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I. RESUMEN

Las Aristolochias son una familia de plantas de amplio use en medicina tradicional en
diversas partes del mundo. Entre los efectos que se les atribuyen tenemos: antibiéticos,
antiparasitarios, antisépticos, antidoto contra veneno de scrpientes, anticonceptivos y
abortivos. Sin embargo, los estudios sistemiticos de estas plantas se enfocan mis al efecto
antitumoral. En base a esto el presente estudio plantca demostrar ¢l efecto antimicrobiano
de las Aristolochias mexicanas (A, littoralis y A. grandiflora) para asi tener otras alternativas
de terapéutica diferente a los antibiéticos sintéticos e impulsar un mejor aprovechamiento de
nuestros recursos. Se utilizaron cinco cepas de cultivos puros (ATCC): S. aureus ATCC
29213, B. subtilis ATCC 6636, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 29922 y C.
albicans ATCC 10231, empleando ¢l método de difusion en agar cilindro-placa. De un
cultivo de la cepa a probar con 24 hr de crecimiento a 37° C se realizo un lavado con SSI al
9%, este lavado sc estandarizo con la misma solucion hasta lograr una turbidez semejante al
patron No. 1 de McFarland. La suspensién se mezclo con la capa siembra (AA No. 11), esta
mezcla se agrega a la caja Petri que contiene la capa base (AMH) se colocan los cilindro; a
una distancia aprox. de 60° entre si, y se vierten en ellos las diferentes concentraciones del
extracto las cuales fueron 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml y el control [antibiético adecuado a
cada cepa: NISTATINA (1.2 pg/ml), GENTAMICINA (10 pg/ml) y VANCOMICINA (30

pg/ml) ], estas cajas s¢ incubaron a 37° C por 24 hr. Se midieron los diametros de los halos

de inhibicion de crecimiento de cada concentracion del extracto y del control. Los
resultados muestran un efecto de inhibicion de crecimiento de los microorganismos con
ambos extractos siendo mayor para 8. aureus (Y de Inhib. A. littoralis = 17.67 mm, X de

inhib. A, __prandiflora = 15.92  mm) comparandolo con su  control



(que para las bacterias Gram (+) fue Vancomicina X de inhib. = 15.49 mm). La mayor
inhibicion observada con ambos extractos fuc a la concentracion de 50 mg/ml pafa las cepas
Gram (+) y Gram (-), en la levadura no tuvieron efecto alguno; sin embargo el diametro de
halo de inhibicion para Gram (-) con ambos extractos fue menor que el diametro del control.
Estos datos nos sugieren un mayor efecto antimicrobiano con A. littoralis que con A.
grandiflora. Con este estudio concluimos que A. littoralis puede ser una alternativa como

antimicrobiano de origen natural.



. INTRODUCCION

Desde la década que siguio a 1500 d.C., se conoce el tratamiento de las
enfermedades con sustancias quimioterapéuticas, pero solo a partir de 1935 se ha llevado
a cabo este tipo de terapéutica (30).

En la actualidad existe una inmensa cantidad de firmacos antimicrobianos sintéticos,
los cuales tienen la caracteristica de que a pequefias modificaciones en su estructura quimica
amplian su espectro de accién, ademas, algunos presentan mayor actividad en presencia de
otros (sinergismo). Sin embargo los microorganismos debido a diferentes mecanismos han
logrado protegerse contra la accion de los firmacos tipo antibidtico (3, 4), por lo que
muchas veces no es posible predecir la susceptibilidad de fos microorganismos a cada uno de
ellos.

Todo esto da como resultado el gran auge y uso indiscriminado de antimicrobianos,
ademas esto les confiere el riesgo de producir resistencia no solo a uno sino a varios
antimicrobianos (15). Por lo tanto, es necesario estudiar la sensibilidad individual de cada
agente para asi elegir el antibidtico més adecuado (mas activo contra el microorganisimo
patégeno, menos toxico para el huésped, con caracteristicas farmacologicas apropiadas y
mas econdmico) (38).

Con el surgimiento de cepas resistentes es necesario buscar un método para probar la
sensibilidad de un microorganismo patégeno a varios agentes antimicrobianos de diferente
origen como son:

- de otros microorganismos

" .- deplantas



~ de animales.(30)

De esta forma y en base a algunos estudios hechos con anterioridad sobre ¢l género
Aristolochia en las cuales se ha descubierto que tienen actividad antimicrobiana, se busca
encontrar esta actividad en las Aristolochias mexicanas como son:

A. grandiflora y A. littoralis (13, 23, 24).

Todo este estudio surgié porque el uso de compuestos de origen vegetal por sus
caracteristicas farmacoldgicas no compiten con los farmacos utilizados clinicamente ya que
estos en su mayoria son sintéticos y producen una resistencia antimicrobiana cuya latencia de
aparicion se csta dando mas rdpida que en afios anterfores; lo que da pauta a iniciar el

estudio sistematizado y a la vez cientifico de los extractos con estas caracteristicas.



III. GENERALIDADES.

ARISTOLOCHIA
Origen

Las primeras noticias del uso medicinal de las Aristolochias se remonta a los siglos
IV-III a. C. con Teofrasto, posteriormente en el siglo I d. C. con Dioscérides, Plinio y
Celso y después en el siglo 1I d. C. con Galeno; quicnes s¢ encargan de estudiar y clasificar
a las plantas asi como asignar sus usos medicinales (8, 16, 22).

La etimologia griega del género Aristolochia quiere decir " que da a luz a los
mejores hijos ", la palabra estd formada por dos términos: aristos = éptimo, excelente y
tokos = prole o criatura (2) y tiene que ver con uno de sus principales usos que cs el de
favorecer el parto y contribuir a la expulsion de la placenta (cfecto uterocinético).

El nombre nihuatl de las Aristolochias es "tlacopatli” y proviene de dos palabras:
tlacotl = vara y patli = medicina; este nombre describe principalmente la forma de la planta,
es decir, medicina de vara o bejuco (18).

Descripcion.

Esta familia de plantas crece a manera de bejucos y suele vivir en regiones cilidas, las
hojas se disponen al parecer, sin orden a lo largo del tallo y carecen de apéndices estipulares,
las flores del génere Aristolochia solo pueden dividirse en dos partes simétricas cuando se
cortan a lo largo, ¢s decir, tienen solo un plano de simetria. La cubierta floral es de forma
tubulosa terminada en lengiieta y el fruto en forma de corona incipiente que queda debajo de

la flor. e



Los cstambres suelen ser seis, libres o unidos a una capsula con numerosas semillas,
las raices son de sabor amargo y aromaitico, las cuales poseen cépsulas secretoras llcnas de

aceite (16).

Localizacién.

El género Aristolochia comprende cerca de 500 especies ampliamente distribuidas en
el mundo desde Norte y Sudamérica, Europa, Asia y Africa excluyendo a Australia donde no
se han encontrado. Predominan en clitna tropical, subtropical y ain se pueden encontrar en

clima templado, su abund

disminuye conforme desciende la temperatura ya que este
tipo de plantas no soporta los climas frios (31).

Meéxico es un pais donde existe un gran mimero de especies de Aristolochias, debido
a que cuenta con grandes extensiones territoriales que reinen las condiciones ideales para su

desarrollo (cuadro No. 1).



Cuadro No. 1

En cste cuadro se enlista la localizacién geografica de las plantas de cste género en nuestro
pais (Herbario del Instituto de Biologia, U.N.A.M).

ESPECIE

ESTADO DE LA REPUBLICA

w= A littoralis

Edo.de México, Guerrero, Oaxaca,
Tamaulipas, Querétaro y Nuevo Leédn.

"'A tandra

| Veracruz y Yucatin,

: -A odorahssxma

Michoacdn, Oaxaca, Veracruz, Colima,
Tak y Chiay

- A elegans

San Luis Potosi.

- A. foetida HBK

Guerrero, Morelos, Edo. de México,

Michoncin, Jalisco y Guansj

- A. grandifiora

Veracruz, Qaxaca, Tabasco, Chiapas y
Yucatin.

- A. subclausa

Puebla, Qaxaca, Guerrero y Colima.

- A. schipii

Veracruz.

- A. ovalifolia Ducharte

Veracruz, Qaxaca y Edo. de México.

- A, taliscana Hook

Jalisco, Michoacdn, Guerrcro y Colima,

o Sonora y Guerrero.
- A, veracruzana J.Ortega . Veracruz.

- A. tentaculata schmidt Jalisco y Michoacin,
- A. maxima Chi

- A. arborea Veracruz y Tabasco.
- A. argent Morelos.

- A. brevipes benth

Guerrero, Baja California Sur, Durango,
Sinaloa, Edo. de México, Hldalgo yf San
Luis Potosi, &%

- A. carterae pfeifer Jalisco.

- A. inflata HBK Chiay

- A, guadalajarana wats Jalisco.

- A. longiflora Coahuila.




Efectos farmacolégicos.

De las muchas especies de Aristolochia reportadas en México 39 tienen uso en
medicina tradicional y éstas, geogrificamente se encuentran distribuidas en zonas tropicales
y subtropicales del pais (12).

De estas 39 especies, solo 15 tienen propiedades antibidticas, antiparasitarias y
antisépticas, las cuales se clasifican como el primer grupo de actividades biolégicas y se han
utilizado para la curacién de la blenorragia, sifilis, diarrea, disenteria, vaginitis, oftalmia
purulenta y célera (12),

Como segundo grupo de actividades bioldgicas se encuentra su propiedad alexitere
(antidoto contra veneno de scrpientes y alacranes); sin embargo, actualmente no existen
estudios farmacoldgicos que apoyen esta actividad (22).

Como tercer grupo de actividades de estas plantas es el uterocinético, debido a su
efecto ecmenagogo y su capacidad de controlar metrorragias y flujos por el efecto que tienen
sobre musculo liso y se han utilizado como anticonceptivas y abortivas (19, 21) por lo que
en China ¢ India las investigaciones farmacologicas sobre este género se han enfocado
principalmente a su estudio como anticonceptivo para el control de la sobrepoblacion (12),

Otra actividad importante de estas plantas es su actividad antitumoral la cual es

d 1 "

princi

en ¢l caso de A. grandiflora y A. odoratissima. (1, 31). En el

cuadro No. 2 se enlistan las plantas de Aristolochias y los usos que se les dan en México.



CUADRO No. 2

Usos dc las Aristolochias cn México (6)-

- USOos : ESPECIES

Antiblenorrigico A.  foetida, A. fragantissima, A
microphyvlla, A. odoratissima

Aantisifilitico A. mexicana, A. odoratissima.

Antidisentérico A. foetida, A. fragantissima, A. grandiflora,
A. microphylla, A. uhdeana

Antidiarreico A. foetida, A. microphylla, A. uhd

Antiséptico A, foetida, A.  fragantissima, A.
microphvila.

Anticélera A. foetida,

Contra oftalmia purulenta A. fragantissima, A. microphylla.

Contra vaginitis A. fragantissima, A. glandiflora, A.
QUuor

Antiponzoiioso A.  fragantissima, A. mexicana, A.
odoratissima, A. subclausa, A. grandiflora

Anticrotilico A. mexicana, A. pilosa.

Emenagogo A.  mexicana, A. fragantissima, A.

grandiflora, A. macrantha, A. pentandra.

Para controlar metrorragias

A. foetida, A. microphylla, A. uhd.

Para controlar flujos

A. grandiflora,

Antitumoral A. grandiflora, A. odoratissima.

Antipirético A. grandiflora, A. odoratissima, A.

Antiespasmédico A. fragantissima, A. grandiffora, A.
mexicana, A. odoratissima, A. subclausa.

Antirreumidtico A. fragantissima, A. grandifiora, A.

: pentandra

Astringente A. fragantissima, A. grandiflora, A.
odoratissima, A. uhd

Diaforético

A. fragantissima, A. mexicana, A.

r)
oaor

Estimulante

A. -grandiflora, A. longa, A. mexicana,
A.rotunada, A. odoratissima, A. subclausa.

Ténico A. grandiflora, A. odoratissima, A.
pentandra, A. serpentaria.

Analgési A. fragantissima, A. grandiflora.

Eupéptico A. grandiflora, A. odoratissima.

Carminativo A. grandiflora, A. mexicana.

Para disolver cilculos delav A. grandifiora.

Para disolver célculos renal A. grandifiora.




Quimica.

El alcaloide mis comin encontrado en estas plantas ¢s la base cuatemaria de amonio
llamada magnoflorina que pertencce al grupo de alcaloides cuyo nombre genérico es el de
aporfinas,

Otros alcaloides muy importantes por su actividad farmacolégica son los del tipo bis-
bencilisoquinolinico, de los cuales se han reportado cinco para ésta familia que son:
alcaloides bis-bencilisoquinolinicos (BBI), aporfinicos, fenantrénicos, icidos aristoléquicos
(AA) y aristolactamas, de los cuales los compuestos mas estudiados y a los que se les
atribuyen muchas actividades biolégicas son los AA, (7), que tienen una estructura
nitrofenantrénica con un puente metilendioxi entre las posiciones 3 y 4, y sustituyentes
oxigenados que pueden estar presentes generalmente en la posicion 6, 7 y 8 en diversas
combinaciones (16, 27),

De ios compucstos del AA se han identificado al menos 19 derivados como acidos y
otros tantos derivados lactamicos (7).

Por otro lado, el marcador taxondmico de estas especies es el acido aristoloquico (9)
ya que este y sus derivados solo se han encontrado en la familia Aristolochiaccae o en
escasas especies de familias cercanamente relacionadas con aquellas como Anonaceae,

Monimiaceae y Minispermaceae (26, 27, 28).

10



) ocy 0OCH;
) Magnoflorina b) Acido sristoléquico ©) Lactama del dc.aristoléquico
d) Alcaloide bisbencilisoq
Agura No. I Comyg islados del género Aristolochi

Los metabolitos secundarios que acumulan las especies del género Aristolochia son
de diversos tipos: compuestos terpénicos, esteroides, acidos grasos, lignanos, etc., siendo
los mis utilizados por su actividad farmacologica los alcaloides y los productos
nitrofenantrénicos, como el icido ariostoléquico y sus derivados que han demostrado ser
eficaces anticancerigenos (7).

De las especies estudiadas hasta el momento se han aislado diferentes compuestos,
entre los cuales tenemos varios tipos de cidos aristoloquicos, sustancias de composicion

alcaloidea, esteroles y otros productos.



De las 39 especies de Aristolochias que hay en México sblo 8 se han estudiado

quimicamente y los compuestos que se han aislado de ella se dan en el cuadro No. 3.

Cuadro 3, Compuestos aislados del género Aristolochia que han sido estudiados
quimicamente (7).

ESPECIE COMPUESTO AISLADO
A. asclepiadifolia B-sitosterol, alantoina, dcido aristeléqui
A. littoralis ) B-sitorterol, sdcido aristoléquico y una
. . bisbencilisoquinolina
A. taliscana : . : taliscanina, dehidroisoeugenol
A. mexicana . . substancias antibacterianas
A. serpentaria ; ' Ac, aristologuico 1, B-sitosterol, rojo de
- ar qu
A. rotunda S dc¢, aristoléquico 1, 2, aristolactama 1,§-
) L] i ol, L-asparagina
A. mdxima dcido aristoléqui

A longa Bk T piranos, B-cariofileno, linalool, acetato de

Dl e hornilo,  sesquiterpenos tetraciclicos:
calareno, maaliol, y 1-(10)-aristo!lén-2-ona
poliprenoles, 2-ona poliprenoles, icidos
grasos y sus ésteres metilico, etilico,
- isobutilico y fitilico.




ANTIMICROBIANOS.

Definicion.

Los antimicrobianos son un grupo de firmacos que estan continuamente en uso pues
constituyen la base fundamental del tratamiento de enfermedades infecciosas entendiéndose
por antimicrobiano como aquellos compuestos obtenidos a partir de microorganismos ya
sean bacterias, hongos, levaduras, etc., (antibidtico) y los producidos por sintesis quimica
(quimioterapéutico).

El término antibiético fue propuesto inicialmente para definir a sustancias que
ocasionan la destruccion de la vida, tomando en cuenta lo anterior se puede decir que
cualquier agente mecinico, fisico o quimico capaz de matar seria un antibiético, pero no
puede tomarse en cuenta dicho concepto puesto que segin los estudios de Waksman un
“antibiotico” se define como una sustancia quimica derivada o producida per
microorganismos que tienen la capacidad de inhibir el desarrollo o destruir bacteria!s y otros
microorganismos (25).

Clasificacién.

Existen diversos criterios para agrupar a los antimicrobianos, entre los cuales tenemos :

Por su origen : Natural o Biolégico, Semisintético y Sintético.

- Natural o Biolégico : Cuando son obtenidos a partir de microorganismos, bien sean
bacterias (Bacillus, Streptomyces, etc.) u- hongos (Penicillium, Cephalosporium,
Micromonaspora, etc.) este es el caso de “la _Polimixina, Cloramfenicol, por un lado y

Penicilina, Cefalosporina y Gentamicina por el otro (17).



- Scmisintético: Es cuando el nicleo fundamental de un determinado antimicrobiano
producido por un microorganismo se modifica en ¢l laboratorio para conseguir propiedades
diferentes que mejoren el espectro, las caracteristicas farmacocinéticas o disminuyen los
efectos secundarios, Un ejemplo de este grupo lo constituyen las aminobencilpenicilinas
(ampicilinas, amoxicilina, piperacilina, etc.) que tienen en el acido 6-aminopenicilnico,

obtenido de Penicillium chrysogenum al cual se le han incorporado diferentes cadenas

htenicnd

laterales, o asi compuestos con mayor espectro, superior actividad o de
diferentes propiedades farmacocinéticas (17).
- Sintético: Cuando se obtienen de manera total por procesos de sintesis quimicas como por

cjemplo, las sulfamidas y quinolonas (17).

Por su efecto antimicrobiano ; Bacteriostitico, Bactericida

~ Bacteriostatico : Este efecto se da cuando las concentraciones del antimicrobiano que se
alcanzan en suero y tejido, detienen el desarrollo y multiplicacién de las bacterias sin
destruirlas, por lo que al retirar el medicamento el microorganismo puede multiplicarse
nucvamente. Con cste tipo de antimicrobianos, es fundamental la activacion de los
mecanismos defensivos del huésped. »

- Bactericida: En este efecto la accién es letal produciendo la lisis bacteriana, con efectos
immeversibles para el microorganismo. El prototipo de agentes bactericidas lo constituyen los -
que actian sobre la pared (betalactamicos) o sobre la membrana celular de la bacteria ‘

(polimixina).



Por su meccanismo de accién : a). Los que actian sobre la pared celular, b). Los que
actiian sobre Ia membrana celular, C). Los que inhiben la sintesis proteica y, d). Los que
inhiben Ia sintesis de acidos nucleicos (20).

Figura No. 2. Puntos de accién de los antimicrobi en la célula bacteriana,
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a). Los agentes que actiian sobre la_pared celular. La pared es un clemento existente en
todas las bacterias que lIas protege contra los cambios osméticos impidiendo el estallido de
1a misma. La pared contiene elementos patdgenos caracteristicos de cada especie, en donde
el proceso formativo esta integrado por pasos sucesivos en ¢l cual en cada uno de estos
puede actuar un antibiotico (33).

La sintesis parietal constituye un proceso complejo en el que interviencn al menos
treinta enzimas y tiene lugar en cuatro etapas :
1- formacion del precursor
2- transporte del precursor a través de la membrana
3- formacion del polimero lineal
4- transpeptidacién

Existen antimicrobianos tales como la fosfomicina y cicloserina que interfieren la
sintesis de la pared en la primera ctapa (ver figura No. 3). La fosfomicina bloquea la unién
de fosfoenol piruvato con el UDP-NaG, mientras que la cicloserina, por su analogia
estructural con la D-alanina impide el proceso de L-alanina a D-alanina y la formacién del
dipéptido D-alanina-D-alanina a partir de la D-alanina.

La VANCOMICINA (antimicrobiano utilizado) vy la ristocetina se unen al extremo
D«alanina-D-.aIanina del pentapéptido, impidiendo asi la transferencia del disacirido
pentapéptido al lipido portador de ia membrana citoplasmica con lo que se impide el

alm‘_, iento de las cad

(ver figura No. 3).
En ¢l caso de la VANCOMICINA se sabe que también altera la permeabilidad de !a

membrana y bloquea la sintesis de RNA.



Como consecuencia la célula bacteriana sin pared no resiste los cambios osméticos
se hincha y estalla.

Los antimicrobianos betalactimicos se unen a receptores enzimaticos que estin
situados en la cara externa de la membrana bacteriana y que llevan a cabo la
transpeptidacion.

Estos receptores son proteinas que reciben el nombre de proteinas fijadoras de las
penicilinas 6 PBP (Penicillin-Binding Proteins) y son transpeptidasas, carboxipeptidasas y
endopeptidasas implicadas en las fases finales de formacion de la pared bacteriana, asi como
en la organizacion de la misma durante los procesos de division y crecimiento bacteriano.
Los antibacterianos betalactimicos se unen a una o varias de estas PBP, que pueden ser
diferentes para cada uno de ellos (33).

Los betalactamicos son el prototipo de antimicrobianos bactericidas, estos farmacos
ademds de ser capaces de interrumpir la sintesis de la pared bacteriana, provocan la pérdida
de un inhibidor de alguna enzima responsable de la lisis celular. Por lo tanto, el efecto litico
se manifiesta en las bacterias que poseen autolisinas (mureina-hidrolasas), mientras que en
las que no las tienen, los betalactimicos producen solamente un alargamiento celular.

Los antimicrobianos activos sobre la pared bacteriana son bactericidas, ejercen su
accion de manera fundamental cuando la bacterii; se encuentra en fase de crecimiento activo,

posecn mayor eficacia sobre las bacterias Gram (+) y son poco tdxicos (33).



Figura No. 3. Sintesis de la pared bacteriana y accion de algunos antibioticos sobre esta.
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b). Accion sobre la membrana celular. La membrana bacteriana tiene como propiedad mas
importante la de actuar como una barrera selcctiva controlando la composicion del medio
interno celular ya que regula escencialmente la entrada y. salida de los metabolitos
celulares. Por esta razon cuando se modifica se alteran los procesos de permeabilidad y la
célula pierde proteinas, iones y acidos nucleicos, lo que da lugar a la lisis bacteriana (33).

Los principales antimicrobianos que actiian a nivel de la membrana celular son las
polimixinas (antibacterianos) y los poliénicos (antifungicos) (ver figura No. 4). .

Las polimixinas tienen un extremo liposoluble que se une a los fosfolipidos de la
membrana y un extremo hidrosoluble que penetra en la parte hidrofilica. Se componah,' :
por tanto, como detergentes cationicos y desorganizan la membrana bacteriana (33).

Los poliénicos (como la NISTATINA y Ia‘ahfotericina) actuan de forma similar;
pero se combinan con los esteroles de la membrana, compuestos que solamente existen en

hongos y micoplasmas.

Los antibacterianos que actuan sobre la membrana bacteriana se caracterizan por

ser mas activos sobre las bacterias Gram (-) que Gram (+) y su efecto es bactericida (33).



Figura No. 4. Accidn de algunos antimicrobianos sobre la membrana celular
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c). Inhibicién de la sintesis proteica. La sintesis de proteinas es fundamental para la vida
bacteriana y los diferentes pasos quimicos para obtenerlos pueden ser interferidos por los
antibidticos. La sintesis de proteinas comienza con la transcripcién de la informacion
genética en el DNA bacteriano a mRNA, por intervencion de una RNA-polimerasa.
El proceso de sintesis proteica como tal sc realiza en tres etapas:

1) INICIACION: comienza con la unién del tRNA iniciador a la sefial de partida del mRNA.
Este tRNA iniciador ocupa el lugar P (peptidilo) en ¢l ribosoma.

2) ELONGACION: que comprende tres fases que son reconocimiento, transferencia y

translocacion. Este proceso comienza con el lamiento de un aminoacil-tRNA al otro

Y

lugar de union del tRNA en el ribosoma al que se le llama lugar A (aminoacilo). Se forma
entonces un cnlace peptidico entre el grupo amino del aminoacil-tRNA recién incorporado y
el grupo carboxilo de la formilmetionina transportada por el tRNA iniciador. El dipeptidil-
tRNA resultante se transloca entonces desde el lugar A hasta el P, micntras que la otra
molécula del tRNA abandona el rbosoma. El acoplamiento del aminoacil-tRNA, el
movimiento del peptidil-tRNA desde el lugar A hasta el P, y el movimiento asociado del
mRNA hasta el siguiente codén, requieren la hidrélisis de GTP. Un aminoacil-tRNA se une
entonces al lugar A vacio para iniciar un nuevo paso en la elongacion, que se realiza como
se acaba de describir.

3) TERMINACION. Tienc lugar cuando una sefial de terminacion es leida en ¢l mRNA por
un factor proteico de liberacion, lo que conduce a la liberacion del ribosoma de la cadena

polipeptidica completa (37).
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Son diversos los antimicrobianos que inhiben la sintesis proteica. El prototipo lo
constituyen los AMINOGLUCOSIDOS dentro de los cuales sc encuentra la
GENTAMICINA (que es el antimicrobiano que utilice) siende la estreptomicina ¢l mas
conocido (32).

La cstreptomicina se une a la subunidad 30 S del ribosoma, de forma irreversible,

alterando la fase de reconocimi y distorsi do el codon del lugar A, con lo que se

detienc la sintesis proteica lo que da lugar a la formacion de proteinas defectuosas las cuales
~ no son funcionales. Los otros aminoglucésidos se unen a otras proteinas de ribosomas
diferente de las que se fija la estreptomicina. Las tetraciclinas actitan de forma similar a los

aminoglucosidos (ver figura No. 5) (32).

P

El mecanismo por el que actiian el clor icol y las linc: idas es en la fase de
transferencia por unién al ribosoma 50 S ¢ inhiben la enzima peptidiltransferasa, con lo que
impide la transpeptidacion (ver figura No.5) (32).

Los macrélidos y el dcido fusidico también se fijan a la subunidad 50 S, pero no

bloquean la transpeptidacion sino la translocacién, pues modifican los factores que

suministran la energianccesaria para el proceso de la translocacién (ver figura No. 5) (32).
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Figura No. 5. Inhibicién de la sintesis proteica por algunos antimicrobianos.
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d)._Blogueo de la sintesis de icidos nucleicos. Los antimicrobianos pueden bloquear la

intesis de acid leicos de tres formas:

1) Interfiriendo la replicacion del DNA,

2) Impidiendo la transcripcion

3) Inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales.

Las quinolonas son sustancias que interfieren en la replicacién porque inhiben la
accion de la enzima DNA-girasa o topoisomerasa Il. Se les conoce, por lo tanto, como
inhibidoras de las girasas. Esta enzima es la que corta la doble hélice del DNA cromosémico
en fragmentos a los que superenrrolla en sentido negativo, para posteriormente proceder al
sellado de los extremos de DNA que fiseron cortados.

La girasa del DNA consta de cuatro subunidades (2 subunidades alfa y 2 subunidades
beta) las subunidades alfa son las responsables de los cortes y del nuevo cierre de los puntos
de ruptura, mientras que las subunidades beta inducen los superenrrollamientos negativos.

Las quinolonas impedirian el cierre de los puntos de ruptura anteriormente citados.
La sintesis de acido nucleico se interrumpe cuando se bloquea la sintesis de bases piricas o
pirimidicas. Las sulfamidas, por cjemplo, impiden la formacién de acido félico por un
mecanismo competitivo, pues son analogas estructuralmente del acido paraaminobenzoico

(PABA) (40).
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Figura No. 6. Sitios de inhibicién por algunos antimicrobianos sobre la sintesis de los acidos
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Por su espectro de actividad : Sc le denomina espectro bacteriano a la agrupacion de
microorganismos constituida por Rickettsias, Bacterias Gram (-) Bacterias Gram (+), Cocos
Gram (-), Cocos Gram (+), Actinomicetos, Espiroquetas, entre otros. Los agentes
antimicrobianos se dividen por su espectro de actividad en Amplio espectro, Espectro
intermedio y Espectro reducido.

- Amplio_espectro : Son aquellas moléculas activas sobre un gran nimero de cspecies
bacterianas (tetraciclinas).

- Espectro_intermedio: Son aquellas que ticnen accion sobre un nimero limitado de especies
bacterianas (macrdlidos).

- Espectro_reducido: Solamente son activos sobre un nimero pequefio de especies

bacterianas (polimixina) (20).

Por su estructura quimica : Los diferentes antibidticos y quimioterapéuticos se agrupan en
familias de acuerdo a las caracteristicas que tienen en comun, como son: composicion

quimica, efectos farmacologicos, mecanismo de accion, etc. Se dividen en :

Betalactamicos Lincosamidas
Aminociclitoles Rifampicinas y Quino!onas
Tetraciclinas Fosfomicina

Polipéptidos Nitroimidazoles
Sulfamidas Poliénicos

Cloramfenicol y derivados Pirimidinas

Macrolidos Imidazdlicos
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Resistencia bacteriana

Ya se ha hecho referencia al desatrollo de resistencia de los microorganismos antes
susceptibles a las sustancias quimioterapicas, hecho que fue demostrado por Ehrlich, dicha
resistencia adquirida puede demostrarse in vitro o in vivo y se produce por el contacto de la
sustancia con las bacterias.

‘En general la quimioresistencia es especifica para ciertos farmacos, sin embargo,.
existen numerosos ejemplos de resistencia cruzada.
Origen de la resistencia

Por algin tiempo se discutié si el origen de aparicion de formas resistentes a los
farmacos quimioterapicos se debia a factores genéticos o de adaptacion, pero actualmente se
sabe que la resistencia se debe a factores genéticos, la resistencia se puede dar de dos tipos.
Tipos de resistencia.
I - Resistencia cromosomica.- El criterio actual de como aparece Ia resistencia en una gran
poblacion de células bacterianas expuestas a un agente antimicrobiano es algo simple. Si esta
gran poblacion es poco resistente genotipicamente (poseen resistencia constitutiva al
antibidtico en cuestion) la habilidad de esas células para crecer en presencia del antibidtico
conlleva a una nueva poblacion de progenie que son mas resistentes genotipicamente. La
cuestion es que la resistencia genotipica estd altamente relacionada al proceso de

mutagéncesis microbiana general,
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Algunos agentes tales como radiaciones y luz ultraviolcta, producen cambios
genéticos expontancos en el DNA, esto puede ocurrir como el resultado de la exposicion al
agente fisico al cual la célula esta expuesta.

Estos cambios mutacionales pucden darse en presencia o ausencia de un
antimicrobiano, ocurriendo mutaciones en un solo punto. Si el cambio es de resistencia a un
agente antimicrobiano, la resistencia puede aparecer por cualquiera de las dos siguientes

vias:

a). Si el bio esta especifi e relacionado al antibidtico (gjemplo: un aumento en la
cantidad de una enzima, como la beta-lactamasa, la cual hidroliza a la penicilina) un alto
nivel de resistencia puede ser observada inesperadamente.

b). Si el cambio genético estd relacionado indirectamente a una accién bioquimica del
antibidtico, pequefios aumentos en la resistencia pueden ocurrir, pero si el pequefio aumento
aparece varias veces en la poblacioén bacteriana un desarrollo gradual de la resistencia al
antibiotico pucde ser observada (35).

11 - Resistencia extracromosémica.- En este tipo de resistencia el DNA externo puede ser

introducido a la célula bacteriana. Si este codifica a enzimas que afectan la sensibilidad de
los antibidticos se llega a un cambio cn la resistencia del microorganismo, estos elementos

extracromosomicos son llamados plasmidos.

12 emid. 1

son molé

Los | de DNA circular cerrado y superhelicoidal que se

reproducen independientemente del cromosoma bacteriano.
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El factor de resistencia extracromosoémica de las bacterias Gram (-) se denomina
factor R . El factor R contiene dos unidades funcionales distintas:
1). * Factor de Transferencia de Resistencia " el cual posee la informacién necesaria para la
replicacion auténoma y la transferencia por conjugacion.

2). “ Determinante r “ que codifica para la resistencia al antibiotico asi también puede
contener a su vez varias unidades y codificar para producir multirresistencia, la cual puede
ser adquirida por otras bacterias si los determinantes son transferidos en blogue.

Los genes con informacidn para la resistencia estan contenidos frecucntemente en
clementos genéticos conocidos como transposones (tn), reciben este nombre por su
capacidad de ser transferidos de una posicion a otra dentro de un replicon o pueden ser
transportadas a un replicon diferente.

La transferencia del factor R durante el acoplamiento depende de un apéndice
externo de tipo piloso, denominado pelo sexual, que facilita la transferencia de plasmidos de
las bacterias macho (dadoras) a las bacterias hembra (receptora) las cuales no tienen pelo. El
nimero de determinantes de resistencia unidos a los factores de transferencia de la
resistencia determinan el nimero de antibiéticos a los que la bacteria se hace resistente.

Un factor R puede tener varios genes, cada uno de los cuales es responsable de la
resistencia a un antibidtico diferente (6, 36).

El material genético y los plasmidos pueden ser transmitidos mediante los siguientes

mecanismos:
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Transformacién:

En esta la exposicion bacteriana a un DNA aislado de diferente cspecic proporciona
1a posibilidad de que algunos de esos fragmentos de DNA's entren a la célula viable y pueda
ser incorporados al cromosoma. El proceso opera con una eficiencia relativamente baja y
muchos DNA's extrafios provienen de cepas con las cuales tienen algo en comimn. Esto
puede ocurrir espontaneamente o a través de la manipulacion en el laboraterio (5).
Transduccién:

Los fagos de células Gram (-) y Gram (+) pueden entrar a células receptoras
sensibles a fagos de cepas bacterianas relacionadas.

El DNA de fagos infecciosos puede ser insertado al genoma bacteriano, y en seguida
s¢ replica con el DNA bacteriano. Si el DNA codifica para proteinas que confieren

resistencia a los antibidticos, esa accion puede ser un mecanismo por el cual la célula

infectada adquiere inesperad resistencia a un antibidtico, es un factor observado que
el fago puede acarrear simultaneamente determinantes de resistencia a mas de un antibiotico,
y la explicacion a la resistencia que de pronto aparece a dos o mas antibioticos algunas veces
no esta relacionado con los otros en términos de estructura o modo de accion (5).
Conjugacion:

Ocurre una transferencia unilateral del material, entre bacterias del mismo género o

de diferentes géncros, durante el proceso de conjugacion. Esta transferencia esta mediada

por un factor de fertilidad (F) que resulta en la extension del pelo sexual de la célula
donadora a la receptora, el plismido o algin otro DNA es transferido a través de estos

tibulos de proteinas del donador al receptor.
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Una seric de genes cstrechos, determina cada uno la resistencia a un antibitico
entre los géneros de bacterias Gram (-) (5).
Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana es el poder que presentan los dlferentes annbmtlcos de"“

atacar a microorganismos patdgenos que se encuentren causando una mfeccuon en o e

hospedero.

Tal actividad se expresa generalmcnte'como la

(MIC) del antimicrobiano que destruird al mlcroorgamsm )

acuvndad antimicrobiana puede determinarse, como ya se duo 'por metodos in‘dirb"', e v
"m vivo"” 3 8)
: METODOS “in vitro™.
' Estos métodos son utiles para determinar:
1. La potencia de un agente antibacteriano en solucion
2. Su concentracion en los liquidos corporales o en los tejidos
3. La sensibilidad de un microorganismo dado, a concentraciones conocidas de antibiotico.
E! descubrimiento y ensayo de antibidticos y la determinacion de la sensibilidad a
ellos por parte de las bacterias lleva consigo generalmente la exposicion de una suspension
estandarizada de bacterias a los efectos de diversas concentraciones del antibiotico o
sustancia sospechosa de contenerlo.
Se emplean dos métodos generales.
I - Dilucion en tubo.

11 - Difusién en agar llamado de Ids "bocillos" o "cilindros" (37). :
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En el presente trabajo se empleé el método de difusion en agar cilindro-placa, por
medio de esté método se pueden probar simultancamente un microorganismo frente a mas
de un agente autimicrobiano (37).

METODOS “in vivo™.
La actividad “in vivo™ y la toxicidad de nuevos antibidticos es un estudio rutinario en

modelos experimentales do animales fios tales como ratones, ratas, cobayos o
peq

conejos, estos estudios no son directamente transferibles al hombre, pero esté es poco
comiin que se le utilice como modelo experimental debido al costo y a la poca disposicion
por parte del ser humano.

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana son un dato importante a considerar para
la eleccion terapéutica, aunque por si mismas se deben manejar cuidadosamente de acuerdo
a su farmacocinética; tomando en cuenta que la concentracion de un antibiotico puede verse
afectada (38).

ANTIBIOTICOS UTILIZADOS.

Los antibidticos que se emplearon se eligieron en base a lo reportado en la literatura
(3, 15, 17, 20, 25, 29) buscando que fueran antimicrobianos a los cuales las bacterias
utilizadas fueran sensibles a estos antibidticos:

Gentamicina que es del grupo de los antibiéticos aminoglucosidos los cuales actiian sobre
el ribosoma bacteriano en sintesis proteica con un efecto irreversible; este antibidtico ha
demostrado tener efecto sobre Escherichia coli y Pscudomonas acruginosa; bacterias Gram

(-) utilizadas.
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Vancomicina que cs un antibiético que inhibe la sintesis de pared celular, lo que provoca la
muerte de la célula bacteriana, por lo tanto de efecto irreversible, ademas de que este
antibidtico tiene efecto sobre las dos bacterias Gram (+) utilizadas, las cuales fueron
Staphylococcus aureus y Bacillus subtillis

Finalmente el antimicrobiano utilizado para la levadura Candida albicans fue Nistatina el
cual es el antibidtico de eleccion para esta levadura, la nistatina es un poliénico que actia
sobre la membrana celular debilitandola y dejando escapar el contenido celular lo que

provoca la muerte celular,
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La medicina ha realizado enormes avances en la prevencion y tratamiento de las
enfermedades en el transcurso de este siglo y hoy se puede esperar la recuperacion del
paciente a quicnes hasta hace poco (algunas décadas) nada se les podia offecer.

De todos es conocido que los antibidticos ocupan un lugar predominante en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas y el éxito o fracaso de la terapia depende de
varios factores (dosis del medicamento empleado, automedicacion, uso irracional del
antibiotico, resistencia al antibiético, etc.).

La aparicién de cepas resistentes a los antimicrobianos es un problema siempre
presente, al mismo tiempo el surgimiento de nuevos antibidticos en el mercado (la gran
mayoria de tipo sintético) impone la revison periddica de los patrones de resistencia, asi

como la necesidad de buscar nuevos antibidticos de origen natural de la gran inmensidad de

4.

plantas utilizadas en medicina tradicional que tienen pr antimicr pero que

(4

hasta ahora no sc les ha dado la importancia debida y por consiguiente tampoco se han

estudiado a nivel cientifico. En base a estos anteced plant un estudio

sistematizado de los extractos metanélicos obtenidos de las plantas de Aristolochia littoralis
y Aristolochia grandiflora comparando el efecto que tuvieron estos extractos con el efecto
de sustancias con actividad antimicrobiana probadas por el método de difusion en agar como

son: Vancomicina, Gentamicina y Nistatina.
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2)

3)

4)

OBJETIVOS

- Demostrar el efecto antimicrobiano de los extractos
metandlicos totales de Aristolochia littoralis y Aristolochia
grandiflora,

~ Analizar comparativ

el efecto antimicrobiano de los
extractos totales de ambas aristolochias con antibioticos

control para las cepas a utilizar.

- Determinar la concentracién de cada extracto a la cual se

inhiba el desarrollo de los microorganismos de prueba.

- Verificar la potencia de los antibiéticos comerciales que se

utilizan con la potencia reportada en la litcratura.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

MATERIAL Y METODO.

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron los microorganismos enlistados con el niumero de identificacién de
"American Type Culture Collection":

- Escherichia coli ATCC 25922

- Pseudomonas acruginosa ATCC 27853

- Staphylococcus aureus ATCC 29213

- Bacillus subtilis ATCC 6636
- Candida albicans ATCC 10231

(2 Gram (-), 2 Gram (+) y una levadura respectivamente)

EXTRACTOS

Se utilizaron los extractos metandlicos totales de dos aristolochias mexicanas que
son A, littoralis y A. grandiflora. En el diagrama de flujo siguiente se realiza la descripcion

de la obtencion del extracto.
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COLECCION -
El material fue colectado en las cercanias de Tamaulipas durante los

meses de noviembre y diciembre.

IDENTIFICACION
La identificacion la realiz6 el Bidlogo Francisco Gonzilez Madrano del Instituto de
Biologia de ]a UNAM. Una muestra fue depositada (No. de registro 16858) en el herbario

del Instituto de Biologia de la UNAM.

PLANTA SECA MOLIDA

3000 g

EXTRACTO METANOLICO

120 g
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MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

- Agar antibiético # 11 BIOXON. Hecho en México por:
~ Agar Miiller-Hinton BECTON DICKINSON DE
- Agar Dextrosa sabouraud MEXICO, S.A. DEC.V.

- Solucion Salina Isotonica ( 0.9 % ) Lab. ABBOTT
- Nefelometro Macfarland No. 1
- Vancomicina Lab. Lilty
- Gentamicina Lab. Schering Plough
- Nistatina Lab, SQUIBB
MATERIAL DE VIDRIO Y EQUIPO
Tubos de ensayo con tapon de rosca : 16 X 150
Caja de Petri : 100 X 20
Tubos de ensayo : 16 X 150
Pipetas graduada: 1, 5, 10, 25 ml
Probeta graduada : 50, 100, 1000 ml
Matraz Erlenmeyer : 125, 250, 500, 1000 m!
Vasos de precipitados : 50, 250 mi
Matraces aforados : 25 ml
Mecheros con tripie y telas de asbesto
Gradillas
Espatula

Pinzas de diseccion
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Estufa, Incubadora, Refrigerador.

METODO

La prueba consistié en determinar la susceptibilidad de los microorganismos a los
cxtractos metandlicos por ¢l método de difusién en agar llamado cilindro-placa, el cuil
consiste en la difusién del antibidtico por un cilindro vertical a una capa de agar solidificado
en una caja de Petri hasta una extensién tal que el crecimiente del microorganismo
adicionado se¢ impide completamente en una area circular o zona alrededor def cilindro que
contiene una solucién de la sustancia antimicrobiana (37), utilizando para esto el agar de
Miiller-Hinton como medio de difusion del producto natural previamente disuelto en agua a
diferentes concentraciones y contenido en los cilindros de acero.

Esta prueba requirio de :

- Pocillos o cilindros : Estos son de acero inoxidable con dimensiones de 10 mm de
longitud, 6 mm de didgmetro intemo, 8 mm de didmetro exteno tienen una precision de |
mm,, se conocen como pocillos de Heatley.

- Cajas de Petri de vidrio : Con medidas de 20 mm de altura X 100 mm de diametro.

- Medio de cultivo : Se utilizaron medios comerciales ideados para trabajos de
ensayo a fin de obtener resultados reproducibles. Se reqﬁirieron de dos medios de cultivo
para la capa basc y de otro para la capa siembra.

Capa basc:  Miiller - Hinton para el caso dc bacterias.
Dextrosa sabouraud para el caso de levadura.

Capa siembra : Antibiotico # 11 para todas las cepas.
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- Microorganismo : Se realizaron bioensayos con dos tipos de microorganismos
estos fueron bacterias y levaduras, las cuales para ser utilizadas en este tipo de pruebas no
deben tener una respuesta previsible de susceptibilidad y ademas deben ser de crecimiento
rapido cuyo punto terminal pueda determinarse en I8 a 24 hr.

El grupo de bacterias se dividié en microorganismos Gram (+) y microorganismos

Gram (-); utilizando dos especies de cada grupo las cuales fueron: Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, respectivamente, y una
levadura que fue Candida Mﬁs

- Suspensién bacteriana : Se mantuvieron los microorganismos sobre tubos
inclinados del medio siembra (Agar antibiotico No. 11). Se prepararon las suspensiones
qué se emplearon lavando los microorganismos de un cultivo en tubo inclinado el cual
tenia 24 hr de incubacidn, con 2-3 ml de solucién salina isotonica estéril al 0.9 %, se
adicionaron al medio de capa sicmbra comparando la suspension bacteriana con el patron
de turbidez de Macfarland No. 1 (0.1 ml de BaCly al 1% y 9.9 ml de H»804), con lo cual
se obtuvo una concentracion aproximada de 3 X 10% células/ml, posteriormente se
adicioné 1.5 ml de la suspension estandarizada a 100 ml de medio siembra (10, 25),
quedando de esta forma una concentracién final de 4.5 X 10° células/mi.

De cada extracto se midieron 6 didmetros por concentracion (5 concentrécibyé;);
para’ cada cepa que se manejo, y 6 didmetros que responden al control cyg)rkre'ép.gr;diyéﬁge_‘_‘

. segt’m la cepa.

En eI siguiente cuadro se muestra como se manejo cada’ extracto para poderf

anahzar Ios resultados estadisticamente:
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Cuadro No. 4. Mangjo de los resultados obtenidos con cada extracto para el andlisis

estadistico.:

- CONTROLES: " | No;DIAMETROS. " No. CEPAS

GENTAMICINAIOpg/ml} 0] : 2 gco Paerugmosa

VANCOMICINA3D * - “6'por cepa 2 § aureus B B_subtilis

NISTATINAL2 ~* [ Cz alblcans

EXTRACTO mg/ml |

Total de dmmetros medldos 90 para. cada extracto ( 6 por cada concentracién 5

concentraciones son 30 diametros,para el dnalisis se utilizaron los datos de 3 cepas que

fueron los de una bacteria Gram (+) una bacteria Gram (-) y una levadura)
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_ Diagrama No. 1. FLUJOGRAMA DEL METODO

lavar Suspension
/3ml 4 bacteriana
Ry 4 Estandarizar ¢/ $81 con el

e -

patron de Mc Farland No. 1

AA No. 11
crecimiento
24hr/ 37 °C

l X ml susp. bacteriana

¢—————— Esterilizados ————————»

COLOCACION DE CILINDROS

control antibidtico

extracto 80 mg/ml

‘éxtracto 20 mg/ml

extracto 65 mig/ml ‘extracto 35 mg/ml

-~ o~

extracto 50 mg/ml
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DILUCIONES ESTANDAR DE LOS ANTIBIOTICOS Y DE LOS EXTRACTOS.
Las diluciones se prepararon en base al valor de la potencia reportada en la literatura

(25, 34), Ia preparacion de las soluciones se realizo de la siguiente manera:

GENTAMICINA

Potencia 590 pg/mg

10 pg producen halo de inhibicion de 13 mm

590 ug  ----- 1000 pg ,

R — X x=v1:6'.94?'1"5‘gg, (19@1)‘@1@5 quesc desen
: ~ 169.4915 pgl?ﬁlr e
‘ 1000 dg e 1 lﬁg L ’
169.49150g e X X=0.169491 mg/ml
Elinyectable utilizado contiene 10 mg de gentamicina / ml
10mg «--- 1ml
6. 1694915 mg ----- X X=0.01694 ml del inyectable para preparar

10 ml de solucién con una concentracién de

10 pg/ml,
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NISTATINA.

F ia no de 4400 unidades/mg

1.2 pg/ml es la concentracion minima inhibidora

1000 pug

1.2 ug

w4400 UI

- X X=5.28 UV/ml

La suspension utilizada contiene 100,000 Ul

Img
4400071

X 100,000 Ul = 22.7272 mg/ml

22.7272mg - 1ml

(L2mg [ miX10ml)
22.7272mg | mi

VANCOMICINA

1.2mg - X X=0.0528 ml

0.5280 ml de la suspension comercial para preparar

10 ml de solucién con una concentracion de 1.2 pg/ml,

Potencia aproximadamente 1000 pg/mg

30 pg/ml producen una zona de inhibicién con didmetros entre 15 - 19 mm,;

1000 pug ---- 30 g

1000 pg ----

X

X=30 pg (25ml )volunienj ﬁhe se prepard

=750 pg/ml
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1000 pg === ) mg

.7 X=0.75 mg/mt

El inyeclai)lbe ‘u_till‘iz'zid‘d cont{cdc 50 mg/ml

X=0.015 m! del inyectable para preparar

25 ml de solucion con una concen-

tracion de 30 pg/ml

DLLUC‘I(')N:DE LA SUS'f ANCIA PROBLEMA (EXTRACTOS)
k Sé_prepai'aron soluciones de los dos extractos con diferentes concentraciones las
éuales fueron: 20, 35, 50, 65, 80 mg/ml.

Todas las diluciones se aforaron con agua estéril hasta los volimenes descados.

PRUEBAS DE ESTANDARIZACION DEL METODO.

Sec prepararon diluciones con los extractos a las concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1.0, 10, 20, 40, 80, 100 mp/ml con las cuales se realizaron pruebas preliminares (con la
finalidad dec estandarizar el método) consistentes en colocar en los cilindros
aproximadamente -0.5 ml las diluciones anteriores, los cilindros previamente se habian

colocado en las cajas Petri que contenian agar Miiller-Hinton el cuél habia sido inoculado

con una suspencion de 106 bacterias/ml (utilizando patrén No. 1 de Mcfarland de turbidez),
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los cilindros se colocaron en las cajas a una distancia aproximada de 60° cntre si. En estas
cajas se utilizd un control que fue el de Gentamicina (10 pg/ml) el cual es conocida su
actividad antimicrobiana; se utilizd para el ensayo una presentacion comercial que fue
GARAMICINA (inyectable). Después de 24 hrs de incubacion a 379C se efectud en las
placas la medicién de los didmetros del halo de inhibicion en la periferia de los cilindros

utilizando para ello un Vemier que es un instrumento graduado que nos proporciona una

medicion exacta.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS PRELIMINARES PARA ESTANDARIZAR
EL METODO

De estas pruebas preliminares las concem;;ciones utilizadas mas bajas (0.1 - 1.0
mg/m!) no produjeron halos de inhibicién mayores que el control (cuadro 5), sin embargo, »
de las concentraciones de 10 - 100 mg/ml se observaron méyores inhib'it_:ionesy" dé =
crecimiento (cuadro 6) pero, las inhibiciones obtenidaé a 10’y 100 mg/ml produjeron
inhibiciones similares, lo que nos llevo a realiza.r cambios en las cc;ncentracic;nes utilizando
ahora las concentraciones que estuvieron en el rango comprend'ido de 20 a 80 mg/ml,
estas concentraciones fueron de 20, 35, 50, 65, 80 mg/ml con las cepas de Escherichia coli
y Pseudomona auruginosa de los cuales se obtuvieron los resultados que se muestran en
los cuadros 7 y 8.
Cuadro 5. Resultados obtenidos con el extracto de A. littoralis sobre un

microorganismo (E. coli), utilizando las concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0

mg/ml de extracto y un control (antibiético). Resultados para estandarizar el
método.

CAJA 1 2 - 4 § L6

GENT10 [ 110

EXTR 0.2 0.0

0.4 0.0

0.6 00
0.8 1o |
10 13.0 -

a7



Cuadro 6. Resultados obtenidos con el extracto de A, littoralis sobre un
microorganismo (E. coli), utilizando las concentraciones de 10, 20, 40, 80 y 100
mg/mt de extracto y un control (antibiético). Resuitados para estandarizar el
método.

CAJA 1 2 3 a 5 3
GENT10 | 10.0 105 15 115 135 12.0
EXTRI0 | 00 | 00 | 90 00 Lo | 00
3% | 100 00 |10 | 00 [ 130 | 110
w | o | TR VY o %0
8| 130 g 110

100 | 00

Cuadroe 7. Resultados obtenidos con el extracto de A. littoralis sobre E. coli,
utilizando Ias concentraciones de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/m! de extracto y un control
(antibiético). Resultados para estandarizar el método.

CAlA | 1 3

GENTI0 | 150 oo

EXTRZ0 | 10 o0
% o0 0.0
50 iz,o.a,; » 0.0
R R T 00
80 "10.0 . 0.0
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Cuadro & Resultados obtenidos con ¢l extracto de A. littoralis sobre P. aeruginosa,
utilizando las concentraciones de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y un control
(antibiético). Resultados para estandarizar ¢l método.

CAIA 1 2 3 a 5 6
GENT10 | 100 140 14.0 13.0 00 - | 00
EXTR20 | 150 | 110 | 120 16.0

35 | 120 10 | 120 7180

50 120 50 | 5o 170

65 110 13.0 12.0 180 = 00 1700 .

80 10.0 0.0 10.0 14.0 - 0.0 00

Posterior a las pruebas preliminares se probaron las siguientes concentraciones del
extracto (20, 35, 50, 65, 80 mg/ml), para las cinco cepas. Se utilizaron controles que
consistieron en formas farmacéuticas de sustancias con actividad antimicrobiana evaluada

por método de difusion, estos controles fueron:
GENTAMICINA- 10 pg/ml la cual produce una inhibicién de 13 mm o mis. Lab. Schering

Plough, inyectable 20 mg/ml."Garamicina". Se utilizd este control para las cepas de

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

49



VANCOMICINA- 30 pg/ml que producen una inhibicién de 15 - 19 mm. Lab. Lilly,
inyectable 500 mg. “Vancocin C.P.". Se utiliz6 este control para las cepas de

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis.

NISTATINA- 1.2 pg/ml minima concentracién inhibidora. Lab. SQUIBB, polvo para

suspensién 100,000 UI "Micostatin". Se utilizé este control para la cepa de Candida

albicans.

RESULTADOS OBTENIDOS CON EL EXTRACTO METANOLICO
DE Aristolochia littoralis.

Después de 24 hrs de incubacién a 379 C, se efectud la lectura de los didmetros de
inhibicion en la periferia de los cilindros. Los resultados obtenidos nos muestran, para:
Escherichia coli : La inhibicién en las seis cajas con cinco diferentes concentraciones del
extracto y el control correspondiente, la inhibicién que se obtuvo fite gradual y proporcional
a la concentracion del extracto utilizado llegando a un maximo con la concentracion de 50
mg/ml (Figura No. 7) ; posteriormente disminuy6 el balo de inhibicién; esto concuerda con
los didmetros medidos en las seis placas los cuales se presentan en el cuadro No. 9. También
observamos que el halo de inhibicion del control es mayor que ¢l que presenta el extracto,

siendo el promedio del control = 14.667 mm. y promedio del extracto a 50 mg/ml 14.5 mm.
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Figura No. 7. Caja sembrada en la superficie con una
cepa estandar de E. coli. En los cilindro abiertos se puso

una cantidad de diferentes concentraciones del extracto
metandlico de A, littoralis que contenian 20, 35, 50, 65 y
80 mg/ml y una cantidad de un control que fue de
Gentamicina que tenia 10 pug/ml, respectivamente, se
incubaron posteriormente las cajas durante toda la
noche,
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Cuadro 9. Resultados obtenidos con el extracto de A. littoralis sobre Escherichia coli,
utili do 1as traci de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y Gentamicina
como control (10 pg/ml). Resultados para el anilisis estadistico.

CAJA 1 2 ) 3 T 4 S ) 6 Promedio
GENT 10 15.0 . : 1:4.667
EXTR 20 13.0. '_12.‘16‘7
w00 TS
- ; S
65
80

Pseudomonas aeruginosa. Con el mismo nimero de cajas (6) se observa visualmente una

mayor inkibicién que con la cepa de E. coli con las diferentes concentraciones del extracto

(Figura No. 8) que concuerda con los didmetros medidos, al igual que con E. coli, la
inhibicion aumenta en forma gradual y disminuye a partir de 50 mg/ml (cuadro 10). Con
estos resultados se observa una mayor inhibicién con la sustancia contro! que con el

extracto.
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Figura No. 8. Caja sembrada en la superficie
con una cepa estandar de P. aeruginosa, En los
cilindros abiertos se puso una cantidad de
diferentes  concentraciones del extracto
metandlico de A. littoralis que contenian 20, 35,
50, 65y 80 mg/m! y una cantidad de un control
que fue de Gentamicina que ia 10 pg/ml,
respectivamente, se incubaron posteriormente
las cajas durante toda 1a noche.
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Cuadro 10. Resultados obtenidos con ¢l extracto de A. littoralis sobre Pseudomonas
aeruginosa, utilizando las concentraciones de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y
Gentamicina como control (10 pg/mi). Resultados para el anlisis estadistico.

CAJA 1 2 3 4 5 6 Promedio

GENT10 | 100 14.0 120 13.0 140 140 13.167

EXTR20 | 150 1.0 12.0 160 _ lé'.o“ 9.0 12.000
35 12.0 14.0 120 18.0 12.830
50 120 | 150 | Bo | 170 13.000
& | 110 130 | o .vnlts,o. =  9.000
80. 100 | o000 10}6 i4.§ T 5667

Staphylococcus aureus. En estos resultados el halo de inhibicion formado por el extracto es

mayor que ¢l halo de inhibicién producide por la sustancia control; ademas de que como se

observa en la figura No. 9 los halos formados estdn mds marcados que los halos de las cepas

Gram (-), de igual forma los didmetros medidos son mayores que los del control en donde el

extracto ticne un halo de inhibicion promedio de 17.67 mm para la concentracion de 50

mg/ml que fue la concentracion que mayor inhibicion produjo y el control tuvo una

inhibicién promedio de 15.83 mm (ver cuadro 11), con esta cepa al igual que con las Gram

(-) la inhibicion disminuye a partir de la concentracién de 50mg/ml.
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Figura No. 9. Caja sembrada en la superficie
con una cepa estindar de S. aurcus. En los
cilindros abiertos se puso una cantidad de
diferentes  concentraciones del extracto
metandlico de A. littoralis que contenian 20,
35, 50, 65 y 80 mg/ml y una cantidad de un
control que fue de Vancomicina que contenia
30 pg/ml, respectivamente, se incubaron
posteriormente las cajas durante toda lIa
noche.
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Cuadro 11. Resultados obtenidos con el extracto de A. littoralis sobre Staphylococcus

do las ¢

aureus, utili

de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y
Vancomicina como control (30 pg/ml). Resultados para el anilisis estadistico.

CAJA 1 2 3 4 5 6 Promedio

VANC 30 14.0 14.0 14.0 18.0 17.0 18.0 15.830

EXTR 20 17.0 17.0: 160 14.0 18.0 150 16.167
35 18.0 16.6 16,0 17.0 16.0 18.0 16.830
S0 16.0 1_570' ) 18.0 20.0 18.0 19.0 17.670
65 155 . 1.4.0 170 17.0 17.00 17.0 16.250
80 16.0 15077 ,14.6' : 17.0 16;00 165 .15.750 )

Bagillus subtilis. Con esta bacteria los halos de inhibicion producidos por el extracto fueron

menores que los del control (Figura No. 10), en donde esta sustancia tuvo un promedio del

halo de inhibicion de 18.5 mm y el extracto a una concentracién de 50mg/ml tuvo un

promedio de 11.416 mm, en general los didmetros medidos del extracto son menores al

diametro del control como se puede observar en el cuadro 12.
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Figura 10. Caja sembrada en la superficie con
una cepa estindar de B._ subtilis. En los
cilindros abiertos se puso una cantidad de
diferentes concentraciones del  extracto
metandlico de_A. littoralis que contenian 20,
38, 50, 65 y 80 mg/ml y una cantidad de un

control que fue de Vancomicina que conteni
30 pg/ml, respectiv te, se incubaron
posteriormente las cajas durante toda Ila
noche.
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Cuadro 12. Resultados obtenidos con el extracto de A. littoralis sobre Bacillus subtilis,

utilizando las

como control (30 pg/m!). Resultados para el anilisis estadistico.

de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y Vancomicina

CAJA 1 2 3 4 S 6 Promedio

Vanco. 30 17.0 16.0 21.0 150 24,_6 18.0 18.500

EXTR. 20 13.0 13.0 15.0 15.0 14.0 14.0 14,000
-35 16.0 140 E ..15.0‘ 140 14.830
50 11.0 9.00 - ‘13.0 il.O 11.410
65 1057 g 110 7 . 1300 _‘ 13;6 11.677
80 10,0 _‘ 10 1300 g 125 » 11.167

Candida albicans. El extracto a esta levadura no produjo efecto alguno, la inhibicion

observada es con la sustancia control como se puede observar en la figura No. 11, y cuyo

didmetro en promedio fue de 15.83 mm.
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Figura No. 11. Caja sembrada en la superficic
con una cepa estindar de C. albicans En los
cilindros abiertos se puso una cantidad de
diferentes  concentraciones del extracto
metanélico de A. littoralis que contenian 20,
35, 50, 65 y 80 mg/m! y una cantidad de un
control que fue de Nistatina que contenia 1.2
pg/ml,  respectivamente, se  incubaron
posteriormente las cajas durante toda la
noche.



Con los resultados anteriores se decidié que cepas deberia utilizar para ¢l extracto de
Aristolochia grandiflora llcgando a la conclusion de solo utilizar las cepas que habian
mostrado mas susceptibilidad, cstas fueron una Gram (-), Pscudomonas acruginosa; una

Gram (+), Staphylococcus aureus y Candida albicans que aunque no mostrd susceptibilidad

alguna se eligio por ser la Ginica levadura que se trabajo.

RESULTADOS OBTENIDOS CON EL EXTRACTO METANOLICO

DE Aristolochia grandiflora

Los resultados obtenidos con este extracto se compararon con las sustancias control

utilizadas para el extracto de A. littoralis (gentamicina, vancomicina, nistatina).

Después de 24 hrs de incubacién a 370 C se efectué la medicion de los halos de
inhibicién de crecimiento en la periferia de los cilindros utilizando para ello un Vemnier.

De los resultados obtenidos tenemos que:

Pseudomonas aeruginosa. Muestra una susceptibilidad al extracto de Aristolochia

grandiflora, semejante a la mostrada con el extracto de Aristolochia littoralis, la inhibicién es

gradual a la concentracion, sin embargo, se observa una mayor inhibicion con el control
(Figura No. 12); con el extracto la mayor inhibicion se obtiene con la concentracién de 50
mg/ml, en donde el promedio del control es de 13.83 mm y del extracto a 50 mg/ml es de

5.5 mm) estos resultados se muestran en el cuadro No. 13,

60



Figura No. 12. Caja sembrada en la
superficie con una cepa estindar de
Pseudomonas aeruginosa. En los cilindros
abiertos se puso una cantidad de diferentes
soluciones del extracto de A. grandiflora
que contenian 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml y
un control que fue de Gentamicina el cual
contenia 10 pg/ml, respectivamente,
posteriormente se incubaron las cajas
durante toda la noche.
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Cuadro 13. Resultados obtenidos con el extracto de A. grandifiora sobre Pseudomonas
aerugi , utilizando las ¢ traci de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/ml de extracto y
Gentamicina como control (10 pg/mi). Resultados para ¢l analisis estadistico.

CAIA 1 2 3 T | 3 6 | PROM.
GENTI0| 12 | .12 - 14| 16| 1383
EXTR20 | ' -
35 9 3
S0 | ._11  55
& ':”97?,_ e EEyoe BT o 65
N R TR I 10 5 [ 65

Staphylococcus aureus. Los halos de inhibicion con este microorganismo son

claramente observables ya que estin perfectamente definidos, como sucedié con

Aristolochia littoralis, pero los diametros de Aristolochia grandiflora fueron mas pequefios

que con ésta (Figura No. 13). Con Aristolochia grandiflora la inhibicion va aumentando
hasta la concentracion de 50 mg/ml y posteriormente disminuye; al calcular los promedios
tenemos que la inhibicion del extracto a la concentracion de 50 mg/ml es mayor que la
inhibicion del control (cuadro No. 14) ya que los valores son, para el control de 15.167 mm

y para el extracto a esta concentracion de 15.9167 mm .
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Figura No. 13. Caja sembrada en la superficie
con una cepa estandar de Staphylococcus
aureus. En los cilindros abiertos se puso una
cantidad de diferentes soluciones del extracto
de A, grandiflora que contenian 20, 35, 50, 65
y 80 mg/ml y un control que fue de

" Vancomicina el cual contenia 30 pg/ml,
respectivamente, posteriormente se incubaron
las cajas durante toda la noche.
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Cuadro 14. Resultados obtenidos con el extracto de A. grandiflora obre
Staphylococcus aureus, utilizando las concentraciones de 20, 35, 50, 65 y 80 mg/mi de
extracto y Vancomicina como control (30 pg/ml). Resultados para el andlisis
estadistico.

CAJA 1 2 | 3 [ 4 5 6 | PROM.
VANGIO| 12 ' 15.157
EX’fRZO — 129167

ST 15.75

50| 159167

65 T '15;__25

%0 55

Candida albicans . E! extracto no mostré inhibicion en la periferia de los cilindros con esta

cepa, el halo de inhibicién que se observo fue obtenido con la sustancia control (Figura No.

14) y cuyo valor promedio fue de 17.66 mm.
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Figura No. 14. Caja sembrada en la superficie
con una cepa estandar de Candida albicans.
En los cilindros abiertos se puso una cantidad
de diferentes soluciones del extracto de A.
graadiflora que contenian 20, 35, 50, 65 y 80
mg/ml y un control que fue de Nistatina c!
cual contenia 1.2 pg/ml, respectivamente,
posteriormente se incubaron las cajas durante
toda la noche.



ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 por medio de un discfio en bloques aleatorios y
posteriormente se utilizé la prueba de TUKEY, ya que esta prucba no exige homogencidad
en las varianzas ademas de que es aplicable a modelos experimentales carentes de
ortogonalidad, es decir, es aplicable en los contrastes dependientes de una muestra testigo
bien identificada para medir, asi, las diferencias que pudieran existir en las otras muestras
(10).

El analisis estadistico se realizd como a continuacién se describe:

ler.I disefio:

Tratamiento = especies : 1-Aristolochia littoralis - Al
2-Arigtolochia grandiflora - A2
3-Control : Vancomicina - A3

Gentamicina

Bloque = bacteria : 1-Pseudomonas aeruginosa - B1

2-Staphylococcus aureus - B2

La variable de respuesta fue el efecto de inhibicion de crecimiento de los extractos
sobre los microorganismos trabajados, este efecto fue medido en milimetros,
Se utilizaron promedios totales, es decir, de las cinco concentraciones del extracto y

de total de los didmetros obtenidos con el control.
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BLOQUE Bl B2
TRATAMIENTO
Al ' '~ ~1>6.§ = _ 16.555
A2 e 4.35_7 15467
A3 — T B85 155

El tratamiento estadistico que se empleo para analizar los datos fue un disefio en
bloques aleatorios.

La DMS no se da por lo que esta prueba no es significativo, P>0.05 (Grafica 1).
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'DISENO 1

Prom.Inhibicion

Tratamiento 3 Tratamiento 1 Tratamiento 2

[ Control DA. littoralis
E3A. grandiflora
GRAFICA 1. En esta grafica se muestra el promedio de inhibicion con las 2 Aristolochias
(tratamientos) y el control (antibiotico) para Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus se tomo el promedio de 60 diametros medidos (6 cajas, 5 concentraciones por

cepa) para cada tratamiento y el promedio de 12 diametros para el control, los datos
obtenidos al compararlos con el control, estadisticamente no son significativos; P>0.05

(Prueba de Tukey).
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2¢. diseiio:

En este diseiio se aumentaron los resultados obtenidos con Candida albicans (B3) y

de su control que fue nistatina.

BLOQUE B1 B2 B3
TRATAMIENTO
Al l 10.500 16.533 0.000
A2 4.367 15.467 0.000
A3 13.500 15.500 16.75

El tratamiento estadistico que s¢ empleo para analizar los datos fue un diseiio en bloques
aleatorios.
La diferencia entre ellos es de 6.239, 8.639 y 2.4, estas diferencias son mayores a la DMS;

por lo que este disefio no es significativo P>0.05 (Grafica 2).
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DISENO 2

‘Prom. Inhibicién

| 1 1
Tratamiento 3 Tratamiento 1 Tratamiento 2

-{fi} Control [JA. littoralis

E2A. grandiflora

GRAFICA 2. En esta grifica se muestra ¢l promedio de inhibicion con las 2 Aristolochias

(tratamientos) y el control (antibidtico) para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus y_Candida_albicans se tomo el promedio de 90 didmetros medidos (6 cajas, 5

concentraciones por cepa) para cada tratamiento y el promedio de 18 didmetros para el
L4

control, los datos obtenidos al compararlos con el control, estadisticamente no son

significativos P>0.05 (Prueba de Tukey).
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3er. diseiio:
Es un diseiio factorial 2 X 5 donde el primer factor son los extractos de estudio con
2 niveles (tratamientos) que fueron:

Tratamiento : Al - Aristolochia littoralis para Gram (-) y Gram(+)

A2 - Aristolochia grandiflora para Gram (-) y Gram (+)

El segundo factor es la concentracion de estos extractos con 5 niveles que fueron:

C1 =20 mg/ml
C2 =35 mg/ml
C3 = 50 mg/ml
C4 = 65 mg/mi
C5 = 80 mg/ml

a1

El arreglo de las unidades experimentales fue en bloques al azar; donde los bl
son:
B1 = Pscudomonas aemiginosa bacteria Gram (-)

B2 = Staphylococcus aureus bacteria Gram (+)

A continuacion se reportan los promedios de cada concentracion ( 6 lecturas por

cepa) :
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coNCc.] ci c2 C3 C4 C5
TRAT BLOQUE
Al* 12,000 12.833 13.000 9.000 5.667 G(-)
16.667 16.830 17.670 16.250 15.750 G(+)
A2 3.000 5.500 6.830 6.500 G(-)
14.916 15.750 15.916 15.500 G(+)

15.250

Con cl anilisis estadistico se observé que los datos obtenidos con el tratamiento A1*

(A_littoralis) fueron significativos con relacion a los del tratamiento A2" (A._grandiflora);

P<0.05. Ver grafica 3.

E1 analisis posterior que se realizé en primer lugar fue en base al tratamiento, y en

segundo lugar en base a la concentracion utilizando para ello la prueba de Tukey.

Del anilisis en base al tratamiento tenemos que la diferencia entre uno y otro es de

3.6 esta es mayor a la DMS por lo que este diseiio si es significativo P<0.05 (Grafica 3).

Del analisis estadistico en base a las concentraciones tenemos que la diferencia entre

ellos no es mayor a 6.1625 (DMS) por lo que este disefio no es significativoP>0.05.
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GRAFICA 3. En esta grafica se muestra el promedio del didmetro de inhibicién de cada
concentracion para el tratamiento 1 (A. littoralis) y el tratamiento 2. (A. grandiflora) Cada

tratamiento corresponde a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aurens con 12

didmetros medidos por concentracion para cada tratamiento (6 didmetros por cepa), los
datos obtenidos al compararlos entre si estadisticamente si son significativos esto es que

P<0.05 (Prueba de Tukey).
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4o. disciio.

En cste se aumentaron los resultados de Candida albicans como un bloque mas

siendo el mismo diseiio y los dos tratamientos que el anterior.

conc] c2 C3 c4 Cs
TRAT. BLOQUE
Al 12.000 12.833 13.000 9.000 5.667 G(-)

16.167 16.833 17.667 16.250 15.570 G(+)

. - - LEV.

A2 - 3.000 5.500 6.830 6.500 G(-)

14.916 15.750 15.916 15.250 15.500 G(+)

LEV.

El anilisis estadistico que se realiz6 fite un disefio factorial 2 X 5, posteriormente se
realizaron 2 prucbas de Tukey cnb base al tratamiento y en base a la concentracién.

Para cl analisis en base al tratamiento tenemos que la diferencia entre uno y otro es
de 2.4 y esta es menor a la DMS por lo que este diseiio es significativo; P<0.05 (Grifica 4).

Para cl anilisis en base a las concentraciones tenemos que la DMS entre ellos no es

mayor a 4.0665 por lo que este disciio no es significativo (P>0.05).
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DISENO4

GRAFICA 4. En esta grifica se muestra el promedio del didmetro de inhibicién de cada
concentracion para el tratamiento 1 (A. littoralis) y el tratamiento 2 (A._grandiflora). Cada
tratamiento corresponde a Pseudontonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida

albicans con 18 diametros medidos para cada tratamiento (6 diametros por cepa), los
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VIH. CONCLUSIONES

e El extracto de A. littoralis a la concentracion de 50 mg/ml sobre bacterias Gram (-)
produjo halos de inhibicion con un didmetro en promedio de 14.5 mm para E. coli y de
13.0 mm para P,_aeruginosa.

* La gentamicina a la concentracion de 10 pg/ml sobre bacterias Gram (-) con el extracto
de A littoralis produjo halos de inhibicién con un didmetro en promedio de 13.917 mm,
este resultado concuerda con lo reportado en literatura.

o El extracto de A littoralis a la concentracion de 50 y 35 mg/ml sobre bacterias Gram (+)
produjo halos de inhibicién con un didmetro en promedio de17.67 mm para S. aureus y
de 14.83 mm para B. subtilis.

e La vancomicina a la concentracién de 30 pg/ml sobre bacterias Gram (+) con el extrac;to

de A. littoralis produjo halos de inhibicién con un didmetro en promedio de 17.165 mm,

este resultado concuerda con lo reportado en literatura.

o El extracto de A. grandiflora a la concentracion de 50 mg/ml produjo halos de inhibicién
con un didmetro en promedio de 5.5 mm para las bacterias Gram (-) y de 15.916 mm
para las bacterias Gram (+).

¢ Los controles con este extracto produjeron halos de inhibicion que fueron de :
Gentamicina = 13,83 mm para las bacterias Gram (-); y Vancomicina = 15.157 mm para

las bacterias Gram (+).
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e La vancomicina produjo halos de inhibicion sobre bacterias Gram (+) menores que los
halos de inhibicién producidos por el extracto de A littoralis y de A. grandiflora.

¢ Los halos de inhibicién obtenidos en el faboratorio con ambos controles fueron similares
a los reportados en la literatura con lo que sc comprobé la potencia de los farmacos
utilizados.

e Los extractos totales de A littoralis y A. grandiflora provocaron la inhibicion del

crecimiento de las bacterias utilizadas, estos datos concuerdan con el efecto antimicrobiano

obtenido con otras especies Aﬁﬁolochias

e Al concluir este trabajo nos damos cuenta de la importancia que tiene el conocer la

medicina tradicional del pais asi como el de hacer un estudio profundo de ella, puesto que

Meéxico es un pais rico en plantas medicinales las cuales pueden ser utilizadas como

alterniativas en cl tratamiento de las enfermedades producidas por microorganismos para el

mejoramiento de la satud humana.

n



VIII BIBLIOGRAFIA.

1. Achary B.; Chakrabarty S.; Bandyop S. y Pakrashi S. C.; " Studies on Indian medicinal
plants. Part 69. A. New 4,S-dioxoaporphire and other constituents of A. indica

Heterocycles . 1982; 19 (7) : 1203-1206.

2. Bailey, L. H. y Hontus, t. a. “ Concile dictionary of plantas cultivated in USA and

Canada * Millan Publishing, Co. Inc. N. Y. 1980; pp 449.

3. Baurer, AW. ; Lampe, M. F. and Turck, M. " Antibiotic susceptibﬂity ytes(i)x.g‘ by

standardizer single disk method ". Am. Journal Clin. Pathol.; 1966; 45:493‘-49‘6}

4. Barry, A.L., Garcia, F. and Thrupp, L. D. " An improved single disk mé{_ho_d fb( test\ir{tg
the antibiotic susceptibility of rapidly growing phatogens ". Am. Journal Clin, Paihol.;

1970; 53:149-158.

5. Braude Abrahn. E. Davis Carles. " Microbiologia Clinica *. Ed. Medica Panamericana

S.A. 1984; pp: 3-40.

6. Brettman L.R. " Pathogenesis of urinary tract infections host susceptibility and bacterial

virulence factors ". Urology. 1988; 32[supL]:9-11.

78



7. Camacho, U. D; “ Estudio Quimico de Aristolochia litoralis "; Tesis de Maestria en

Quimica Farmacéutica; UN.A.M 1990.

8. Carboni, S.; Livi, O.; Segnini, D.; Mazzanti, L. “ Consti tes of A. rotunda *. Gazz.

Chim. Ital. 1966; 96 (5): 641-661.

9, Carreras, LM. * Quaternary bases and nitrophenanthrenes in A. baetica *“ . An.

Inst.Bot. A. J. Cavanilles. 1973; 30: 253-265.

10. Castilla Sema L., Travioto J., * Estadistica Simplificada para la lnvestigac‘ién»e"x' o

Ciencias de la Salud * ,1991, De. Trillas

11. Collins, C.H. M. L. Biol FIMLT, " Metodos Microbiolégicos " ;’Ed'. Aé;iﬁa; 198?. PP :

366-377.

12. Diaz JL.; " Usos de las plantas medicinales en México ", Monografias Cientificas

IMEPLAM. México, D.F. 1976 ; pp 132.

13. Enriquez R. G., Chavez M. A,, Reynolds W. F., “ Phytochemical Investigations of the

genus Aristolochia * , J. Nat. Prod. Sep-Oct 1984, 47:896-899.

STE YESIS R0 upwe
SR BE LA mRUBTERA

79



14. “ Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos “.Secretaria de Salud; Quinta Edicion;

1988. pp 72-85.

15. Finland, M. Chaunging. " Patterns of plibility of « on bacterial pathogens to

antimicrobial agents . Ann. Intem. Med. , 1972;76:1009.

16. Font, Q.P.; El discérides renovado. " Plantas Medipindles} Fdlrx.‘ 43"Aristolochiaceas "

Ed. Labor; Barcelona, 1980, pp 193.

17. Garcia Rodriguez J. A. " Antfmicrabianos;;}v{_w obiologia y Parasitologia Médica "

Barcelona, Ed. Salvat. 1987; pp 120-152.

18. Garibay A. M. " Nombres Nahuas en Libellus Me J inalib ‘_hld»f_”;ly‘)", herbis "' ; de

Martin de la Cruz, IMSS, México. 1972.

19. Gaspard, U. S. ; “ Metabolic effects of oral cogx‘tr'az‘:ebti"{és‘ . Am. J, Obstet. Gyneéol.
1987; 10291041, N

20. Goodman-Gilman, A. " Las bases farmacoldgicas de la terapéutica "; Ed.

Panamericana; 6° edicion México, 1990; pp 150-170.

80



21. ‘Goodman, A., “ Las bases farmacoligicas de la terapéutica * Ed. P: icana

México. 1991; pp 922, 1357-1358,

22, Hemandez, F.; ¢ Historia Natural de Cayo Plinio Il. Obras completas . Tomo IV,

Volumen I, Libro XXIV. UNAM. 1960,
23. Hinou J., Demetzos C., Harvala C., Roussakis C., “ Citotoxic and antimicrobial
principles from the roots of Aristolochia longa “ , Int. J. Crude Druge Res. Jun 1990.

28:149-151.

24. Lee H. S, Han D. S., “ New Acylated N-glycosy! lactam from Aristolochia contorta * |

J. Nat. Prod. 1992. 55:1165-1169.

25." Litter M.; “Farmacologia Experimental y Clinica”; 5* edicion; Ed. El Ateneo,

Argentina. 1977; pp 1510-1516,

26. Mahmood, K. ; Kaicheong, Ch. ; Nyung, H. P. ; Yong, N. H. ; Byung, H. H.

“Aristolactams of Orophea enterocarpa > Phytochem. 1986; 25 (4):965-967.

27. Mix, D. B.; Guinaudeau, H.; Shamma, M.; “ The aristolochic acids and aristolactams *,

J. Nat, Prod. 1982; 45 (6) : 657-666. )

81



© 28, Munavalli, S. ; Viel, C. “ Chemical, taxonomic and Pharmacologyc study of
Aristolochiaceae . An. Pharm. Fr. 1969; 27 (6) : 449-469, (7-8) : 519-533, (9-10) : 601-

614,

29, National Committee for Clinical Laboratory Standars. " Performance standars for

antimicrobic disk susceptibility test ". Approved Standars. Villanova. Pa. 1979.

30. Pelczar Jr, M.J., Reid, R.D., and Chan, E.C.S. "Microbiologia"; 4' Edicion; ; Ed.

McGraw-Hill. México, D.F.; 1984; pp 408-432.

31. Pfeifer, HW. : "Revission of north and central american hexandrous species of

Aristolochia". An Missuri; 1966; 53 (2) : 115-196, ~ -

32. Dr. Romeo Gonzalez Constandse; " Tratado de qujc(ﬁa Pf&cti&a " México , tercera

edicion ; 1991; pp 2093-2098.

33. Dr Romeo Gonzalez Constandse; " Tratado de'Medchnd‘Prﬁcliéa ”.."México, tercera

edicion; 1992; pp 2509-2515.

34, Rosenstein Ster ‘E.."‘Diccionhrib’ de. Esﬁécialfdr%de& Farmacéulicas; PLM. ” Ed" "

Ediciones PLM,S.A. de C.V.; 1993 pp: 640-642, 917, 151 1-1514,

82



35, Sahin D l“ " Cuueul conccpts and approaches o antinicr oblal agenl susceptibility

le.mug " J Amenc'm Socnety for Mlcroblology, Waslnngton D. C l988 pp 310-312

‘ecanismos de_resistencia antimicrobiana " . Clinical.- Micrabial Rev.

ert. * Bioquimica * 3° edicién; Ed. Reventé, S. A; Tomo 2; Espaia_ 1990;

38 Ioshmkl Kanmnura Mine. Y'nsulnro - In vmo and ln wvo Am/bucreual Acllvmes of L

: FR—3 I564A vafasfomc Aczd Aniiblo/:c “ Tl\e Jounml of Anublouc ‘Vo' XXXlll 1980 S

No l 36 43

‘40 Wolsm\J S "Quinolone antimicrobial agenl adv rse effect

: Eur Jour. Clm Mlcroblol Infect. Dis. 1989; 81080 1092

83



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Generalidades
	IV. Planteamiento del Problema
	V. Objetivos
	VI. Parte Experimental
	VII. Resultados y Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía



