundos causa necrosis y eventualmen A

te, provoca la formacion de abscesos,
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Los estafilococos pueden produciv enfevmedad tanto poy su capa
cidad de multiplicarse y diseminavse ampliamente en los tejidos, como
por la produccion de divevsas sustancias extvacelulares. Entve estas
ultimas se encuentvan las siguientes: exotoxina, leucocidina, entevo-
toxina, coagulasa y hialuronidasa. (18).

Eschevichia coli. - Es un bacilo Gram negativo velativamente
pequedio, mide de 2 - 3 micvas de longitudy de 0.4 - 0.6 micvas de
anchura. Es movil y posee flagelos pevitvicos, posee ademds fim-
brias o pili.

Cuando cvece en medio liquido produce un enturbiamiento difuso,
pero si se desarrolla en condiciones subéptiinas, puede formar lavgas
cadenas filamentosas y oviginay un cvecimiento vegulay. En agav,
las colonias de cepas lisas son brillantes, convexas e incolovas; las
colonias rugosas determinan la formacion de colonias mates. Las va
viantes capsuladas producen colonias mucoides, en especial cuando se
incuban a bajas tempevaiuvas y cvecen en un medio pobre en nitvogeno
y fésfovo pevo vico en carbohidvatos, en medios solidos despiden un
olor fétido caracteristico.

Se han identificado mds de 145 antigenos O de Escherichia
coli difeventes. Ademds, se han descrito aproximadamente 50 anti
genos H y mds de 80 antigenos capsulares K diferentes.

Las enfermedades causadas mas frecuentemente por este mi-
croorganismo son las infecciones de las vias uvinavias. (8).

Candida albicans. - Es un hongo levaduviforme oval y geman

te que produce pseudomicelio tanto en los cullivos como en los tejidos
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12,

y los exudados. Aparece como una levaduva Gvam positiva oval y geman
le que mide de 2 - 3 x 4 - 6 micvas, y también en forma de células
alavgadas formado hifas Gvam positivas. En medio de Sabouvad glucosa
do incubado a la tempevatura de labovatorio, se desarvollan colonias blan
das, color crema, que tienen oloy a levaduva. EIl cvecimiento superfi-
cial estd formado por células ovales y gemantes, en tanto que el creci-
miento sumevgido estd formado por pseudomicelio, el cual estd compues
to de células‘ largas adhevidas unas a otvas.

Candida albicans fermenta la glucosa y la maltosa produciendo

dcido y gas; produce dcido de la sacarvosa y no ataca a la lactosa.

Es miembyo de la flora noymal de las mucosas de los aparatos
vespivatorio, digestivo y genital femenino. En estas y otvas localiza
ciones puede llegay a teney preponderancia y estay asociada a condi-
ciones patogenas. A veces produce infeccion geneval progresiva en

pacientes debilitados o con supvesion inmunitavia, (18).

D. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LACTONAS

SESQUITERPENICAS.

De las lactonas sesquitevpénicas estudiadas, se ha visto que al
gunas poseen actividad carcinogénica (16), citotoxica (35), actividad
antitumoval (26), producen dermalitis alévgica de contacto y toxici-
dad al ganado, Otvas propiedades que se les atvibuyen son trvitacion
de la piel, accz'éﬁ estornutaliva, antibacteviana, asi como actividad

veyrmifuga e insecticida. Se ha descvito también su uso como veneno
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13.

para peces, fdvmaco vigovizante y estomacal y como vemedio pava
numerosos padecimientos, (42).

La veaccion de las lactonas - insaturadas con tioles, se
cvee que tiene un papel clave en vavios fendmenos bioldgicos vegula-
doves del cvecimiento. (24). Los estudios espectvofotométvicos y
colovimétvicos mostyavon que tiene lugay una reaccion divecta ivve-
verstble entve la lactona y el grupo tiol, el efecto ejevcido es sobve
la prolifevacion celulay principalmente a tvavés de su veactividad
con grupos sulfhidvilo esenciales pava la funcion enzimdtica. Esty
dios similares de lactonas - insatuvadas que son antibidticos,
permiten praoponey algo similar en lo concerniente a su modo de ac-
cion. Algunos investigadores como Kupchan y colabovadoves (24),
encuentvan que el aumento de reacticidad de las lactonas sesquiter-
pénicas con metilenos exociclicos puede encontrar explicacion en va,
vios factores. EIl carbono terminal de un grupo metileno exociclico
deberia tener un menoy vequevimiento estévico que el correspondien
te carbono de alguno de los compuestos endociclicos. Los efectos
inductivos de los sustituyentes alquilicos se esperavia que disminu-
yevan el cavdctey electvofilico del carbono y asi disminuivia la
reactividad de los compuestos endociclicos hacia el ataque nucleofi

lico.
E. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE QUINONAS.

En estudios realizados con la 2.6 dimetoxiquinona se obsevrvo

la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus auveus. Ademds,
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se vio que la actividad del compuesto disminuia al cambiar los grupos -
OCH3 por - OH. (38).

La p-benzoquinona vy la toluginona mostraron sey toxicas contra
los espermatozoides de cuyo, estos estudios fuevon vealizados en
1932. (14).

Dos quinonas la 2,3 dihidvoxi - 3 - undecil - 1,4 - benzoqui
nona y la 2,5 - dikidvoxi - 3 - tvidenil - 1,4 - benzoquinna aisla-

das de gvanos de Embelia vibes y de Rapanea maximowiczie vespecti

vamente, presentavon aciividad antihelmintica. (38).

Se ha obsevvado que el dcido filicinico que es un complejo qui-
nonico encontrado en el helecho macho (Asipidium) Dyyoptevis
filixmas, también posee propiedades antihelminticas. (38).

En la agricultura se usan quinonas como la tetva clovo - p-ben
zoguinona parva evitay el deteriovo de las semillas., La 2,3 - diclovo
- 1,4 - naftoquinona se usa como pvotecéz'én de sewmillas y como pul-
verizador pava evitar enfermedades de las hojas. (6).

Se ha visto que sustituyendo los halogenos en los anillos de qui
nona su actividad fungicida puede mejorar. (6).

Algunas benzoquinas poseen actividad antineopldsica contra tu-
moves en el hombre y animales y ademds ha sido demostrado que es

fuevte inhibidov de la sintesis de dcidos nucléicos. (1).
F. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE FLAVONAS.,

Existen numerosos estudios sobve los efectos bioldgicos de los

flavonoides desde 1944 ya que antes de este afio las investigaciones
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15.

vealizadas fuevon pocas. Estos estudios han sido efectuados en lejidos
animales y de plantas.

Entre las actividades bioldgicas veporvtadas se encuentvan las st
guientes: baclevicida (11), antihelminticas (44), antivivales (16),
inhibidoves de antibioticos y bacteviostaticos (30), algunos otros fla-
vonoides tienen efectos de inhibicion (39) o de aclivacion de enzimas,
otros presentan toxicidad pava los peces (30), también hay estimu-
lantes o depresoves de la actividad cavdiaca (19). Se les han obsey
vado efectos diuvéticos (11), efectos protectores de los islotes de
Langevhans (44), 'asz’ como actividad hipotensova e hipeviensova.

Los sustituyentes OCHg y - OH son de gran importancia en la
actividad de los compuestos flavonoides, ya que pueden conferiv efec-
tos contravios a un mismo tipo de compuesto, pov ejemplo, al vealizar
estudios sobye toxicidad en peces usando flavonas v flavononas, se vié
que los devivados - OCH, de flavonas evan mds toxicos que los devi
vados - OCH 3 de flavononas vy que en los derivados OH de ambos,
los efectos evan contvarios. (44).

Se ha observado también que la actividad puede verse afectada

por una misma sustitucion en diferentes posiciones.

G. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE COMPUESTOS

ORGANO ~ METALICOS.

El mevcurio y sus componentes han sido usados desde hace mu
cho tiempo en el tratamiento de vavias enfermedades. Los compues-
tos inovganicos de mevcurio se han usado ovalmente, aunque Su uso es

/o=
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id restvingido ya que causan disturbios gastvointestinales y otvas mani.
festaciones toxicas como neumonia, fiebve, tos, dolov tovdcico, cia
nosis y hemovragia.

Los compuestos ovgdnicos de mevcuvio se han usado como de-
sinfectantes y antisépticos. (12).

El mevcurio forma facilmente enlaces covalentes con el azufre,
propiedad que explica la mayoy parte de las propiedades biologicas del
metal. Al encontravse el azufre en forma de grvupos sulfihidvilicos,
el mercurio divalente sustituye al hidrogeno pava formayr mevcaptidos
del tipo X-Hg-SR y Hg(SR) , en donde X es el vadical electronega~
tivoy R la proteina. Los mevcuviales, inactivan las enzimas con
gvupos sulfihidvilo y alievan el metabolismo y funcionamiento de las
celulas. El mercuvio se combina también con los grupos fosforilo,
carboxilo, amido, amino.

Las vaviadas acciones tempéuticazs de los mevcuriales, estdan
ligadas a los cambios en la configuracion quimica de los compuestos
que contienen mevcuvio, que afectan la solubilidad, la disociacion y
la afinidad velativa para diversos receptores celulaves, (45).

Las sales de cinc son astvingenies, covvosivas y debilmenie
anlisépticas. Su accion bactevicida probablemente se deba a la fa-
cultad del ion cinc de precipitar las proteinas, pevo pueden tam-
bién afectay otros factores en su efecto sobve las bacterias. (12).

Las sales de cobre son astringentes, gevymicidas y fungici-

/-



das. Los efectos del cobyve como bactericida no son muy notables,
Las sales solubles son bacteviostdticas en diluciones relativamente

altas. (12).

17,
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H., SUSTANCIAS PROBADAS.

HO

Acido Oleandlico

Proviene del extracto de la planta Olea europea. (33).
A esta planta se le ha atvibuido popularmente

uso como: aniipivético. (9).
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Budleina A

Proviene del extracto etandlico de la planta de Viguievra
budleiaeformis (35).
Se ha encontvado que plantas del mismo género pevo

con difervente especie como la Viguiera excelsa se les

atvibuye popularmente las propiedades siguientes: anti
disentérico, expectovanie, vulnevavio (pava la cura-

cion de las heridas) (9).
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! cHs

Cumanina
Proviene del extvacto clovoférmico de la planta Ambrosia
cumanensis (39.
Se ha encontrado que a plantas del mismo génevo pero de

diferente especie como la Ambrosia avtemisiaefolia se

les alvibuye popularmente las propiedades siguientes: an
lipavasitario, antipivético, como agente que favovece la

digestion (9).



21

RcO

O

Acetato de Viguelenina
Proviene del extracto metanolico de la planta Viguieva
lineavis (32).
Se ha encontvado que a plantas del mismo génevo pevo

de diferente especie como la Viguieva excelsa se les

atvibuye popularmente las propiedades siguientes: anti
disentérico, expectorante, vulneravio (parva la cuva-

cion de las hevidas) (9).
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HO G

Acerosina

Proviene del extvacto metandlico de la planta de Thitonia

pedunculata (28).

No disponemos de la informacion acerca del uso popular

de esta planta.



HO o

Fetiontivina
Proviene del extracto etanolico de la planta de Simsia foetida
(32).
No disponemos de la informacion acevca del uso populay de

esta planta.

23
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OCH;

Nevadesina

Proviene del extrvacto metandlico de la planta de Thitonia
pedunculata (28).
No disponemos de la informacion acevca del uso popular

de esta planta.
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CHs Dimevo de Cacalol CHs
Se obliene a partiv del Acetato de Cacalol. Comunicacion pevsonal

(M. Jiménez).

ORc

CMa

CHs CYs

" Acetato de Cacalol

Proviene del extracto hexdnico acetilado de la planta Cacalia decompositae.

(37).

A esta planta se le han atvibuido popularmente las propiedades siguientes:
antidiabético, antidiarvéico, antidisentérvico, antineuvdlgico, antivveumd
tico, antiséplico, astvingente, catdvtico, vulnevario (bava la curacion de

las heridas). (9).
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CHsz

Pevezonido wmelalico

M = Zn, Hg, Cu, Co, Ni, Cd. Comunicacion peysonal (M. Gonzdlez)

Q
oH

(H; \
O
Perezona

Proviene del extracto hexanico de la planta Pevezia cuevnavacana (10).

A esta planta se le han atvibuido pob:lavymente las propiedades siguien-
tes: antipivético, astringente, catdriico, cicatrizante y vegenevativo,
diuvético, emético, expectovante, analgésico, contra hemoryvoides vy

tabardillo (vaviedad mexicana de tifus exantemdtico). (9).
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—OH
OH
CHs —on
/O
Ci12H20010 W CR3
Piquerina
OH
—OH
OH
Chs | o
O
WO MO o CH0H
Cha s s CHs
Trinervina Isotrinervina

La Piquevina proviene del extvacto etandlico de la planta Piqueria
trinevvia, la Tvinevvina de la fermentacion y del extracto clovo-
formico de la Piqueria trinevvia y la Isotvinervina proviene de la
acidificacion de la Trinevvina (36).

A esta planta se le han atribuido popularmente las propiedades si-

/-
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guientes: antitérmico, emético, coniva bronguitis, cdlculos de la
vesicula, enfermedades exantemdticas, fiebve tifoidea, tifus exan

tematico. (9).
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OH OH
OH OH
Piqueyol A Piquevrol B

El Piquerol A y el Piquevol B provienen de un extvacto etandlico

de la planta Piqueria trinevvia, vecolectada en San Angel y en

Atlocomulco, Edo. de México. (36).

A esla planta se le han alvibuido popularmente las propiedades si~
guientes: antipalidico, antipivético, antivveumdtico, emético,
contva bronquitis, cdlculos de la vesicula, fiebve tifoidea, tifus

exantemdtico. (9).
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PARTE EXPERIMENTAL.

Pava efectuay el trabajo expevimental fue necesario estudiay los
factoves que afectaban de alguna maneva la vealizacion del método con
este fin se analizavon los siguientes: tiempo de preincubacion, tiempo
de incubacion, efecto de disolventes y concentracion del indculo.
Ademds, se vealizo un andlisis estadistico pava determinar la veprodu
cibilidad del método. De acuerdo a las condiciones encontradas se
procedio a la deteyminacion cualitativa de la actividad de las sustan-
cias de prueba. Después se determind la concenivacion minima inhi-
bitoria CIM tanto a las sustancias que vesultaron activas, como a los
antibioticos de refevencia.

Se utilizaron 3 microovganismos:

@) Escherichia coli "O'" 126

b) Staphylococcus auveus

¢) Candida albicans

. Todos en cultivos de 24 hovas. Los cultivos fueron otorgados
por el cepario de la Facultad de Quimica.
Los antibioticos utilizados como vefevencia fuevon:
@) Ampicilna anhidva. 102%. Laboratorios Feyrmic, S. A.

b) Sulfato de gentamicina. 630 mcg/mg. Labovatorios
Ferwic, S. A.

¢) Nistatina. 5537 U/mg. Labovatorvios Mevck.
Los medios de cultivo fuevon:

@) Agar de Dextrosa de Sabouraud pave Candida albicans

/=
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b) Agar de Muelley - Hinton para Staphylococcus auveus y

Escherichia coli.
Los disolventes fuevon:

DMSO = Dimetil sulfoxido. Pava sintesis. Mevck.

DMF = N, N, - Demtilfomamida. Pava sintesis. Mevck.
Redestilado a 580 mm Hg.

Espectvofotometvo. Vavian Techivon sevies 634,

Incubadora. J. M. Ortiz.

Discos de papel filtvode 1.701 cm de digmetvo. Los discos se
hicieron con un sacabocados de 17 mm de diametvo adaptado a
un taladvo de banco, usando papel de filtvacion vipida con un gro
sor de 0.2 mm.

El estudio se dividié en dos partes:

1) Cualitativa,

2) Cuantitativa.

1) Determinacion Cualitativa.

Se vierten en las cajas de Pelvi 15 wml del medio de culivo y se

deja solidificar a temperatura ambiente. Después se inoculan las ca-

jas con 0,1 ml de una suspension de microoyganismos exiendiéndola

uniformemente con un hisopo sobve la superficie del agay.

Se colocan en cada caja cuatro discos de papel con 0.06 ml de

una solucion del antibiotico de vefevencia o de la sustancia de prueba.

Se usaron de ampicilina y de sulfato de gentamicina 10 micvoorganis-

mos por disco, de nistatina fuevon 39,8 unidades,



32.

Las sustancias de prueba se usavon en concentracion de 2 mg/ml.
Las placas se preincuban a 4°C por 60 minutos, después se incy
ban a 28°C y 37°C segin el micvoorganismos de que se trate,

Al finalizar el tiempo de incubacion se mide el diagmetvo del halo
de inhibicion. Cada prueba se realiza por tviplicado.

Tomando esta técnica como base se estudiaron los stguientes fac-
toves.

Efecto de la Concentracién del Indculo.

La concentmcz'éﬁ de la suspension del microorganismo se ajusta
con solucion salina isotonica a 17%, 30% 50% de transmitancia a una
longitud de onda de 580 nm. (41).

Siguiendo la técnica antevior se inoculan las cajas de Petri con
estas suspensiones preincubando por una hova. El tiempo de incuba-
cion fue de 21 hovas. . Los vesullados de esta prueba se observan en
la tabla 2, pdgina 36.

Influencia de los Disolventes,

La councentracion de la suspension del microovganismo se ajus
ta entve 20% y 30% de transmitancia,

Los disolventes usados fuevon: DMF, DMSO, agua destilada.
Payra estudiar su efecto se colocan en las cajas de Petyi discos con
0.06 ml de cada disolvente. El tiempo de preincubacion fue de 60 mi
nutos, la incubacion de las cajas se hace por 21 hovas. Los vesulta
dos de esta prueba se obsevvan en la tabla 1, pagina 35.

Efecto del Tiempo de Incubacion.

Se ajusta la concentracion de la suspension del microorganismo

/-
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entre 20% v 30% de transmitancia. Se preincuban las cajas por 60 mi
nutos, se incuban las cajas pov: 16, 18, 21, 24 hovas. Los vesuliados
de esta prueba se obsevvan en la tabla 3, pdgina 37.

2) Determinacion Cuaniitativa.

Concentracion Minima Inhibitovia,

Para determinar el vango en el que se encontraba la concentracion
minima inhibitoria de las éustancz‘as estudiadas, se ulilizan tves concen-
tvaciones: 200, 150, 100 wmicvogvamos por mililitvo, pava ampicilina y
sulfato de gentamicina se usavon 1, 3, 6, 9, 12, 20, 30, 40, 50 wmi-
cvogramos poy mililitvo, pava nistatina se utilizaron 5, 20, 40 unida-
des poy mililitro,

Se colocan las cajas de Peivi con el antibiotico de vefevencia o
la sustancia de prueba incovpovando despues el medio de cultivo a una
tempervatuva de 45°C y se deja solidificar.

Sobre las placas preparadas de esta maneva se deposita 0.1 mi
lilitro del micvoorganismo ajustando su concentvacion entre 20% v 30%
de transwmitancia con solucion salina isotonica, el inéculo se extiende uni
formemente sobre la superficie del agay con un hisopo.

Se inoculan las placas a 28°C 6 a 37°C segin el micvoovganis -
mo de que se tvate por 21 hovas. La lectuva de las cajas se efectia al
tevmino de este tiempo.

Todas las pruebas se vealizan poy triplicado. Se hicievon testi-
gos de cvecimiento del microorganismo ast como testigos con el disolven

te solo.
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Conociendo el vango en el que se encuentva la concentracion mini
ma inhibitoria se procede a una detevminacion mds precisa de ella, si-
guiendo el mismo procedimiento pero usando concentvaciones que estén
dentvo de un vango menoy.

Los resultados de esta prueba pava los antibioticos se encuentvan
en las tablas 8, 9, pdginas 42, 43.

Los resultados oblenidos para las sustancias activas se observan

en las tablas 8, 9, pdginas 42, 43.
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DMF
DMSO
Agua
Gentamicina - Agua
Gentamicina - DMF
Ampiciling - Agua

Ampicilina - DMF

Nistatina - DMSO

T A B L A 1

Influencia del Disolvente

Inkibicion del crecimiento promedio en cm

Staphylococcus auveus

3.86

3.30

(-)  No inhibio el crecimiento

(*) No se probd

Escherichia coli

Candida albicans

3.62
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TABLA 2

Efecto de la Concentracion del Inéculo

17% Tvansmitancia 30% Transmitancia
Staphylococcus auveus 1t +t
Escherichia coli rtt ##
Candida albicans t1t rr

( ttt) Crecimiento abundante

{7+) Crecimiento vegulay

() Crecimiento esScaso

50% Transmitancia
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TABLA 3

Influencia en el Tiempo de Incubacién

16 Horas 18 Hovas 21 Horas 24 Horas
Staphrylococcus aureus rt tt ++ tt
Eschevichia coli +1 +t 1t t
Candida albicans t7 +t + tt

(t++) Crecimiento rvegular
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Agua

DMF (@)
DMSO (b)
Papel

Ampicilina - H30 (¢
Gentamicing - Hp0 (d)

Nistatina -~ DMSO (e)

(*) No se probo

(-) No crecio

(a) N, N, Dimetil formamida
(b) Dimetil sulfoxido

(¢) Concentracion 10 /Jg/ml
(d) Concentracion 10 Je/ml

(e) Concentracion 33.3 Uyml

T A B L A ¢4

Reproducibilidad del Método

Staphylococcus aureus

(Inhibicion en cm)

Candida albicans

1.97
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T A B L A S5

Andlisis Estadistico del Método (7)

Xt Zp g5 G 3G
Staphylococcus auveus 2.959 t 0.048 0.054 1.82
Escherichia coli 1.279 3 0.073 0.083 6.48
Candida albicans 1.979 t 0.073 0.083 4.19

“
Media = i:;‘\'i X;. (expresada en cm)
A=4

Y.
n - \2 2
Desviacién estandar =@ = [-“—‘-—‘— &2_1(’(! - X3 ]

% Desviacion estandar = % G :—?_(—-—-(‘OO)
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‘T A B L A 6

(Inkibicion Promedio en mm)

SUSTANCIA Staphylococcus aureus Eschevichia coli Candida albicans
Budleina A 13.6 - - - -
Fetiontivina - - - - - -

Acido Oleandlico - - - - - -
Acetato de Viguelenina - - - - - -
Piqueyol A ) - - - - I
Dimero de Cacalol - - - - - -
Acetato de Cacalol - - - - - -
Piquevol B - - : - - ' - -
Isotrinervina - - - - -
Cumanina - - ' - - - -
Trinervina - - - - .
Acevosina - - - - - -
Perezona 20.6 - - - -
Perezdnido de Zinc 16.6 - - - -
Perezonido de Meycurio 20.6 12.6 9.2

Perezonido de Cobre R.E.1 - - - - , - -
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TABLA 7

(Inhibicion Promedio en mmy)

SUSTANCIA Staphylococcus auveus Eschevichia coli Candida albicans
Perezomido de cobve R.E.2 18.6 - - - -
Anilido de Pevezona 6.6 - - - -
Perezonido de Cobalto R.E. 2 11.2 - - - -
Peyezonido de Niquel R.E.1 14.6 - - - -
Perezonido de Niguel R.E.2 17.2 - - 14.6
Pervezomido de Cobalto R.E. 1 13.2 - - - -

Pevezonido de Cadwio - - - - - -
Nevadesina - - - - - -

Piquevrina - - - - - -

R.E.1 y R.E. 2, se investiga actualmente la estructuva de estos compuestos.
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T A B L A 8
Sustancias actlivas

Concentracién Minima Inhibitovia

Microovganismo Sustancia Concentracion Rango de Prueba
P8/ ml Jg/ml
S. aureus Budleina A 60 200 - 10
S. aureus Peyezona 15 200 - 10
S. auveus Perezonido de Mevcuvio 50 200 - 10
S. aureus Perezénido de Cobre 50 200 - 10
S. aureus Perezonido de Zinc Por abajc de 100 200 - 100
S. aureus Perezédnide de Cobalto Poy abajo de 100 200 - 100
S. aurveus Anilido de Perezona Por abajo de 100 200 - 100
S. auveus Ampicilina 9 ) | 50 - 1
S. ouveus Acetato de Mercurio 70 200 - 10
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T A B L A 9

Sustancias activas

Concentyvacion Minima Inhibitorvia

Micvroovganismo | Sustancia _ Concentracion Rango de Prueba

g/ml g/ml
E. coli Perezonido de Mercurio 70 200 - 10
E. coli Acetato de Mevcurio 50 200 - 10
E. coli Gentamicina 3 50 - 1
C. albicans Perezonido de Mevcurio Por abajo de 100 200 - 100
C. albicans Acetato de Mevcurio 50 200 - 10
C. albicans Nistatina
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RESULTADOS Y DISCUSION.

De los vesultados obtenidos, se observa en la tabla 1 que loé di-
solventes usados no presentan ninguna actividad contva los micyoorganis
mos, ésto es de gran importancia ya que permite probay sustancias que
no son solubles en agua sin peligro de que se obtengan vespuestas falsas
positivas,

En esta tabla se obsevva que algunas pruebas no se vealizaron,
ésto se debi6 a que los antibioticos que se usavon evan selectivos para
cada microovganismo pov lo que no se probaba un aniibiotico contra
los tres microovganismos,

Para la vealizacion del método es necesavio contar con una ade
cuada concentracion del micvoovganismo ya que si hay una concentva-
cion elevada se presenta un cvecimiento masivo que puede afectar los
resultados obtenidos, dandonos halos mds pequefios; por el contrario,
si se tiene una concentvacion baja el desaryvollo sevd escaso y los ha-
los obtenidos sevan mayoves, ésto se presentaria porque hay muy po-
cos Microorganismos y no se debevia a un efecto de las sustancias.

Por todo lo anterior los vangos de concentvacion no deben sev muy
amplios para que no se presente mucha vaviacion; el rango escogido
fue entve 20 y 30% en el cual el crecimiento que se presentaba da
ba buenos resultados en las pruebas. Estos vesultados se pueden
vev en la tabla 2,

-

Con vespecto al tiempo de predifusion, se escogio un tiempo

/-
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de 60 minutos a 49C, se eligié éste pov lo vecomendado en la litevatu-
va (20, 42), ademds de que se tenian muchos problemas de horavio
con la incubadova.

En lo vefevente al tiempo de incubacion los vesultados se obser-
van en la tabla 3, no se obsevrva ninguna difevencia entve 16 y 24 ho
ras, se escogio un liempo de 21 horas,' ésto debido a la facilidad de
hovario de la incubadora.

Utilizando las formulas que se observan en la tabla 5, se veali-
26 un pequefio analisis estadistico del meétodo, con el fin de deteyminar
la veproducibilidad del método, por esie andlisis se determiné que el
método es de una repyoducibilidad adecuada.

Los datos utilizados en este andlisis se presetitan en' la tabla 4,
los antibioticos aqui no se probavon contra micvoovganismos ya que
evan selectivos para cada micvoovganismo.

En las tablas 6 y 7 se presenta un estudio cualitativo de to-
das las sustancias utilizadas.

El método escogidoe pava determinay la concentvacion minima
inhibitoria fue difevente al que se uso pava la determinacion cualitati
va de las sustancias. En el método de los discos de papel se pre-
senta una concentracion muy grande cevca del désco 9 la concentra-
cion va disminuyendo al alejayse de él debido a un fenomeno de difu-
sidén, por lo que la concentracion no es uniforme en toda la placa.
Encambio al incorporar el antibidtico al medio se liene una concen-
tracion uniforme en toda la placa, por lo anterior se eligié este mé-

todo y no es de los discos de papel.

/-
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CONCLUSIONES,

1. El método descrito antes pava el estudio de la actividad biologi
ca de las sustancias es, pov su sencillez, adaptable a un labo-
vatovio de productos natuvales,

2. Se encontvaron dos disolventes, el dimetil sulfoxido vy la dime-
til formamida que no presentan actividad antimicyobiana, ésto
es importante ya que muchas de las susiancias son insolubles
en agua y es importante contar con disolventes que no intevven
gan en la prueba,

3. De las 24 sustancias probadas, 7 vesuliavon activas, éstas
son: Budleina A, Pevezona, Perezdnido de Mevcuvio, Pe-
rezonido de Zing, Pevezonido de Cobve, Anilido de Pevezo
na, Pevezimido de Cobalio. Solo el Pevezonido de Mevcu-
7io fue activo contrva los 3 microovganismos: Staphylococcus

auveus, Eschevichia coli y Candida albicans. Todas las

demds sustancias solo fuevon activas contva Staphylococcus
auveus,

4. La Pevezona es un compuesto mds activo que sus devivados
meldlicos, por lo que se debe poney una mayor antecion en
este compuesto.

5. Los Pevezonidos metdlicos que fuevon activos creemos que
se debid a la toxicidad de los iones de estos metales como

el mevrcurio.



47,

Las sustancias activas, en este caso la Budleina A, Pervezona
y el Awilido de la Pevezona presentan un campo abierto a la
investigacion, pudiéndose probar frente a otvos micvooyganis -
mos, asi como también hacer modificaciones a las moléculas

para obtener devivados y después deteyminay su toxicidad.
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