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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales,
Unidad de Investigacion Interdisciplinaria de Ciencias de la Salud y la Educacion del Campus
Iztacala de la UNAM, con los objetivos de: 1) evaluar la actividad antimicrobiana in virro de
Tanacetum parthenium contra las enterobacterias Escherichia coli, Salmonella thyphi, Shigella
boydii, Enterobacter agglomerans y 4 cepas de la vibrionacea Vibrio cholerae y 2) aislar e

identificar el o los principios activos presentes en 7. parthenium.

La investigacion consistié en la obtencion de los datos etnobotinicos mas importantes,
evaluacién del potencial antimicrobiano de los aceites esenciales y aislar e identificar el o los

componentes activos.

En los resultados se demostré que existe actividad antibacteriana en el aceite esencial, a
éste se le determind su concentracion minima inhibitoria y su concentracion bactericida media,
ademas se obtuvo la curva de supervivencia de £. coli expuesta al aceite. Se aislé como uno de

los componentes activos, el alcanfor.



&M&m,wad&&m

hermots de Iz nalumclesa
Alber! Linalein

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por microorganismos, por su naturaleza epidémica, han sido y
son causa de gran mortalidad entre la poblacion mundial. Por lo anterior, tienen gran
importancia social, y los esfuerzos para encontrar medios para controlarlas han involucrado a un
importante nimero de investigadores. Se considera que el desarrollo de métodos cada vez mas
eficaces para lograr el control de las infecciones y de la contaminacién bacteriana como un gran

aporte cientifico-

La epidemiologia como ciencia se inicia en 1546 cuando Francastorio de Verona, en su
obra De Contagione, describe la naturaleza infecciosa de ciertas enfermedades epidémicas. En la
actualidad podemos definir a la epidemiologia como: el estudio de los factores que influyen
sobre la distribucion de las enfermedades en las poblaciones, incluyendo las enfermedades

infecciosas que son difundidas por gérmenes patogenos (Davis, 19€2),

En 1876, Robert Koch establecio el papel etiologico de las bacterias como agentes
infecciosos y formuld cuatro postulados para la identificacion de agentes patogenos: 1) el
organismo se encuentra en las lesiones de la enfermedad, 2) puede ser aislado en cultivos puros,
en medio artificial, 3) la inoculacién de los cultivos origina en los animales de experimentacion
un proceso parecido a la enfermedad y 4) el agente patogeno puede recuperarse a partir de las
lesiones producidas en los animales inoculados. Con base en estos criterios ha sido posible el

aislamiento de los microorganismos causantes de gran numero de procesos infecciosos.

La identificacion de los agentes patogenos de varias enfermedades, condujo a la utilizacion
de diversos métodos de control, de los cuales, uno de los mas utilizados es la quimioterapia, que
ha permitido un considerable control de muchas enfermedades infecciosas y también ha

disminuido su frecuencia. Los agentes quimioterapicos con accion antibacteriana, se dividen en



bacteriostaticos que inhiben reversiblemente la reproduccién bacteriana y los bactericidas que

ejercen accion letal irreversible (Brock, 197%).

El uso de plantas en el tratamiento de diversas enfermedades, y dentro de éstas las
causadas por microorganismos esta muy extendido, sobre todo en los paises no industrializados
(Hamburger, 1991} En México existe una tradicion herbolaria que se remonta a la época prehispénica

y que se complementd, con las plantas que fueron introducidas por los conquistadores europeos

(Lozoya, 19%7),



ANTECEDENTES
BACTERIAS

Los organismos unicelulares se dividen en dos grupos basandose en su complejidad. Los
organismos protistas como protozoarios, algunos hongos y la mayoria de las algas son
eucariontes al igual que las células de los hongos pluricelulares, las plantas y los animales, es
decir su nucleo se encuentra rodeado por una membrana nuclear, multiples cromosomas en el
interior de cada nucleo y un aparato mitotico que garantiza la equiparticion de los elementos
resultantes de replicacién cromosomica entre los nicleos hijos. Por el contrario, las células de las
bacterias y de las algas verdeazules son denominadas procariontes en las cuales el nicleo esta
constituido en realidad por un Gnico cromosoma carente de membrana nuclear. Las células
procariontes carecen de organelos cubiertos de membrana, como son las mitocondrias. Aunque
en su interior las bacterias sean mas simples que las células animales, su estructura superficial es
mas compleja, ya que comprende una pared celular rigida que rodea a la membrana plasmatica.
Esta pared protege a las células de posibles lesiones mecanicas. Ademas, considerando que el
metabolismo de estas células requiere un elevado contenido intracelular de ciertas sales y
metabolitos, la pared celular evita la rotura osmotica de la bacteria cuando ésta se encuentra en
medios hipotonicos. Ademas de la pared dependen muchas de las caracteristicas taxonomicas
bacterianas: su morfologia, su principal divisién en bacterias gramnegativas y grampositivas y
las propiedades antigénicas especificas en que se basa su clasificacion y las interacciones entre

los gérmenes patogenos y su huésped.

Existen dos formas morfologicas principales de bacterias, los organismos mas o menos
esféricos llamados cocos que a su vez se subdividen en: a) diplococos- agrupados en pares, b)
estreptococos- en cadenas c) estafilococos- en racimos y d) sarcinas- tétradas o aglomeraciones
cibicas; y el de los bacilos que tienen forma de bastones que se subdividen en: a) cocobacilos-

bastones extremadamente cortos, b) bacilos fusiformes- mas delgados en sus extremidades,



c) bacilos fusiformes- forma de fibra y formas filamentosas y d) vibriones o espirilos- formas

curvas.

Para ocupar la totalidad de los posibles nichos ecoldgicos, los procesos evolutivos que han
afectado a las bacterias, han producido organismos capaces de sobrevivir utilizando las fuentes
alimenticias mas dispares, por otro lado, la accion de estos microorganismos tiene un papel
importantisimo en los ciclos biogeoquimicos y en la descomposicion de la materia organica. La
energia procedente de todos estos combustibles esenciales adquiere utilidad al convertirse en
adenosin trifosfato (ATP). El ATP interviene en Ja mayoria de los procesos de transferencia de
energia y sirve para acoplar los procesos catabolicos (procesos degradativos, en los que se libera

energia) con los anabolicos (reacciones de biosintesis).

Existen tres vias principales para la produccion de ATP: a) fermentacion, b) respiracion y

¢) fotosintesis.

Actualmente Ja fermentacion la podemos definir como un proceso metabolice en el cual la
energia procede de compuestos organicos que actuan tanto de dadores como de receptores de

electrones.

v

Los procesos energéticos de la fermentacion pueden estudiarse desde varios puntos de
vista. Cabe describirlas desde un punto de vista termodinamico, debido a que los productos
resultantes tienen un contenido energético inferior al de los sustratos. Asi, la diferencia molar de
energia libre (AF) entre un mol de glucosa y dos moles de lactato (a pH neutro) es de 58 kcal.
Esta diferencia se debe principalmente, al menor nivel energético del grupo carboxilo (-COOH),
de su producto de descarboxilacion (CO,) y del agua, en comparacion con los mismos atomos
situados en un grupo carbonilo o en un grupo hidroxilo. Por consiguiente, desde el punto de vista
de la energia de enlace, la fermentacion puede interpretarse como un reagrupamiento de atomos
de H y de O en moléculas inorganicas, para producir grupos carboxilos (fermentacion lactica) o

para dar lugar a C(}2 (fermentacion alcoholica).



Desde el punto de vista del metabolismo intremediario, el problema principal se centra en
la producciéon de secuencias metabolicas en las que las reacciones que se producen
espontaneamente vayan acompafiadas de la produccion de ATP. Para ello es necesario que se
forme, en primer lugar, un fosfato organico cuya energia de hidrélisis (-AF) sea superior a las -8
kcal que se liberan al trasformarse de ATP a ADP + Pi; en tal caso, una enzima puede transferir
en forma exergonica el grupo fosfato desde el dador al ADP (es decir un proceso inverso al que

se produce en una reaccion de fosfocinasa).

Las bacterias se clasifican en distintos grupos, segtin la accion que el oxigeno desarrolle en

su crecimiento y metabolismo.

1.- Los aerobios obligados necesitan oxigeno y les falta la capacidad para realizar

fermentaciones.

2.- Los anaerobios obligados, pueden crecer sdlo en ausencia de oxigeno. Un subgrupo,
llamado microaerdfilo, incluso crece mejor en presencia de O, a baja tension; pero no se

desarrolla a la tension de O, existente en el aire.

3.- Organismos facultativos: crecen tanto en presencia de oxigeno como en su ausencia y

pasan en la presencia de oxigeno, a un metabolismo de tipo respiratorio.

4.- Anaerobios aerotolerantes: se trata de organismos parecidos a los facultativos, ya que
pueden crecer en presencia o en ausencia de oxigeno, pero su metabolismo es siempre de tipo

-fermentativo.

Los aerobios obligados y los organismos facultativos que desarrollan un metabolismo
respiratorio poseen una cadena completa de transporte de electrones, en la cual estos circulan
desde el DPNH (o directamente desde algunos pocos sustratos, tales como el succinato o el
lactato) a una flavoproteina y de aqui a través de algunos citrocromos, se dirigen al oxigeno; el

ATP se genera en el proceso acompaiiante que consiste en la fosforilacion oxidativa. Sin



embargo, los organismos estrictamente fermentativos carecen en general, de la mayoria de los
citocromos. Desde el punto de vista energético la respiracion es mucho mas eficiente que la
glucolisis, ya que da lugar a 10 veces mas energia libre (AF) y a la produccion de una cantidad
mayor de ATP, que es 19 veces mayor que la obtenida por mol de glucosa metabolizado por

medio de la glucolisis.

En los procesos metabolicos anteriores, las sustancias utilizadas son compuestos organicos,
los cuales se forman en la naturaleza por accion de los animales o de las plantas. Por esta razon,
esta forma de metabolismo recibe el nombre de heterotrofico (alimentarse a expensas de otros
organsimos). Sin embargo, ciertos microbios no dependen de los compuestos organicos, sino que
utilizan distintas fuentes energéticas y emplean esta energia para reducir el CO, y transformarlo

en compuestos organicos necesarios para su crecimiento (autotrofos).

Los procesos autotroficos pueden dividirse en dos clases: 1) La fotosintesis que obtiene
energia a partir de Juz visible y que se desarrolla en las algas y en las bacterias pequefas, asi
como en las plantas superiores. La fotosintesis microbiana en las capas superficiales del oceano y
los lagos es desarrollada por las algas y abarca casi la mitad de la fotosintesis terrestre total. 2)
La quimioautotrofia (quimiosintesis) obtiene la energia de la respiracion de dadores de
electrones inorganicos. Este tipo de metabolismo se observa solo en las bacterias llamadas
litotrofas (griego, lithos, piedra). Algunos organismos emplean 02 en su transporte de electrones,
mientras que otros utilizan distintos aceptores de electrones. Las bacterias autotroficas que
oxidan el H2 pueden utilizar con frecuencia de la misma forma, compuestos simples de carbono
tales como el CO, CH, HCHO o CH,OH. Puesto que estos compuestos son organicos por
definicion su utilizacion no concuerda con la definicion inicial de autotrofia. En este caso se
definiria la autotrofia como la utilizacion del C()2 como fuente principal de los compuestos

Organicos.



ENTEROBACTERIAS

Las enterobacterias como grupo presentan uno de los mayores indices de desarrollo de
resistencia a antibacterianos y por otra parte son una de las mayores causas de morbilidad en
México por las enfermedades de tipo gastrointestinal que provocan. Las principales
caracteristicas morfologicas, patologicas y de sensibilidad de este grupo de bacterias se presentan

en la figura 1.

Las enterobacteriaceas constituyen una familia de bastones gramnegativos capaces de
crecer en condiciones aerobias o anaerobias; estos organismos se encuentran normalmente
formando parte de la flora (o de los microorganismos patogenos) del intestino de los

vertebrados, aunque algunos de sus géneros son saprofiticos o parasitan a ciertas plantas.

Una de las diferencias mas importantes establecidas dentro del grupo de estos
microorganismos se basa en la capacidad de fermentar y en la capacidad de utilizar azicares a

través de la via oxidativa o en la incapacidad absciuta para utilizar estas sustancias.

Entre los organismos fermentativos se incluyen tanto los géneros que resultan inocuos
cuando se hallan presentes en el conducto intestinal como los géneros patogenos de las

enterobacteriaceas.

La mayoria de los organismos no fermentativos producen una oxidacion de la glucosa
(Pseudomonas y otros géneros), existen algunos microorganismos incapaces de utilizar la

glucosa u otros hidratos de carbono (Alacaligenes y ciertas cepas de Acinctobacter).

Sin embargo, la aparicion de los antibiéticos y la mayor supervivencia de pacientes que
presentan una disminucion de sus respuestas inmunitarias ha dado a lugar a que los organismos
fermentativos no patogenos se encuentren con una frecuencia cada vez mas elevada como

agentes que dan lugar a infecciones oportunistas (que en algunos casos, pueden ser graves).



ESPECIES BACTERIANAS

Familia

Enterobacteriaceae

LEscherichia coli

Salmonella typhi

Shigella boydii

Enterobacter
agglomerans

Vibrionacea

Vibrio cholerae

V. cholerae El Tor

Caracteristicas

Bastones gram ne-
gativos, Capacidad
de crecimiento ae-
robio y anaerobio,
no forman esporas,
flagelos peritricoti-
cos.

Especie predomi-
nante del intestino
£rueso como co-
mensal, cepas pato-
genas con capacidad
Invasora.

No fermentan la
lactosa ni la saca-
rosa, son invasoras.
Falta de movilidad,
no son iNvasoras.

Habitat; suelo, pro-
ductos lacteos, agua,
cloacas, intes-tino
humano. Opor-
tunistas.

Bacilos curvados
(vibriones), gram
negativos, un
flagelo polar, 34
especies
Produccion de una
enterotoxina muy
potente. Solo afecta
al hombre.

Biotipo productor
de una hemolisina
soluble

Enfermedades

Infecciones de la
vejiga y rifiones,
Diarrea aguda en
infantes

Fiebre tifoidea

Alteracion
intestinal.

Infecciones
secundarias.

Colera.

Sensibilidad a
firmacos

Sulfamidas, ampi-
cilina, cefalospo-
rinas, tetraciclinas,
carbenicilina

Cloranfenicol

Ampicilina, tetraci-
clinas, estreptomi-
cina, sulfamidas,
ka-
namicina,cloranfeni
-col, acido
nalidixico, colistina
Cefalotina,
ampicilina

Tetraciclinas

Figura 1.- Cuadro sindptico con las caracteristicas principales de las especies bacterianas
utilizadas en el presente trabajo (Tomado de Davis, 1982; Joklik, 1986; Jensen, 1987; Brock,

1978)




La clasificacion genérica se basa en una serie de caracteristicas bioquimicas, mientras que
otras caracteristicas bioquimicas y la determinacién de la estructura antigénica permite una
clasificaciébn mas especifica. Los distintos géneros y especies de este grupo pueden ser
identificados a partir de su capacidad para fermentar ciertos substratos (p. ej. citrato) como tnica
fuente de carbono y por generar productos finales caracteristicos (p. ej. el indol a partir de
triptofano, amoniaco a partir de la urea y sulfuro de hidrogeno). La identificacion final a nivel de

especie se basa en su estructura antigénica ¥ 172,

VIBRIO CHOLERAE

Aunque en un principio se incluia a los vibriones dentro de las enterobacterias, se han
determinado diferencias que permiten clasificarlos como familia independiente, de las 34
especies que constituyen a la familia Vibrionacea, es V. cholerae la que posee mayor capacidad
patogénica. V. cholerae se diferencia de las enterobacteriiceas en distintos aspectos. 1) Aislados
en fresco su forma es parecida a la de una coma y no a una varilla recta, aunque, después de
cultivos repetidos, adopte la forma de los bacilos entéricos. 2) Se trata de un organismo oxidasa-
positivo. 3) Crece extraordinariamente bien en medios excesivamente alcalinos (pH 9 a 9.6) para
el crecimiento de otras bacterias; sin embargo se trata de un organismo sensible a los acidos, este
microorganismo es rapidamente destruido en cultivos que contengan hidratos de carbono
fermentables (esta propiedad es utilizada para la nomenclatura de medios selectivos para su
aislamiento primario). 4) Producen una neuraminidasa que hidroliza el acido N-
acetilneuraminico, acido sialico que se encuentra en el plasma humano, en diversos tipos de
mucina y en las estructuras superficiales de numerosas células de mamiferos.

El cblera es una enfermedad causada por la bacteria gramnegativa Vibrio cholerae que se
ha propagado desde los pantanos y selvas del actual Bangladesh al resto del mundo. Puesto que
este microorganismo solo ataca al hombre, los desplazamientos de este contribuyen a diseminar

la enfermedad.



Han existido 6 pandemias de colera a partir de 1817, en la actualidad se encuentra en curso la 7*

pandemia, la cual inicio en 1961 y tiene como caracteristicas principales:

1) se inicio en Indonesia y no en Bangladesh;
2) ha completado 30 afios y no muestra signos de remision;

3) se ha extendido a regiones no afectadas desde el siglo pasado como Africa Occidental y

Latinoameérica,
4) el biotipo dominante es El Tor;
5) el serotipo es Inaba;
6) el nimero de paises afectados pasaba de 100 al término de 1991;
7) el hemisferio sur no ha sido respetado;
8) han aparecido otros habitats como e} Golfo de México, Rumania y el sur de 1a Rusia europea,
9) la disponibilidad de vacunas y antimicrobianos no ha detenido la diseminacién por contagio; y
10) la letalidad ha descendido a niveles menores a 1%.

EI contagio del cdlera no es por contacto, sino se debe principalmente a la contaminacion
de las fuentes de agua por las evacuaciones de los enfermos coléricos debido a las deficientes
condiciones sanitarias existentes en las aglomeraciones urbanas y rurales de los estratos sociales
mas bajos, este hecho se demostrd en la ultima epidemia que sacudio al continente

(Kumate, Scpilveda y Gutiémrez. 1993}

latinoamericano, especialmente en Peri. Las principales

caracteristicas de la bacteria se encuentran en la figura 1.

V. cholerae produce una enterotoxina extraordinariamente potente, que ya ha sido obtenida

en forma altamente purificada: se trata de una proteina labil al calor con un peso molecular (PM)



de alrededor de 84,000. Su accion sobre las células epiteliales del intestino delgado da lugar a la

pérdida masiva de liquidos y electrolitos a través del intestino, que caracteriza al colera.
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ANTIMICROBIANOS

La utilizacién de la quimioterapia contra agentes bacterianos patogenos se inici6 en 1935,
cuando en Alemania, Domagk desarrollé el Prontosil, el cual curaba infecciones por
estreptococos de forma espectacular. Aun cuando el Prontosil era inactivo in vifro, otro
investigador Tréfoiiel, demostrd que los pacientes que eran tratados con el colorante, eliminaban
un producto mas simple, la sulfanilamida, que era activa in vivo e in vifro. Posteriormente se

desarrollaron derivados mas potentes de la sulfanilamida, denominados sulfamidas Voklik, 1982)

En 1929, Fleming noté que una colonia contaminante de Penicilliunm notatum, producia
lisis en las colonias estafilococcicas adyacentes al hongo, pero el agente litico era inestable para
ser utilizado en terapéutica, el aislamiento y estudio de la penicilina fue realizado por Florey y

Chain en la Universidad de Oxford (Pavis, 19¥2),

La penicilina fué el primero de los antibiéticos, definidos como agentes antimicrobianos de
origen microbiano. Debido al éxito obtenido con la penicilina, varios investicadores continuaron
la bisqueda de otros antibidticos; a partir de actinomicetos; del género Strepfomyces se aislaron
los aminoglucésidos estreptomicina, neomicina, kanamicina, gentamicina, espectomicina; las
tetraciclinas, y los macrolidos eritromicina, micina, josamicina, oleandomicina, espirimicina,

lincomicina, rosamaricina.

El cloranfenicol también fue aislado de Strepfomyces y fue el primer antibidtico de amplio

espectro (Freeman, 1989)

Otros antibiéticos, las cefalosporinas se aislaron de Cephalosporium acremonium, de las

cuales la principal es la cefalosporina C.

Los antibidticos de naturaleza peptidica como: bacitrina, gramicidina, pristinamicina y

sulfato de polimixina B, del cual la mayoria se han aislado del género Bacillus (Gamed. 1985 Hasta

hoy se han aislado casi 3 000 antibioticos, de los que sélo algunos son eficientes como agentes

13



terapéuticos. De los antibidticos de importancia clinica, solo el cloranfenicol, se produce en

forma sintética a partir de fenona f-nitroacetato (Gamred, 1985)
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La resistencia que presentan las bacterias a los antimicrobianos ha forzado a la busqueda
de nuevos antibioticos para poder contrarrestar con mas eficacia las enfermedades causadas por
las mismas ya que los medicamentos utilizados de manera regular son cada vez menos eficaces.
La resistencia antimicrobiana puede dividirse en dos: natural y selectiva. La natural comprende
el espectro genético primigenio previo a la intervencion generalizada de quimioterapicos y
antibioticos, tiene una base selectiva, resultado de la adecuacion al medio, de las mutaciones
ocurridas al azar durante un lapso evolutivo muy prolongado, de aproximadamente 4 000
millones de afios. La resistencia selectiva se inicia en el presente siglo, cuando el hombre ha
dispuesto en escala antes no considerada, de medicamentos con accion antimicrobiana que han
acelerado vertiginosamente las posibilidades de seleccion, el resultado es una presion selectiva
para interferir con el desarrollo de las clonas sensibles a los antimicrobianos y la facilitacion para
que la flora naturalmente resistente prolifere; por otra parte, las posibilidades de recombinacion
genética microbiana intervienen para facilitar la circulacion de elementos genéticos que puedan
modificar la resistencia natural. Los organismos presentan resistencia a los antibidticos de
acuerdo a los siguientes mecanismos: a) Presencia de una barrera impermeable al antibidtico, b)

Inactivacién metabolica del antibidtico y ¢) Aprovechamiento metabélico del hospedero. (Rumate,

1981).



ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Aunque la principal fuente de antibioticos siguen siendo los microorganismos, algunas
plantas también poseen sustancias con esta actividad. El uso de vegetales para la cura de
enfermedades infecciosas se ha documentado desde hace 5 000 afos, en registros de las

civilizaciones de la India, China y del Medio Oriente. (Hamburger, 1993)

Después de siglos del uso empirico de preparaciones herbales, al iniciarse el Siglo XIX, los
primeros aislamientos de principios activos, marcan una nueva era en el uso de plantas
medicinales y el inicio de la investigacion moderna en las mismas. En la Gltima década, el
interés por drogas extraidas de vegetales, ha tenido un continuo crecimiento, durante este
periodo el consumo de plantas medicinales casi se ha duplicado, en la actualidad, casi el 25% de
las medicinas de patente a nivel mundial contienen algin compuesto activo que tiene su origen
en las plantas. La conciencia ecologica y una creciente demanda por terapias no clasicas, pueden

ser consideradas como las razones principales del actual interés en los preparados herbales.

Basicamente, las plantas medicinales se utilizan en dos formas: a) como mezclas complejas
conteniendo un amplio rango de constituyentes (infusiones, aceites esenciales, tinturas, extractos

y b) como principios activos quimicamente puros (Hamburger, 1991),

Los compuestos puros se utilizan cuando los principios activos de una planta muestran
actividad fuerte y especifica y/o tienen un pequefio espectro terapéutico que requiere
dosificacion precisa y reproducible, mientras que la utilizacion de extractos, tinturas, etc. es
apropiada para plantas que exhiben actividades farmacologicas débiles y/o menos especificas o si

los principios activos de una planta son ain desconocidos.

Todavia falta realizar investigacion sobre plantas que pueden ser fuente de nuevas drogas,
puesto que de aproximadamente 5 000 especies medicinales reportadas, sélo un pequefio

porcentaje se ha investigado fitoquimicamente y la fraccion sometida a pruebas biologicas es atn



™

menor (Hamburger, 1991). En |a siguiente lista se incluyen algunos de los trabajos encaminados a la

busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana.

EJEMPLOS DE COMPUESTOS AISLADOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD

ANTIBACTERIANA
ESPECIE * COMPUESTO ACCION SOBRE REFERENCIA
1.- Lignanos y derivados del Fenilpropano
Cercedyphylum Fenil benzodioxano  Escherichia coli Tada, 1991
Japonicum Bacillus subtillus
Rhynchosia Bifenilos B. subtillus Khan, 1984
suavelons Staphylococcus

aureus

Machaerium Procianidina Pseudomonas Waage, Hedin &
floribundum maltophilia Grymley, 1984
Helycrysum Derivados de Gram positivas y Tomas-Barberan,
decumbens fluoroglucinol y E. coli 1989

H. stochea
H. italicum

Piper sarmentosum

2.- Terpenos

Laurencia chilensia

Psoralea juncea

acetofenona

Fenilpropanoides

3 hidroxi-4-
metilacetofenona

Plicatin-f

E. coli
B. subtillus

S. anreus
E. coli

S. aureus
Mycobacterium
smegmatis

Masuda, 1991

Valdebenito, 1982

Schmitt, 1991
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3.- Glucosidos

Vicia angustifolia

Ipomoea
hahiensis

4.~ Flavonoides

Plantago major

Gossypium arboreum

Agrimonia pilosa
Eleagnus glabra

Psidia trinervia
5.- Quinonas

Karwinskia
humboldtiana

Anona montana

6.- Pterocarpanos

Lrythrina
mildbraedii

Glicoésido-(1-6)-
glucésido

Glucosido
hidroxiacido graso

Glucésido

Gosipetin 8-0
ramnosido
Quercetin 3-0
glucosido 3' 0
glucosido

Derivados de
catequinas

Flavonoides

Flavonoides

Benzocromanos

Anaquinona-A

Pterocarpanos

P. maliophilia

Enterobacter cloacae

S. aureus

B. subtillis
Streptococcus
Jaecalis

E. coli
S. aureus

P. maltophilia
E. cloacae

S. aureus

Proteus vulgaris
S. aureus

Bacillus cereus

§. aureuns
M. smegmatis

B. subfillis
Mycobacterium
Iuteus

S. aureus
M. smegmatis

Waage, 1985

Bieber, 1986

Mitscher, 1988

Waage & Hedin,

1984

Kasai, 1992

Mori, 1987

Wang, 1989

Mitscher, 1985

Wu, 1987

Mitscher, 1988




MECANISMOS DE ACCION DE COMPUESTOS BACTERICIDAS DE ORIGEN
VEGETAL

Aunque se ha aislado un nimero importante de compuestos activos, solo a algunos se les
ha determinado su mecanismo de accién. Dentro de éstos figuran los flavonoides, los taninos y

los terpenos.

Flavonoides.- Se ha visto que existe muerte bacteriana cuando hay flavonas en el medio de
cultivo. Estos compuestos inhiben la sintesis de DNA o RNA bacteriano por intercalacion entre
las bases de la doble hélice debido a que estos compuestos tienen una estructura planar similar a
las bases puricas y pirimidicas ademas de poder formar puentes de hidrogeno con ellas, en este
caso las flavonas que han mostrado mayor inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos son

aquellas que presentan tres grupos OH en el anillo B (por ejemplo la mircetina) “'*™ 7

Taninos.- La accion inhibitoria de estos compuestos se debe a los siguientes efectos:

astringencia, accion sobre membranas y competencia por metales.

a) Astringencia.- Este efecto se ha estudiado de manera exhaustiva en el caso de los
taninos, ya que esta propiedad ha sido utilizada para el curtido de pieles. El caracter astringente
de los taninos puede inducir la formacién de complejos insolubles de enzimas y de substratos
que las bacterias requieren para su crecimiento normal. Se ha observado que muchas enzimas
microbianas se inhiben cuando se mezclan con taninos. Las enzimas en las cuales se ha
observado este efecto son las peroxidasas y las glicosiltransferasas. También los taninos pueden
afectar el metabolismo de los microorganismos como lo sugiere el cambio de morfologia de
Psendomonas fluorescens, Escherichia coli 'y Cellvibrio fulvus que a bajas concentraciones de
taninos en el sustrato forman filamentos o cadenas mientras que Jas células en condiciones de

crecimiento normales crecen de manera individual ®*"* 7?1,
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b) Accion sobre membranas .- Dentro de los efectos deletéreos de los taninos sobre los
microorganismos esta su accién sobre membranas, se-ha demostrado que el acido tanico a
concentracién de 50 mg/l inhibe el transporte electronico membranal de Photobacterium
phosphoreum ®°" )1 3 accion de los taninos en las bacterias puede ser similar a la
observada en fenoles sintéticos (como el o-difenilfencl y difenilalcanos) y compuestos que son

muy utilizados como desinfectantes.

c) Competencia por metales.- Otro mecanismo de toxicidad de los taninos es su capacidad
de formar complejos con los metales. Los sistemas biologicos incluyendo a los microorganismos
son altamente dependientes de los iones metalicos presentes en el medio. Por ejemplo, la
infeccion de humanos por E£. coli se inhibe por la presencia de lactoferrina (encontrada en la
leche humana) la cual forma quelatos con el fierro. Los taninos tienen un efecto similar al de la
lactoferrina, puesto que muchos de estos compuestos presentan mas de dos grupos o-difenol en
su molécula, los que pueden formar quelatos con varios tipos de iones metalicos, como los iones
férricos y capricos. La naturaleza multicatecélica de los taninos, permite la reticulaciéon y con
esto la formacion de un precipitado metal-tanino que de esta forma, torna inaccesibles a los iones

metalicos para el consumo bacteriano.

Terpenos.- La actividad antibacteriana de estos compuestos se debe a que tienen capacidad
de solubilizar la membrana y provocar lisis, este efecto es observado especialmente en bacterias

- wuho, 199
gram negativas &** 177
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LA TRADICION HERBOLARIA EN MEXICO EN RELACION CON LAS
ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

En México existe una tradicion herbolaria, que se remonta a la época prehispanica, el
conocimiento de las propiedades terapéuticas de las diversas plantas es empirico, acumulado en
el curso del tiempo. La informacion sobre plantas medicinales es escasa en comparacion con el
numero de especies. No obstante hallarse documentado el arraigado y antiguo uso que de las
plantas han hecho los mexicanos por mis de cinco siglos, no logramos alin contar con un
inventario amplio y confiable de tales recursos vegetales. Uno de los esfuerzos para subsanar
esta deficiencia fue realizado por el Instituto Mexicano del Seguro Social, por medio de una
encuesta a nivel nacional sobre el uso de plantas medicinales (Lezoya 1987) Con los resultados
obtenidos en la encuesta antes mencionada, se conocio que el 38% de las especies reportadas son
utilizadas para el tratamiento de enfermedades del aparato digestivo. Estos padecimientos son en
su gran mdyoria el resultado de procesos infecciosos, asociados a diversas circunstancias
ecologicas y sociales, que la medicina tradicional pareciera resolver con eficacia utilizando

remedios a base de plantas cuyos efectos no se han estudiado cientificamente (Scpulveda. 1988 y Osuna.

19%9)

De los grupos étnicos que viven en México, uno de los que conservan la tradicion de
utilizar plantas para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales es el de los purépecha. A
pesar de que es conocido el uso de plantas por esta etnia, no existe informacion de que en la
antigiiedad hayan existido jardines botanicos o si es que los hubo no alcanzaron la magnitud de
los que habia en el Valle de México y Cuernavaca (Sepélveda, 1988) Hay en dia, se puede encontrar

informacioén al respecto en la Organizacion de Médicos Indigenas Purépecha (OMIP) (Avila 1993),
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FAMILIA COMPOSITAE

La familia de las compuestas contiene aproximadamente 14000 especies con distribucion
mundial. Son plantas herbiceas o arbustivas, pocas veces arbéreas, con las hojas esparcidas,
raramente opuestas, por lo general mas o menos divididas, sin estipulas pero provistas, a veces,
de auriculas estipuliformes. tienen flores hermafroditas, unisexuales o estériles; la corola,
actinomorfa, tubulosa o zigomorfa, ligulada y se hallan agrupadas de manera diversa en
capitulos, sobre un receptaculo liso o foveolado, nudo o provisto de paleas de diversa condicion,
rodeado en conjunto por un involucro o periclineo formado por bracteas mas o menos
numerosas; a su vez, los capitulos pueden formar inflorescencias en corimbo, cima, glomérulo,
etc. El androceo se compone de 5 estambres epicorolinos con las anteras soldadas en un tubo que
rodea al estilo; este es filiforme, bifido en las flores femeninas o hermafroditas, con las dos
ramitas convexas en su cara externa y planas en la interna, provisto, hacia la parte superior o
externamefe, de pelos rigidos colectores o recorrido a lo largo del borde de la cara interna por
dos estrias glandulares, las llamadas glandulas estigmaticas, que constituyen el verdadero
estigma. Mucho mas corto que los estambres antes de que las anteras lleguen a sazon , el estilo
se alarga rapidamente cuando llegando el momento de la polinizacién, penetra en el cilindro
constituido por las anteras concrescentes y arrastra el polen vertido en él por medio de los pelos
colectores. El endosperma es de tipo celular o nuclear; las antipodas suelen ser numerosas; en
ciertos casos ocurre la apogamia. El fruto es un aquenio, a menudo prolongado superiormente en
un pico o provisto de un vilano de naturaleza muy variada. La semilla es tnica y carece de

albumen.

Comparada con algunas de las otra grandes familias, como la Leguminosae, el nimero de
productos econdmicamente importantes derivados de la familia Compositae es relativamente
pequeiio. La investigacion quimica realizada en afios recientes ha incrementado el interés
medicinal sobre esta familia y en la actualidad poseemos mejor conocimiento de muchos

remedios populares casi abandonados , asi como de plantas hasta hoy no investigadas. Entre
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estas ultimas estan comprendidas algunas que poseen actividad antitumoral o antibacteriana y

otras que constituyen fuentes comerciales de latex cauchifero.
DESCRIPCION BOTANICA DE Tanacetum parthenium

Chrysanthemum parthenium (L.) Berhn. (Martricaria parthenium L., Tanacefum
parthenium (L.) Sch. Bip.) Planta herbécea perenne, muy aromatica al estrujarse, hasta de 80 cm
de alto, pubérula en sus tallos mas jovenes, hojas e involucros, tallos mas o menos ramificados,
erectos, hojas bipinnatifidas, de contorno eliptico, hasta de 8 cm de largo, pecioladas; cabezuelas
por lo general numerosas en paniculas corimbiformes, sobre pediinculos hasta de 8 cm de largo;
involucro subhemisférico, sus bracteas aproximadamente 50, las exteriores lineares, las
interiores oblongas, hasta 4 mm de largo; receptaculo converso o hemisférico; flores liguladas 10
a 21 (o mas en algunas cultivadas), sus corolas blancas, las limiras oblongas, de 2.5 a 8 mm de
largo, de = 1.5 mm de largo, sus corolas amarillas, tubulosas de £ 1.5 mm de largo; aquenios
ci[indricos-, de £ 1.5 mm de largo, provistos de 5 a 10 costillas, glabros, vilano en forma de
corona diminuta. . Alt. 2250-2550 msnm Especie nativa de Europa, frecuentemente cultivada
como medicinal y ornamental; a veces escapada aca y alla. Se le conoce popularmente como
"Santa Maria" y "hierba de Santa Maria"(Rzedowski. 1985) Djstribucion en toda la repiblica ya que

: ; ; inez, 1979
es una planta introducida y solo se le encuentra cultivada "% 177,

ESTUDIOS FITOQUIMICOS Y BIOLOGICOS DEL GENERO TANACETUM

El género Tanacetum pertenece a la Familia Compositae, comprende aproximadamente
145 especies, distribuidas en Europa, Turquia, Rusia y Ameérica; muchos de los estudios
fitoquimicos de Tanacetum se han abocado al estudio de los componentes de los aceites
esenciales, en el analisis fitoquimico del aceite esencial de flores y hojas de 7. cilicium, se aislo
una serie de compuestos, tales como: monoterpenos hidrocarbonados y sesquiterpenos
oxigenados (Themas, 19%9D)  los aceites esenciales de esta especie demostraron propiedades

antibacterianas contra 8. awrens, E. coli, P. aeruginosa, Proteus sp y Salmonella sp, en los
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resultados, la comparacion entre las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MICs) y los
antibidticos de uso comun fueron favorables para el aceite esencial (Thomas. 198%(A) Para T,
corymbosum se realizo un estudio fitoquimico similar del aceite esencial, encontrandose
compuestos parecidos a los de 7. cilicium junto con otros no terpenoides (Thomss, 198%(E))_ pero sélo
se reportaron propiedades anticoagulantes y antifibrinoliticas (Thomas. 198%C)_De 7. argirophyllum
var argirophyllum se aislaron siete lactonas sesquiterpénicas y se demostrd su actividad
antibacteriana contra S. aureus, B. megaterium, B. subtillis y E. coli (Goren. 1990) A T. densum ssp
sivasicum se le aislaron e identificaron lactonas sesquiterpénicas con actividad antibacteriana

contra B. subtillis y Klebsiella pneumoniae y también se evalud su actividad citotdxica (Goren, etal,

1992,

Entre las especies reportadas por los purépecha esta 7. parthenium que es conocida por los
mismos como “aceitilla”. A T. parthenium se le han realizado varios estudios fitoquimicos en los
que se han encontrado los siguientes compuestos: en las estructuras glandulares de las hojas

- - . (Wijeserkera, 1991) v .
grandes concentraciones de lactonas sesquiterpénicas , también se han aislado

Crisantemina A y B, partenolido, resinosina, germacranélidos, guayanolidos y crisantemonina

Tiv 7 3 . “ " . :
(Romo de Vivar. 1970) ademas de tres derivados del pineno y dos enol éter polinas espiroquetales

(Bothmann. 19%2) ' Con respecto a sus caracteristicas terapéuticas se ha reportado para el tratamiento

(Wijeserkera, 1991)
"

de la migrafia, con accion espamolitica y una posible actividad antitrombatica en

cuanto a su actividad antimicrobiana no hay estudios microbiologicos y fitoquimicos previos,

solo se encuentran reportes de su uso en enfermedades de origen bacteriano en diversas partes

(Thomas, 1989(D))

del mundo En Meéxico, existen reportes del uso de T. parthenium como

(Lozoya, 1987) (Osuna, 1989)

espasmolitico y digestivo y también se utiliza la hoja como antidisentérico

De acuerdo a la informacion proporcionada por la OMIP, esta planta es utilizada para el

" . 1. G. Norherto, micmbro de Ia OMIP
empacho, corajes y diarreas & 7 e miemire g 2
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JUSTIFICACION

El estudio de las propiedades antibacterianas de la flora utilizada de manera popular para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales se considera importante por los siguientes

factores:

#Solo una pequeria parte de los recursos vegetales utilizados en la medicina tradicional, se

ha estudiado desde el punto de vista quimico-bioldgico o™ % Vi 1943)

oLas diferentes etnias en México contintian utilizando plantas medicinales como parte de la
medicina tradicional para el tratamiento de este tipo de enfermedades, por lo cual es importante

evaluar si estas plantas presentan o no un efecto antibacteriano.

«Otro factor importante en la busqueda de nuevos antibioticos, es que en especial las
enfermedades del aparato digestivo son resultado en su mayoria de procesos infecciosos (Psun
19%9) Las enfermedades gastrointestinales de origen bacteriano son la principal causa de

morbilidad y mortalidad en México (INEGI 19%9)

»Se requiere de estudios quimicos y microbiologicos basicos de las plantas para: a) aislar e
identificar los componentes activos y b) estudiar las propiedades toxicologicas y farmacologicas

de estos productos naturales.

sLa resistencia desarrollada por los agentes patogenos a los antibioticos de uso terapéutico
comun, la resistencia se ha comprobado en casi todos los agentes patogenos del hombre,
animales y plantas. En el hombre la Entamoeba histolytica y el Treponema pallidium son
excepciones a los demas microorganismos patogenos ya que no se han descubierto cepas

resistentes, (Rumate, 1981),

24



ePor ultimo, por la crisis economica, los recursos vegetales del pais deben de ser
estudiados para afrontar carencias y costos de medicamentos que son cada vez mas dificiles de

adquirir para los sectores de bajos recursos de la poblacion.
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OBIJETIVOS

1) Evaluar la actividad antimicrobiana in vifro de 7. parthenium en contra de las
enterobacteriaceas Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella boydii, Enterobacter

agglomerans y 4 cepas de la vibrionacea Vibrio cholerae.

2) Aislar e identificar, hasta donde sea posible, el o los principios activos presentes en 7.

parthenium,
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Figura 2.- Diagrama de flujo de la presente investigacion, para mostrar la actividad

antibacteriana y el aislamiento y elucidacion del o los principios activos de 7. parthenium.
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METODOLOGIA

1) Colecta

La colecta de los ejemplares de T. parthenium se realizé en el jardin botanico del Palacio
de Huitziméngari, en la ciudad de Patzcuaro, Estado de Michoacan, en las coordenadas 101° 36’
de longitud Qeste y 19°31' de latitud Norte, a una altitud de 2100 msnm (Cana topografica E-14-A-22,
Cetenal, 1979)  e] suelo esta clasificado como lavisol cromico, litosol (Cans Edafoldgica E-14-A-22, Detenal, 1979)
y lecho de basalto (Carta Geologica E-14-A-22, Detenal, 1976) E| clima es del tipo (W2)(W) (Koppen) que

corresponde a templado subhimedo con lluvias de verano y un porcentaje de precipitacion

invernal menor al 5% (Curta de Climas Guadalajara, Coordinacién General de los Servicios Nacionales de Estadistica, G grafia ¢

informdtica, 1973) 3 identificacion de los ejemplares la llevo a cabo la bidloga Edith Lopez

Villafranco, miembro del Herbario Izta de la UNAM Campus Iztacala.
2) Extraccion del aceite esencial

Para la extraccion del aceite esencial de T. parthenium fue utilizado el método de
destilacién por arrastre de vapor, a partir de tallos, hojas y flores lo mas frescas posible

(apéndice I).
3) Bioensayos
Para realizar los bioensayos se utilizo la siguiente metodologia:

a) Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer. (Ensayo cualitativo) (apéndice II).

b) Método de Dilucion en Caldo. (Ensayo cuantitativo) para la obtencion de la
Concentracién Bactericida Media (CBM) y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

(apéndice I1I).

¢) Curva letal: Método adicional para evaluar el efecto letal de un antimicrobiano contra un

microorganismo dado (apéndice IV).

28



Los microorganismos utilizados en la investigacion fueron las siguientes cepas de
bacterias: Escherichia coli ATCC25922, Salmonella thyphi ATCC19430, Shigella boydii
ATCCR8700, Enterobacter agglomerans del cepario del Departamento de Microbiologia de la
UNAM FES Cuautitlan y las siguientes cepas de Vibrio cholerae donadas por el proyecto de
Conservacion y Mejoramiento del Ambiente de la UNAM Campus Iztacala; V. cholerae cc
(aislada de un caso clinico), V. cholerae 01 (aislada de agua contaminada), V. cholerae CDC
V12 (cepa de catilogo) y V. cholerae NO-01 donada por el Centro de Investigacion y Estudio
sobre la Calidad del Agua (CIECA) dependiente de 1a SARH. En esta investigacion la cepa
aislada de agua la nombramos 01, la de caso clinico cc, la de catalogo El Tor y la donada por el

CIECA, NO-01.
4) Estudio quimico

Por razones propias de esta investigacion, en cada fase del aislamiento se llevaron a cabo
las pruebas microbiologicas de seguimiento que nos permiten separar con certeza el o los
principios activos. Basicamente, el aislamiento de los compuestos activos consta de dos fases: la

extraccion de la planta descrita anteriormente y la separacion de los componentes.
a) Separacion y aislamiento.

Una vez evaluado el potencial antimicrobiano del aceite esencial, se separaron los
componentes por medio de cromatografia de placa fina (cromatofolios Al de silicagel 60 con
espesor de capa 0.2 mm) utilizando como marcadores al Borneol, Cineol y Eugenol para evaluar
si en el aceite esencial existian estos componentes antisépticos 0 compuestos relacionados que
dieran una nocion de los componentes de la mezcla, con el objeto de establecer la fase movil y la
fase estacionaria para llevar a cabo la separacion y la obtencion de fracciones mediante

cromatografia de columna.
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El sistema usado en la separacion por cromatografia en columna fue el siguiente: muestra
de 4 ml de aceite esencial, fase mévil de Hexanos-Acetato de Etilo 9:1 v/v; fase estacionaria

Silica gel de malla 70-230; longitud de columna 1.5 m; didmetro de la columna 2.5 cm.
b) Elucidacion de la estructura.

La elucidacion se llevo a cabo por medio de las siguientes pruebas: medicion del punto de
fusién en un aparato Fisher-Johns, obtencion del espectro del ultravioleta al visible y obtencion
del maximo de absorcion en un espectrofotometro Hewlett-Packard HP 8450A UV/VIS vy
obtencion del espectro de masas de uno de Jos compuestos activos en un espectrometro de masas

Hewlett-Packard modelo 0304.
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RESULTADOS
1.- Estudio de campo.
En la siguiente tabla se presenta los datos etnobotinicos de Tanacetum parthenium,

obtenidos mediante entrevistas con los miembros de la Organizacion de Médicos Indigenas

Purépecha (OMIP) (Figura 3)

Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip

Nombre comin: Santa Maria, Aceitilla

Colector: J. Guillermo Avila Acevedo

Lugar de colecta: Jardin Botanico, Palacio de Huitziméngari, Patzcuaro, Michoacan
Usos: Para el empacho, corajes, diarreas

Parte usada: Hojas y tallos

Preparacion: Infusion, 30-70 g de hojas-tallos en 500 ml de H,0O

Forma de uso: Infusion

Colecta: Planta perenne, floracion en época de lluvias, colecta de Junio a Octubre

Figura 3.- Sumario Etnobotanico de 7. parthenium.

2.- Bioensayo preliminar.

De acuerdo a los antecedentes y a la informacion etnobotanica proporcionada por la OMIP,
se consider6 que era alta la probabilidad de que el o los principios activos se encontraran en el
aceite esencial, por lo que se procedié a su extraccion mediante la técnica por arrastre de vapor
exhaustivo. El rendimiento fue bajo ya que de 400 g de 7. parthenium se extrajeron 0.3 ml = 20
pl de aceite esencial, lo que es un rendimiento de 0.05 %. Para poder obtener el suficiente aceite
esencial para las fases posteriores de la investigacion, se sometieron a arrastre de vapor

aproximadamente 10 Kg de 7. parthenium y se extrajo un total aproximado de 7 ml de aceite.
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Se realizaron tres bioensayos con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana del
aceite esencial mediante la técnica de difusion en agar. La media de los resultados se muestra en

la Figura 4.

Figura 4.

EFECTO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL
MICROORGANISMOS PROBLEMA *, **

[] Ec. Sbh - Ea S, Ve 01 Vetor Vecc
10 pl 12.3 16 10.6 12 17.6 35.6 11.5
20 pl 143 17.5 12 12,6 20.6 +35 13
30 pl 19 20 133 15.6 256 +35 17

c7 21 20 16 19 22 25 20

* Clave: E. c. Escherichia coli; S. b. Shigella boydii; E. a. Enterobacter agglomerans;
S. 1. Salmonella nyphi; V. c. Vibrio cholerae, 01 agua contaminada, tor catélogo, cc, caso
clinico.

** halos de inhibicion en mm.

C": control positivo: discos con 30 pg de kanamicina

[ ] Concentracion en pl/cilindro
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]_Figura 5.- Grafica de las medias aritméticas del aceite esencial

Como se muestra en los resultados de la figura 5, los aceites esenciales poseen actividad
antibacteriana, la cual en algunos casos fue mayor a la del control positivo, ademas es evidente

que la actividad aumenta con la concentracion utilizada.
3.- Evaluacion cuantitativa.

Para la evaluacion de la efectividad del aceite esencial, se procedio a realizar un bioensayo
cuantitativo del efecto bactericida, de acuerdo al método de dilucion en caldo para calcular la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida Media (CBM), el
medio utilizado fue medio caldo Mueller-Hinton con un inéculo de 3 X 10" Bac/ml (#1 de Mc
Farland). Cada uno de los bioensayos se hizo por triplicado, en Ja figura 6 se muestran las

medias de los mismos.
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Figura 6.

EVALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA DEL ACEITE ESENCIAL

MICROORGANISMOS PROBLEMA

E.c. S.h. Ea. St Vie. 01 Vi tor Ve ce Ve o
’ 0
CMI* 10.6 32 10.6 16 4 4 6.6 8
CBM* 16 373 13.3 213 8 53 16 8

* Concentraciones en pl/2ml

35
acmin
30
mCMi2
ocmi3
25 O Media
20
15 o= g |_
10
g i
0 4 + t t J:ﬂ]Ql:[D’I
Ee Sb Ea S Vel Ve.tor Vece FeNO-0l

Figura 7.- Grifica de las medias de la CMI del aceite esencial.
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LFigura 8.- Grafica de las medias de la CBM del aceite esencial.
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4.- Curva de supervivencia o mortal.

Para determinar el tipo de cinética de muerte que produce el aceite esencial sobre E. coli,

se procedid a realizar el bioensayo con E. coli para la obtencion de la curva montal, con los datos

del bioensayo se realizé una regresion lineal para indicar el tipo de cinética de mortalidad que se

presenta, el grafico representa el resultado de la curva mortal (figuras 9 y 10).

Figura 9.
RESULTADOS DE LA CURVA MORTAL

Tiempo (hr) # de bac/ml (E. coli) |Tiempo (hr) Regresion (bac/ml)
g 85X 10’ T 24 X 10°
T 46X10° T 74X 10’
Ts 255X 10 Ty 23 X 10°
T, 1.5X10° Ta 73 X 10°
T 45Xx10° Ts 23 X 10°
11 Log # de baclerias
Al —— Reales
e 1 —>— Regresitn
8 L
T 4
6 L
5 4+
4 4
b
2 4
1 4
[}
0
1

[Figura 10.- Grafica de la actividad del aceite esencial por medio del método de curva letal.

i
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5.- Aislamiento del principio activo.

Para determinar el nimero probable de componentes del aceite esencial se realizd una
cromatografia de placa fina en la cual se observaron 9 manchas, la figura 11 muestra los Rf de

cada mancha (fase movil: Hexanos-Acetato de Etilo 9:1 v/v, fase estacionaria: silica gel).

Figura 11.

RF DE LAS FRACCIONES DEL ACEITE ESENCIAL.
Fraccion Rf Rf de marcadores

1 0.39 0.24 Eugenol

2 0.48 0.40 Borneol

3 0.52 0.47 Cineol

4 0.57

5 0.61

6 0.64

7 0.69

8 0.92

9 097

La separacion de los componentes se hizo por cromatografia en columna de la cual se
obtuvieron 8 fracciones y a cada una de las fracciones les fue evaluada la actividad

antimicrobiana mediante la técnica de Kirby-Bauer (Figura 12).
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Figura 12

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS FRACCIONES DEL
ACEITE ESENCIAL
Fracciéon* Ec S.b. Ea S.1 V.c. 01 V.c. tor Ve cc

1 - 5 5 e = a 5
2r 11 9 - 12 13 11 -
30 15 11 9 13 20 15 15
4* - - - - - ' - -
5% s . s . . " -
60 - = % . , o

70 - - = - - s "

8* g ; : : . 4 :
(+) 21 20 16 19 22 25 20
©) - : . - - . :

Clave: (+) Control positivo: Kanamicina 30 pg, (-) Control negativo: alcohol 30%, DAceite,
*Cristales: Dosis * 30 pg/ml, @ pl/ml.

Como se observa en la figura 12, es evidente que la fraccion con actividad antimicrobiana
contra todas las especies y cepas de organismos es la fraccion 3, aunque la actividad biologica de
esta fraccion es menor que la del control positivo, se considero significativa. La F3 cristalizo de
la fase movil (Hexanos- Acetato de Etilo,9:1 v/v) y se procedio a determinar su pureza en
cromatografia de placa fina utilizando como eluyente Hexanos. En este caso se observaron 2
manchas, una azul (cristales) y otra amarilla (aceite). Los cristales de la F3 se sometieron a una

separacion en cromatografia de columna.

A las dos fracciones procedentes de la F3 se les determind su actividad antimicrobiana

contra todas Jas bacterias. La evaluacion de estas dos fracciones se muestran en la siguiente

tabla.
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Figura 13.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS FRACCIONES DE LA

FRACCION 3
1 Eec. S.b. Ea. St Ve 0l Vecece Vetor V.ceNO
Cristales 13 12 16.5 17 19.5 15.5 14.5 16.5
Aceite - - - - =) s % .
c 19 21 22 17 155 15.5 16. 15.5
C 5 - . “ . : s s

* Concentraciones: Aceite 30 pl, Cristales 30 ug, C” Control positivo: Kanamicina 30 pgy C
Control negativo: Alcohol al 20%.

6.- Elucidacion de la estructura.

La fraccién activa (cristales), sublimé a temperatura ambiente, y tiene un punto de fusion
de 180 °C, su espectro ultravioleta (en CHCl;) presentd un maximo de absorcion a 295 nm como
se observa en la figura 14. El compuesto fue sometido a analisis de espectrometria de masas, y el
espectro obtenido se comparo con los espectros de la biblioteca integrados al equipo de gases-
masas y coincide en un 100% con el reportado para el Biciclo (2.2.1) heptano-2-1, 1,7,7-trimetil
(alcanfor) y también con el reportado en la bibliografia (Mills 1!l & Roberson, 1987) ]os resultados se

encuentran en las figuras 15y 16.
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Figura 14.- Espectro UV de la fraccién activa.

40



BicyeleolZ2.2.1)heptan-2-one, 1,7,7-trimethul-"
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[Figura 15_-Espectro de masas de la fraccién activa.
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Figura 16.- Comparacion de }a informacion contenida en el espectréometro de masas, con lo que
se confirma que la fraccion 3 es alcanfor.
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Se compararon los resultados del compuesto activo procedente de la F3 con los datos del

Index Merck para el alcanfor, cuyas caracteristicas se presentan en el siguiente cuadro.

CARACTERISTICAS DEL ALCANFOR*
Estructura: Cetona dextrogira C,, H; O

Sublima a temperatura ambiente, Punto de fusion de 179.5 °C,

Maxima absorcion UV a 292 nm

Fuente: Cinnamomum camphora (Taiwan, Japon y sur de China)

Accion en el Aparato digestivo: En el intestino disminuye la contractilidad de los
musculos estriados y lisos, pero los compuestos
solubles del alcanfor actian en sentido contrario.

Usos: Externamente como rubefaciente, topico, antiséptico y resolutivo y por via interna

como antiséptico, carminativo, antipirético y anafrodisiaco

* Tomado de San Martin, 1977, Tyler, 1976, Evans, 1991 y Index Merck.
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DISCUSION

El aceite esencial de 7. parthenium presenta actividad antibacteriana y esto coincide con la
informacion etnobotéanica proporcionada por la OMIP, asi como los estudios previos de Thomas

(1989) con otras especies de Tanacetum.

En la tabla de la Figura 4, la especie que mostré mas susceptibilidad fue V. cholerae en dos
de sus cepas, de las cuales la de mayor sensibilidad fue la cepa de catalogo (CDCV12), que en
las tres concentraciones fue superior a la del control positivo, la otra cepa sensible de V. cholerae
fue la cepa 01 (aislada de agua) en la concentracion de 30 ul de aceite esencial. Por otra parte L.
agglomerans demostro ser la bacteria menos sensible al aceite. En los demas organismos, s6lo en
la mayor concentracion de aceite se observo actividad antimicrobiana similar a la del control
positivo. Los diferentes grados de sensibilidad presentados por las especies y cepas utilizadas
pueden tener como origen una sensibilidad del tipo intrinseco, es decir, que es una caracteristica
innata compartida por la mayoria de los miembros de una especie en el espectro genético
primigenio previo a la intervencion generalizada de quimioterapicos y antibioticos (Guiney, 1986) de
acuerdo a lo mencionado con anterioridad, las distintas sensibilidades de las especies utilizadas
en los bioensayos, se pueden considerar como intrinsecas con las excepciones de las cepas de V.
cholerae cc y 01, que al ser cepas de origen clinico, han estado expuestas a presiones
ambientales, por lo que su menor sensibilidad al aceite esencial podria haberse desarrollado por
mecanismos de adaptacion (Gviney, 1986) y ] factor que mas influye en las diferentes sensibilidades

es el de las presiones ambientales.

Para evaluar la efectividad del aceite esencial como antimicrobiano se deben de considerar
los siguientes aspectos: 1) las bacterias patégenas se pueden dividir en invasoras y no invasoras,
ya que existe una diferencia significativa en la concentracion de organismos necesaria para
iniciar la infeccion, 2) la CMI y la CBM del aceite esencial, 3) la cantidad de aceite esencial en

la infusion, y la forma de uso, 3) la velocidad y cuantia de la absorcion en la zona de aplicacion
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4) la velocidad y cuantia de la distribucion histica; 5) el ritmo de biotransformacién en
metabolitos activos o inactivos, y 6) el ritmo de excrecién. De acuerdo a los factores antes
mencionados seria dificil correlacionar el efecto que tienen los aceites esenciales in vifro e in
vivo. Lo que se elucidé en el presente estudio fue que la infusion que utilizan los purépecha
hecha a partir de 7. Parthenium contiene aceites esenciales y que estos a su vez contienen al
menos un componente activo que puede inhibir el crecimiento de bacterias patégenas del tracto
gastrointestinal, este efecto coadyuvaria junto con el sistema inmunoldgico al mejoramiento de
las personas que utilizan esta planta para el tratamiento de este tipo de infecciones, pero para

poder afirmar lo anterior se requiere de la realizacion de estudios iz vivo y de farmacocinética.

Por otra parte, aunque se demostro que el compuesto puro (alcanfor) presenta actividad
antimicrobiana, no se puede afirmar que sélo este compuesto sea el responsable de la actividad
biologica ya que por si solo su actividad antimicrobiana fue menor que la del control positivo
(kanamicina) (figura 12), por lo que es posible suponer que la mezcla de compuestos presentes
en el aceite esencial puede producir fendmenos de sinergia positiva o negativa. En cuanto a los
valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y bactericida media (CBM) de los aceites
esenciales (figuras 7 y 8) se puede observar que en la mayoria de los casos estan muy cercanos
unos a otros para cada especie bacteriana (a excepcion de V. Cholerae cc cuya CBM es el doble
de concentracion de la CMI), esto quiere decir que la cantidad de aceite necesario para inhibir y
para matar esta muy cercana. En la curva letal de acuerdo a la definicion de muerte de un
organismo que dice: La inactivacion o muerte de un microorganismo viene dada por su
incapacidad para dar origen a un nuevo ser; este efecto es el resultado de una serie de reacciones
quimicas. Las curvas nombradas de impacto multiple son como la curva del presente estudio,
estas curvas se inclinan cerca de su origen, antes de adoptar una direccion lineal, ya que antes de
que se produzca la inactivacion es necesario que se acumulen varios cambios (impactos) en una
especie determinada. El nimero de impactos se determina extrapolando la parte recta de la curva

y la ordenada al origen determina el nimero de impactos en unidades logaritmicas (Pavis, 198 De
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acuerdo a lo anterior y realizando una regresion lineal para poder llevar a cabo una
extrapolacion, el nimero de impactos que necesita el aceite esencial para inactivar a E. coli es de

3.

Al realizar la comparacion de los resultados de las pruebas quimicas con los datos
contenidos en el Index Merck para el alcanfor, se puede observar que la fraccion activa presenta
sublimacion a temperatura ambiente al igual que el alcanfor, con respecto al punto de fusion la
diferencia existente de 0.5 °C entre el resultado de laboratorio y el reportado en la bibliografia se
debe a que el equipo donde se llevaron a cabo las pruebas no tiene la precision para medir hasta
0.5 °C y por ultimo la diferencia en la absorcion UV es posiblemente causada por alguna
impureza ya que la fraccion se obtuvo de un extracto de origen vegetal y es de extrema dificultad

lograr durante el proceso de purificacion un compuesto con un grado de pureza del 100%.

La fraccién activa también fue sometida a espectrometria de masas, que junto con las
demas pruebas permitio elucidar que el principio activo es el Biciclo (2.2.1) heptano-2-1, 1,7,7-

trimetil (alcanfor).
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CONCLUSIONES

¢ Hay actividad antibacteriana de 7. parthenium en el aceite esencial obtenido a partir de

tallos, hojas y flores.

O El aceite esencial de T. parthenium demostré actividad antibacteriana contra cada una

de las especies con las que fue evaluado.

¢ Uno de los principios activos presente en el aceite esencial de 7. parthenium es el

alcanfor.

¢ El alcanfor es menos activo que el control positivo utilizado.

¢ El aceite esencial de 7. parthenium es mas eficiente que el alcanfor sélo, por lo que se
sugiere continuar con el estudio en el supuesto de que podria existir sinergia de varios

componentes, lo que explicaria la eficacia del aceite esencial como antimicrobiano.
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APENDICES

I.- Destilacion por arrastre de vapor.

El sistema utiliza varias unidades de laboratorio con las cuales se hace la destilacion
aprovechando la volatilidad del aceite esencial; por su bajo rendimiento se sometieron a arrastre
de vapor aproximadamente 10 kg de hojas y tallos, cada vez se destilaron 500 g por
aproximadamente 8 horas cada vez en un aparato como el del figura 17, al final del tubo de

colecta el aceite y el agua se separan en sus fases respectivas, (Dominguez, 1973)

Figura 17.- Esquema de un aparato de destilacion por arrastre de vapor.
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I1.- Método de difusion en agar o de Kirby Bauer.

El método de difusion en agar se ha estandarizado con agar Mueller-Hinton. El medio
recién preparado se vierte en placas de Petri sobre una superficie horizontal uniforme para
alcanzar una profundidad aproximada de 4 mm; esto requiere aproximadamente de 25 a 30 ml
en placas de 100 mm de . Después de dejar enfriar el medio a temperatura ambiente, debe
guardarse en refrigeracion (de 2 a 8 °C). Inmediatamente antes de usarlas, las placas deben
colocarse en una incubadora (35 °C) con las tapas entreabiertas, hasta que el exceso de humedad

superficial en el medio de cultivo se evapore (generalmente de 10 a 20 minutos).

I[noculacion de las placas: Método estandar, con una aguja o asa de inocular se toca cada
una de cuatro o cinco colonias de una placa de crecimiento de la cepa a utilizar bien aisladas del
mismo tipo morfalogico y se inoculan en 4 a 5 ml de medio caldo. Los cultivos de caldo se dejan
incubar a 35 °C hasta que aparece una turbidez ligera (generalmente de 2 a 5 horas). La turbidez
de cultivos de caldo en crecimiento activo se ajusta entonces con solucion fisiologica o caldo
para obtener una turbidez visualmente comparable al estandar de Mc Farland. Cuando el tiempo
no permite desarrollar un cultivo de caldo turbio, pueden suspenderse directamente en un
pequefio volumen de solucion salina colonias aisladas de una placa de 18 horas, la solucion
salina con los microorganismos se diluye hasta que la turbidez sea igual al estandar #1 de Mc
Farland, el cual se prepara con 0.5 ml de solucion de BaCl,'H, O al 1.175% mas 99.5 ml de H,

SO, al 1%, que es equivalente a 3 X 10* bacterias/ml.

15 minutos después de inocular, son aplicados con pinzas estériles, cilindros USP sobre la
superficie de las placas inoculadas en cuyo interior se van a vaciar las diferentes concentraciones
del antimicrobiano. Los cilindros deben colocarse suavemente sobre el agar con una pinza para
asegurar la difusion total del antimicrobiano en la superficie. La disposicion espacial de los
cilindros debe ser tal que no estén a menos de 15 mm de los bordes de la placa y lo bastante

separados entre si para impedir la superposicion de las zonas de inhibicion. Generalmente esto
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limita el nimero de cilindros que pueden colocarse de 12 a 13 sobre una placa de 150 mm y sélo
4 6 5 en una de 100 mm. A los 15 minutos de aplicar los cilindros las placas se colocan en una
incubadora a 35 °C. Cualquier demora mayor antes de la incubacién permite excesiva difusion

previa del antimicrobiano.

Después de 16 a 18 horas de incubacion, las placas se examinan, se miden los diametros de
las zonas de inhibicion total en mm (Bamy. 1987) Cuando fueron evaluadas las fracciones insolubles
en agua, se utilizé como solvente etanol al 20 o al 30 % para disolver los compuestos o aceites y

estas mismas soluciones se usaron como controles negativos.

Para encontrar el control positivo adecuado se hizo un antibiograma con discos de 5 mm
para gram negativas (marca Bigaux) con los siguientes antibioticos; Ampicilina 10 pg,
Cefalotina 30 pg, Cloranfenicol 30 pg, Acido Nalidixico 30 pg, Carbenicilina 100 pg,
Nitrofurantoina 300 ug, Gentamicina 10 pg, Cefotaxina 30 pg, Amikacina 30 pg, Tetraciclina
30 pg, Trimetroprim Sulfametoxazol 30 pg y Kanamicina 30 pg y fue esta ultima la que
presento la mejor actividad en relacion a los demaés antibidticos, de acuerdo con las tablas sobre

5 . S S a & % . . (Barry & Th b
resistencia a antibiéticos propuesta por la Sociedad Americana de Microbiologia ¢ -

19K7)
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II1.- Método de dilucion en caldo.

La solucion antimicrobiana de trabajo se prepara diluyendo la droga en caldo de Mueller-
Hinton a la mayor concentracion deseada. La prueba se realiza en tubos de ensaye de 13 X 100
mm con tapa de rosca o con tapones de algodén. Se colocan 2 ml de solucién de trabajo de la
droga en una serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes se afiade 1 ml de caldo
Mueller-Hinton. Inoculacion e incubacion de los tubos. Se prepara un indculo que contenga 10%
UFC/ml ajustando la turbidez a un caldo de cultivo estandar de turbidez (estandar #1 de Mc
Farland) y diluyendo luego a 1:200 en caldo. Afadir a cada tubo 1 ml del inoculo ajustado.

Incubar a 35 °C durante 16 a 20 horas.

Interpretacion de resultados: La menor concentracién de antimicrobiano que produce una
inhibicion completa del desarrollo visible, representa la MIC, en la concentracion en donde no se
encuentren unidades formadoras de colonias, se considero como la CBM, una turbidez muy
ligera o un pequeiio boton de desarrollo posible generalmente no se consideran evidencia de que

la droga ha sido capaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion Uones. 1987),
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Figura 18.- Diagrama del método de dilucion en caldo (Finegold y Baron. 1989)




IV.- Método de la curva letal.

La prueba de la curva letal se efectia en tubos de vidrio, cada uno con 10 ml de medio

caldo (caldo MH) y la concentracion elegida del antimicrobiano a ensayar.

Para un proceso de 12 horas, con conteo de organismos sobrevivientes cada hora, la

metodologia es la siguiente:
1.- Preparar y rotular por lo menos un tubo con antibiético para cada muestreo.
2 - Utilizar un tubo sin antibiotico como control de desarrollo.
3.- Preparar el indculo con una concentracion de 3 X 10% bac/ml (#1 de Mc Farland).

4.-Las inoculaciones y diluciones para cadr muestreo son de la siguiente forma: se toma
0.1 ml del problema y se diluyen con 9.9 ml de Solucion Salina Fisiologica (SSF), se agita y se

toma 0.1 ml de esta solucidn y se diluyen en 9.9 ml de SSF y se repite el proceso.

5.-Se toman 3 ml de cada dilucion y se preparan 3 placas en agar nutritivo cada una con |
ml de dilucion. El numero de colonias es igual a nimero de células X 107. El proceso anterior es

para cada muestreo.

6.-Representar el recuento de células en papel semilogaritmico (Bury & Thomsberry, 1987),
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