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1. INTRODUCCION

Desde épocas remotas el hombre ha usado exiractos vegetales y
productos derivados de los mismos para el tratamiento de numerosas
enfermedades incluyendo las infecciosas. Durante mucho tiempo el empleo de
es0s agéntes terapéuticos, otrora efectivos, y la bisqueda de nuevos agentes
antimicrobianos de origen vegetal, se ha visto opacado debido a la gran
revolucidn acasionada por los antibiticos derivados de microorganismos o sus
andlogos sintéticos y que data desde los primeros ensayos clinicos de la
penicilina en 1929 (Mitscher ef al., 1987).

Sin embargo, desde la década pasada, ha resurgido notablemente el
interés por los agentes antimicrobianos derivados de plantas como lo demuestra
la abundante literatura que se ha publicado en relacion al tema durante ese
pericdo. Es importante mencionar también que en los Ulitimos afios como
consecuencia de la aparicién de micesis oportunistas debido al SIDA (Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida), se ha incrementado el interés por la blisqueda
de antifungicos de origen natural. El uso de técnicas microbioclégicas modernas
ha permitido demostrar que los extractos de plantas supsriores de diversos
geéneros y familias poseen una actividad significativa en contra de numerosas
bacterias y hongos patégenos (Hufford et al.,, 1975; Ikram y Inamul-Hag, 1980;
Gutkind ef al.,1982; Karkani y Nair 1982; Farouk ef af., 1983; Sigh et al., 1983,
Mitscher y Rao, 1984; Hamburger y Cordell, 1987; Mitscher et al., 1987; Rios et
al., 1988; Rojas et a/., 1992; Céceres et af., 1993; Mata, 1993; Pereda-Miranda et
al., 1993; Novelo et al., 1993; Olukoya et al., 1993; Taniguchi y Kubo, 1993).

En este reciente interés por los agentes antimicrobianos de origen
vegetal, la medicina tradicional ha desempefado un papel muy imporiante como

criterio para la seleccion de plantas con principios antisépticos (Rios ef al., 1988,



Vanden Berghe y Vlietinck, 1991; Mitscher et al., 1987; Taniguchi y Kubo, 1993},
Un ejemplo representative ha sido el estudio sistematico de especies
medicinales del género Eqythrina (leguminosas} el cual ha permitido ia obtencién
de varies bmetabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (Mitscher et al.,
1987).

Se ha observado también que el uso de los anlibiéticbs ha aumentado
enormemente en las Ultimas décadas a la par que la investigacién de los mismos
on busca de agentes con mayor potencia y eficacia que los de uso terapéutico. .

Por ofra parte, la alta incidencia de cancer y la falta de agentes
antitumorales eficaces y especificos ha conducido a la blisqueda continua de
sustancias con propiedades antitumorales, En este campo las plantas supericres
constituyen una importante fuente da sustancias con propiedades antitumorales,
y como sjemplo puede citarse a la vincristing, ia vinblastina, la podoﬁlotoxiné‘
camptotecina y at taxol, por tan sélo mencionar algunos ejemplos (McLaughlin,
1991).

Las investigaciones conducenies a la obtencién de principios activos
vegetales se realizan mediante procedimientos biodirigidos y alternativamente
mediante métodos convencionales {Geran et al,1972, Watll y Wani, 1977,
Sufness, 1978, Powell y Smith, 1980; Ferrigni ef a/., 1984, Douros y Spjut, 1985;
Mitscher ef al., 1987, Rics et al., 1888; Vanden Berghe y Viietinck, 1991; Rojas et
al., 1892; Mata, 1993; Pereda-Miranda et al., 1923). En el caso de los primeros,
se emplea un bicensaye conveniente para guiar el aislamiento de los
constituyentes bioactivos, sin importas sus propiedades quimicas o sus
concentraciones relalivas en los extractos. En confraste, los métodos
convencionales implican e aistamiento de! mayor nimero posible de metabalitos
secundarios de las plantas para posteriormente investigar su actividad bioldgica.

Las sustancias oblenidas de esta manera, pueden o no reflejar las propiedades



curativas del extracto crudo de tal forr;1a que aunque estos estudios constituyen
una contribucién al conocimiento de ta medicina tradicional, no siempre cumplen
con el propdsito de aislar compuestos con actividad biolégica. Por el contrario,
los estudios biodirigidos, garantizan la obtencién de compuestos bioactivos,
muchos de los cuales resultan ser estructuralmente novedosos contribuyendo no
solamente al campo de la quimica farmacetitica, sino también a otras dreas mas
especificas del conocimiento de los productos naturales (Mitscher et al., 1987).

Un paso preliminar impertante para la blsqueda de nuevos farmacos a
partir de fuentes naturales lo constituye la deteccién de las materias primas
adecuadas. Este proceso implica la seleccion del material vegetal y la
determinacién de su actividad biol6gica. La seleccion del material vegetal se
puede realizar de acuerde a los siguientes criterios: el uso folkldrico de la
especie en cuestion, la relacidon quimiotaxondmica entre diferentes especies,
antecedentes ecolégicos y el azar (Hamburger y Hostettmann, 1991).

Una vez seleccionado el material vegetal se procede a la determinacion
preliminar de la actividad bioldgica y para ello existen numerosas pruebas
sencillas, de facil implemenlacion que permiten detectar en forma inicial
actividades bioldgicas de mayor complejidad, y en algunas ocasiones hasta

actividades bioclogicas especificas.

Para la buisqueda de sustancias anticancerigenas se conocen diversos
métodos de deteccién praliminar y entre ellos: destacan por su sencillez la
determinacién de la toxicidad para el crusticeo Artemia salina (Meyer et al.,
1982; Anderson et al,1991; MclLaughlin, 1991), la inhibicién de las agallas
inducidas por Agrobactenum tumefaciens en ia papa (Zaenne et al., 1974,
Chilton et af, 1980; Kahl ef al., 1982; Ream et al., 1982, McLaughlin, 1991), la

inhibicidn del desarrollo de huevecillos del erizo de mar (Crimino ef al,, 1990) y



la determinacién de la citotdxicidad mediante un método de difusién en dos
capas de agar (Burnes ef al., 1989). De los ensayos antes mencionados la
toxicidad para Aemia salina y la inhibicion de las agallas inducidas por
Agrobacterium tumefaciens han demostrado una muy buena correlacion con
ensayos mas complejos como la determinacion de la citotdxicidad tanto in vivo
como in vifro en diversas lineas celulares tales como KB (Carcinoma
nasofaringeo humano), P388 (Leucemia de ratén), A-549 (Carcinoma de
pulmén), MCF-7 (Cancer de mama) y HT-29 (Adenocarcinoma de colon). Por io
tanto el emplec de los mismos para la deteccién de candidatos idoneos y su
posterior investigacion filoquimica estd bien justificado (Meyer et al, 1982;
Anderson et al, 1981; Novelo et al,, 1993).

En el ensayo para determinar la toxicidad contra Arfemia salina, este
crustdceo se expone a diferentes concentraciones del extracto o del compuesto
a evaluar durante 24 h. y se determina el porcentaje de mortalidad para calcular
la concentracién letal media (CLgp) {McLaughlin, 1991).

Para la determinacioén de la actividad antimicrobiana se emplean métodos
de dilucién y métodos de difusion. En general, los ensayos bioldgicos se realizan
con una serie de microorganismos de prueba que incluyen bacterias Gram
positivas (Bacillus subliis y Staphylococcus aureus), Gram negativas
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), levaduras (Candida albicans) y
hongos (Aspergillus nigery Trichophyton mentagrophytes). La susceptibilidad de
tales microorganismos al agente potencial antimicrobiano se determina en dos
fases: en la primera se realiza un ensayo cualitativo primario que permite
detectar la presencia o ausencia de actividad. En la segunda, se cuantifica la
potencia relativa (Mitscher et al., 1987, Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Para realizar el ensayo primario se uliliza generalmente, el método de

difusion en placa de agar, en el cual las muestras a evaluar (extractos,



fraccionss o compuestos puros) contenidas en un reservorio {disco, cilindro o
pozo) se ponen en contacto con un medio apropiado previamente inoculado con
e} microorganismo de prusba. EJ ensayo se realiza en placas de Petri y después
de un periodo de incubacion adecuado, se examina fa placa en busca de zonas
de inhibicidn det crecimiento microbiano alrededor del reserverio (Clark et al.,
1981; Vanden Berghe y Viietinck, 1891). Las zonas de inhibicién se comparan
con las obtenidas con los antibiéiicos de referencia previamente establecidos por
medio de pruebas de susceptibilidad. Sin embargo, mediante la técnica de
difusién, no es recomendable determinar la potencia de los extractos vegelales,
debido a que puede desarrollarse una zona de inhibicion sumamente evidente
causada por una sustancia altamente activa y presente en pequeitas cantidades
o de manera altemativa provocada por un compuesto poco activo presente en
altas concentraciones.

Mediante el ensayo secundario se cuantifica la actividad antimicrobiana
empleando un método de difucidn en agar en el caso de los hangos o de dilucin
en caldo en el caso de las bacterias. independientemente det método empleado,
este ensayo consiste en axponer diferentes concentraciones del extracto o
material de prueba a los diferentes microorganismos ensayados. Después de la
etapa de incubacion, se determina ta cantidad minima det agente requerida para
inhibir el desarrollo del microorganismo; a ésta concentracion se le conoce con
el nombre de concenlracion inhibidora minima (CIM) (Sahm y Washington, 1891;
Finegoid, 1989).

Recientemente se han publicado varias revisiones sobre la metodalogia
empleada para la determinacion de la actividad antimicrobiana potencial de
exiractos vegetales y productos derivados de los mismos (Rios et al, 1988 y

Vanden Berghe y Vlietinck, 1991, infer afia).



2, ANTECEDENTES DE LAS ESPECIES OBJETO DE ESTUDIO

2.1, Antecedentes de Kohleria deppeana.

K_ohleria deppeana (Schl & Cham) Fritch {(Gesneriaceae) es una planta
originaria de México y Guatemala. En México se encuentra distribuida en los
astados de Morelos, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Oaxaca, Guerrero y Chiapas.
Se le conoce con los nombres comunes de "tochomixdchitl" (flor de pelusa roja),
“llalchichinole”, “tochimitillo”, “tiachichinoa”, “tlanchichinole” y “"tochomitl”
(Martinez, 1989).

Esta especie se caracteriza por ser una hierba perenne, a veces con
tallos lignificados en la base; hojas simples, opuestas, oblonge lanceoladas u
oblongo ovadas de 6 a 17 cm. de largo, velosas, dpice acuminado, margen
aserrado, base obtusa o aguda, con peciolo; inflorescencia axilar, de tres o
cuatro flores; flores bisexuales, zigomorfas; céliz sinsepalo, tubular, con cinco
I6butos, adnado a la base del ovario; corala simpétala, tubular con cinco I6bulos
desiguales, de color rojo brillante, de 2 a 8 ¢m. de largo, puberulenta; estambres
cuatro; ovario medio infero; frutos capsulas bivalvadas (Linares, 1990).

En la actualidad el uso en la medicina tradicional mas generalizado que
se ha encontrado para esta planta es para tratar afecciones renales. Se prepara
un té en combinacién con la guazima (Guazuma ulmifolia), la pinguica
(Arctostaphylos pungens), el tejocote (Cralaegus pubescens), la cola de caballo
(Equisetum myriochaetum), el azocopatle (Gautheria acuminata) y se bebe
como agua de uso. Otro empleo comln es para lavar heridas y para las
hemorrcides: en combinacién con el é&rnica (Heferotheca inufoides), el
cuachalate (Amphipterygium astringends) y el toloache (Datura spp.). se

prepara una infusion, la cual se aplica localmente (Linares, 1950).



Un estudio fitoquimico reciente sobre esta especie permitié el aislamiento
y la caracterizacién de los metabolitos secundarios que se presentan en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios descritos para Kohleria deppeana.

Metabolito y referencia Estructura

B sitosterol

(Noguera et al., 1994)

HO

B -D-Glucositostero!
(Noguera et al., 1994)

Ceth20

Acido ursélico

(Noguera et af., 1994)




Cuadro 1, Metabolitos secundarios descritos para Kohleria deppeana.

(Continuacién).

Metabolito y referencia Estructura

z
2z
Z

Acido oleanoico

(Noguera et al., 1994)

Acido 2a, 3¢, ~dihidroxi-olean-12-en-
28-oico.

(Noguera et al., 1994)

Acido 203, 3p ~dihidroxi-olean—12-en-
28-oico
{Noguera et al., 1994)

2.2, Antecedentes de Lepidium virginicum.

Lepidium virginicum L (Cruciferae) es una planta originaria de Europa,
pero naturalizada en varios lugares de México. Es una planta herbéacea de unos
40 a 80 cm, ramosa, hojas interiores sésiles, lancealadas, aserrado-dentadas y

ligeramente pubescentes. Las inflorescencias son muy abundantes, en racimos



compuastos situados en la exiremidad de las ramas, flores cruciferas, pequeias
y blancas, el fruto es una silicua arredondada y florece casi todo e an©
(Marlinez, 1989).

La especie se conoce con los nombres vulgares de comida de pajarito
{Jal.), cupapayo, lentgjilla (México, D.F.), mastuerzo, "mixixi" {Puebla), “xiinda"
(Mex.), "meiix-quilitl" (azteca). También se conoce con los nombres mayas die
"kabalput”, "putkan", "putxiw y "xputkan",

En la medicina popular de México se ha empleado como antiinflamatoric,
contra el dolor e infeccidnes estomacales, contra el escorbuto y contra 1a
enteritis (Martinez, 1989). En Yucatén, se le considera como diurética y sueie
emplearse en el tratamiento de enfermedades renales. Las parles de esta
planta que comuinmente se utilizan son las flores y las hojas.

Desde el punto de vista fitoquimico, en las semillas de esta especie se
han encontrado los siguientes &cidos grasos: palmitico, esteérico, cleico,
linoleico, eicosanoico y eicosenoico (kolodziejski, 1969).

Recientemente, Avila y colaboradores (1993) demostraron que el extracto
acuoso de la especie presentaba propiedades antimicrobianas en conlra «le

Escherichia coli, Salmonella typhi y Shigella boydii.

2.3. Antecedentes de Mefopium brownel.

Metopium brownei (Jacq.) Urban (Anacardiaceae) es un arbol que se
distribuye exclusivamente en la vertiente del Golfo de México, de Veracruu= a
Quintana Roo, donde es muy abundante (Cabrera et al., 1982).

La especie se conoce comunmente con los nombres de "chechen', "kabal

chechen", "box chechen” y madera negra venenosa (Cabrera et al, 1982

9



Martinez, 1989). Se caracteriza por ser un &bol de 8 a 25 m de aitura, con el
tronco recto, las ramas ascendentes y de copa ifregular; corteza escamosa con
lenticelas protuberantes, gris-parduzcas y madera color crema, presenta un
exudado blanco-acuoso sumamente causlico, que ennegrece al contacto con el
aire; hojas con 5 a 7 foliolos generalmente manchados con puntos negros; los
arboles de esta especie pierden f{as hojas entre abril y mayo, cast
simultaneamente con la floracidn; las flores son peguerias de color amarilto,
incospicuas, los frutos son drupas de 1 cm, ovales, de color rojo y con una
semilla (Cabrera ef a/., 1982). Desde el punto de visia medicinal, se le atribuyen
propiedades antirelimaticas, sedantes, diaforéticas y purgantes (Cabrera ef al,
1982; Martinez, 1989).

La madera ha sido estudiada desde ef punto ds vista quimico. La
investigacién permitié determinar mediante la cromatografia de papel la

presencia de los flavonoides que se presentan en el Cuadro 2.
Cuadro 2. Metabolitos secundarios detectados en el Metopium brownel.
Metabolito y referencia Estrm:turaOH

Fisetina
{Young, 1979)

Giucofisetina.
(Young, 1978).
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Cuadro 2. Metabaolitos secundarios detactados en ef Metopium brownei,
{Continuacién), '

Metabolito y referencia Estructura
OH

-

Fustina,

OH G, .
(Young, 1979). m
OH
o]
oGk
oH
2'3-0-p-Diglucobuteina, : oH ool O
{Young, 1979). O
]
OH
Rengasina. o o :j
cH oH
{Young, 1973).
ochy ©
OH
g o
cn—< ,>——0H
Sulfuretina. (31‘22
Q
{Young, 1979}). -
w o Y
7,3,4' -trinidroxiflavanona. 3
(Young, 1979). . -
[+]
ock oGu
6,3-0-p-Diglucosutfuretina. a C
CH OH
{Young, 1979). m
oH o

Glu: p-D-glucopiranosil,
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2.4, Antecedentes de Galphimia glauca.

Galphimia gfauca Cav. (Malpighiaceae), se localiza principalmente en la

region boscosa de pino-encino del Suroeste de México, asi como en la selva

baja caducifolia de Chihuaha y Sonora. Se caracteriza por ser un arbusto hasta

de 5 m con hojas opuestas, ovadas con pequefias glandulas en la base de la

lémina o en el &pice del peciolo; flores amarillas, estrelladas en grandes

racimos (Martinez, 1979).

Esta especie se conoce con diferentes nombres comunes dependiendo

del Estado de la Republica, como se muestra en el Cuadro 3

Cuadro 3. Nombres comunes de Galphimia glauca.

Nombre comtin Distribucién
cahal ch'iht, nancin (izetzal), petajoyo {(zoqus), flor de chin-che, | Chiapas
flor de Rosario.
ciruelo del campo, consulita, fumete, humete, Chihuahua_
corpiochi, cortinchi, flor de nochebuena, calderona amarilla, Guerrero
flor de diciembre, huachata.
flor de caballo, flor de muellas, flor de panal, flor de vela,| Oaxaca

handela, ita kit ta quite (mixteco).
leichi, leychi (guajiro), garbancillo, garbansilla. Sonora
huachata, nachacata, calderona amarilla, mazorquitas, flor dejMichoacan
diciembre, vachacata totancapatli, shanin-tzitziki, shanin-
tzitzuece (purepe-cha), xanin-tzintziki, xaxaxacotic.

alo de San Vicente, hierba del venado. Sinaloa
ramo de oro, palo de muerto, San Vicente, Jalisco

tsalaam kubi, tzalam-cubic, hierba de hormiga, hierba del piojo.

San Luis Potosi

xaxaxaoti, palo de muerto.

Morelos

calderona amarilla.

Guanajuato
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Las propiedades medicinales que se afrbuyen a esta especie se
enumeran en el Cuadro 4, Los estudios quimicos realizados. sobre esta especie
han permitido el aislamiento de galatos de! 4cido quinico incluyendo al acido
tetra-galoilquinico. Desde el punto de vista bioldgico, se estudid el acido tetra-
galoilquinico aislado de esta especie y se encontré que posee actividad

antialérgica en afecciones bronquiales (Wagner, 1992).

Cuadro 4, Propiedades medicinales de Galphimia glauca.

Parte del Viade Uso popular Estado
vegetal admon.
Flores Oral Empacho, bilis, corazén, nervios Guerrero
Local Hongos San Luis Potosi
Emoliente Guanajuato
Oral Antidiarreico Chihuahua
Embarazadas que sufren de Morelos
"flores blancas".
Hojas Local Enfermedades mentales Guanajuato.
Heridas Chihuahua,
Sinaloa y
Guanajuato.
Oral Obstruccién de orina ‘ Sonora
Ralz Varios Antiblenorreico,  antidisentérico,
antipalidico, gastroenteritis.
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2.5. Antecedentes de Helianthella quinquenervis.

Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray (Asteraceae) es conocida

popularmente con los nombras de alamo temblén y flor de sol (Inouye, 1980).

Se encuentra distribuida al Oeste de Estados Unidos, Canada y México (Herz,

et al., 1984). En el caso particular de México, su distribucién-se localiza en el

Estado de Chihuahua, donde se emplea como antiparasitario y para el

tratamiento de enfermedades gastrointestinales, en ambos casos se utiliza la

infusién de las raices. Un resimen de los usos populares de esta especie se

presenta en el Cuadro 5.

Entre los metabolitos secundarios aislados de esta especie se

encuentran el &cido angélico y los compuestos arématicos cuyas estructuras se

musstran en el Cuadro 6.

Cuadro 5. Usos populares de Helianthella quinquenervis.

Parte del Via de admon, Usos populares
vegetal
Raiz oral Antiescorbutico, para la comezén de pus-
tulas, vermifugo.
Hojas oral Diuretico, pasmo, para la inflamacién de
las rodillas.
Planta entera oral Antitusivo, para irregularidades de la
menstruacion, emenagogo, mal de madre,
para €l trabajo de parto, pelagra e
infecciones renales.
Semillas oral Carminativo.
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Cuadro 6. Metabolitos secundarios aisiados de Helianthella quinquenervis.

Metabolito y referencia Estructura
Acido angslico. cHy  cooH
=N
(Gémez, 1992) PR
o oH

B-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno
(Herz y Kulanthaivel, 1984)

6-acetil-2,2-dimetilcromeno
(Herz y Kulanthaivel, 1984)

* B-acetil-2,2-dimetil-7-metoxicromeno
{Herz y Kulanthaivel, 1984)

.
cis-6-aceli-3,4,7-trihidroxi-2,2-
A CHy
dimetilcromeno. OH .

(Herz y Kulanthaivel, 1884)

|

trans-6-acetil-3,4, 7-trihidroxi-2,2-
dimetilcromeno.
(Herz y Kulanthaivel, 1984)

oCHy
o o
Benzofuranencecalina :
(Herz y Kulanthaivel, 1984)
o 0
3-prenil-4-hidroxifenona
(Herz y Kulanthaivel, 1984) B r
4]

15



2.6. Antecedentes de Anredera scandens.

Anredera scandens (L) Mocq. (Basellaceae), se encuentra distribuida en

los Estados de Sinaloa, Hidalgo, Durango y Guerrero, y se conoce con los
nombres vulgares de sacasil y raiz de sacasil. "La raiz machacada de la planta
mezclada con azlcar se envuelve con papel y después se coloca la venda, se
utiliza para el tratamiento de las fraciuras y para el lavado de heridas" (Bye,
comunicacién personal, 1994),
Martinez (1979) proporciona la siguiente descripcién de esta planta, "Especie
trepadora provista de un rizoma alargado y grueso, tallo carnoso, hojas ovadas;
floras blancas en espigas axilares, dos pétalos, alados, pétalos y cinco
estambres, con los filamentos aplanados”.

Los metabolitos aislados de Anredera scandens se resumen en el Cuadro

Cuadro 7. Metabolitos aislados de Anredera scandens.

Nombre y Referencia Estructura
Acido octasicosanoico
(Calzada et al., 1990) CHy(CHZ)26CO0H
Octaeicosanol
(Calzada et al., 1990) CHy(CH)gCHOH

B-sitosterol
(Calzada et al., 1990)
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados Anredera scandens

(Continuacién)

Nombre y Referencia Estructura
HO
CHy0, H
2 4-dihidro-6-metoxi-5-formil-3-
metilchalcona. CH,
OH

(Calzada et al., 1990)

2.7. Antecedentes de Tournefortia hirsulissima

Tournefortia hirsutissima L (Boraginaceae) es-una planta originaria de
Yucatdn. Se conoce con los nombres vulgares de frutilla, hierba rasposa,
ortiguilla, perlas y ampa hasta (Sinaloa), tlachichinoa (Puebla, Morelos y
Qaxaca), niguo (sureste de S.LP), tepalli y "patlahuac-tzitzi-caztli” (lengua
azteca), lagrimas de San Pedro y palo Santo (Puebla) donde la usan para la
diabetes y enfermedades renales (Martinez, 1979, 1989; Diaz, 1976). Esta
planta es un arbusto trepador hirsuto, hojas lanceoladooblongas a elipticas u
ovado-ovales, de 8-15 c¢m., acuminadas, &speras arriba; flores monopétalas,
blancas con el tubo de 4-5 mm., en inflorescencia escorpiordea; fruto drupaceo
con 4 nuececillas.

En el Cuadro 8 describe los usos populares de la especie, asi como la
parte de la planta empleada y su via de administracién. Otras propiedades que
se e atribuyen a esta planta son las siguientes: antiespasmodico, carminativo y
pectoral (Martinez, 1979).
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Cuadro 8. Usos populares deTournefortia hirsutissima

Parte del vegetal | Via de admon. Usos populares
Raiz local Antiascrotuloso, pustula maligna.
oral Ditiretico, analgésico.
Hoja local Astringente, dermatosis, gangrena.
Tallo oral Afecciones gastrointestinales.
Jugo oral Favorece la fecundidad.

2.8. Antecedentes de Acalypha phleoides.

Acalypha phleoides Cav. (Euphorbiaceae) se encuentra distribuida
principalmente en Jalisco, Veracruz, Oaxaca, San Luis Potosi y el Valle de
México, (Martinez, 1989), Se conoce con los nombres vulgares de hierba de!
cancer, yerba del pastor y hierba del pastor (Martinez, 1989; Diaz, 1976).

Esta especie ha sido empleada en la medicina popular como
anticrotdlico, antiséptico, y para el tratamiento de Glceras del aparato digestivo.

La especie relacionada Acalipha guatemalensis es también utilizada
como agenle anliséplico y recientemente se demostrd su actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Staphylococcus pyogenes
(Cacéres, 1993).

Martinez la describe de la siguiente forma: "Planta herbdcea, casi
tendida, vellosa, con hojas ovadas y aserradas; flores en amentos y sin corola,

las femeninas con los estilos rojos" (Martinez, 1979).
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2.9, Antecedentes de Pteridium ara'chnoideum

Pteridium arachnoideum (Kaulf) Maxon (Dennstaedtiaceae) se encuentra
distribuida en los Estados de México, Veracruz, Guerrero y Oaxaca. No se
conoce ningin uso medicinal. Se caracteriza por ser un helecho provisto de
rizoma ‘subterréneo; frondas de 2 m o mas, divididos y subdivididos en
segmentos angostos; los soros en las filas continuas en el margen de los
segmentos (Martinez, 1979). Una descripcion mas detallada de la planta la
realizé Smith (1981).

2.10. Antecedentes de Heliopsis longipes

Heliopsis longipes (A. Gray) Blake (Asteraceas) se encuentra distribuida
en Guanajuato, San Luis Potosi y Querstaro.

Es una planta herbacea, perenne, de 20 a 70 cm, hojas opuestas,
ovadas, de 2 a 4 cm, aserradas y con peciolos cortos, cabsezuelas amarillas con
largo pedinculo. Raices de 15 a 30 em de largo por 2 mm de ancho, con
corteza morena que cubre a un eje lefioso y amarillento. Nace en lugares
humedos, calidos o templados de las tierras de los chichimecas y es muy
apreciada por los indigenas de estas regiones.

Se conoce con los nombres vulgares de cuilcuan, chilcuague,
chincuague, pelitre, peritre, en lengua azteca se le llama "chilmecat!" (de chili,
chile y mecatl, hilo) aludiendo a las raices filiformes y al sabor picante de éstas.
En la época colonial se le nombré como "chimecatl seu ychcha". (Martinez,

1989, Bye, comunicacion personal, 1994).
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La parte de |a planta empleada es la raiz, que al masticarse produce un
sabor picante, adermece la lengua y provoca abundante secrecion de saliva,
suele utilizarse como analgésico para combatir el dolor de muelas (Martinez,
1989), la gastritis y la ulcera (Bye, comunicacion personal, 1994). También se
utiliza como estimulante, como anestésico y para contrarrestar el veneno de los
animales ponzofiosos aplicindolo sobre las picaduras. Por ditimo, cabe
destacar que la planta se emplea como condimento en alimentos y bebidas
(Martinez, 1989).

Romero y colaboradores (1989) demostraron que el extracto alcohélico
de la raiz presenta actividad antibacteriana en contra de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. También, presenta actividad insecticida en contra de

las farvas de Gasterophilus spp. y de QOestrus ovis.

2.11. Antecedentes de Bunchosia lindeniana

Bunchosia lindeniana Juss. (Malpighiaceae) se conoce con el nombre
vulgar de coyotomate. El uso comun de esta planta es para lavar 12 piel y para

los granos (Bye, comunicacion personal, 1994).

2.12. Antecedentes de Stenorrynchus lanceolatus

Stenorrynchus lanceolatus (Aubl.) (Orchidaceae) se le conoce en
Yucatan con los nombres comunes de hulté-K-aaknta y terciopelo. Se
caracteriza por ser una orquidea de raices gruesas; hojas arrosetadas; tallo
floral central y flores tubulosas amarillas. Popularmente, se emplea la planta
entera mezclada con otras especies para el tratamiento de llagas cancerosas

(Martinez, 1979; Anaya, comunicacion personal).
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2.13, Antecedentes de llex rubra

llex rubra S. Wats. (Aquifoliaceas) es un arbusto que crece en ef estado
de Chihuahua dande se emplea como un agente purgarite {Bye, comunicacion

personal, 1894). Esta especie medicinal no ha sido objeto de ningun estudio
fitoquimico.

2.14. Antecedentes de Elytraria imbricata,

Elytraria imbricata (Vahl) Pers. (Acantaceas) es una planta endémica del
estada de Chihuahua. Se le conoce con los nombres comunes de cordoncillo o
"kirl". Se wutiliza como purgante y come agente antiséptico ya que es
ampliamente empleada para el lavado de heridas (Bye, comunicacién personal,
1994). Por otra parte, Pennington {1963) reporid que las hojas de esta especie
son empleadas para la fiebre y la diarrea. Desde el punto de vista fitoquimico la
especie no ha sido objeto de estudio, por lo que se desconoce su contenido
melabolico secundario.

2.15. Antecedentes de Cardiospermum corindum.

Cardiospermum corindum L. fma. villosum (Mill.) Radlk. (Sapindaceae) es
una planta que crece en el estade de Chihuahua, E! fruto de la planta se emplea
para el tratamiento de afecciones gastrointestinales. Desde el punto de vista
fitoquimico la especie ne ha sido objeto de estudio por lo que se desconoce su

contenide metabolico secundario.
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2.16. Antecedentes de Datura lanosa.

Datura lanosa (Solanaceag) es una especie endémica de México y que
posee propiedades medicinales y toxicas. Se conoce con el nombre comun de
toloache, derivado de los términos nahuatl "toloa" (para inclinar la cabeza) y
"toloatzin", "toloachi”, "toloache manso” y "toloache bruta" (Santamarfa, 1978).
Se encuentra distribuida en los estados de Sonora, Chihuaha, Durango,
Sinaloa, Nayarit, Zacatecas, Jalisco, Guanajuato, Michoacdn, Aguascalientes y

México (Bye ef al., 1991).

Se caracteriza por tener raices perennes gruesas, hojas planas ovadas
con apice agudo y base irregular, flores largas, con corola en forma de embudo
con 5§ dientes en la corola (acumen) y 5 lobulos inter-acuminales y
subglobulosos, capsula torcida con dehiscencia irregular. Aunque la densidad
de los tricomas puede variar, la pubescencia se encuentra en la superficie plana
de la hoja, a lo largo de las venas de las hojas y corolas, en los tallos ¥ en el

pericarpio del fruto (Bye et a/., 1991).

Las preparaciones a base de las hojas, las raices y |as semillas aplicadas
localmente se han utilizado para aliviar los padecimientos de la piel y los
dolores del cuerpo. La ingestién de la planta causa delirio y otras reacciones
tdxicas. Los grupos étnicos que viven dentro de su area de distribucion temen y
respetan esta hierba perenne, utilizdndola en algunas ocasiones con fines

ceremoniales (mégico-religiosos).

Los alcaloides aislados de esta especie se muestran en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Alcaloides aislados de Datura lanosa.

Metabolito y referencia
Hioscina

(Bye et al., 1991)

Atropina
{Bye et al., 1991)

Meteloidina
(Bye et al., 1991)

Apohioscina

(Bye et al., 1991)

Apoatropina
(Bye et al., 1991)

- Tropina
(Bye et al., 1991)

Estructura
G
N
Rs =y
oH
H |
S
SO
||
o H
CHy
&

Oﬁ
L
::—0-3— 2
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2.17. Antecedentes de Cigarrilla mexicana.

Cigarrilla mexicana (Rubiaceae) es una planta endémica de México. Se
encuentra distribuida principalmente en los estados de Hidalgo, Querétaro, San
Luis Potosi y Nuavo Ledn. Popularmente se le conoce con los nombres de
cigarra, cigarrilla, cacaloxochit!, fior de San Pedro (Hidalgo), fior de cuervo (San
Luis Potosi) y hoja de Jalapa (Chihuahua), sus hojas y corteza son
exiremadamente amargas y se emplean en la medicina tradicional como
emético y antiparasitario.

Los metabolitos secundarios aisiados de esta especie se muestran en el
Cuadro 10.
Cuadro 10. Metabolitos secundarios aislados de Cigarrilla mexicana

Nombre y Referencia Estructura

Acido ursélico

(Mata et al., 1988)

Acido oleandlico

(Mata ef al., 1988)
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Cuadro 10. Metabolitos secundarios aislados de Cigarrilla mexicana
(Continuacién).

Nombre y Referencia Estructura

Acido 3 p-2,3-dihidro-usr-12-en-28-
oico.

(Mata ef af., 1988)

Cucurbitacina E

(Mata et af., 1988)

Isocucurbitacina B.

(Mata et al., 1988)

Epi-isocucurbitacina
{(Matael al,, 1988)

Manito!
. H OH
(Camacho y Rios, 1988) H OH
CHon
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Cuadro 10. Metabolitos secundarios aislados de Cigarrilla mexicana
(Continuacién).

Nombre y Referencia Estructura
2-f-D-glucocucurbitacina
B on
{Mata et al., 1988b)

2-f-D-glucocucurbitacina OH
F-25-Acetato
{Mata et a/., 1988b)

2-0-metil-D-manitol
(Jiménez, 1992) H OH

2,18, Antecedentes de Ratibida /atipaliaris.

Ratibida latipaliaris (Asteraceae) es conocida comunmente coma “chi
‘punuwa” o cojoyd por tos indios tarahumaras. Se utiliza en el tratamiento de
heridas e inflamaciones de la piel y dolores de cabeza (Richards, 1969). Es una
hierba perenne, de tallo simple o ramificado que mide de 55 a 117 cm de altura,
posee hojas alternas, espinosas y moteadas en ambas superficies, sus flores
son amarillas y miden de 0.8 a 3.1 cm. de largo. Cabe hacer notar que esta

planta es endémica del estado de Chihuahua (Richards, 1969).
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Rojas y colaboradores (1992) reportaron que el extracto metandlico de
esta especie posee actividad antimicrobiana contra Candida. albicans, Bacillus

sublilis, Staphylococcus aureus, Escherichia. coli y Pseudomonas aeruginosa a
una concentracién de 20 mg/ml.

Es importante mencionar que el extracto de esta especie se empled para

la estandarizacién de Ja técnica empleada en este estudio.

Los metabolitos aislados ge Ratibida fatipalians se presentan en el
Cuadro 11.

Cuadro 11. Metabolitos secundarios aislados de Ratibida latipaliaris.

Metabolito y referencia oEstructura
Ratibidinolida {

(Mata et al., 1990)

Ratibidinolida It
(Rojas et al., 1991)

Hispidulina O
Ho [+
(Rojas et al., 1990)

B Sitosterol \Cr

(Rojas et al., 1991)
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Cuadro 11. Matabolitos secundarios aislados de Ratibida fatipaliaris
(Continuacidn).

Nombre y Referencia Estructura

B-D-glucasitosterol
(Jiménez, 1992)

D-Glu-0

Pedalitina.

(Jiménez, 1992)

2-a-B-D-glucopiranosil-A'(10)45)-
germacradien-6a,78,11p-olida.
(Jiménez et al., 1992)

2,19, Antecedentes de Dyssodia papposa.

Dyssodia papposa (Asteraceae) es una planta conocida en el Estado de
Chihuahua con el nombre com(n de hierba del arriero. Se ha empleado como
antiséplico y como un agente antidiarreico (Bye, comunicacion personal, 1994),

Desde el punto de vista fitoquimico, la especie no ha sido objeto de

estudio por lo que se desconoce su contenido metabdlice secundario,
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2.20. Antecedentes de Plumbago scandens.

Plumbago scandens (Plumbaginaceae) se conoce vulgarmente con fos
nombres de canutillo (Sinaloa); hierba del alacran (Sinaloa, Jalisco, Oaxaca,
San Luis Potosi, Guanajuato), hierba de! negro y dentelaria (Oaxaca), lagafia de
perro (Morelos), Chapak, embeles, jazmin azul (Yucatén), turicua (Tamaulipas),
tlepatli (lengua azteca), pegajoso (Tamaulipas y Sinaloa), belesa (Chiapas)
(Martinez, 138889). Es una planta subarbustiva y subtrepadora de 1-3 m.,
presenta hojas alternas, oblongas a ovadas, acuminadas y con la base aguda.
La inflorescencia glandular y en espigas. Las flores son blancas y tubulosas.
(Martinez, 1979). La ralz y las partes aereas de especie es usada en Chihuahua
por los indios tarahumaras para el tratamiento de desordenes gastrointestinales
y para el reumatismo.

Recientemente, se demostrd la actividad antimicrobiana del extracto
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae y
Candida albicans (Hoffman et al., 1993).

Los metabolitos secundarios aislades de esta especie se presentan en el
Cuadro 12. De los componentes aislados de la espectie, la plumbagina presenta
propiedades bactericida y fungicida {Gongalves et al., 1988). Por olra parte,
este compuesto fué empleado tdpicamente en pacientes con cancer de piel

mostrando una completa recuperacién (Melo et al., 1974).
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de Plumbago scandens.

Nombre y referencia Estructura
Plumbagina -

(Gongalves et al,, 1968)

isoshinanolona

{Bhattacharyya ef al., 1986)

Epi-isoshinanolona

(Bhattacharyya ef al., 1986)

2.21. Antecedentes de Malmea depressa.

Malmea depressa (Stanley y Steyermark, 1946 ) (Annonaceae) se conoce

con los nombres comunes de elemuy (Veracruz), nazareno prieto (Oaxaca),

elemuy-box (Yucatan), boxe'lemuy, chicharén, eklemuy o sufricaya (Quintana

Roo). Los frutos se consumen por los péjaros y algunas veces por la gente. La

madera es aromatica. Crece en la selva ivameda o ligeramente abajo del nivel

del mar. Se encuentra en Pelén, I1zabal, América Central y el Caribe. En México

crece desde Veracruz hasta la Peninsula de Yucatén. Se caracteriza por ser un

arbol de aproximadamente 10 m de aito, con corteza grisacea, tiene

aproximadamente 20 cm de didmetro, posee hojas pecioladas, lanceoladas,
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aelfpticas; inflorescencias terminales y hojas opuestas. La decoccién de la
corleza y de las hojas de la especie se ingieren para destruir los caiculos
hepéticos, renales y vesicales. Los machacados acuosos en forma de bafio se
aplican externamente para el tratamiento de la gonosrea, leucorrea y para la
pelagra (Martinez, 1989).

Desde el punto de vista fitoquimico la especie no ha sido objeto de

estudio por lo que desconace su composicidn quimica.

2.22, Antecedentes de Geranium niveum.

Geranium niveum 8. Wats. (Geraniaceae} es una planta que crecs en el
estado de Chihuahua. La raiz del Geranium niveum se utiliza como purgante
(Bye, comunicacién personal, 1994). Desde el punto de vista fitoquimico la

especie no ha sido objeto de estudio.

2.23. Antecedentes de Swietenia humillis.

Swietenia humilis Zucc, (Meliaceae) en Guerrero se conoce con los
nombras comunes de zopilote y cobano, en Sinaloa y Nayarit con el nombre de
flor de venaditio en Oaxaca con los nombres de palo de zopilote, mova y ma-hu
en Puebla como guayacach, en Veracruz como cdbanu y en la lengua Azteca
como “"tzopilotisontecomall”, £s un arbol que mide de 10-25 m. con hojas
compuestas de 2-5 pares de hojuelas de 5-9 cm. y eliptico-lanceolados,
acuminadas, lisas; flores blancas de 5 mm.; fruto cdpsula lefiosa de 15-20 cm.

con semiflas aladas de 6-@ (Martinez, 1979). Crece cominmente en Ja zona
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tropical de México, en los estados de Guerrero, Michoacan, Colima, Sinaloa y
Chiapas, donde los &rboles se encuentran generalmente dispersos. Las
semillas de este arbol son muy valiosas en algunas regiones de México por sus
propiedades medicinales. La infusion de las semillas es usada como
antihelmintico y para curar la amibiasis. También se consideran efectivas para
el tratamiento dej dotor de pecho, tos y céncer.

Los metabolitos secundarios aislados de Swietenia humilis se presentan

en el Cuadro13
Cuadro 13. Metabolitos secundarios de Swietenia humillis.
Nombre y referencia Estructura

Humilinolida A

{Segura-Correa et al., 1993)

Hurnilinolida B
{Segura-Correa ef af., 1993)

O0-CH-CH3
CHy
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Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de Swietenia humillis

(Continuacién).

Nombre y referencia Estructura

Humilinplida C

(Segura-Correa ef al., 1993)

Humilinolida D

(Segura-Correa ef al., 1993) CooCH; oAc §
ot [
H

Humilina B

(Okorie y Taylor, 1971)

Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-

3-tiglato M°°z°\| ‘ o
(Okorie y Taylor, 1971) @
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Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de Swietenia humillis

(Continuacién).
Nombre y referencia Estructura
Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30}-enato- Co
b=y
3-isobutirato ;
o
{Okorie y Taylor, 1971) Me0C ! °
OH
O-Isabutirato

2.24. Antecedentes de Conyza filaginoides.

Conyza filaginoides (D.C.) Hienon (Asteraceae) se conoce con los
nombres comunes de simonillo, zacatechichi (hierba amarga) y zacatechichic.
Se localiza principalmente en el Valle de México, Morelos, Michoacan, Hidalgo y
Oaxaca. La planta completa se utiliza para transtornos gastrointestinales como
ol meteorismo (acumulacién de gases en el intestino) y la constipacion
{estreimiento), también se emplea para mitigar los dolores de vesicula biliar.
Es una planta herbacea de 3040 c¢m., de hojas alternas, lanosas, elipticas,
dentadas ds 3-4 cm,, con inflerescencias terminales y flores en cazuelas. Esta
planta tiena un sabor muy amargo.

Los metabolitos secundarios aislados de Conyza filaginoides incluyen el

triacontano, §-spinasterol y 1a 3-amirina (Dominguez et al., 1972).



2.25. Antecedentes de Commelina erecta,

Commelina erecta cf. (Commelinaceae) es una planta conocida con el
nombre comin de hierba del pollo, en Coahuila como espuelitas, en Tabasco
como mataliste y mataliz, en la lengua Maya en Yucatan se conoce como "pah-
tsé", "x-habul-ha" y 'ya'ax-ha-xiu”. La planta se emplea como agente
antiinlamatorio, Se administra sola o mezclada con la sanguinaria y el
cuachalalate {Bye, comunicacién personal, 1994). Esta planta es herbacea,
anual, de 40 cm, a 1.2 m, de hojas lanceoladas, oval-lanceoladas, acuminadas,
de base redondeada, envainantes, de 4-6 cm. y con flores azules de 1-2.5 cm.
Planta comun en todo el pais.

Desde el punto de vista fitoquimico la especie no ha sido objeto de

estudio por lo que se desconoce su composicién quimica.

2.26. Antecedentes de Hyptis verticillata.

Hyptis velicillata Jacq. (Lamiaceae) cominmente llamada hierba martina
(Oaxaca) o hierba negra (Veracruz), es una planta que se caracteriza por ser un
arbusto perenne de 1 a 3 m de alto, sus ramas son delgadas, alargadas,
puberulentas, a veces revestidas con pelos extendidas mas largos; laminas
foliares ellpticas u oblongolanceoladas, de 3 a 10 cm de largo, agudas en el
dpice, estrechadas en |a base, semicuneiformes, agudamente aserradas, ambas
superficies delicadamente pubescentes, peciolos de 5 a 10 mm. de largo, las
hojas mas superiores subsésiles; flores en verticilios, apretadas en glomérulos
globulosos, que son en generales monoliformes y comunmente apanojadas;
tubo de caliz en ia flor de 1 mm de largo, caso glabro; corala blanca o violeta

claro, su tubo de 2 m de largo; niiculas oblongas, de 1.3 mm de largo, redondo
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truncadas en el apice, menudamente reticuladas. En México se encuentra
distribuida en ios estados de Veracruz, Puebla, San Luis Potosi y Oaxaca.

Se emplea popularmente en infusiones o como cataplasma en los casos
de dolor de cabeza y de estémago, para aliviar la sarna, los piquetes de mosco,
la mordedura de vibora, enfermedades del aparato respiratorio, malestares de
las articulaciones, hemostatico, antiparasitario, antihelmintico, didretico y
carminativo {Gascon-Figueroa, 1989; Heinrich, 1952).

Desde el punto de vista bittogico el extracto metanélico de esta especie
demostrd actividad antimicrobiana contra Candida albicans, Bacillus subltilis,
Staphylococeus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas. aeruginosa a una
concantracidn de 20 mg/ml. Es importante mencionar que esta especie se Wilizé
para la estandarizacion de la técnica empleada en este estudio.

El estudio fitoquimico de esta especie permitié el aislamiento de los

metabolitos que se describen en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de Hyptls verticillata.

Metabolite y reforsncla Estructura.

5,3' 4 trihidroxi-6,7 8-trimetoxiflavona CHy0

(Cruz, 1991).

Acido oleandico

(Cruz, 1991),
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Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de Hyptis verticillata.

{Continuacién).

Metabolito y referencia Estructura.

Acido ursélico
(Cruz, 1991)

Acido maslinico
(Cruz, 1991)

Acido 2o-hidroxiursdlico
{Cruz, 1991)

( ] I l o
4'-desmetildesoxipodofilotoxina o "'(

{German,1971; Novelo ef al., 1993)

oCHy OCH,
OH
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Cuadro 14, Metabolitos secundarios aislados de Hyptis verticillata.
(Continuacién).

Metabolito y referencia Estructura.

S-metoxideshidropodofilotoxina

(Novelo et al., 1993).

B-peltantina

Deshidro-B-peltantina
(Novelo et al., 1993).

Deshidropodofilotoxina
(Novelo et al., 1993).
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Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de Hypfis verticillata.
{Continuacién).

Metabolito y referencia Estructura.

Deshidrodesoxipodofilotoxina

(Novelo et al., 1993).

{-) Yateina
{Novelo ef al., 1993).

Isodesoxipodofilotoxina

{Novelo et al., 1993).

Desoxipicropodofilotoxina
(Novelo et al., 1993).
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Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de Hyptis verticillata.

(Continuacidn).
Metabolito y referencia Estructura.
B-Apopicropodofilotoxina <°°
(Novelo et ., 1993). o . g
CH3o OCHy
OCH3

2.27. Antecedentes de Cnidoscolus herbaceus y Cnidoscolus

tehuacanensis,

Cnidosculus herbaceus y Cnidosculus tehuacanensis {Euphorbiaceas),
son especies endémicas de Tehuacan Puebla, conocidas con el nombre vulgar
de mala mujer y no se les conoce ninguna propiedad medicinal (Rico-Gray,

1994, comunicacidn personal),

2.28. Antecedentes de Perityle batopilensis.
Perityle batopilensis Powel (Asteraceae) conocida en el estado de

Chihuahua como manzanilla del campo, es una planta que se utiliza para curar

los granos y otras afecciones de la piel (Bye, comunicacién personal 31994).
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Antecedentes de Ptelea trifoliata,

Ptelea trifoliata L. (Rutaceae), se encuentra distribuida en los estados de
Sonora a Tamaulipas y en Oaxaca. Se caracteriza por ser un arbusto o arbolillo
hasta de 1 m, de olor desagradable, hojas alternas con tres hojuelas trifoliadas,
flores blanco-verdosas, fruto una samara de 1-2.5 cm. Se conoce con los
nombres comunes de vara de zorro, cola de zorrillo, "upaga" (Chihuahua),
pinacatillo (Ceahuila) y zorrillo (Barranca de Tolantongo, Hidalgo). En México la
corteza se emplea como remedio para la dispepsia, dolores de cabeza, el
" reumatismo y catarro. También se ha descrito su uso como antiséptico, y
antiparasitario. Por otra parte, Mulvey y Zalewski (1969) reportaron que esta
especie se emplea como anticonvulsivante, antipirético, antiasmatico,
expactorante, dascongestionante y estdmaquico en las formas de tintura,
trituracién, infusién y polvo.

Desde e! punto de vista bioldgico, Mitscher y colaboradores (1975)
encontraron que el extracto etandlico de las partes aéreas de Plelea tifoliata
posee actividad antimicrobiana contra Mycobacterivm smegmatis y contra
Candida albicans. El subsecuente fraccionamiento permitié demostrar que el
alcaloide quinolinico cuaternario cloruro de pteleatinio es el agente responsable
de la actividad antimicrobiana.

Desde e} punto de vista fitaquimico, la especie ha sido ampliamente
estudiada y en e} Cuadro 15 se muestran los metabolitos secundarios aislados
en el cual se indica la parte del vegetal estudiada. Estos compuestos incluyen

principaimente alcaloides quinolinicos y algunas cumarinas.
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aisiados de Ptelea trifoliata.

Metabolite y referencia. Estructura
0OCH3
CHAO,
- . N
Kukosaginina (Hojas) ]
~
(Kowalska and Borkowski, 1966) OCHy o
OCH3
N . \
Skimmianina {Hojas)
o
(Kowalska and Borkowski, 1966). CHaO 0
OCH3
Ha
X
Dictamina (Raiz)
o
(Kowalska and Borkowski, 1966). °

Hidroxilunina (Flor)
(Reisch et al., 1969)

Ptelefolina (Flor)
(Reisch et al, 1969).

Ptelefolidina
{Reisch et al., 1970a)
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifofiata.

{Continuacién).
Metabolito vy referencia. Estructura
(o]
Ptetefolona (flor) CH,O
(Reisch et af, 1870) |
Sart dhs
0CH,

Ptelefructina
{Reisch et al., 1970)

Aurapteno (Hojas, flores y frutos)
{Novak et af.,1970).

Hiperoside (Hojas, fiores y frulos)
{Novak ef al,,1570).

H
QOCHa
9.
Hidroxilunidina (Hojas, flores y frutes) O‘ o
{Novak ef al.,1870). - Q Y ©
0 CHa
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Cuadrp 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacién).
Metabolito y referencia. Estructura

Colina (Hojas, flores y frutos) cns—EH}\/ oH
1 +

(Novak et al.,1970). CHg
OCHg
L . =
O-metiluninio {(Hojas, flores y frutos)
P
0
{Novak et a/.,1970). o) +
WP S

Ptelecortina {Corteza)
(Reish et al., 1972)

Pteleolina {Corteza)
(Reish et al., 1972)

O-Metilptelefolonio (Corteza)
{Reisch et al., 1973)

Nodakenina (Corteza)

(Reisch et al., 1973)




Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacién).

Metabolito y referencia. Estructura
Q
Balfourodina (Hojas) |
) 0 OH
(Szendrei et al.,1973) |
octy

Marmesina (Hojas)

(Szendrei et al.,1973)

Marmesinina (Hojas)

(Szendrei et al.,1973)

Biakangelicina (Hojas)

(Szendrei et al.,1973)

N-demetillunidonina (Hojas)
{Szendrei et al.,1974)
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata
{Continuacién).

Metabolito y referencia. Estructura

Lunidonina (Hojas)

(Szendrei et al,1974)
o

Felopterina (Hojas)
(Szendrei ef al.,1974)

o
R
N
Hy
|
o © Q
0\/\<
5-meloxi-8-(2"-hidroxi-3"-metilbuten-3'- o H
itoxi)furocumarina (Hojas)
i( °
OCH, _
& Shy

{Szendrei et al.,1974)

[*]

OH

Pteleprenina
{Korosi et al.,1974)
o

P-sitosterol (corteza)
(Mitscher et al., 1975)
0

H

46



Cuadro 18, Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacién).

Metabolito y referencia. Estructura
B-D-Glucositosterol (corteza)
(Mitscher et al., 1975)

CeHi20

Pteleina (corteza)

{Mitscher et af., 1975)

CHy
CHg0
=
l: :I 1
%)
Bergapteno (corteza)
(Mitscher et al., 1975) N =
e oty
\
o]
o \ A

Ptelefolina metil eter {corteza)
{Mitscher et al., 1975)

o

B-meloxi-lunidonina (corteza)
(Mitscher et al., 1975)
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata.

{Continuacién).

Metabolito y Referencia Estructura

Neo-hidroxilunina (corteza)

(Mitscher et al., 1975)

6-metoxi-lunidina (corteza)

~ OH
(Mitscher et al., 1975) o
o by
OCH3
CHgo OH
6-metoxi-hidroxilunidina (corteza) = L
Mitscher ef al., 1975 5
( ) AN

Isomaculasidina (corteza)

{Mitscher et al. 1975)

imperatorina (corteza)
(Reish et al., 1975)
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacién).

Metabolito y referencia.

N-metilflindersina (corteza)

(Reish et al., 1975)

4,6,8-trimetoxi-3-(3,3-dimetilalil-N-
metilquinolin-2-ol. (corteza)

(Reish et al., 1975).
Pteleflorina {Flor)

(Reisch et al., 1975)

Ptelefolidona (Flor)
(Reisch et al., 1975)

7,8-metilendioxiquinolina
(Reisch et al., 1975)

Hidroxilunidonina (Flor)
(Reisch ef al,, 1975)
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacidn).

Moetabolito y referencia.
2-n-Undecil-4-guinolinona (Flor)
{Szendrej et al., 1975)

O-Metilptelefolonio (Corteza)
{Korosi et al., 1976)

O-metithidroxiptelefolonio (Carteza)

(Korosi ef al., 1976)

O-matifptelefolidonio {corteza)
(Korosi et al,, 19786)

O-metithidroxituninio (corleza)
{Korosi et al., 1976)

Ptefolinot
(Korosi ef al.,, 1976)
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Cuadro 15, Metabolitos secundarios aislados de Ptelea {rifoliata,
{Continuacion).
Metabolito y referencia. Estructura

8-metoxihidroxilunidinio{corteza)
{Korosi ef al., 1976)

Pteledimerina (corteza)
(Reisch et al,, 1978)

Pteledimeridina (corteza)
{Mester et al., 1979)

OCHy
{-} (s) Hidroxiluninio (corteza) N
{Rideau ef al., 1979) P "
0 =+ °
AU B
QCHa
(+) Plelefolonio (corteza) 0
{Rideau et a!., 1979) OG
s O
OCH3 CHy
~
Cloruro de ptefecultinio (corteza) .
(Petit-Paly ef al., 1989) ) °
' ocHy CHy
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Cuadro 15. Metabolitos secundarios aislados de Ptelea trifoliata

{Continuacién).
Metabolito y referencia. Estructura
CHy

—_— >

Ptelefolidonium (corteza)
+
{Petit-Paly et ai., 1989) o °
o by

Algunos de los metabolitos incluidos en el Cuadro 15 han sido objeto de
estudio biblegico. Chineaux y colaboradores (1976) describieron que los
alcaloides dihidrofuroquinoleinicos cuaternarios, cloruro de balfouridinio y
cloruro de ptelefolonio presentaban actividad antimitdtica a muy bajas
concentraciones scbre células animales y vegetales. Por ofra parte, Rideau y
colaboradores (1979) describieron que los extractos acuosos de las sales de
cloruro de ptelefolonio y cloruro de balfouridinio exhiben una prominente accién
citoldxica contra celilas tumorales de plantas y presentaban actividades
inhibitorias del crecimiento de plantas a concentraciones del orden de 10-6 a 10
“4M.

El cloruro de pllefolonio posee actividad citotéxica marcada comparable a
las del S-fluorouracile, metil-B-nitroestireno y a la de la ciclohexamida, contra
células renales de monos, celtlas tumorales KB (DEsg: 10 - M) y células
dipliodes humanas Wi 38 (DEgg: 3.1 x 10 5 M). Este compuesto posee también
actividad antimicrobiana considerable sobre las bacterias Gram positivas:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococeus, a
concentraciones de 10 #4a 10 -3M, rango de concentraciones en las cuales la

inhibicion del crecimiento bacteriano es total (Rideau, 1979).
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3. JUSTIFICACION.

En México existen cientos de plantas que son utilizadas en la medicina
fradicional para el tratamiento de diversas infecciones o para afecciones
asociadas con el padecimiento del cancer. Sin embargo, la proporcién de éstas
que ha sido objeto de estudios bioldgicos es muy pequefia. En consecuencia y
considerando también los antecedentes mencionados, se planteé un proyecto de
investigacién de caracter multidisciplinario con miras a la busqueda ds agentes
antimicrobianos y citotoxicos a partir de plantas utilizadas en la mediciné
tradicional. Muchas de estas especies constituyen fuentes potenciales de
agentes antimicrobianos y citotéxicos como lo han demostrado los estudios
recientes realizados en los laboratorios de Fitoguimica del departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM. (Rojas ef al,, 1992; Mata, 1993;
Novelo et al., 1993; Pereda-Miranda et al, 1§93). Estas investigaciones han
permitido no sélo la validacién del uso popular como agentes antisépticos de
varias especies sino también el hallazgo de principios activos con propiedades

antimicrobianas y citotéxicas.
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La presente investigacién contempla 1a valcracién de las propiedades
antimicrobianas de los extractos metandlicos derivados de algunas especies
utilizadas como agentes antisépticos en la medicina popular. También se
evaluara el potencial toxico para Arfemia salina y se determinard la citotdxicidad
de cada uno de los extractos que resulten mas activos en este ensayo. Mediante
estas evaluaciones preliminares se deteclaran los candidatos idéneos para
posteriores estudios quimicos biodirigidos conducentes al aislamiento de los

principios activos.

HIPOTESIS.

Las plantas utilizadas en la medicina tradicional como agentes
~antisépticos y para el tratamiento de afecciones asociadas con el padecimiento
del cancer presentan actividades antibacterianas, antifingicas o citotéxicas

potenciales demostrables farmacol6gicamente.

&4



4. OBJETIVOS,

El objetivo fundamental de este trabajo es realizar una evaluacién del
potencial antimicrobiano y citotdxico de especies vegetales seleccionadas para
la deteccion de productos naturales antimicrobianos y antitumorales.

Para el cumplimiento del objetivo general se contemplan los siguientes

objetivos especificos:

1. Seleccionar algunas especies vegetales utilizadas en la medicina
tradicional con propiedades antisépticas y anticancerigenas potenciales con
base en su uso popular.

2. Recopilar la informacién boténica, etnobotanica y quimica de cada una
de las especies seleccionadas.

3. Preparar los extractos vegetales de las plantas seleccionadas mediante
un proceso de maceracion y utilizando de manera general metanol como
disolvente.

4. Determinar la aclividad antimicrobiana cualitativa de los extractos
vegetales preparados a partir de las espscies ssleccionadas.

5. Determinar la actividad antimicrobiana cuantitativa de los extractos que
resultasen activos en las evaluaciones cualitativas.

6. Determinar la téxicidad para Arfemia salina de los extractos derivados
de cada una de las especies seleccionadas.

7. Determinar la actividad citotoxica en diferentes lineas celulares
derivadas de tumores humanos de los extractos que resultasen activos en el

ensayo contra Artemia salina.
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8. Detectar los candidatos idoneos para futuras investigaciones
fitoquimicas encaminadas a la obtencion de productos naturales antimicrobianos
y antitumorales.

9. Contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos de la flora
medicinal mexicana.

10. Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos en la informacion
previamente descrita en la literatura con la informacién etnobotanica y la

actividad biolégica de cada una de las especies estudiadas.

11. Fomentar la investigacion multidisciplinaria en México.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Material vegetal y preparacién de los extractos vegetales.

Las especies objeto de estudio y su procedsncia se indican en el Cuadro
16. Una-muestra de referencia de cada una de ellas se deposité en la coleccion
etnobotanica del Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biclogia, UNAM o el
Herbario del Instituto de Ecologia {XAL) Jalapa, Veracruz.

Las plantas se secaron a temperatura ambiente y se pulverizaron en un
molino de cuchillos modelo Willey N 4. Para preparar el extracto, 100 g de
material vegetal desecado y molido se extrajo con metanol mediante un proceso
de maceracién y en casos particulares se utilizé también cloroformo como
disolvente de extraccién. Por Ultimo, todos los extraclos se concentraron a

sequedad mediante un rotaevaporador.

$.2. Determinacidn de la actividad antimicrobiana.

5.2.1.0peraciones preliminares a la realizacién de los bigensayos.
a) Microorganismos de prueba y medios de cultivo.

El estudio se llevd a cabo utilizando cepas de micreorganismos ATCC
{American Type Culture Collection) que incluyen bacterias {Gram positivas y
Gram negativas), una fevadura.y dos hongos. &l Cuadro 17 se indican los
microorganismos de prusba y se menciona también las condiciones de
incubacidn y los medios de reactivacién y de conservacién apropiados para
cada uno de ellos.
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Cuadro 16. Especies vegetales objeto de evaluacién.

Voucher Especie vegetal Procedencia Parte
Byey (Familia) utilizada
Linares.

18004 llex rubra S. Wats. Mpio. Urique, Planta
(Aquifoliaceas) Chihuahua entera

18015 Elytraria imbricata (Vahl) Pers. | Mpio. Batopilas, | Planta
{Acanteceae) Chihuahua entera

18016 Cardiospermum corindum L. Mpio. Batopilas, | Fruto
fma. villosum (Mill.) Radlk. Chihuahua
{Sapindaceae)

18029 Plelea trifoliata L. Mpio. Batopilas, | Corteza y
{Rutaceae) Chihuahua Madera

18030 Perityle batopilensis Powel Mpio. Batopilas, | Planta
{Asteraceas) Chihuahua entera

15620 Datura lanosa La Bufa, Hoja
(Solanacsas) Chihughua

19782 Cigarrilla mexicana Rio verde, Hoja
(Rubiaceas) S.L.P.

18335 Ratibida latipaliaris Richards Mpio. Guacho- | Raiz
(Asteraceas) chic, Chihuahua

18238 Dyssodia papposa (Vent) Mpio. Chihua- Planta
Hitche. hua,Chihuahua. | entera
{Asteraceas) ]

18054 Geranium niveurn S Wats. Mpio. Batopilas, | Raiz
(Geraniaceas) Chihuahua

18865 Conyza filaginoides (DC.) Regién de Ju-| Planta
Hienon chitepec, entera
{Asteracease) México

18177 Anredera Cf.scandens (L.) Mog. | Desconacida, Rizoma
(Basellaceas) puede ser

Veracruz
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Cuadro 16. Especles objeto de evaluacion (Continuacion).

Voucher Especie vegetal Procedencia Parte
Byey {Familia) utilizada
Linares,
17847 Commelina cf. erecta Apizaca rumbo | Planta
{Commelinaceae) a Tlaxcala entera
18105 Galphimia glauca Cav. Ayutla, Flor
(Malpighiaceae) Gusrrero.
18872 Lepidium virginicum L. Mpio. Coacalco, | Planta
(Cruciferaceae) México completa
17743 Kohleria deppeana Pahuatian, Hojas y
{Schiecht & Cham) Fritsch Puebla flores
(Gesneriaceas)
18824 Swietenia humillis Quintana Roo | Semillas
{Meliaceae)
17744 Tournefotia hirsutissima L. Pahuatlan, Tallo
{Boraginaceae) Puebla
18780 Acalypha phieoides Mpio Atiauta, Planta
{Euphorbiaceae) San Juan Tepe- | completa
coculco
18058 Helianthella quinquenervis Mpio Bocoyna, | Raiz
{Asteraceas) Chihuahua
18938 Heliopsis longipes Mpio Rio Verde | Raiz
{Asteraceas) Chihuahua
18677 Bunchosia findeniana Chihuahua Tallo y hoja
{Malpighiaceae)
18013 Plumbago scandens L. Mpio. Batopilas, | Cottezay
(Plumbaginaceas) Chihuahua hojas
431167 Hyptis verticillata (Jacq). San Juan Parles
{Lamiaceae) Guichicovi, aereas
Qaxaca
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Cuadro 16. Especies objsto de evaluacién (Continuacion).

Vaucher Espacie vegetal Procedencia Parte
Anaya. (Familia) utilizada
1993-2 Malmea depressa Quintana Roo Cortezay
(Annonaceas) Madera
19931 Metopium brownei Quintana Roo | Maderay
{Anacardiaceae) corteza
1993-3 Stenorrynchus fanceolatus Quintana Roo Planta
QOrchidaceas) entera
Voucher Especie vegetal Procedencia Parte
Palacios- (Familia) utilizada
Rios y
V.Rico-Gray
3503-Xal Pteridium arachnoideumn Mpio Xalapa, Planta
(Dennstaedtiaceas) Veracruz entera
Voucher Especie vegetal Procedengia Parte
J.l. Calzada. ~{Familia) utilizada
366-7 Xal Cnidosculus herbaceus Veracruz Planta
{Euphorbiaceae) entera
Voucher Especie vegetal Procedencia Parte
J.A. Zavala. {Familia) utilizada
63-Xal Chnidosculus tehuacanensis Puebla Planta
{Euphorbiaceae) entera




CUADRO 17. Microorganismos de prueba y medios de cultivo.

Grupo ds Microorganismo | Condiciones Medio de Medio de
microorganismo de bacié activacioén * nservacion®
Staphylococcus | 37 °C, Agar tripticasa | Agar triplicasa
awreus aerobio soya soya o Nufritivo
Gram (ATCC 25023)
posilivo Bacilfus  subtilis | 37 °C, AgarNufritivo | Agar tripticasa
(ATCC 6633} aerohio soya o Nutritivo
Badterias Escherichla 37°C, Agar Nutritive | Agar tripticasa
colf aerchio soya o Nutritivo
Gram (ATCC 10536)
negativo | Pseudomonas 3reCc, Agar Nutritivo } Agar tripticasa
aeruginosa aerobio soya o Nutritivo
(ATCC 27853)
Levaduri- | Candida albicans | 37°C, AgarYM Agar dextrosa
formes (ATCC 10231) aerobio Sabouraud
Hongos Aspergillus niger | 28°C, Agar Dextrosa | Agar dexirosa
Fitamen- | (ATCC 16888) agrobio Sabouraud Sabouraud
tosos Trichiophiyton 28°C, Agar  Sabou- | Agar dexirosa
mentagrophyfes | aerchio ’ saud modificado | Sabouraud
{ATCC 9128) por Emimon

* Segiin recomendacién de ATCC (American Type Cullure Collection).

Los medios de cultivo se rehidrataron de acuerdo con ias indicacionses de
fa casa comercial, algunos se prepararon a partir de sus componentes
individuales. Los medios resultantes se esterilizaron en autoclave a 121 °Cy 15

lbfem 2, durante 15 min.
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b} Activacion de los microorganismos liofilizados.

Para la realizacion del estudio se utilizaron cepas de microorganismos
liofilizados contenidos en viales, adquiridos comerciaimente de ATCC. La
activacién de los microorganismos se efectud de acuerdo a los procedimientos
recomendados por la compafia manufacturera, mismos que se describen a

continuacion.

b.1 Aperiura del vial.
Este procedimiento se realizé considerando los procedimientos ilustrados

en la Figura 1.

b.2 Rehidratacion de los microorganismos liofilizados,

Al vial conteniendo las bacterias o Ievéduras se adiciond 0.4 ml del caldo
nutritivo apropiado. En el caso de hongos se agregd solamente 0.4 mi de agua
estéril. Las suspensiones resultantes se agitaron cuidadosamente eyilando la
formacién de espuma.

Cada una de las suspensiones primarias se resuspendieron en 5 ml del
liquide utilizado para la hidratacidn preliminar. De esta dltima suspension, en el
caso de las baclerias y levaduras, se sembraron tres tubos conteniendo los
medios sdlidos de cultivo apropiados (ver Cuadro 17). El remanente de la
suspension y los cultivos sélidos se incubaron a 37 °C por 24 h. Las
suspensiones acuosas de los hongos se sembraron en el medio solido
adecuado de acuerdo a lo indicado en el Cuadro 17. Los cultivos resuitantes se

denominaron cultivos primarios.
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MICRICRGANISMO LIOFILIZADO
ALGODON
DESEGANTE

CALENTAR LA PUNTA DEL
VIAL EN LA FLAKA

ADICIOHAR GOTAS DE AGUA
SOBRE LA PUNTA CALIENTE
PARA ROMPER EL VIDRIO

3 GOLPEAR COH UNA LIMA PARA ¢
ELMINAR LA PUNTA

REMOVER EL ASLANTE Y
EXTRAER EL VIAL NTERNO

QUITAR LENTAMENTE EL TAPON
DE ALGODON COX UNAS PIZAS

Figura 1. Apertura dei vial conteniendo los microorganismos liofilizados
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¢). Caracterizacion de los microorganismos de prueba.
.1 Caracteristicas morfolégicas y microscopicas de los microorganismos de
prueba.

Para la identificacion microscépica de las bacterias se realizé una tincién
de Gram y para el caso de los hongos filamentosos y la levadura se utilizé una
tincién simple con azul de lactofenol y azul de metileno, respectivamente

(Koneman ef al., 1991).

¢.2 Pruebas bioquimicas para bacterias.

Para la realizacién de las pruebas bioquimicas de bacterias se emplearon
los medios de cultivo apropiados preparados para su rehidratacion. En algunos
casos estos medios de cultivo se modificaron mediante fa adicidn de algin
componente con la finalidad de obtener los medios especificados en la
bibliografia para cada microorganismo. En todas las pruebas, los medios de
cultivo correspondientes se inocularon con cultivos de 24 h. en condiciones
asépticas.

c.2.1. Utilizacidn de azlicares.

La utilizacién de aziicares se determind en el medio de rojo de fenal
adicionando al medio de cultivo el azlicar correspondiente a una concentracion
final de 1% (manitol, lactosa, glucosa, maltosa, sacarosa y galactosa). Para ia
realizacién de la prueba, el microorganismo se sembré con una asa estéril en el
medio de cultivo y se incubd a 37 °C durante 48 h. Al cabo de este tiempo, se
procedié a determinar la utilizacién de azUcares que se manifiesta por la
produccién de acidos que ocasionan el viraje del indicador rojo de fenol de un

color rojo a amarillo (Mac Faddin, 1984; Koneman ef a/., 1988).
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¢.2.2. Prueba de Hugh y Leifson.

El objetivo de ta prueba de Hugh y Leifson es determinar el tipo de
metabolismo que lleva a cabo el microorganismo, Et microorganismo de prueba
se sembré por picadura en dos tubos conteniendo el medio apropiado de cofor
verde y conteniendo el indicador azul de bromotimol. Un tubo se incubé en
condiciones aerdbicas y el otro en condiciones anasrdbicas, en el Gltimo caso
se adiciond 1 mi de parafina estéril.

Los tubos se incubaron durante 48 h a 37 °C. Al cabo de este tiempo, se
observé el cambio de coloracién del medio de cultivo. La aparicién de un color
amarillo debido al viraje de! indicador cantenide en el medio de cultivo es
indicativo de la biosintesis del &cido pirdvico y, en consecuencia, de la
capacidad de realizar metabolismo oxidativo o fermentativo dependiendo de las
condiciones de cultivo, es decir, aerdbicas 0 anaerébicas (Mac Faddin, 1984,

Koneman ef al., 1968).
¢.2.3. Pruebas de Vogues Proskauer y rojo de metifo.

Se prepararon dos tubos de ensayo conteniendo el medio de cultivo
apropiado y el microorganismo de prueba. El primero de ellos se incubo durante
48 h {tubo 1) y el segundo durante 72 h (ubo 2). Después del periodo de
incubacidn, ta mitad del contenido del tubo 1 se transfirié a otro tubo estéril. Al
primer tubo se adicionaron unas gotas de rojo de metilo. EJ cambid del indicador
a rojo indica Ja acidificacién de! medio y la prueba de rojo de metifo se considera
positiva. Al segundo tubo se agregaron 0.6 mi de a-naftol y 0.2 ml de KOH 40%,
la mezcia se dejé reposar durante aproximadamente 10 min. La aparicion de

una coloracién roja en Ia superficie del medio de cultivo indica la produccion de
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acetoina lo cual se consideré como una prueba de Vogues Proskauer positiva
{Mac Faddin, 1984; Koneman et al., 1988).

¢.2.4 Prusbas de &cido sulfhidrico, indol y movilidad (SIM).

En un tubo conteniendo el medio de cultivo semisélido SIM (sulfidrico,
indol, movifidad) se inoculé el microorganimo por picadura. Después de la
incubacién se determinG la presencia de acido sulfhidrico que se caracteriza por
la aparicion de un color negro. Ademas, se verificé la movilidad del
microorganismo la cual se manifiesta por el crecimiento del microorganismo
hacia los extremos de la inoculacién. Por Ultimo, para determinar la produccion
del indol se adiciont a la superficie del medio unas gotas del reactivo de Erlich.
La aparicion de un anillo rojo en 1a superficie indica una reaccién positiva (Mac

Faddin, 1984; Koneman et al., 1988).
¢.2.5. Prueba de citrato de Simmons.

El microcrganismo se sembré por picadura en el medio de cultivo
apropiado {conteniendo el citrato) y después del periodo de incubacion se
observa si el indicador contenido en el medio de cuitivo (azul de bromotimol)
cambia del color verde al azul. Ei vire del indicador indica que el

microorganismo utiliza citrato (Mac Faddin, 1984; Koneman ef al., 1588).
¢.2.6. Frueba de ureasa.

Para esta prueba se empled el medio surraco, el cual fue inochlado con

el microorganismo con-ayuda de una asa estéril. Después de la incubacion se
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observo si el indicador cambid de color rojo al magenta. El viraje de! indicador

indica prueba positiva para ureasa (Mac Faddin, 1984; Koneman et al., 1988).

¢.2.7 Prueba de nitritos.

En un tubo conteniendo el medio de cultivo apropiado y una campana
invertida se inoculé con el microorganismo mediante una asa estéril. Después
del periodo de incubacion se adiciond 1 ml de un reactivo denominado A (acido
sulfanilico 0.8% en &cido acético) y 1 ml de un segundo reactivo denominado B
(a-naftilamina 0.5% en &cido acético). Después de 5 min, se observd la
aparicion de una coloracién roja, indicando la reduccidn de los nitratos
contenidos en el medio de cultivo a nitritos (prueba positiva) por el
microorganismo. Por otra parte, la aparicién de gas en la campana indica la
reduccidn de los nitratos hasta nitrégeno gaseoso.

En los casos en que no se observd coloracién roja y con la finalidad de
confirmar el resultado negativo se realizé la siguiente reaccién. En &l tubo que
se practicd la reaccion anlerior, se adiciond zinc ﬁetélico (20 mg) y la aparicidn
inmediata de una coloracién roja debido a la reduccion de los nitratos confirmé
la prueba negativa. En el caso de la levadura se realizaron algunas de las
pruebas bioquimicas que se describisron anteriormente, y en el caso de los
hongos sélo se realiz la identificacion microscdpica. De manera adicional, en el
caso de Trichophyton mentagrophytes se realizd la prueba de nitritos.

Todos los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas se
compararon con los datos descritos en la bibliografia (Mac Faddin, 1984;

Koneman et al.,, 1988; Bergey's Manual).
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d) Determinacién del nimero de células por medio del esténdar turbidimétrico
de McFarland.

E! ndmero de bacterias en un medio liquido puede ser determinado por la
comparacidn visual de su turbidez con la de un estdndar turbidimétrico que
representa un nuimero conocido de bacterias en suspensién.

En el Cuadro 18 se enumeran los reactivos y las cantidades necesarias
de las soluciones requeridas para la preparacién del esténdar turbidimétrico de
McFartand. Asi mismo, se indica la correspandencia entre 1a furbidez generada
por la mezcla de los reactivos a una determinada proporcitn; el ndmero de

células bacterianas es su turbidez equivalente.

e) Determinacitn de la Concentracidn Critica de antibiéticos.

Antes de flevar a cabo la determinacién de la actividad antimicrobiana de
los extractos, se realizd la determinacién de la cancentracion inhibidora critica
de los anlibidticos seleccionados de acuerdo a las especificaciones de la
literalura (Cataloge ATCC). Para ello se utilizé el método de difusién en agar
empleando discos de papel filtro como reservorio y diferentes concentraciones
del antibiético a ensayar. Estas pruebas permitisron determinar las
concentraciones apropiadas de los antibidticas utilizados como conlroles
positivos para los ensayos posteriores. Para Staphylococcus aureus se empled
ampicilina, para Bacillus subliis estreptomicina, para Candida albicans
anfotericina B y para Trichophyton mentagrophytes se empled griseofulvina.

e.1. Preparacitn de los indculos

Las bacterias se sembraron en agar antibidtico N° 1, Ia levadura en agar
dextrosa sabouraud y el dermatofito en agar sabouraud medificado por Emmon.
En todos los casos se utiliz6 el medio de cultivo inclinado. Las condiciones de

incubacion se indicaron anteriormente en el Cuadro 17.
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CUADRO 18. Estandar turbidimetrico de Mc Farland.

¥ de células/mli (10%)

N° Tubo 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mideBaCl,1% {005 |0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
mide H,SO4 1% {9.95 |9.9 9.8 97 96 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0
N° Cei x10 8 1.5 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Absorbancia 0.104 | 0.202 {0.374 [ 0.494 [0.632 | 0.748 | 0.855 | 0.975 | 1.055 | 1.190 | 1.260
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El cultivo anterior se coseché con 3 mi de solucidn salina isoténica (SSi)
estéril; 1 mi de esta ltima suspension se sembrd en un matraz Erlenmeyer que
contenfa 50 m! del mismo medio sdlido utilizado en ef tubo inclinado. En ef caso
de Trichophyfon mentagrophytes se utilizb agar dextrosa sabouraud.

E! dltimo cultivo se coseché con 10 ml de SSI estéril. Es importante
mencionar que en el caso pardicular de Bacillus sublilis se adicionaron perlas de
vidric estériles para favorecer el desprendimiento del microorganismo y en el
caso de Trichophyton menlagrophyles se ulilizé una asa micoldgica para este
fin. Del concentrado anterior se realizé una dilucidn 1:19 y se ajustd visualmente
8l nimero de microarganismos a la turbidez correspondiente al estandar 0.5 de

McFarland (Cuadro 18).

©.2. Preparacion de los discos.

Los antibi6ticos y sus concentraciones empleadas para la determinacion
de la concentracién inhibidora critica se muestran en ef Cuadro 19. En el
Cuadro 20 se indican los disolventes adscuados para 1a realizacion de la
solucién stack y para {a preparacién de las soluciones de los antibidticos. La
preparacion de los discos se realizd de la siguiente manera. En cada caso, a los
discos estériles se adiciond 100 p! de fa solucién de! antibibtico conteniendo la
conceniracion apropiada. Los discos impregnados con el antibibtico se dejaron

secar a lemperatura ambiente.

0.3. Preparacién de las placas de agar.
Las placas con doble capa de agar se prepararon colocando una capa de
siembra con la cantidad de! inéculo requerida (Cuadro 21), sobre otra capa de

agar solido preparada a partir de 10 mi de un agar nutritivo sin inocular.
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CUADRO 19. Antibiéticos a los cuales se determiné ia concentracion

inhibldora critica.

Microorganismo Antibiético Concentracion en el disco.
{ng)
Staphylococcus aureus Ampicilina 10,7.5,5,2.5,1,05,0.1
Bacillus subtilis Estreptomicina [ 10, 7.5, 5.0, 2.5, 1
Candida albicans Anfotericina B_| 30, 25, 20, 15, 10
Trichophyton mentagrophytes | Griseofulvina | 30, 25, 20, 15, 10

Cuadro 20. Disolventes empleados para la disolucién de los antibiéticos.

Antibidtico Disolvente para la soluclén Disolvente para
stock (estéril) diluciones {estéril)
Ampicilina Buffer de pH 8 Agua
Espreptomicina__|Buffer de pH 8 Buffer de pH 8
Anfolericina B Dimetilformamida * Buffer de pH 10.5
Griseofulvina Dimetilformamida * Buffer de pH 8

* Disalvente que se emplea sin esterilizar.
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CUADRO 21. Volumen de indculo empleado para los ensayos.

Microorganismo Inéculo por 100ml de agar
Bacillus subltilis 0.2ml :
Staphylococcus aureus 0.2 mi
Candida albicans 20ml
Trichophyton mentagrophytes 1.5mi

e.4. Biognsayo

Una vez solidificadas las placas de agar se colocaron tres discos en
forma equidistantes, dos con una concentracién diferente del antibidtico a
ensayar y el Ultimo con una concentracién estadndar de! mismo. Se preincubaron
las cajas a 4 °C durante 4 h. Posterionmente se incubaron, en las condiciones
apropiadas para el crecimiento de los microorganismos ulilizados en el estudio
(Cuadro 17) (Linton, 1983). E! bicensayc se realizé por triplicado. Los
resultados promedio obtenidos para cada antibidtico se presentan en los

Cuadros 22 a 25 y en sus gréficas correspondientes.
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CUADRO 22. Diametros promedio de las zonas de inhibicién del

crecimiento de Staphylococcus aureus con ampicilina.

Concentra- Zona de inhibl- | Zonadeinhibi- | Zonadeinhi-| Zonade
cién de! cién de laconc. a| cién de la conc. | bicién corre- | inhibicién (x-

antibiético | Log ¢ ensayar, estandar. gida. 13122
(10) (mm) (mm}) {mm) (mm?)
05 . |-0.3010 20.50 25.50 20.8570 15.43
1.0 0.0000 25.00 25.36 25.5700 39.50
25 0.397¢ 27.20 25.00 28,0970 56.98
5.0 0.6990 31.50 25.00 32,3600 93.70

7.9 0.8751 35.00 27.00 33.8570 108.75

10 1 38.50 25.70 38.668 160.81

promedio. 25.86

Concentracién inhibidora critica: 0.5272 pg.

1.5T

l.(]J
0.5+

0.0 /

+0.5 a=-0.2760

Log Concentracién

-1.04
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CUADRO 23. Diamstros promedio de las zonas de inhibicién del

crecimiento de Bacillus subtilis con estreptomicina.

Concentra- Zona de Zona de inhibi- ] Zona de inhi-| Zonade
cién del inhibicién de fa | cién de la conc. | bicidn corre- ) inhibicidn
antibiético | Log C | conc. a engayar. estandar. gida. (x-13/2)2
{mm} (mm}) (mm) (mm?)
10.0 1.0000 22.30 22.00 22.44 22,28
7.50 0.8751 21.00 21.70 2144 17.81
5.00 0.6980 19.98 22.00 2012 12.69
2.50 0.3079 17.80 22.00 17.94 6.10
1.00 0.0000 15.09 22.30 14.93 0.93

_promedio: 22.14

Concentracién inhibidora critica: 1.1118 pug.

Log Concentracién

v—

10 1§

20

Zona de inhibicién {mm?)
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CUADRO 24. Didmetros promedio de las zonas de inhibicién del

crecimiento de Candida albicans con anfotericina B,

Concentra- Zopa de inhibi- | Zona de inhibi- { Zona deinhi-| Zonade
cién del cién de la conc. a| cidn de la conc. | bicién corre- | inhibicion

antibidtico | LogC ensayar, estandar. gido (x-1312)2
{ug) (mm) _{mm) {mm) {mm?)
150" 1.1781 20.70 18.20 17.04 4.08
20.0 1.3010 20.00 23.00 22.54 2275
25.0 1.3979 19.70 25.00 2484 35.05
30.0 1.4771 19.30 21.00 21,24 §0.68

promedio: 19.54

Concentracion inhibidora critica: 14.2301 pg.

Log Concentracién

1.50
1.45 -
1404
1354
1.30 4
125+
1204
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CUADRO 25. Didmetros promedio de las zonas de inhibicién del

crecimiento de Trichophyton mentagrophytes con griseofulvina.

Concentra- Zona de Zona de inhibi- }Zona de inhi-) Zonade

cién dal inhibicién de l1a | cién de la conc. | bicién corre- | inhibicion

antibiético | Log C | conc. a ensayar. estandar, gido. (x-1312)2
[ leg) (mm) (mm) (mm) (mm2)
10.0 1.0000 29.20 34.00 27.14 49.98
15.0 1.1761 31.50 33.00 30.44 76.04
20.0 1.3010 33.00 31.7 33.24 102.41
25.0 1.3979 36.00 30.3 37.64 151.78
30.0 14771 39.20 30.7 40.44 186.24

promedio: 31,84

Concentracién inhibidora critica; 8.00 pg.

Log concentracién

T
40

T T T T Y
60 80 100 120 140

— T
160 180
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Lla concentracién de cada uno de los antibidlicos de prueba

seleccionados para su empleo como el control positivo se presentan en el
Cuadro 26.

CUADRO 26. Concentracién de cada uno de los antibidticos de prueba

seleccionada como control positivo.

Microorganismo Antibiético Concentracion (ug)
Staphylococcus aureus Ampicilina 1.0
Bacillus subtilis Estreptomicina 10.0
Candida albicans Anfotericina B 25.0
Trichophyton mentagrophytes | Griseofulvina 8.0

5.2.2. Determinacidn cualitativa preliminar de la actividad antimicrobiana por el

método de difusién en agar utilizando un gradiente de concentracion

a) Preparacion del indculo

En el caso de las bacterias se prepard un inculo de 24 h. utilizando agar
tripiticasa soya. Para los hongos se prepard un indculo de 7 dias. Por Gitimo, en
el caso de la levadura, se utilizé un inéculo de 24 h. Los dos ultimos en agar
dextrosa sabouraud.

Para las bacterias y la levadura se realizd una suspensién del cultivo
anterior en 5 ml 8S1. Cuando la suspensidn primaria era muy concentrada se
realizd una segunda dilucién. En el caso de los hongos se prepard una

suspensién de esporas en 5 ml de SSI.
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b) Preparacién de las placas conteniendo la muestra a evaluar.

La cantidad de extracto necesaria para obtener la concentracion de
1mg/ml de agar se disolvid en una minima cantidad de metano! (como maximo
0.5 mi).

La solucidn anterior se virtié sobre un tubo que contenia 10 mi de agar
caseina soya el cual se fundié previamente y se mantuvo a 45 °C. Se agité
perfectamente para lograr la homogeneizacién de la mezcla, misma que se
vartié sobre una caja Petri y se dej6 solidificar sobre una superficie inclinada,
con la finalidad de generar un gradiente de concentracién. Una vez solidificada
esta capa se adicionaron aproximadamente 10 ml de agar caseina soya y se
dej6 solidificar en forma horizontal (Ver Figura 2).

Mediante el mismo procedimiento se preparé una placa conteniendo
tnicamente e} disolvente utilizado para la disolucién de los extractos de prueba

(blanco de disolvente).

AGAR SIN .
—— AGAR CON
-«
BXTRACTO / roncon

0 ¢

Gradiente de concentracién

Figura 2. Gradiente de concentracién.

c) Bioensayo.
Se tomd una asada del indculo y se sembré sobre la superficie del agar

por estria recta en el sentido de mayor a menor concentracion del extracto. Se
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prepararon los coniroles de crecimiento para cada uno de los microorganismos
sembrando dos estrias en cajas que contenian el medio de cultivo sin extracto.
De manera adicional, mediante el mismo procedimiento se inocularon las
cajas que contenian el disolvente empleado para asegurarse que la cantidad de
disolvente utiizado no afectaba el desarrollo del microorganismo. Las placas
conteniendo las bacterias y la levadura se incubaron 37 °C por 24 h. y los

hongos se incubaron a 28 °C por 7 dias.

5.2.3. Determinacion cualitativa de la actividad antimicrobiana por el método de

difusion en agar utilizando discos de papel! filtro como reservorio.

Para la dsterminacién de la actividad potencial antimicrobiana de los
extractos se siguid e! mismo procedimiento empleado para la determinacion de
la concentracidn inhibidora critica de los antibidticos con la Unica variante de
que los discos se impregnaren con soluciones metandlicas canteniendo 1000 y
500 ug de! exiracto. Ademds se ulilizd el control positivo del antibidtico
adecuado, dependiendo de! microorganismo dé prueba, a una concentracion

mayor a ta concentracidn inhidora critica determinada previamente,

5.2.4. Determinacién de la actividad antimicrobiana cuantitativa por el método
de dilucién.

Con la finatidad de cuantificar la actividad antimicrobiana de los extractos
que demostraron una actividad significativa en la prueba de difusion en agar, se
determiné la concentracién inhibidora minima (CiM) mediante el método de
dilucién en caldo; en el caso de las bacterias y el método de dilucidn en agar en

el caso de los hongos.
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a) Determinacion de la concentracién inhibidora minima para bacterias.

a.1. Preparacién del inteulo.
Para le determinacién de la concentracién inhibidora minima se
- recomienda un indcuto de 5x10 5 celim! {Sahm y Washington, 1991; Finegold y
Baron, 1988). Se preparé una suspensidn con $81 con una turbidez comparable
a fa del tubo 0.5 de McFarland (1x10 8 celimil) a partir de un cultivo de 24 h, del
microorganismo a ensayar. De esta suspensién se realizé una dilucidn 1:100 en

caldo tripticasa soya estéril para generar un indcule conteniendo 1x10 & celimi.

a.2. Bicensayo cuantitativo.

2 mi de la suspension del microorganismo conteniendo 1x10 € celim! se
adicioné a una serie de {ubos que contenian 2 ml de caldo tripticasa soya vy
diferantes concentraciones del extracto de prugba. Ademdas, se realizd un
blanco para cada concentracién del extracto de 50 a 500 pg/mi, el cual se
prepar6 ds la misma manera que los demas tubos pero sin el indeulo, Un tubo
{tubo cera) que contenia unicamente el indculo. De éste Ultimo, se realizd una
ditucién 1:1000, 1 mi de ésta se sembré en una placa con agar tripticasa soya
por vartido, Los tubos y las placas inoculadas (por triplicado) se incubaron a 37
°C durante 24 h.

Después del periodo de incubacién, se cobservd visual s
instrumentalmente la turbidez de cada uno de los tubos ajustando el
aspectrofotémetro con el blanco corraspondiente. Con la finalidad de determinar
si el efecto inhibitorio de! extracto es de tipo bacteriostético o bactericida se
tomé 0.1 mi del medio de cullivo donde no hubo desarrollo y se sembrd en
placas con agar tripticasa soya mediante ta técnica de vertido. De nueva cuenta,

las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después ds esle tiempo, se contd
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el nimero de unidades formadoras de colonias y se calculd el porcentaje de
microorganismos desarrollados. En la Figura 3 se resume e! bioensayo

cuantitativo.

b) Determinacién de la Concentracién Inhibidora Minima para hongos.

b.1.Preparacién del inéculo.

A un tubo de cultivo de Trichophyton mentagrophyfes en agar modificado
por Emmon de 7 dias se agregd 3 ml de SSI estéril, con ayuda de una asa
micolégica se desprendid el cultivo, para preparar una suspension, la cual se
virtié sobre una superficie de agar dextrosa sabouraud contenida en un matraz,
este se incubd a 28 °C durante 7 dias. Transcurrido este periodo, el cultivo se
desprendié con una asa micoldgica y 20 ml de SSI estéril para hacer una
suspension homogénea con una turbidez comparable con el tubo 0.5 de
MacFarland. Se empleé 0.5 mi de un indculo de la suspensién del

microorganismo en 40 ml de agar dextrosa sabouraud.

b.2. Bioensayo cuantitativo.

Se ensayaron 7 concentraciones de extracto (100, 200, 400, 500, 600,
800, 1000 ug/ml) en difererentes matraces Erlenmeyer. Cada matraz contenia
40 m! de agar dextrosa sabouraud fundido a 45 °C, la cantidad de extracto a
evaluar y el in6culo. La mezcla anterior se virti6 (10 ml) en placas Petri por
triplicado. Cada una de estas cajas contenia como capa base 10 ml de agar

dextrosa sabouraud sin inocular y sin extracto.
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1 ml de 1a suspension del
microorganismo (1 x108 UFC/ml)

se agrega a tubos que contienen 1 mi
de caldo con et extracto en las
concentraciones adecuadas (pgfml)

Q—— CONTROL
CONTROL
/ Los tubos contienen ahora 2 ml con

5x 105 UFG/mI y el extracto en las
concentraciones adecuadas (pg/ml)

inmediatamente 0,004 mi del tubo
control se subcuitiva en agar.

18-24 h DE INCUB,

sl

l Se determinan UFC en el tubo
22 cantrol por recuento de colonias.
%

1824 h DE INCUBACION

|

Se observa la turbidez; 0.1 mi de los
caldos no turblos se subcultivanen agar.

(e

DIA 3 l

O

O._.

Figura 3. Bioensayo para determinar la Concentracién Inhibidora Minima para
bacterias y levaduras.



56.3. Evaluacitn de la actividad citotoxica de los extractos objeto de estudio.

5.3.1. Evaluacién de la toxicidad de los extractos contra Arfemia salina L.
a) Preparacién de las muestras.

20 mg de extracto seco se disclvieron en 2 m! del disolvente adecuado.
De esta solucién se transfirieron por separado a tres viales 500, 50 y 5 ul para
obtener concentraciones de 1000, 100, y 10 piiml, respectivamente. Cada
concentracion se prepard por triplicado y se dejoé evaporar el disolvente a
temperatura ambiente o al vacio.

b) Incubacién de los huevos de Artemia salina.

Los huevos de Artemia salina se incubaron en salmuera durante un
periodo de 24 h. después del cual, los camarones fototrdpicos fueron colectados
con una pipeta Pasteur.
¢) Bioensayo.

Se transfirieron diez crusticeos a cada uno de los viales que contenian
las muestras a evaluar y 5 m! de salmuera. Los viales se mantuvieron con
iluminacion artificial durante 24 h. y transcurrido el tiempo, se conté el nimero
de individuos sobrevivientes para el calculo de [a concentracion letal media

(Clsp), para ello se utilizd el programa de andlisis de probabilidad de Finney.

5.3.2. Evaluacién de la actividad citotéxica

La actividad citotéxica de los extractos se determino de acuerdo a los
procedimientos establecidos por el Instituto Nacional del Céncer de los Estados
Unidos y fueron realizados en el Purdue Cancer Center, Universidad de Purdue,
Estados Unidos. Las lineas celulares empleadas fueron adenocarcinoma de
colon {HT-29), carcinoma de pecho (MCF-7) y carcinoma de pulmén (A-548).

Los resultados se expresan en téminos de DEgq (Anderson et al,, 1991).
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5.4, Obtencion de la lunidonina y manitol a partir de la corteza de Pfelea

trifoliata.

El material vegetal seco (200 g) se extrajo con metanol mediante un
proceso de maceracion, El volumen de extraccién se redujo por concentracién al
vacfo. Como el extracto original (30 g) presenté toxicidad para Artemia salina
(LCsp 66.54 pgfml) se realizd el fraccionamiento biodirigido del mismo mediante
una cromatografia preparativa en columna, utilizando como adsorbente gel de
silice (296 g, silica ge! G Merck 35-70 mallas). El proceso de elucién se llevé a
cabo con hexano, cloroformo y metano! en diferentes proporciones. Se
recogieron un total de 1289 fracciones de 100 ml cada una. Las fracciones fueron
analizadas por cromatografia en capa fina y se combinaron aquellas que
resultaron similares, para tener un total de ocho fracciones combinadas (I-Vil).
A cada una de las fracciones combinadas se les determind Ia toxicidad para
Arternia salina.

En el Cuadro 27 se resumen los sistemas de elucién empleados y las
fracciones combinadas.También se indican las fracciones que resultaron activas
contra Artemia salina.

La fraccién activa (lil) presento un compuesto mayoritario y fue purificado
mediante cromatogrtafia preparativa en gel de silice, utilizando como eluyente
una mezcla de cloroformo-metanol 98:2. Como resultado de este proceso se
obtuvieron 896 mg de lunidonina con pf 108 °C.

De la fraccién Vill inactiva (Cuadro 26) cristalizd un sélido muy
abundante, pf 185-187 °C, el cual fué caracterizado como el manito! por

comparacién con una muestra auténtica.



Cuadro 27. Fraccionamiento primario del extracto de Ptelea trifoliata.

Eluyente Proporcién Fracciones Actividad bioldgica
combinadas Clgg
(ugimi)
Hexano-cloroformo | 1:1 1-28 (1) >1000
37
Clorofurmo 29-38 (i) 223.29
Cloroformo 40-50 (I} 33.59
Cloroformo 5173 (V) >1000
Cloraformo- 99:1
metanol
Cloroformo- 89:1 BC-106 (V) 693.3
metanal 97:3
Cloroformo- 97:3 107-118 (V) >1000
metanol 9:1
Cloroformo- 6:4 119-126 (Vi) >1000
matancl
Metanol 127-128 {(Vilh) >1000

5,5, Caracterizacién de los compuastos aislados.

5.5.1. Determinacin de {as constantes fisicas y espectroscdpicas.

a) Los puntos de fusién se midieron en un aparato Fisher-Jones.

b) Los espectros de IR se registraron en un espectrofotémetro de rejitla Perkin-

Elmer 599 B.

¢) Los espectros de TH RMN y 13C RMN se determinaron en espectrofotémetros
Varian VXR-3008 {Instituto de Quimica, UNAM) ulilizando como disolventes
metanol deuterado y como referencia interna TMS.

d)EI estudic de difraccidn de rayos X se efectud en un difractémetro Nicolet

R3m (Instituto de Quimica, UNAM).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

En o} presente estudio se determind la aclividad antimicrobiana y
citotoxica potencial de 38 extractos derivados de 30 especies vegetales
recolectadas en la Republica Mexicana. La estrategia metodolégica empleada

para la fealizacion del presente trabajo se rasume en el siguiente asquema.

Esquema 1. Estrategia metodolégica empleada en el presente estudio.

Especies wgelales medicinales
seleccionadas para &l presente estudio

Racoleccsn
Material vegetal recolectada
Openconss primnars
{Detecacidn y motienda}
Drogas crudas molidas
Extraceidn vis mataracin
Extracios vegetales
Oatarninacdn oy aitatia de Daterinacibn do
la sciiidad antimierobians: I toxicided pan
Métoda do dfusdn. Adosie 2eina
Extraclos poteccialmente Extractos téxicos para
antisépiicos Artemia salina
Dvtarminacidn de be
Delefminacdn tuantlatie ds acthidad clotdricn
i actiddad antrnicrobana. on tres Eneas cellarvs
Méboda de dhcidn. .
" Extractes citotdxicos

Extractos sntisépticos

\ Deteccidn de candidatos idéneos /

para posterioes estudios ftoquimicos
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La seleccion del material vegetal objeto de estudio se realizd
principalmente con base en su uso popular medicinal. En menor grado algunas
especies se seleccionaron al azar. Es importante hacer notar que estos criterios
de seleccion estan bien documentados en la literatura (Hamburger y
Hostettmann, 1991) y la realizacién estuvo a cargo de expertos etnobotanicos.

En todos los casos el material vegetal recolectado se desecd y se
fragmento para obtener (as drogas crudas molidas.

Posteriormente, las drogas crudas se extrajeron mediante un proceso de
maceracion empleando como disolvente metanol. De manera adicional en los
casos particulares de Dyssodia papposa, Malmea depressa, Tournefortia

hirsutissima y Perityle batopilensis se prepard también un extracto cloroférmico.

6.1. Determinacién de la actividad antimicrobiana.

La evaluacién de la actividad antimicrobiana potencial se efectué en dos
etapas, la primera fase cualitativa se realizé con la finalidad de detectar los
extractos con actividad potencial antiséptica. Posteriormente, en una segunda
fase se cuantific la actividad antimicrabiana de los extractos.

Tal como se indicé en la seccidn experimental, para el cumplimiento de la
fase inicial se utilizaron dos métodos de difusion en agar, Para realizar fa
cuantificacién de la actividad antimicrobiana se utilizé el método de dilucién en

caldo en el caso de las bacterias y el método de dilucidn en agar para hongos.

6.1.1. Caracterizacion de los microorganismos de prueba.

Los microorganismos de prueba seleccionados para la determinacién de
la aclividad antimicrobiana incluyen dos bacterias Gram positivo, dos bacterias

Gram negativo, fres hongos, dos filamentosos y una levadura.
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Las caracteristicas microscopicas, bioquimicas y ia morfologia colonial de
cada uno de los cultivos de microorganismos empleados en los bioensayos se
presentan en los Cuadro 28 y Cuadro 29, las cuales correspondieron a las
descritas en (a bibliografia (Mac Faddin,1984; Koneman et al., 1988; Bergey's
manual).

6.1.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusién en

agar utilizando un gradiente de concentracion,

Para la determinacién cualitativa preliminar de la actividad antimicrobiana
de los extractos se empled el método de difusién en agar utilizando un gradiente
de concentracién. Las placas se sembraron mediante la técnica de estria de un
punto de mayor concentracion de extracto hacia un punto de menor
coneentracion, con la finalidad de observar el rango de concentraciones a las
cuales un determinado extracto inhibe el desarrollo de cada uno de los
microorganismos de prueba. Este método tiene la ventaja de proporcionar
informacion de la actividad antimicrobiana de }nanera semicuantitativa, pues
dependiendo de la longitud de la inhibicion de la estria generada por el
crecimiento del microorganismo, se pudo deducir aproximadamente la potencia
del extracto de prueba. De manera adicional, esta técnica proporcioné una idea
aproximada acerca de las concentraciones apropiadas para la evaluacién
posterior por el método de difusién en agar utilizando discos de papel.

Las respuestas observadas mediante este ensayo en el presente estudio
se clasificaron en cinco grupos de acuerdo a la magnitud de 1a inhibicién det
crecimiento en estria del micoorganismo de prueba respecto a un control de

cracimiento en ausencia del extracto. El primer grupo incluye al tipo de
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CUADRO 28. Caracteristicas microscépicas y coloniales de los microorganismos de prueba.

Microarganismo

Caracteristicas

Microscdpicas

Coloniales

Staphylococcus Cocos G (+) agrupados en racimos Colonia convexa, borde entero, de 2 a 3 mm, cre-
aureus mosa y amarilla.
Bacillus subtilis Bacilos G (+) agrupados en cadenas |Elevacién plana, forma irregular a rizoide, seca,

cortas

margen rizado.

Escherichia coli

Bacilos G (-) sin agrupacién carac-
teristica

Elevacién pulvinada, semiopaca, gris y humeda.

Pseudomonas
aeruginosa

Bacilos G (-) sin agrupacién carac-
teristica

Plana, opaca, gris-verdosa, margenes lacerados a
diseminados. Pigmento verde en el medio de culti-
vo hasta la tercera resiembra.

Candida albicans

Células ovales, sin tubo gemminal,
presenta clamidosporas, nacidas in-
dividualmente o en cimulos.

Colonias cremosas de olor caracteristico y desa-
rrollan a las 24 h a 37°C.

Aspergillus niger

Hifas hialinas y con tabiques netos.
Los conidoforos son largos y no se
observan las vesiculas porque estan
cubjertas con una bola gruesa de
esporas negras que surgen de toda la
superficie.

Inicialmente las colonias estan cubiertas con un
micelio aéreo blanco, velloso. Cuando la colonia
madura se cubre con esporas negras, el reverso de
|a colonia presenta un color tostado.

Trichophyton
mentagrophytes

Presenta microaleuriosporas, son
globulosas dispuestas en cumulos o
en forma de racimo.

Desarrollo blanco y algodonoso, el reverso es roji-
zo marrén.




CUADRO 29. Resultados de las pruebas bioquimicas.

microorganismo

Prueba bioquimica

S. aureus

B. subtilis

E. coli | P. aeruginosa | C. albicans

Sacarosa

Galactosa

Glucosa

Manitol

+ |+ ]+ |+

Lactosa

Maltosa

L IEE IE SEE L L

tnositol

Hugh y Leifson

\Vogues proskauer

Rojo de metilo

Ac.Sulfhidrico

Indol

Movilidad

Citrato de Simmons

Ureasa

Reduccion de

Nitratos

1]
+ |+ |+ [+
1]

F. Microorganismo Fermentativo
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respuesta en el que no se observé crecimiento alguno del microorganismo y se
representara en la presente discusién con cuatro cruces (+++¢). Los extractos
que desarrollaron esta potencia inhibidora del crecimiento microbiano se
consideraron como los mds activos en este estudio. En el segundo tipo de
respuesta, se observd una inhibicién del crecimiento en estria del 75% y se
codificd con fres cruces (+++). El iercer y cuarto grupo correspondieron a una
inhibicion de un 50% y 25 % del crecimiento en estria de! microorganismo y se
representaron con dos cruces (++) y una cruz (+), respectivamente.(Figura 4).
Por ultimo el quinto grupo corresponde a aquellos extractos que mostraron una
inhibicién del crecimiento de estria menor del 25%. Es importante destacar que
cuando {a inhibicion es menor del 25% se considerd como negativa (-).

Los resultados obtenidos mediante el método de difusion en agar
utilizando un gradiente de concentracién se presentan en el Cuadro 30.
Mediante este método se observé que ninguna de las especies estudiadas
demostrd actividad contra las bacterias Gram negativas Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa a las concentraciones de prueba. Nueve extractos
presentaron actividad contra Staphylococcus aur‘eus. siendo los mas activos los
extractos metandlicos de Heliopsis longipes Stenorrynchus lanceolatus e Hyptis
verticillata (primera colecta). Los extractos metandlicos de Datura lanosa y
Metopium brownei (madera} y el extracto cloroférmico de Malmea depressa
(corteza) resultaron moderadamente activos. Por Uitimo los menos activos
fueron los extractos metandlicos de Geranium niveum, Hyptis verticillata
(segunda colecta) y Malmea depressa (corteza). En el caso de Bacillus subtilis
solo cinco especies presentaron actividad, siendo las mas activas Hyplis
verticillata (primera colecta), Datura lanosa y Stenorrinchus lanceolatus. Los

extractos medianamente activos fueron los metandlicos de Ratibida latipaliaris y
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el cloroférmico de Malmea depressa (corteza) y el menos activo et extracto de

Malmea depressa (corteza).

Solamente el extracto metantlico de Hyptis verticillata (primera colecta)
demostrd actividad contra ef hongo Aspergillus niger. 17 extractos presentaron
actividad contra Trichophyfon mentagrophytes de los cuales los mas activos
fueron el exiracto de Hyplis verficillata (primera colecta), Plelea frifoliata
{corteza) v el de Helianthella quinquenervis, asi como los extractos cloroférmicos
de Malmea depressa (corteza y madera). Los moderadamente activos fueron los
extractos metandlicos de Geranium niveurn, Dyssodia papposa, Ratibida
latipaliaris y Heliopsis longipes y los extractos cloroférmico de Tournefortia
hirsitissima y Dyssodia papposa. Los menos activos fueron los extractos
metanodlicos de Plelea Irifoliata (madera), Datura lanosa, Cnidosculus
tehuacanensis, Hyplis verticillata (segunda colecta), Malmea depressa (corteza)
y Stenorrynchus lanceolatus. Unicamente tres extractos demostraron actividad
contra Candida albicans aunque bastante moderada. Estos incluyeron los
extractos cloroférmicos de Stenorrynchus lanceolatus y Malmea depressa
{corieza) y el extracto metandiico de Hefianthella quinquenervis. Todas las
especies que demostraron actividad en este ensayo se evaluaron
posteriormente mediante el método de difusién en agar empleando como

reservorio discos de papel filtro (Vanden Berghe y Viietinck, 1881).
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Cuadro 30. Resultados obtenidos con el método de difusién en agar para los extractos de {as plantas objeto de
estudio con los diferentes microorganismos de prueba.

Microorganismo

Extracto

8. aureus

B. subtilis

E. coli

P. aeru-
ginosa

A. niger|

7. menta-
grophytes

C.
albicans

Acalypha phleoides (Euphorbiaceae)

Anredera scandens (Basellaceae)

Bunchosia lindeniana (hoja) (Malpinghiaceae)

Bunchosia lindeniana (tallo) (Malpinghiaceas)

Cardiospermun conindum (Sapindaceae)

Cigarrifla mexicana (Rubiaceae)

Cnidosculus herbaceus. (Euphorbiaceae)

Cnidosculus tehuacanensis (Euphorbiaceae)

Commelina erecta (Commelinaceae)

Conyza filaginoides (Asteraceae)

Datura lanosa (Solanaceas)

Dysodia papposa (Asteraceae)

Dysodia papposa (Asteraceae)*

Elytraria imbricata (Acantaceas)

Galphimia glauca (Malpinghiaceae)

Geranium niveum (Geraniaceaeg)

Heliopsis longipes (Asteraceae)”

+++




1{]

Cuadro 30. Resultados obtenidos con el método de difusién en agar para los extractos de las plantas objeto de
estudio con los diferentes microorganismos de prueba (Continuacién).

Microorganismo| S. aureus | B. subtilis| E. coll| P. aeru-| A. niger| T. menta- C.
ginosa grophytes| albicans
Extracto
Hyptis verticillata (Lamiaceae) (1° colecta). +4+4 o - - +++ +4+ ++
Hyptis verticillata (Lamiaceae)(2* colecta). + - - - - + -
llex rubra (Aquifoliaceae) - - - - - - -
Kohleria deppeana (Gesneriaceae) - - - - - - -
Lepidium virginicum (Cruciferaceae) - - - - - - -
Malmea depressa (corteza) (Annonaceae) + + - - - + _
Malmea depressa (corteza) (Annonaceae)” ++ ++ - - - Ferey +
Malmea depressa (madera) (Annonaceae) - - - - - - -
Malmea depressa (madera) (Annonaceae)* - - - - - +++ -
Metopium brownei (madera) (Anacardiaceae) ++ - - - - - -
Mefopium brownei (Corteza) (Anacardiaceae) - - - - - - -
Perityle batopilensis (Asteraceae) - - - - - - -
Perityle batopilensis (Asteraceae)” - - - - - - -
Plumbago scandens (Plumbaginaceae) - - - - - - -
FPtelea trifoliata (corteza) (Rutaceae) - - - - - +++ -
- - - - - + -

Ptelea trifoliata (madera) (Rutaceae)

Pteridium arachnoideum (Dennstacdtiaceae)
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Cuadro 30. Resuitados obtenidos con el método de difusién en agar para los extractos de ias plantas objeto de
estudio con los diferentes microorganismos de prusba (Continuacién).

Microorganismol S. aureus| B. subtilis| E. coli{ P. aeru-| A. nigar] T. menta- C.
ginosa grophytes| albicans
Extracto
Ratibida latipalians (Asteraceas) - ++ - - - ++ ~r
Stenorrynchus fanceolatus (Orchidaceas) +++ ++t - - - + +
Swietenia humnillis (Meliaceae) - - - - - - -
Toumnefortia hirsutissima (Boraginaceae) ™ - - - - - 44 -

*Extracto Cloroférmico

+ Poco active {inhibicién an 25% de la placa)
++  Medianamente antiva (inhibicion en 50% de la placa)

+4++  Activo (inhibicién en 75% de la placa )

++++ Muy activo (inhibicion en el 100% de la caja)
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6.1.3. Determinacién de ia actividad antimicrobiana cualitativa por el método de
difusién en agar utilizando como reservorio discos de papel.

Los exiractos que demostraron aclividad en e! método de difusion en
gradiente se evaluaron posteriormente mediante el método de difusién en agar
utilizando discos de pape! como reservorio y los antibidticos apropiados como
contro! positivo.

Se midieron los halos de inhibicién generados por el extraclo sobre el
crecimiento de cada uno de los microorganismos de prusba (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Trichophyton mentagrophytes) comparando estos con
los halos de inhibicion generados por el control positivo seleccionado a partir de
la determinacién de la concentracidn inhibidora critica (Figura 5). La
concentracion del antibidtico empleada fue mayor a la concentracitn inhibidora
critica. A fin de garantizar la difusién de la cantidad de antibiético que cause un
halo de inhibicion significativo y que sea similar a la concentracién inhibidora
minima (GIM) {Linton, 1983).

Las concentraciones del extracto evaluadas fueron de 500 y 1000 pg/mi,
considerando que en el ensayo preliminar se .empleé una concentracién de
img/mi de agar y que un exiracto e considera activo a concentraciones
menores de 1img/m! (Rios, et al,1988). Las respuestas generadas se
compararon con el control respectivo adecuado. Los resultades se presentan en
el Cuadro 31.

Al comparar fos resultados de Jos Cuadros 30 y 31 se encuentra que de
los seis extractos que presentaron actividad contra Bacilfus subfifis por et
método de difusion en agar utilizando un gradiente de concentracion, sélo dos
de ellos mostraron actividad considerable en ef mélodo de difusion en disco,
Estos dos extractos activos son el extracto metandlico de Datura lanosa y el

extracto cloroférmico de la corteza de Malmea depi2ssa.
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En el caso de Staphylococcus aureus, de los nueve extractos que
presentaron resultados positivos en la prusba cualitativa preliminar sélo tres
especies presentaron actividad significativa en el método de difusién en disco.
Estos incluyen el extracto cloroférmico de la corteza de Malmea depressa y ios

- extractos metandlicos de Heliopsis longipes y Datura lanosa.

En el caso de Trichophyton mentagrophytes, de los 17 extractos que
mostraron actividad en la prusba preliminar sélo cince mostraron buena
actividad eﬁ el mélodo da disco en papel. Estos extractos incluyen e! extracto
cloroférmico de Malmea depressa (corteza), los extractos metandlicos de Datura

lanosa, Helianthella quinquenervis, Heliopsis longipes e Hyptis verticillata.

Cuadro 31. Didmetros de la zona de inhibicién {(mm) desarrollados por los

extractos activos en la prueba de difusién en agar

Microorganismo de prusba: Staphylococcus aureus.

Conc. del Conc.del | . Control
Extracto extracto exfracto positivo
100049 500 ug

Hyptis verticillata (2a. colecta} 15 13 29
Heliopsis longipes 26 22 30
Metopium brownei (madera) 13 13 29
Stenorrynchus lanceolatus 13 13 32
Geranium niveum 14 13 31
Malmea depressa (Corteza)* 19 15 31
Malmea depressa (Corteza) 13 13 33
Datura lanosa 23 20 32

Control positivo: ampicilina (1 ug) (Didmetro del disco 13 mm).
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Cuadro 31. Didmetros de la zona de inhibicién (mm) desarrollados por los
extractos activos en la prueba de difusién en agar {(Continuacién)

Microorganismo de prusba: Baciflus subtilis.

Conc, del Cong. del Control
Extracto extracto 1000y | extracto 500ug | positivo
Stenorrynchus lanceolatus 15 13 25
Dalura lanosa 26 20 30
Ralibida latipaleans 16 14 25
Malmea depressa (corteza) 16 13 26
Malmea depressa (corteza)* 21 19 25
Control positivo:Estreptomicina (10 pg)
Microorganismo de prueba: Trichophyton mentagrophytes.
Extracto Conc. de! Conc. del Control
extracto 1000ug | extracto 500 pg | positivo
Ptelea trifoliata (madera) 17 13 21
Ptelea trifoliata (corteza) 15 13 21
Stenorrynchus lanceolatum 13 13 21
Dysodia papposa 16 13 19
Dysodia papposa* 16 14 20
Malmea depressa (corteza) 15 13 23
Malmea depressa (corteza)* 33 22 22
Malmea depressa (madera)* 16 13 18
Datura lanosa 18 16 18
Tournefortia hirsutissima* 17 15 17
Helianthella quinquenarvis 33 22 22
Heliopsis longipes 22 16 22
Geranium niveum 13 13 18
Ralibida latipaleans 16 14 21
Cnidosculus fehuacanensis 16 14 18
Hypfis verticillata (2a. colecta) 18 13 17

Control positivo Griseofulvina(8 pg)

(Pidmetro del disco 13 mm),*Extracto cloroférmico,
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Figura 5. Diametros de las zonas de inhibicién (mm) desarrollados por
los extractos activos en la prueba de difusién en agar.



6.1.4. Determinacién de la Concentracién Inhibidora Minima (CIM) por el
método de dilucién.

Con la finalidad de cuantificar la aclividad antimicrobiana de los extractos
que demostraron una actividad significativa en la prusba de difusion en agar, se
determind la concentracidn inhibidora minima (CIM) mediante el método de
dilucién en caldo, en el caso de las bacterias y el método de dilucién en agar,
en el caso de Trichophyton mentagrophytes. De manera adicional, en el método
de dilucion en caldo se determiné si la concentracion inhibiteria minima del
extracto evaluado presentaba un efecto bactericida o bacteriostatico. Los

resultados obtenidos en este procedimiento se muestran en e} Cuadro 32.

Cuadro 32, Determinacién de la Concentracién Inhibidora Minima (CIM) de
las especies que resultaron activas en el ensayo de difusién.

CROORGANISMO { B, sublilis | S.aureus |T. mentagrophytes
EXTRACTO
Ptelea trifoliata (madera) - - 750
Plelea trifoliata {corteza) - - 750
Stenorrynchus lanceolatus 1000 >1000 >1000
Dyseodia papposa - - 1000
Malmea depressa (corteza) 450 - 1000
Malmea depressa (corteza)* 160 400 300
Bacteriostatico
Malmea depressa {madera)* - - 1000
Datura lanosa 80 230 >1000
Bactericida | Bactericida
Tournefortia hirsutissima* - - 750
Heliantella quinquenervis ? ? 300
Heliogsis longipes - 400 80
Geranium niveum - >1000 >1000
Ratibida latipaliaris 900 - 900
Cnidosculus tehuacanensis - - 400
Hyplis verticillata - - 700
*Extracto cloroférmico.
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El extracto de Datura lanosa presenta una actividad selectiva contra las
bacterias gram positivas estudiadas. Por ofra parte, los extractos de Hyptis
verticillata y Cnidoscolus tehuacanensis y Helianthella quinquenervis
presentaron una actividad especifica contra Trichophyton mentagrophytes.
Malmea depressa presenté actividad contra las bacterias gram positivas y
contra &l dermatéfito. Por Gitimo el extracto de Heliopsis longipes demostro
actividad contra Staphylococcus aureus y Trichophyton mentagrophytes. Por lo
tanto se puede concluir que estas seis espacies constituyen candidatos idéneos
para la obtencién de agentes antisépticos de origen vegetal mediante estudios
fitoquimicos biodirigidos.

En el presente trabajo se encontraron ciertas discrepancias entre los
resultados de 1a actividad antimicrobiana obtenidos para las especies Lepidium
virginicum (Avila et al.,1993), Heliopsis longipes (Romero et al,, 1989), Ptelea
trifoliata (Mitscher et al., 1975), Ratibida latipaliaris y Hyptis verticillata (Rojas et
al., 1992} y los descritos con anterioridad para las mismas. Asi el extracto de
Lepidium virginicum demostré previamente agtividad antimicrobiana contra
Escherichia coli (Avila et al.,1993) misma que no fué posible reproducir en el
presente trabajo. Por otra parte, Romero y colaboradores (1989) evaluaron el
extracto alcohblico de Heliopsis longipes, el cual’ presentd actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli y Staphylococcus. aureus. En la presente
investigacion solamente se encontré actividad contra la bacteria Gram positiva.
Hoffman y colaboradores. (1993) estudiaron la actividad antimicrobiana de
Plumbago scandens y describieron actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Baciflus. subtilis, y Candida albicans. Sin embargo, en el
presente trabajo no se encontrd actividad antimicrobiana contra ninguna de

estos microorganismos.

102



En el caso de los extractos de Ratibida latipaliaris Rojas y colaboradores
(1992) encontrardn actividad contra Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Bacillus subtilis, Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, en el
presente trabajo Ratibida latipaliaris demostré actividad solamente contra
Bacillus sublilis. En el caso del extracto de Hyplis verticilata se encontré
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtih‘s,
Aspergillus niger y Candida albicans confirmandose la actividad antimicrobiana
solo en las bacterias gram positivas y en la levadura. Es altamente factible que
las diferencias encontradas para estas dos especies'se deban a que en las
investigaciones previas, los extractos se evaluaron a concentraciones mayores
(20 mg/ml) que las ensayadas en este trabajo (1000 y 500 pg/ml).

El extracto etandlico de las partes aéreas de Plelea frifoliata fue evaluado
por Mitscher y colaboradores (1975) quienes demostraron que el extracto posee
actividad antimicrobiana contra Mycobacterium smegmatis y contra Candida
élbicans. en este trabajo se evalué el extracto metandlico de la corleza de esta
aspecie y no se encontrd actividad contra la levadura, en cambio se encontré
actividad antimicrobiana contra Trichophyton mentagrophytes.

En general, 1as diferencias de actividad antimicrobiana encontradas para
las especies Lepidium virginicum, Heliopsis longipes, Plelea trifoliata, Plumbago
scandens, Hyptis verticillata y Ratibida latipaliaris pueden ser debidas a las
variaciones del habitat y del periodo de recoleccién de las plantas. Por lo tanto,
es posible esperar una diferencia en el contenido de los metabolitos
secundarios activos y en consecuencia, un cambio en las actividades bioldgicas

ensayadas en el presente estudio (actividad antimicrobiana).
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6.2, Determinacién de la actividad citotdxica.

La determinacién de la actividad citotdxica potencial se realizé también
en dos etapas. En la primera, se determind el efecto larvicida sobre el crustaceo
Artemia salina (Anderson ef al., 1991). En la segunda etapa los extractos mas
téxicos para Artemia salina se e\}aluaron como citotéxicos en contra de las
lineas celulares HT-29 (adenccarcinoma de colon), MCF-7 (carcinoma de
pecho} y A-549 (carcinoma de pulmon).

Los resultados del ensayo de toxicidad contra Artemia salina se indican
en el Cuadro 33. Diez de los extractos ensayados demostraron buena actividad
debido a que las Clgy eran menor de 200 pg/mi (Anderson et al., 1991). Los
extractos activos incluyen los metanodlicos de llex rubra, Plelea trifoliata
(corteza), Dalura lanosa, Geranium niveum, Conyza filaginoides, Hyptis
verticillata, Heliopsis longipes, Helianthefla quinquenervis y Malmea depressa
(corteza), y el extracto cloroférmico de Malmea depressa (corteza).

Considerando que 8! ensayo de Artemia salina se ha empleado en
diversas ocasiones para detectar extractos c.itoléxicos y para monitorear
estudios biodirigidos conducentes a la obtencién de compusstos potancialmente
antitumorales (Anderson et al., 1991; McLauhglin et al.,, 1991; Wah, 1993.), se
decidié evaluar la actividad citotdxica de los extractos de ilex rubra, Geranium
niveum, Dyssodia papposa, Malmea depressa (corteza, extracto cloroférmico),
Heliantella quinquenervis, Datura lanosa y Heliopsis longipes. Los resultados se
presentan en el Cuadro 34. Se pueds concluir que la especie de Helianthella
quinquenervis presenta una buena actividad en contra de las células MCF-7 y
las especies de llex rubra y de Geranium niveum muestran actividad marginal
contra las lineas celulares de HT-29 y A-549, ya que los valores de DEgq fueron
cercanos a 20 pg/ml (Anderson et al., 1992; Suffness y Pezzuto, 1991).
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Cuadro 33.Resultados del bioensayo con Artemia salina

Especie vegetal LCqp (pg/ml)

Elytraria imbricata >1000
Perityle batopilensis >1000
Plumbago scandens >1000
llex rubra 40.63
Cardiospermum corindum >1000
Plelea tifoliata (Corteza) 63.08
Datura lanosa 68.86
Ciganitia mexicana >1000
Dysodia papposa 50.12
Dysodia papposa * 40.01
Gearanium niveum 86.46
Parityle batopilensis* B15.21
Anmedera scandens 430.82
Galphimia glauca >1000
Kohleria deppeana >1000
Swislenia humillis >1000
Plelea trifoliata (madera) >1000
Tournefortia hirsutissima >1000
Acalypha phlecides >1000
Bunchasia lindeniana (hoja) >10G0
Bunchosia lindeniana (talio) >1000
Toumnefortia hirsutissima * >1000
Canyza filaginoides 342.05
Lepidiurn virginicum >1000
Cammelina erecia >10G0
Cnidosculus herbaceus >1000
Cnidosculus tehuacanensis 662.53
Hyptis vericilfata 81.69
Heliopsis longives 58.65
Pleridium arachnoideum >1000
Helliantela quinquenervis 6.90
Matopium brownei (madera) 214.00
Mefopium brownei (coreza) 104.00
Malimea depressa (corteza) >1000
Malmea depressa (contaza) * 62.46
Malmea depressa {madera) >1000
Malimea depressa (madera) * 235
Stenonyrichus lanceolatum >1000

*Extracto clorofoamico.
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Cuadro 34, Resultados de los ensayos de citotoxicidad contra tres lineas
celulares,

Extracto DEqg, (ug/mi)
Linea celular
HT-282 MCF-7b A-549C
lex rubra . 28.33 49.13 31.28
GeraniuMm niveum 29.33 84.65 . 49.89
Malmea depressa (Corteza) * 20.96 20.86 20.57
Helianthelia quinquenervis >100 13.10 36.46
Dysodia papposa ) 30.26 46.24 50.46
Datura lanosa - - i
Heliopsis longipes. - il o
Lunidonina 48.57 50.49 47.25
DEg, Dosis efectiva 50.

8pdenocarcinoma de colon humano, PCarcinoma humano de pecho, Carcinema de pulmén
humano
*Exiracio cloroférmico. **En espera de resultados.

6.3 Aislamiento y Caraclefizacién de fa lunidonina de la corteza de Ptefea

trifoliata.

A partir de} sxtracto metandlico de la corteza de Pfelea trifoliata se
obtuvieron 984.4 mg de un sdlido cristalino que se caracterizé como la
lunidonina, alcaloide quinolinico obtenido previamente de esta especie
(Szendrei et al.,, 1974).

Como el extracto demostré toxicidad para Artemia safina (Clgg 63.08
ug/ml), se realizé un estudio biodirigido del extracte preparado a partir de 200 g
del material vegetal, (Cuadro 24, Seccién experimental). En esta ocasion, se
empled la toxicidad contra Artemia salina para monitorear el estudio, Como

método de fraccionamiento inicial se escogid la cromatografia en columna
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abierta sobre gel de silice y como resultado de este proceso se obtuvd una
fraccion activa con una ClLgg de 33.58 pg/m! (Fraccion I, Cuadro 24, seccion
experimental), la cual contenia a la lunidonina (CLgy de 33.81 pg/mi) como el
(nico producto mayoritaric. Para su aislamiento se ulilizd una cromatografia
preparativa en capa delgada siguiendo los procedimientos especificados en la

seccién experimental.

La caracterizaciéon del alcaloide se realizo por comparacion de sus
constantes fisicas y de los datos derivados de los espectros de IR y de TH RMN
con las previamente descritas (Szendrei et al., 1974).

Los datos de RMN de 13C para este producto no estén descritos en la
literatura. Sin embargo, el andlisis detallado del mismo permiti6 comprabar la
designacién estructural previamente reélizado por el grupo de Szendrei (1974).
El espectro de RMN 13C (Espectro 3) mostré sefiales para 17 carbonos,
indicando que dos de ellos son coincidentes deacuerdo con el numero de
carbonos requeridos por la frmula molecular. El analisis del especiro DEPT
(totalmente desacoplado), asi como consideraciones de la tedria del
desplazamiento quimico, permitieron discriminar y asignar sefiales que se
muestran en el Cuadro 37. Un anélisis de difraccién de rayos X permitié
establecer de manera inequivoca la conformacion en estado sélido de este
alcaloide. En 1a Figura 6 se muestra una vista estereoscdpica de la estructura y
claramente se aprecia la coplanaridad de los anillos A, By C. En el Cuadro 36
se presentan estas caracleristicas espactroscopicas y espectrométricas de la
lunidonina.

Considerando la moderada téxicidad de la lunidonina contra Artemia
salina se decidio explorar otras actividades potenciales para este compuesto.

En primer lugar se evalud la potencialidad citotoxica en contra de las lineas
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celulares MCF-7, HT-29 y A-549. Los resultados se indican en el Cuadro 34 y
como se desprende de los mismos, el compuesto carece de propiedades
citotoxicas, ya que en todos los casos los valores de DEgg (Dosis efectiva 50)
fueron mayores de 4 pg/ml (Anderson ef a/., 1991).

Por otra parte se evalud la actividad potencial de la lunidonina como
agente - antiprotozoario. Los ofganismos seleccionados con base a su
disponibilidad fueron Giardia lamblia y Entamoeba hystoliica. Las evaluaciones
correspondientes se realizaron en la Unidad de Investigacion Clinica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria, del Centro
Médico Nacional Siglo XXI bajo la direccién del Dr. Roberto Cedillo Rivera. Las
evaluaciones se efectuaron de acuerdo a los protocolos previamente descritos
(Cedillo-Rivera, e! a/,1992 a, 1992 b, 1992 c). Los resultados de las
evaluaciones se indican en el Cuadro 35. Cabe hacer notar que los ensayos
efectuados se basan en la medida de la viabilidad de los trofozoitos de ambos
protozoarios en presencia de los compuestos de prueba. De acuerdo a los
resultados del Cuadro 35 es evidente que la lunidonina es inactiva en contra de
los dos protozoarios. '

Cuadro 35. Susceptibilidad de Gfardia lambiia y Entamoeba hystolitica a la
tunidonina.

Compuesto Clgg (ng/ml)
Entamoeba hystolitica Glardia lamblia
Lunidonina 79.67 129.405
Metronidazol 0.05 0.21

CI5o Concentracién inhibitoria 50.
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‘Guadro 36, Constantes fisicas y espectroscdpicas de la lunidonina,

Férmuta molecular: C47H{gNQs

Punto de fusién: 107-109 °C

IR KBr {cm -1) 1702, 1644, 1604, 1474, 1366, 1258

{Espectro 1)

RMN 'H DMSO-dg, 300 MHz {ppm) 7.42 (d, J=9 Hz, H-5), 6.88 (d, J=9 Hz, H-B),

(Espectro 2) 6.07 (s, OCH,0), 3.82 (s, OCH3), 3.82 (s,
NCHa), 3.79 (s CH-1"), 2.87 (sep, J=10.5 Hz,
CH-3'), 1.18 (d, J=7 Hz,CH3-4' y CHj-5")
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Cuadro 37. Sefales observadas en los espectros de 13C RMN.

(Espectros 3 y 4).
Tipo de Carbono Senales
CH3- Dos metilos alifaticos: § 18.77 (C 4'y C5'")

Un N-metilo: § 33.25 (C 7')
Un Oximetilo: § 62.75(C6')

CHa- Un metileno unido a carbeno aromético; § 37.87 (C1')

Un metilendioxi: 5 102.82 (C 8)

CH- Dos metinos aromaticos: 5 106.23 y 119.48 (C6 y C5)
Un metino alifatico: § 42.05 (C3')

C- Seis sefiales en la zona de carbonos arométicos: 5 115.24
(C-3), 5115.76 (C-4a), § 126.80 (C-8a), 5 135.20 (C-4),
§151.31(C-7), 5 164. 04 (C-B),.

C= Un carbonilo de lactama § 165.42 (C2)

Un carbonilo de cetona §214.17 (C2")

De manera adicional se aisl6 un sélido blanco caracterizado como

manitol, al ser comparado con una muestra auténtica .
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333

Figura 6. Vista estereoscépica de la estructura de la lunidonina,
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7. CONCLUSIONES.

1. El ensayo preliminar de dilucién en agar de los exiractos de las
especies objeto del presente estudio permitié detectar 16 especies vegetales
con actividad antimicrobiana contra los diferentes microorganismos de prueba,

En una segunda etapa, al realizar la determinacién antimicrobiana
cualitativa por el método de difusion en agar se detectaron diez especies con
actividad antimicrobiana (Plelea trifoliata, Dysodia papposa, Malmea depressa,
Datura lanosa, Tournefortia hirsutissima, Helianthella quinquenervis, Heliopsis
longipes, Ratibida latipaliaris, Cnidosculus tehuacanensis e Hyplis verticillata).

La cuantificacién de la actividad antimicrobiana de los nueve extractos
més activos permiti6 detectar cinco especies con propiedades antisépticas
significativas. Estas especies incluyen Datura lanosa, Malmea depressa,
Heliopsis longipes, Helianthella quinquenervis y Cnidosculus tehuacanensis. Las

~cuales constituyen candidatos idéneos para la obtencidn de principios activos
con propiedades antisépticas mediante procedimientos Dbiodirigidos de

investigacion fitoquimica.

2. La determinacién de la toxicidad para el crusticeo Artemia salina
permitié detectar diez especies con posibles actividades biblogicas mas
complejas: llex rubra, Plelea trifoliata, Datura lanosa, Dysodia papposa,
Geranium niveum, Conyza filaginoides, Heliopsis longipes, Helianthella
quinquenervis, Metopium brownei y Malmea depressa.

Los extractos de Datura lanosa, Heliopsis longipes y Dysodia papposa no
mostraron actividad citotéxica contra las lineas celulares ensayadas que
incluyen HT-29 (Adenocarcinoma de colon), MCF-7 (Carcinoma de pecho) y A-

549 (Carcinoma de pulmén). Por olra parte, los extractos de ffex rubra,
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Geranium niveum y Malmea depressa demostraron actividad citotoxica marginal
para dichas lineas celulares, El extracto de Helianthella quinquenervis demostré
actividad citotoxica especifica contra la linea celular MCF-7. Por lo tanto estas
especies constituyen candidatos idéneos para la obtencién de principios activos

citotoxicos mediante procedimientos biodirigidos de investigacion fitoquimica.

3. El fraccionamiento biodirigido mediante la determinacion des la
toxicidad para Arfemia salina de! extracto metandlico de Ptelea trifoliata permitié
la obtencién de la lunidonina como uno de los constituyentes activos
mayoritarios presentes en las fracciones tdxicas para Artemmia salina de esta
planta medicinal. El andlisis de difraccion de rayos X permitio establecer de

manera inequivoca la estructura en estado solido de este alcaloide.

4. El alcaloide lunidonina resultd inactivo como agente potencial

citotéxico y antiprotozoario.
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