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RESUMEN

En el mundo existen aproximadamente 250 000 especies de plantas con
flor, de las cuales, s6lo un pequefo porcentaje se ha utilizado con fines
medicinales y la proporcién de plantas de las que se conocen sus metabolitos
secundarios es ain menor.

Por otro lado, en México las dos primeras causas de mortalidad son la
enteritis y otras enfermedades diarreicas y dentro de estas tenemos el célera y
la shigelosis, que en nuestro medio tradicional, son tratadas con plantas.

Por tales motivos es importante realizar estudios en especies vegetales
que no han sido analizadas y mds atn si la etnobotdnica nos las ha reportado
con propiedades antisépticas. Una de estas especies es Buddleia cordata,
conocida popularmente como tepozén.

En este estudio se colectaron en el Pedregal de San Angel, un ejemplar
de Buddleia cordata. De la corteza radical, se obtuvieron los extractos
hexdnico y metandlico, con los cuales se realiz6 la prueba Kirby-Bauer con
10 cepas bacterianas: Staphilococcus aureus (ATCC 4012) y S. epidermidis
(aislado de piel)., Shigella boydii (ATCC 8700), Vibrio cholerae biotipo el tor,
serotipo INBA, cepas INDRE 206, CDCV 12 y Vibrio cholerae aislada de un
caso clinico, Salmonella tiphy ATCC 19430, Pseudomonas aeruginosa (aislada
de un caso clinico), Enterobacter sp (aislado de cloacas) y E. agglomerans
ATCC 27155. Sélo el extracto metandlico resulté activo con Shigella boydii
(ATCC 8700), Vibrio cholerae INDRE 206, CDCV 12 y un C. C,, las cuales
presentaron una MIC de 12.8 mg/ml.

El extracto metandlico se cromatografié y se aislaron 5 compuestos:
glucésido de B-sitosterol, glucosa, aucubina, O-metil catalpol y 4cido
vainillinico. Todos los compuestos aislados ya habian sido reportados en otras
sp de Buddleia, con excepcién del 4cido vainillinico, por lo que se considera
el primer reporte de esta sustancia en el género Buddleia.

Todos los compuestos aislados con excepcién del AV fueron inocuos

para la cepa Vibrio cholerae INDRE 206. Por el contrario, las cepas Shigella
boydii (ATCC 8700), Vibrio cholerae INDRE 206, CDCV 12 y un C. C,,
fueron sensibles al dcido vainillinico, con una MIC de 3200, 1600, 1600,
3200 pg/ml y una CBM de 6400, 6400, 3200, 3200 pg/ml respectivamente.
- Se discute sobre el posible papel del AV en la bioquimica de la planta y
el mecanismo de accién del AV en la muerte bacteriana, relaciondndolo con
su poder de particién y su similitud quimica con el fenol. Se sugieren futuros
estudios especificos para conocer estos mecanismos.



INTRODUCCION

En la antigiiedad, el hombre usaba ciertos remedios que contenian
antibidticos aun sin sospecharlo. Los chinos, hace méis de 2500 anos, ya conocian
las propiedades terapéuticas de la cascara enmohecida de soya contra forinculos; los
antiguos egipcios utilizaban pan de trigo mohoso contra enfermedades infecciosas;
el Talmud aconseja "Tomad un poco de tierra de la parte sombreada del retrete y
mezcladla con miel” para curar el pus de la garganta; el humus de los bosques y las
orillas de los rios era ingerido por creyentes de cultos ge6fagos (ahora sabemos que
esos abonos estdn infestados con cepas de Streptomices y Actinomicetos,
productoras de antibi6ticos). Las hierbas como el hisopo y resinas vegetales como la
mirra, fueron ampliamente conocidos por sus efectos medicinales (Koneman, 1985);
posteriormente, en 1619, aparece el primer registro del tratamiento de la malaria con
un extracto de corteza de cinchona; pero fue hasta 1877 cuando se obtuvo el primer
registro cientifico de una actividad antibiftica, gracias a Pasteur, quien comunicé
que no se habia desarrollado el carbunco en animales inyectados con bacterias
comunes del aire, después Tyndal en 1881 observé unos tubos con in6culo
bacteriano contaminados con Penicillium glaucum en los cuales las bacterias
cayeron al fondo del tubo, Tyndal infirié que el oxigeno no llegaba a las bacterias
por la pelicula formada por el moho (Evans, 1991 y Koneman, 1985).

Todos estos hechos ayudaron a reconocer el fendmeno de antibiosis
(contrario a la vida) (Tyler, 1979) y con él, el término antibi6tico, el cual se define
como una sustancia quimica elaborada por un microorganismo, que a pequeifias
concentraciones tiene la propiedad de inhibir y hasta destruir a otros
microorganismos, pero en la actualidad debe ampliarse la definicién para incluir
sustancias activas existentes en algunas plantas (Evans, 1991., Tyler 1979). Ejemplo
de ello son:

La allicina, que ha sido aislada del ajo (allium sativum), anemonina y
protoanemonina contenidas en Anemone pulsatilla y otras Ranunculédceas;
plumbagina (2-metil-5-hidroxil-1,4 naftoquinona) que se encuentra en Plumbago
europea (Evans, 1991); Arctium minus contiene arctina; Cheiranthus cheiri,
cheirolina; Pinus silvestris, pinosilbina; Rhaphanus sativus, rafanina; Pirus
aucuparias, dcido para-sérbico; Datisca cannabina, datisceina; Crepis tarraxifolia,
crepina; Juglans regia, juglona, Tomate, tomatina, Monade fistulosa, timoquina,
entre otras (San Martin, 1977).



Aunque se conocen compuestos antibidticos presentes en algunas especies
vegetales, atn falta conocer los existentes en otras, de hecho del nimero de plantas
con flor que se estima entre 200 000 y 250 000 especies, solo se ha estudiado a nivel
de metabolitos secundarios un pequefio porcentaje, quedando, por lo tanto, un
amplio campo de investigacién (Evans, 1991).

Con toda esta cantidad de organismos vegetales seria muy laborioso probar la
actividad antimicrobiana de todas las especies que faltan por estudiar, por lo que se
puede hacer una seleccién de plantas con posible actividad antimicrobiana a través
de estudios etnobotdnicos, ya que todos los pueblos primitivos, han hecho esta
selecci6n a lo largo del tiempo (Hill, 1965).

Por otro lado, cabe sefialar que a partir de mayo de 1978, se ha propiciado el
estudio de las plantas medicinales debido a que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), por medio de la Resolucién de la XXXI Asamblea General, determiné
iniciar un programa donde se evaluaran y utilizaran los métodos de medicina
popular. Se llegé a esta conclusion porque el empleo de medicamentos
industrializados no puede estar al alcance de todos debido a su elevado costo, tanto
para el consumidor individual como para las entidades de salud publica, en cambio
las plantas medicinales estdn al alcance de la mayoria de los presupuestos (Trés,
1984).

En México, la poblacién que utiliza la medicina tradicional se calcula entre
15 y 20 millones de personas, que se encuentran al margen de los sistemas médicos
profesionales (estatal o paraestatal y medicina privada) (Laurell, 1975).

Dentro de las enfermedades que sufre la poblacién en nuestro pais es de notar,
que la enteritis y otras enfermedades diarreicas ocupan las dos primeras causas de
mortalidad (Kumate, J. 1982).

Ademds muchas cepas bacterianas han sido expuestas a antimicrobianos
comunes que provocaron una aceleracion de la seleccién de cepas resistentes sobre
las sensibles (Guiney, 1986).



JUSTIFICACION

Por tal motivo, es de suma importancia que se realicen estudios fitoquimicos
de especies botdnicas no analizadas y aun mads si estas han sido nombradas por la
etnobotdnica como antisépticas, sobretodo contra las bacterias que provocan
infecciones gastrointestinales como el c6lera y la shigelosis. Esto con la finalidad de
aislar antibacterianos nuevos a los cuales las cepas no sean resistentes.

Una de estas especies es Buddleia cordata conocida popularmente como
tepozédn, planta a la que se le atribuyen una gran cantidad de propiedades
medicinales, entre las que destaca la de tener actividad antiséptica como veremos
mds adelante.



ANTECEDENTES

I. DESCRIPCION BOTANICA

La especie estudiada, pertenece a la familia Longaniaceae', ésta contiene 32
géneros y unas 800 especies. En el Valle de México solo se encuentra el género
Buddleia. Este género es de distribucién pantropical principalmente, en México
existen unas 20 especies y 5 de ellas en el Valle de México.

Buddleia cordata HBK spp. cordata (B. humboldtiana J. A. & J. H. Schultes,
B. macrophylla Kunth)

Arbol o arbusto de 1 a 20 m de alto, dioico; tallos tetrangulares y densamente
tomentoso-estrellados en las ramas jovenes; hojas con lineas estipulares o en
ocasiones con estipulas foliosas, peciolo de 1 a 7 cm de largo, limbo lanceolado,
oblongo, ovado o eliptico, de 5.5 a 24 cm de largo por 1.5 a 10.5 cm de ancho, édpice
agudo, acuminado o muy acuminado, margen entero, serrado, serrulado,
irregularmente serrulado o en ocasiones dentado, base obtusa, cuneada, cordada,
truncada o raramente atenuada u oblicua, venacién muy prominente en el envés,
textura algo coridcea, pubescencia de pelos estrellados aplicados y pelos extrellados
laxos, grandes candelabriformes muy densa en el envés, de color blanco brillante,
caduca con el tiempo; inflorescencia formada por grandes paniculas terminales de
(4)14 a 25 (32) cm de largo ramificadas por 2 a 4 veces y con bricteas en cada
ramificacién; corola amarillenta, generalmente con un toque anaranjado én la
garganta flores campanuladas; cdliz tomentoso, de 1.5 a 3 mm de largo; corola de 3
a 4 mm de largo con I6bulos mas largos que el tubo, oblongos y extendidos,
imbricados en el botén, pubescentes interna y externamente; estambres subsésiles o
con filamentos cortos y fuertes; ovario ovoide, estilo conspicuo, estigma claviforme,
muy ligeramente bilabiado; fruto ovoide-eclipsoide, de 2.5 a 6 mm de largo por 1.5
a 4 mm de didmetro, con dehiscencia septicida y loculicida, con numerosas semillas
aladas de 1 a 1.5 mm de largo por 0.2 a 0.4 mm de ancho.

Esta subespecie se encuentra ampliamente distribuida en el Valle de México.
Altitud 2250-3000 msnm. Matorrales, pastizales y bosques, pero preferentemente en
la vegetacion secundaria y en lugares intensamente perturbados, incluyendo zonas
urbanas (Rzedowski, 1985).

! Actualmente hay otros autores que consideran al genero Buddleia o también llamado Buddleja dentro de la familia
Buddlejaceae (Houghton, 1984).
6



Fig. 1. Buddleia cordata HBK ssp cordara: A. rama con inflorescencias; B. aspecto de un grupo de botones
y dos flores; C. flor abierta; D. fruto maduro; E. corte de ovario; F. semilla.

II. ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS

El género Buddleia es famoso mundialmente por sus caracteristicas
medicinales, una especie de interés es B. cordata, a la cual se le atribuyen los
mismos efectos curativos de B. americana : analgésico, reparador del colapso
uterino, contra pasmo, enfermedades de los ojos, ayuda a sanar tumores, cortadas y
ulceras, para el tratamiento de cirrosis, reparacién de la funcién biliar, se utiliza
como eupéptico, diurético, antipirético, purifica el cuerpo, astringente, hipnético y
antiséptico (Houghton, 1984; IM.E.P.L.A.M., 1976). Esta ultima propiedad fue el
tema central de esta investigacion.



III. ANTECEDENTES QUIMICOS

No se encontraron antecedentes quimicos de la especie Buddleia cordata, asi
que mencionaremos la fitoquimica del género Buddleia.

Se han aislado los siguientes compuestos:

I. ESTEROLES: sitosterol (la)2 , condrillasterol (1b), estigmasterol (2) (Houghton,
1984).

II. FLAVONOIDES: linarina (3b) (Houghton, 1984), kaempferol (3a), quercetina
(3c), el aglicon acacetina libre (3d), luteolina (3e), 6-hidrosiluteolina (3f) (Harborne,
1971); epigenina-7-O-glucésido (3g), rutina (3h), escutellareina-7-O-glucésido (31)
(Marin, 1979); pectolinarigenina (3j), salvigenina (3k) (Houghton, 1984), acacetin-
7-O-rutinésido (3 1), quercetin-3-O-rutinésido (3m) (L6pez, 1979).

L. TRITERPENOS: B-amirina (4a), B-amirina acetato (4b) (L6pez, 1979), 11-ceto-
B-amirina (4c) (Houghton, 1984), glutinol (5) (L6pez, 1979); lupeol (6) (Marin,
1979).

IV. LIGNANOS: compuestos tipo lignano (7), (8) (Houghton, 1984).

V. SESQUITERPENOS TIPO CARIOFILENO: los piscicidas buddledina A (9a),
buddledina B (9b) (Yoshida er al, 1978-1), y buddledina C (9¢c), .otros
sesquiterpenos no téxicos buddledina D (10a) y buddledina E (10b) (Yoshida et al.,
1978-2).

VI. FENIL ETANOIDES: 2-(-4-hidroxifenil) etanol éster de 4cido lignocérico (11a),
éster de 2-(-4-hidroxifenil) etanol éster de dcido decosanoico (11b), éster de dcido
lignocérico y alcohol 4-hidroxicinamilico (12a), éster del alcohol 4-
hidroxicinamilico y acido decosanoico (12b) (Houghton, 1989).

VII. FENIL PROPANOIDES: los 4cidos cafeico (13a), ferilico (13b)y p-cumérico
(13c), coniferaldehido (14), americanina A (15), (Houghton, 1984); balanofonina
(16), buddlenol A (17a), buddlenol B (17b), buddlenol C (18a), buddlenol D (18b),
buddlenol E (18c), buddlenol F (18d) (Houghton, 1985); verbascésido (3,4-

?Las férmulas qufmicas de todos los compuestos citados en esta secci6n se encuentran en el apéndice 4.



dihidroxi-B-feniletil) O-a-L-ramnopiranosil [(1-3)-B-D-(4-O-cafeoil) glucopiranosa]
(19a) (Pardo, 1993); Orobranchido (19b) (Houghton, 1989), kaempferol 7-8-D-(6"-
p-coumaroilglucésido) (20), los inhibidores de enzima tirosinasa: Buddlenoides A
(21a) y B (21b) (Kubo, 1992); glucésidos feniletanoides: (22a), (22b), (22c), (23a),
plantainésido C (23b), actedsido (23c¢), isémero de actedsido (23d), leucosceptdsido
A (23e), martinésido (23f), isomartinésido (23g), jionésido D (23h), angorésido C
(231), leucosceptésido B (23j), (Yamamoto, 1993).

VIII. IRIDOIDES: aucubina (24), catalpol (25a), metilcatalpol (25b), (Houghton,
1984).

IX. IRIDOIDES UNIDOS A LIGNANOS: 6-feruloil ajugol (26); complejos del tipo
dihidrobenzofurano lignano unido al C-6 de un medio ajugol como un éster (27),
tipo 2-fenoxi-1,3-propadienol lignano unido a ajugol (28) (Yamamoto, 1993).

Aunque se report6 la presencia de alcaloides en algunas especies (Hultin E.,
1965), posteriormente se demostré que ciertos lignanos (17,18) presentaban falsos
positivos en la prueba Dragendorff (Houghton, 1985).

IV. ANTECEDENTES DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Las sustancias que han presentado actividad antibidtica son 6xidos de B-
cariofileno, citronelol y o-cariofileno (Garg, 1992).

También se sabe que la aucubina sujeta a una hidrdlisis 4cida se descompone
en dos sustancias: glucosa y aucubigenina, esta ltima tiene actividad antiftiingica y
antibacteriana (Rombouts, 1956).

El verbascésido es muy interesante, ya que se le han encontrado varias
propiedades, como inhibir el hambre en gusanos del género Spodoptera (Cooper,
1980), actuar como agente antineopldsico (Pettit, 1990) y la caracteristica mds
importante para nosotros, su actividad antibacteriana (Pardo, 1993).



V. ANTECEDENTES BACTERIANOS

La descripcion de las siguientes especies bacterianas se debe a que fueron
sensibles al extracto metandlico de la planta en estudio.

SHIGELLA BOYDII
HISTORIA
Disenteria fue el término usado por Hipdcrates para indicar una condicién
caracterizada por la frecuente eliminacién de heces con sangre y moco acompaiiada
de defecaciones forzadas y dolorosas (Mandel, 1991). A diferencia de la disenteria
amebiana, la bacilar es de corta duracién, las complicaciones extraintestinales son
raras y las epidemias son comunes

DESCRIPCION Y CLASIFICACION

Shigella boydii es el agente causal de la disenteria bacilar, son organismos
gramnegativos inméviles, no capsulados, facultativamente anaerobios,
quimoorganotrofos, miembros de la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichieae,
género Shigella.

PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Este género estd entre las enterobacterias menos reactivas bioquimicamente.
Son negativas para adonitol, citrato, DNAsa, gas a partir de glucosa, H,S, lisina,
movilidad, fenilalanina, sacarosa, ureasa, Voges-Proskauer, inositol, KCN, lactosa,
malonato, salicina y xilosa. Shigella boydii es manitol positiva, ONPG y omnitina,
aunque ocasionalmente, el 10 % de las cepas son positivas para la prueba ONPG
(Lennette, 1987)

HUESPED

Shigella es patégeno del hombre y de otros primates, hay reportes ocasionales
de infecciones en perros mientras que otros animales son resistentes a la infeccién.
Con solo 200 células viables se produce la enfermedad en un adulto sano (Mandel,
1991).

PATOGENIA

Después de 12 a 72 hs siguientes a la ingesta de shigelas virulentas (tiempo
que tardan en recuperarse del pH 4cido del contenido gastrico), las bacterias se
multiplican en el recto e intestino grueso (hasta concentraciones de 10’ a 10°
viables/ml de contenido luminal), y en casos severos hasta la parte terminal del
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ileon. La lesi6n tipica es inflamacién y ulceracién del epitelio, en raras ocasiones
avanza a la lamina propia (Mandel, 1991; Starr, 1981; Krieg, 1984).

A menudo, cuando hay una localizacién colénica difusa de las bacterias, se
producen tenesmos y deposiciones sanguinolentas mucoides (disenterfa). Se forman
microabscesos que se unen para formar otros mds grandes que se desprenden,
produciendo dlceras mucosas (Mandel, 1991). Durante la enfermedad los
organismos son excretados en las heces en concentraciones de 10° a 10° células
viables/ g de materia fecal. (Starr, 1981).

DIAGNOSTICO

Los primeros sintomas pueden ser fiebre (hasta 41°C), ruidos abdominales
hiperactivos y dolores abdominales seguidos por deposiciones acuosas, voluminosas
y sanguinolentas posteriormente hay una disminucién de la fiebre y un aumento de
las deposiciones con menor volumen (Mandel, 1991).

TRATAMIENTO

La mayoria de los casos no requiere terapia antibidtica y el tratamiento se
basa en mantener el balance electrolitico y de hidratacién (Starr, 1981).

Cuando se usan antibidticos, se recurre a la ampicilina y tetraciclina, aunque
cominmente se desarrolla resistencia después del tratamiento. En cepas resistentes
se utiliza trimetroprima y sulfametoxazol, si ailin se encuentra resistencia se utiliza
ciprofloxacina o norfloxacina (Mandel, 1991).

La motilidad intestinal es importante en la recuperacién de la infeccién asi
como para prevenir la invasién de la mucosa por un agente bacteriano. En este caso
la diarrea es un mecanismo protector y su inhibicién por medio de farmacos no es
prudente (Mandel, 1991). -

Si no se trata la enfermedad, en general dura de un dia a un mes con un
promedio de 7 dias. La mortalidad no es comnin (Mandel, 1991).

Las complicaciones son inusuales, consisten en una severa deshidratacion,
convulsiones febriles, septicemia y/o neumonia debida a microorganismos
coliformes (generalmente no es Shigella), queratoconjuntivitis, iritis, y poliartritis,
estas complicaciones aparecen en los dias 10-14. Las complicaciones crénicas
incluyen neuritis periferal y estenosis intestinal (Mandel, 1991 y Starr, 1981).

EPIDEMIOLOGIA

La disenteria bacilar tiene una distribucién global, pero la mayor incidencia se
encuentra en dreas con condiciones de baja higiene, notablemente estas 4reas son
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paises en desarrollo de los trépicos, donde la disenteria se combina con mala
nutriciéon provocando una alta mortalidad, sobre todo en nifios menores de 7 afios
(Starr, 1981).

La mayor frecuencia en la enfermedad se encuentra en nifios de 6 meses a 10
afos, los adultos se contagian por los nifios. Los lactantes son altamente resistentes a
la disenteria.

Esta enfermedad es de verano y pueden transmitirse por moscas. Los
principales vectores de transmision son el agua y los alimentos contaminados, estos
se pueden evitar con la adecuada cloracién del agua (Mandel, 1991).

VIBRIO CHOLERAE

ANTECEDENTES

La palabra célera, usada por primera vez por Hipdcrates, significa flujo de
bilis. En el siglo XVII, Sydenham diferenci6 la enfermedad CHOLERA MORBUS del
estado colérico, persistié el primer nombre como justificacién de que un exceso de
bilis irritaba al estémago y a los intestinos, que se expulsaba como vémito y diarrea.

ORIGEN

Bangladesh, India es una tierra fértil, lo que provocé una alta densidad
humana en condiciones insalubres donde la carencia de agua potable y las
peregrinaciones en el Bajo Ganges ("Rio de la Fe"), favorecieron la aparicién y
diseminacién del colera. De Bangladesh pas6 al resto del mundo desde 1817.
Actualmente nos encontramos en la séptima pandemia causada por el tipo El tor
(Kumate, 1993; Lennette, 1987).

GENERALIDADES

Robert Koch aislé el germen en 1884 (Lennette, 1987), posteriormente Pacini
en 1854 describi6é a Vibrio cholerae como una bacteria gramnegativa anaerobia
facultativa, en forma de bastén, en ocasiones ligeramente encorvada; en un tiempo
se le llamo "Vibrio comma".

La especie Vibrio cholerae es agente causal del colera, bacilo aerobio,
gramnegativo, curvo, de 0.5-0.8 pm de ancho por 1.4-2.6 um de alto, oxidasa
positivo, no forma microquistes o endosporas, en medio liquido es monotrico;
anaerobio facultativo, el oxigeno molecular es su aceptor electrénico, es
quimioorganotrofo (Krieg, 1984), puede crecer en un medio carente de NaCl
(aunque su género se considera halofilico), puede crecer en condiciones
moderadamente alcalinas (pH 9), aunque es sensible a un pH menor de 4 y mayor de
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11, un medio selectivo es TCBS (agar de tiosulfato citrato con sales biliares y
sucrosa) en el crece en colonias con un tamafo pequefio y de color amarillo, tiene
mas de 90 serogrupos y algunas cepas de esta especie son bioluminiscentes (Krieg,
1984), pertenece al grupo 01 que a su vez se divide en 3 serotipos o serovares
Ogawa, Inaba e Hikojima. Estas se reagrupan en los biotipos o biovares “cldsico” y
“El tor”, este ultimo provoca hemdlisis.

Es una bacteria fragil es sensible a los antibidticos y desinfectantes como el
cloro (1 mg/ml durante 30 minutos), no resiste la alta temperatura (60°C durante 10
minutos y a 100°C en 1 minuto). No puede sobrevivir por largos periodos fuera del
organismo, aunque el biotipo EI for sobrevive mas tiempo en el agua (5 dias en
condiciones ideales) y alimentos, caracteristica por la cual se disemina con mayor
facilidad (Kumate, 1993).

TIPIFICACION SEROLOGICA
V. cholerae 01 son las cepas patbgenas productoras de la toxina colérica

(Kumate, 1993).
El serotipo Ol tiene solo tres determinantes, que son los antigenos “O” o

somaticos:

SEROTIPO ANTIGENOS O
Ogawa AB
Inaba A, C
Hikojima A,B,C

(Mandell, 1991).

HUESPED

El reservorio principal es el hombre, sin embargo se sugiere la existencia de
reservorios en el ambiente, como respuesta a la sobrevivencia del microorganismo
durante periodos interepidémicos.

Se considera que la susceptibilidad es universal aunque existen factores que
favorecen la infeccién como la baja acidez géstrica. V. cholerae se destruye a un pH
5, por lo tanto la aclorhidria géstrica aumenta el riesgo de padecer la enfermedad.

El célera afecta principalmente a personas de bajo nivel socioeconémico con
higiene personal deficiente y sin servicios sanitarios adecuados.

El nimero de organismos que se necesitan para producir la enfermedad es
alrededor de 1 X 10°. Con pH neutro V. cholerae 01 biotipo cldsico necesita 1X10°,
en cambio V. cholerae 01 biotipo El tor necesita 1 X 10° (Kumate, 1993).
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PATOGENESIS

El organismo es ingerido y algunas células sobreviven al pH écido del
estémago, pasando al intestino delgado, el microorganismo coloniza al epitelio de
revestimiento, donde se secreta una solucion alcalina, rica en bilis que aporta el
medio de crecimiento ideal (Davis, 1973), se desarrolla y produce la toxina
termoldbil colérica. Dicha toxina (peso molecular de 84 000), se compone de una
unidad A formada por la subunidad Al (p.m. 21 000), la cual estd unida por un
puente disulfuro a la subunidad A2 ( PM. 7 000) y cinco subunidades B (PM. de
cada una de 10 000) las cuales forman un pentdmero donde se aloja la subunidad A.
La subunidad B, se fija a un receptor especifico, el gangliésido G1 de la membrana
celular de las células intestinales del huésped.

Se hidroliza la unidad A, la subunidad Al penetra la membrana citopldsmica
hasta la proteina Gs (esta en condiciones normales estimula la actividad de la
adenilatociclasa por medio de receptores que responden a hormonas y diversos
efectores extracelulares). y provoca que la subunidad o-s (esta junto con las
subunidades [} y y constituyen a la proteina Gs) se une a ADP-ribosa (la subunidad
o-s normalmente une GTP y lo hidroliza, liberando GDP, la ADP-ribosilacion
impide que o-s catalice esta reaccién), la subunidad o-s ADP ribolizada provoca
que la adenilatociclasa con gasto de ATP libere AMPc.

Los niveles intracitoplasmicos de AMPc aumentan hasta 100 veces la
concentracién basal, lo que provoca la hipersecresién de sales y agua. Los
resultados netos son la eliminacién masiva de heces liquidas con la consiguiente
deshidratacion, tipica del célera (Lennette, 1987; Kumate, 1993).

CUADRO CLINICO

La infeccién se inicia con un periodo de incubacién de unas horas hasta 5-6
con promedio de 2-3 dias, después de los cuales se manifiesta la enfermedad. Se
caracteriza inicialmente por sensacién de plenitud abdominal y pérdida de apetito;
voz ronca, hay mareo con disminucién de la temperatura en partes distales de
extremidades; inflamacién intestinal, en forma simultdnea aparece la diarrea, con
evacuaciones que gradualmente se vuelven liquidas, aumenta su frecuencia y llegan
a presentarse de 20 a 25 en 24 hs.; el volumen excretado llega a ser de 250 a 500 ml
por cada una (perdiéndose un promedio de 8 1 de agua al dia), asi no es raro que una
persona elimine el equivalente a su peso en 4-7 dias de diarrea.

La toxina colérica provoca la exagerada salida de liquidos y solutos que
rdpidamente sobrepasa la capacidad de absorcién de las células provocando
deshidratacién severa.

Otro sintoma es el vomito que se inicia después de manifestarse la diarrea,
que en un principio contiene restos alimenticios, después sélo es liquido. Una vez
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aplicado algun antibi6tico este cesa de 12 a 18 hs, por lo que no debe de emplearse
ninglin antiemético.

En casos graves se presentan "manos de lavandera”, pérdida de la elasticidad
de la piel, anuria (Lennette, 1987), calambres en la pared abdominal y en miembros
inferiores. Esto se relaciona con la deplecién de potasio intracelular, que puede
provocar en casos graves, arritmias cardiacas.

Un adulto excreta por litro de evacuacién 135 mEq de sodio, 15 mEq de K ,
100 mEq de Cl y 45 mEq de bicarbonato. Esta pérdida provoca primeramente signos
de deshidratacién para después convertirse en acidosis y estado de choque.

La principal complicacién es la deshidratacién frecuentemente acompafiada
de debilidad, hipopotasemia, hipoglucemia, hiponatremia o hipematremia,
alteraciones de la conciencia y convulsiones, con estas dos dltimas complicaciones,
hipocalemia, acidosis metabélica que puede provocar hiperventilacién severa con
dificultad respiratoria, puede sobrevenir el estado de choque, también puede
presentarse insuficiencia renal causada por la deshidratacién grave no tratada, si se
prolonga puede ocurrir necrosis tubular y la muerte en un lapso de 18-24 hs o dias
(para casos no tratados) (Davis, 1973).

TRATAMIENTO

Se deben de reemplazar las pérdidas hidrosalinas en las heces en cantidades y
concentraciones comparables. La reposicién puede lograrse por la via oral, excepto
en los casos més severos donde se requiere tratamiento intravenoso. Se deben de
suministrar paquetes de sales y una sustancia transportadora (de iones y agua a
través de la mucosa intestinal) como glucosa tan pronto como sea evidente que la
diarrea puede poner en peligro la vida (Davis, 1973).

ANTIBIOTICOS

El antibiético usual para el tratamiento es la tetraciclina al cual con raras
excepciones no son sensibles los bacilos. Otros antibiéticos usados son ampicilina,
cloramfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina y sulfonamidas (Krieg,
1984)

Actualmente la rehidratacién oral de pacientes graves ha reducido la
mortalidad hasta 1%. En nuestro pais a finales de 1991 ocurrieron 34 defunciones.

EPIDEMIOLOGIA

V. cholerae El tor es el agente causal de la presente pandemia, en la que el
porcentaje de infecciones asintomdticas es mayor (75%) suguiéndole los casos leves
(18%), moderados (5%) y graves (2%). Cuando la infeccién es causada por el
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biotipo cldsico disminuyen los casos asintomdéticos (59%) y aumentan los casos
graves (11%) por lo tanto, este biotipo es mds virulento y produce infecciones
clinicas més graves.

La informacién colectada del inicio de la epidemia hasta el 31 de diciembre
de 1991 muestra un total de 2 690 casos confirmados mediante estudios
bacteriolégicos, de los cuales 56.3% corresponden al sexo masculino y 43.7% al
femenino. Esto se ha vinculado con la mayor exposicién a diversas fuentes de
contagio fuera del hogar, en conexién con actividades laborales.

También se demostré que el 68.3% de los casos estaban en edad productiva,
los nifios menores de un afio que padecian esta enfermedad era bajo (1.4%)., este
comportamiento es de un brote epidémico.

Del total de casos, el 71.6 % presentaron evacuaciones liquidas sin alteracién
de las mismas en el 28.4 % restante, ademas se verificé que el 75.1% presentaron
una frecuencia de 5 evacuaciones en 24 hs. La hospitalizacién fue necesaria en el
34.0% de los pacientes, los restantes no requirieron tratamiento intrahospitalario
(Kumate, 1993).
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VI. SINTESIS BIOQUIMICA DEL ACIDO VAINILLINICO.
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Biosintesis vegetal del acido vainillinico (Conn, 1985; Said ef al., 1974)_
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AREA DE COLECTA

Se eligio esta drea de colecta por que en ella se disponia de la materia prima,
es decir de arboles de Buddleia cordata.

LOCALIZACION

En la mitad meridional de la Repdblica Mexicana se encuentra el Distrito
Federal (figura 2), al sur de este encontramos al Pedregal de San Angel. El
pedregal colinda al sur con el cerro del Ajusco, hacia el oeste con la Sierra de las
Cruces, al norte con el Cerro de la Estrella, la Sierra de Santa Catarina y el Cerro
del Pino, por tltimo, al este colinda con la Sierra Nevada.

Dentro de esta zona estd la Ciudad Universitaria, cuyas coordenadas
geogréficas son 19° 20’ 00” y 19° 19 20” latitud norte y 99° 10° 40” y 99° 11’
20” longitud oeste.(CETENAL, topografica, 1980). Esta es la regién donde se
colectd la planta en estudio.

El pedregal de San Angel tiene una altitud de 2250-2400 m.s.n.m., es una
regién formada por una gruesa capa de lava, producto de la erupcién del volcan
Xitle y créteres adyacentes hace 2500 anos (Terciario) (Amold and Libby, 1951;
CETENAL, Geoldgica, 1978).

Esta formado por roca ignea, basalto de olivino con microcristales, arena
volcdnica y material pirocldstico es de color gris oscuro. El manto en su superficie
presenta un aspecto compacto en algunas regiones y en otras es de aspecto
versiculoso, consecuencia del desprendimiento de gases. El espesor de la lava
varia entre 6 y 10 m de acuerdo al lugar.

La topografia es muy accidentada, presenta cuevas, hondonadas vy
promontorios rocosos.

La erosién edlica es escasa y por lo tanto su fracturamiento. (Rzedowski,
1954; CETENAL, Geolédgica, 1978).

SUELO

Los suelos son escasos, se hallan por encima de la capa de lava, son de
origen edlico y organico principalmente. La acumulacién del suelo ocurre en las
grietas y depresiones del terreno, formando una capa de pocos centimetros. Este
suelo es de tipo Litosol de textura arenosa-limosa, moderadamente 4cido; posee
gran cantidad de materia orgénica, potasio y calcio, asi como escaso en nitrégeno
y f6sforo aprovechable (Rzedowski, 1954 ;CETENAL, Edafolégica, 1979).
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CLIMA
Es de tipo C(W2) (W)bi es decir templado, subhiimedo con lluvias en
verano. Presenta vientos dominantes del NO (Garcia, 1973).

TEMPERATURA

La temperatura varia en funcién de la altitud alrededor de 0.6°C por cada
100 m. La temperatura media anual varia de 14° a 17°C. La temperatura méxima
del ano corresponde al mes de mayo y la minima a enero habiendo una diferencia

de 5° a 7°C (Garcia, 1973).

PRECIPITACION

Tiene una estacion de lluvias muy marcada, con precipitacién de junio a
octubre y una seca que va de noviembre a mayo, teniendo un promedio anual de
500 a 700 mm (Rzedowski, 1954; Garcia, 1973).

HUMEDAD ATMOSFERICA
En la época seca tiene un promedio de 45-55 %, en la lluviosa su promedio
es de 75-81 % y su valor promedio anual varia entre 60 y 70 % (Rzedowski,

1954).

VEGETACION

Debido a todas las caracteristicas anteriores y a que es una zona de
transicién entre las regiones biogeogrificas nedrtica y neotropical, contiene
elementos floristicos y faunisticos de gran riqueza (Alvarez, 1982).

La especie dominante del estrato arbustivo es Senecio praecox, ademds se
han reportado otras 319 especies, entre ellas:

Especies perennes: Agava ferax, Buddleia cordata, Cardiospermum
halicacabum, Cassia laevigata, Dedonaea viscosa, Echeveria gibbiflora,
Mammillaria sanangalansis, Opuntia tomentosa, Pasiflora subpeltata, Plumbago
pulchella, Salvia mexicana, Schinus molle y Wigandia urens

En el estrato arbustivo y semiarbéreo encontramos a: Eysenhardtia
polystachia y Verbesina virgata.

En el estrato herbiceo encontramos a Aegopogon cenchroides, Asclepias
linaria, Bouvardia ternifolia, Montanoa tomentosa, Muhlenbergia robusta,
Panicum bulbosum, Setaria ganiculata, Prive mexicana y Stevia salicifolia.

Dentro de las trepadoras encontramos a Cissus sicyoides y Cynanchum
kunthii. La epifita Tillandaia recurvata.

Las especies endémicas son Blatia urbana y Mammillaria sanangelensis.
(Rzedowski, 1954).
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OBJETIVOS

» Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metanélico de la corteza de raiz de
B. cordata contra diez cepas bacterianas patégenas para el hombre. Bacterias
grampositivas Staphilococcus aureus (ATCC 4012) y S. epidermidis (aislado de
piel). Y gramnegativas, Shigella boydii (ATCC 8700) , Vibrio cholerae biotipo el
tor, serotipo INBA, cepas INDRE 206, CDCV 12 y Vibrio cholerae aislada de un
caso clinico, , Salmonella tiphy ATCC 19430, Pseudomonas aeruginosa (aislada
de un caso clinico), Enterobacter sp (aislado de cloacas) y E. agglomerans ATCC
27155.

e Fraccionar el extracto metandlico de la corteza radical de B. cordata por medio de
cromatografia en columna y evaluar la actividad antibacteriana de las fracciones
eluidas.

® Recromatografiar las fracciones que resultaran ser activas hasta aislar el
compuesto con actividad antibacteriana e identificarlo mediante técnicas de
espectroscopia.
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METODOLOGIA
RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La raiz de Buddleia cordata spp cordata (25060 Herbario Iztacala), se
colectd en Septiembre de 1992 en los alrededores de Ciudad Universitaria,
UN.AM.' se separd la corteza y se dejé secar a temperatura ambiente.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

La corteza seca se sumergié con hexano durante un dia a temperatura
ambiente, después se filtrg; se repiti6 este procedimiento dos veces mds, el hexano
se concentrd en rotavapor, y se obtuvo el extracto hex4nico.

Posteriormente, 1a misma corteza se extrajo con metanol, repitiéndose el
mismo proceso, para obtener el extracto metanélico.

Ambos extractos se pesaron.

PRUEBAS BACTERIOLOGICAS PRELIMINARES

Para indagar si los extractos hexdnico y metanélico tenfan actividad
antibacteriana se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer’ o “Método de difusién en
agar” sobre cepas bacterianas de Shigella boydii ATCC 8700 (USA), Vibrio
cholerae biotipo el Tor serotipo INBA, cepas INDRE 206 (Instituto Nacional de
Diagnéstico Referencial Epidemioldgico, México), CDCV 12 (aislado de aguas) y
un caso clinico aislado de matena fecal; Staphilcoccus aureus ATCC 4012, S.
epidermidis (aislado de piel), Salmonella tiphy ATCC 19430, Pseudomonas
aeruginosa (aislada de un caso clinico), Enterobacter sp (aislado de cloacas) y E.
agglomerans ATCC 27155.

A las bacterias que fueron sensibles se le determiné la Minima
Concentracién Inhibitoria (MIC) mediante la técnica de dilucion en agarz.

Se procedi6 a cromatografiar los extractos con actividad antibacteriana para
tratar de aislar el principio activo.

' Ver 4rea de estudio.
? Para la descripci6n de estas técnicas ver apéndice # 1.
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AISLAMIENTO POR LA
TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Con esta técnica podemos separar los compuestos que hay en un extracto. El
extracto disuelto con la minima cantidad de disolvente se absorbié en celita y se
dej6 evaporar en un bafio maria, una vez seco se monté sobre un columna de silica
para placa fina’ en una relacién 20 g de silica por cada gramo del compuesto
problema, posteriormente se eluyé con una mezcla de disolventes (hexano, acetato
de etilo, cloroformo, acetona o metanol’ ).

El volumen de las fracciones obtenidas dependi6 de la variedad y polaridad
de los compuestos eluidos, éstos se monitorearon por medio de cromatografia en
placas , los cuales se revelaron con sulfato cérico al 1 % en dc. sulfiirico 2N y luz
ultravioleta. Aquellas fracciones que presentaron compuestos similares fueron
reunidas.

SEGUIMIENTO DEL PRINCIPIO ACTIVO POR SENSIBILIDAD
BACTERIANA

Las fracciones obtenidas del extracto activo se sometieron a la técnica de
"difusién en agar” sobre la cepa Vibrio cholerae INDRE 206 (debido a que presentd
mayor sensibilidad que las demds cepas). Aquellas que resultaron tener actividad
antibacteriana fueron recromatografiadas hasta obtener compuestos puros, de los
cuales se elucidé su estructura por medio de caracteristicas fisicas y de técnicas de
espectrometria.

ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA

Se determind la estructura quimica de los compuestos puros por medio de sus
caracteristicas fisicas y espectrometria.

o Caracteristicas fisicas: se determiné el punto de fusién de los compuestos en un
aparato de Fisher-Jones y se reportan sin corregir.

* Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer, Mod
283 empleando la técnica en pastilla (KBr), pelicula (nujol) y el espectrémetro
Nicolet FT-IR5-SX con la técnica de solucién.

e Los espectros de RMN H” se realizaron en el aparato Varian Gemini-200 a 200
Mhz. Como referencia se uso el tetrametil silano (TMS).

3 La silica utilizada en todas las columnas fue 60 GFps4 art. 7730, Kieselgel, marca Merck.
* Los disolventes utilizados se compraron a granel y se destilaron.
5 Se cromatografiaron en folios de silica Gel SILG-UV 254 de 0.25 mm de espesor: de 4.5 x 4.5 cm.
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e Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 RMN "C se
realizaron en el aparato Varian-300 S.

¢ El aparato de Espectrometria de masas (EM) fue un Hewlett Packard 5985 B,
mediante la técnica de impacto electronico.

PARAMETROS BACTERIOLOGICOS DEL COMPUESTO ACTIVO.

Por wltimo, los compuestos identificados se sometieron a la técnica de Kirby
Bauer sobre la cepa Vibrio choleraec INDRE 206 (debido a que presenté mayor
sensibilidad).

Una vez identificado el compuesto activo se determinaron las MIC y CBM,
mediante la técnica de macrodilucién en caldo de todas las cepas sensibles.
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RESULTADOS

De la corteza seca de Buddleia cordata se obtuvieron las siguientes
cantidades de extracto hexanico y metandlico

Tabla 1 Cantidades obtenidas de los extractos.

CORTEZA EXTRACTO EXTRACTO
SECA HEXANICO METANOLICO
1015.00 g 14.00 g 81.13 g

Con los extractos hexdnico y metanélico se aplicé la prueba de difusién en
agar con las 10 cepas mencionadas obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 2. Resultados de la prueba de Kirby-Bauer (en mm) de los extractos
hexdnico y metanélico sobre todas las cepas probadas. Se observé actividad s6lo
sobre las siguientes bacterias:

BACTERIAS | EXT. MeOH EXT. C’(Kanamicina |C™ 200pl

(8mg/disco) HEXANICO 30pg/disco) |MeOH
(8mg/disco)

Shigella boydii +10 - +17 -

ATCC 8700

Vibrio +9 - +18 -

cholerae

CDCV 12

Vibrio +10 - +18 -

cholerae

INDRE 206

Vibrio +8 - +16 =

cholerae

CC

A estas cepas se les determind la MIC mediante la técnica de dilucién en

agar
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Tabla 3. Resultados de MIC por placa. del extracto metanélico sobre las bacterias
sensibles y el conteo de cada una de las cepas.

CEPA 6400 12.8 C (1280 pl | C* ampicilina | bact/ml
pg/mi (3) | mg/ml (3) | MeOH) (3) | 10 pg/ml 3) | 1x10°
Shigella boydii - + MIC - + 15.5
ATCC 8700
Vibrio cholerae - + MIC - + 19.5
CDCV 12
Vibrio cholerae -- + MIC - + 9.5
97 58
Vibrio cholerae - + MIC - + 29
INDRE 206

A continuacién el extracto metandlico se cromatografié por columnas en
forma biodirigida, es decir las fracciones eluidas de una columna se sometieron a
la prueba Kirby Bauer sobre la cepa V. cholerae INDRE 206, esto con la finalidad
de seguir cromatografiando aquellas fracciones que resultaron ser activas hasta
aislar compuestos puros. Gracias a la cromatografia de 11 columnas se aislaron los
siguientes compuestos:

*B—D—GLUCOSIDO DE B-SITOSTEROL Se obtuvieron 320 mg de unos sélidos
blancos poco solubles en cloroformo, con un p.f. 289°-290°C, identificados por
comparacién con una muestra auténtica (espectro # 1.

* O-METIL-CATALPOL De la columna 1, fracciones 179 a 188 (O) se
obtuvieron 0.6591 g de unos cristales grandes, blancos y opacos, con p.f. de 230°C
a 235°C. Concluyéndose su identidad por la similitud en los valores de R.f,, p.f. y
espectro IR con los de una muestra auténtica (espectro # 2).

* AUCUBINA. Cristalizé en forma de rosetas un compuesto (0.1316 g) con p.f. de
180°C a 184° C. Se comprobd la identidad del compuesto al comparar su R.f, p.f.
y espectro de IR con los de una muestra auténtica (espectro # 3).

*D-GLUCOPIRANOSA. Se aislaron 313.2 mg de unos cristales con p.f. 155°C-
157° C; se sospech6 que era un aziicar y para comprobarlo se acetilé’ .

' Los espectros se encuentran en el apéndice 6.
? Para conocer el proceso de acetilaci6n, remitirse al apéndice 3.
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Se obtuvieron unas agujas perladas (tetraacetil glucosa) con p.f. 110°C-112
°C, se concluy6 que era &-GLUCOPIRANOSA por similitud de p.f., espectros de
IR, masas y RMN H" con los de una muestra auténtica (espectros # 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11).

FIG. 4.- COMPUESTOS AISLADOS DE LA RAIZ Buddleia cordata

GLUCOSIDO DE B-SITOSTEROL -

OH
o)
H
HO
OH

O-METIL CATALPOL

OCH3

OH
OH

GLUCOSA

CH20H

OH
0

H

OH
OH

AUCUBINA

ACIDO VAINILLINICO

COOH

OCH3
OH
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ACIDO VAINILLINICO. Se obtuvo 53.9 mg de unos cristales blancos en forma
de aguja, con p.f. de 203°C a 204°C. Se infiri6 su estructura por andlisis y
comparacién de sus espectros de IR, masas y RMN H' (espectros # 12, 13, 14, 15,
16), con los reportados en la literatura (Sadtler, 1970).

Las compuestos obtenidos se sometieron a la prueba Kirby~ Bauer con la cepa V.
cholerae INDRE 206.

Tabla 4. Halos de inhibicién (didmetro en mm) de los compuestos eluidos del
extracto metanélico (8 mg/disco) en la prueba de Kirby—Bauer con la cepa V.
cholerae INDRE 206 y el conteo de esta cepa.

O-metil | aucubina | glucosa acido C (100 ul | C'(kanamicina
catalpol vainillinico [ de CHCl; ) | 30 pg/disco)
— - . +13 - +16

Conteo bacteriano de V. cholerae INDRE 206: 8.5 x 10® bacterias

Glucésido de C (120 pl de C"(kanamicina
B-sitosterol |MeOH- CHCl; 1:1)| 30 pg/disco)
- E +23.0

Conteo bacteriano de V. cholerae INDRE 206: 2.5 x 10® bacterias/ml.

El dnico compuesto activo fue el dcido vainillinico. Por el escaso
rendimiento del mismo y debido a que no se obtuvo la suficiente cantidad para
realizar las préximas pruebas bacterianas se sintetiz6 mds compuesto, apartir de
vainillina con la reaccién reportada por Pearl (1950)° .

Una vez que se obtuvo la suficiente cantidad del é4cido vainillinico se
realizaron las pruebas biolégicas sobre las cuatro bacterias que originalmente
habian sido sensibles al extracto crudo.

* Para mayor detalle ver el apéndice 2.
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Tabla 5. Resultados de la prueba de Kirby—Bauer del AV con las siguientes cepas
bacterianas y el conteo de estas. Los resultados se expresan en didmetro (mm) del
halo de inhibicién.

BACTERIA 4c.vainillinico | C* (kanamicina | C (100 pul Conteo
(8 mg/disco) 30 pg/disco) de MeOH) | bacteriano
(prom.de 3) (bact/ml)

Shigella boydii 12.3 17 . 7 x 10°

ATCC 8700

V. cholerae 11.66 18 = 18 x 10°

INDRE 206

V. cholerae 11.66 18 - 1.8x 10’

e

V. cholerae 9.66 18 - 2x 10°

CDCV 12

Al ver que las cepas fueron sensibles al dcido vainillinico

CBM.

se determiné MIC y

Tabla 6. Obtencién de MIC y CBM del AV con las siguientes cepas bacterianas y
el conteo de estas

BACTERIA | (MIC) (3) (CBM) C (128 = Conteo
[ug/ml Ac. | [ug/mlAc. | plde |(kanamicina | bacteriano
vainillinico] | vainillinico] | MeOH) |20 pg/disco) | (bact/ml).
Shigella boydii | 3200 6400 = + 3.5x 10°
ATCC 8700
V. cholerae 1600 3200 - + 1.0x 10°
CDCV 12
V. cholerae 1600 3200 = + 5.0x 10°
INDRE 206
V. cholerae 3200 3200 - + 2.0x 10°
C.C.

31




FIG. 5 DIAGRAMA DE FLUJO DE RESULTADOS. CORTEZA DE RAIZ
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cepas sensibles cepas sensibles cepas sensibles

32



ANALISIS DE RESULTADOS

Vemos en la tabla 2 que las bacterias Shigella boydii ATCC 8700, Vibrio
cholerae cepas INDRE 206, CDCV 12 y C.C., son sensibles al extracto metanélico,
el cual tiene una MIC de 12.8 mg/ml para las cuatro cepas (Tabla 3). Esto es
interesante porque todas estas bacterias son gramnegativas.

De las sustancias que se encontraron, la aucubina, glucosa y el O-
metilcatalpol ya se han reportado en otras especies de Buddleia, en el caso del
glucésido de B-sitosterol, sélo se tienen registros de su aglucona (Houghton,
1984).

Este trabajo es el primer reporte de 4cido vainillinico (AV) en el género
Buddleia. (no se encontraron citas anteriores).

Como se observa en la Tabla 4 la cepa de V. cholerae INDRE 206 no fue
sensible a la aucubina, ni al O-metil catalpol ni al glucésido de [B-sitosterol, ni a la
glucosa. En cambio lo fue para el 4cido vainillinico.

En la tabla 5 se aprecia que las cepas Shigella boydii ATCC 8700, V.
cholerae CDCV 12 y C.C. también fueron sensibles al AV, con una concentracién
minima inhibitoria (MIC) de 1600 pg/ml en V. cholerae CDCV 12 e INDRE 206 y
de 3200 pg/ml en Shigella boydii ATCC 8700 y en V. cholerae C.C. (tabla 6).
Ademds la concentracién bactericida media (CBM) fue de 3200 pg/ml en las tres
cepas de V. cholerae y de 6400 pg/ml en Shigella boydii ATCC 8700. Esto
significa que la concentracion de AV para matar fue el doble que la necesaria para
inhibir a los organismos, excepto para V. cholerae C.C donde la MIC y la CBM
tuvieron el mismo valor.

También se observa que las cepas mds sensibles fueron la CDCV 12 e INDRE
206 de V. cholerae , seguida por V. cholerae C.C y la cepa mas resistente fue
Shigella boydii ATCC 8700.

Podemos suponer que estos niveles de sensibilidad se deben al genotipo
primigenio que tienen, resultante de la adaptacién al medio y mutaciones al azar,
que se dieron antes de la exposicion al antibidtico. En el caso de la cepa V. cholerae
C.C, la sensibilidad intermedia probablemente se deba a que se aislé de un caso
clinico, por lo que es posible que haya estado expuesta a antibidticos, lo que tal vez
hayan acelerado la seleccion de cepas resistentes sobre las sensibles (Guiney, 1986).

La MIC observada para el extracto metandlico (12.8 mg/ml) fue mayor que la
del AV (1600-3200 pg/ml), por lo que se supone que en el extracto la concentracién
real de AV era menor, por lo tanto, fue necesaria una mayor cantidad de extracto
que de AV para causar inhibicién del crecimiento bacteriano.

Ademds, no debemos pensar que la actividad antibacteriana de todo el
extracto se debié solo al AV, ya que dentro de los compuestos que encontramos es
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de notar la aucubina, la cual por hidrélisis vegetal forma su aglucona, esta ultima
ha demostrado tener actividad antibacteriana (Rombouts, 1956). Aunque nosotros
no aislamos la aglucona referida, es posible que se haya encontrado en el extracto
metandlico en baja cantidad.

Los resultados concuerdan con la actividad antibacteriana del AV reportada
por Balansard ez al., (1980) y Garcia y Marhueda (1985). El primero aisl6 dcido
vainillinico (del latex de Alafia multiflora Stapf) y lo probé contra Staphilococcus
aureus, obteniendo una MIC de 0.8 g/ml. En el segundo trabajo se aislé el mismo
dcido (de la parte aérea de la planta Ononis natrix,) y se prob6 contra las especies
Bacillus subtilis, B. cereus, B. pumilus, Staphylococcus aureus y S. epidermidis,
observdndose que son sensibles a concentraciones entre 250-1500 pg/disco,
dependiendo de la cepa.

En este trabajo el AV no se prob6 contra Staphylococcus aureus porque el
extracto original no tuvo efecto en esta cepa, ahora sabemos que ésta si es sensible
al AV y explicamos éste fendmeno porque en el extracto hay muchos compuestos
que pueden provocar que el AV actie de una forma sinérgica o antagénica
(Rasmussen J. A., 1979).

Con base a la actividad del extracto y de su constituyente el AV podemos
considerar que se justifica el uso etnobotdnico que se le da al tepozdn. A
continuacién se menciona la probable funcién del AV para la planta de Tepozan.

-COMO UNA RESPUESTA A LAS INFECCIONES.

La concentraciéon de dcidos fendlicos (entre ellos el AV) aumenta en los
tejidos vegetales como una respuesta a las infecciones, esto provoca una
disminucién en la germinacién de esporas y en el crecimiento de patégenos
fungales. Los dcidos fendlicos se incorporan en la lignina de los tejidos afectados,
actuando entonces como una barrera mecdnica (Cahill y McComb, 1992;
Nicholson et al., 1986).

-COMO AGENTE ALELOPATICO:

Algunos compuestos alelopaticos, han sido identificados como &cidos
fendlicos, entre ellos el AV (Blum er al, 1984). Se sabe que este compuesto
promueve la apertura estomatica, provocando la deshidratacién vegetal (Purohit et
al., 1992), ademds de inhibir la germinacidn, reduce el desarrollo general, el foliar
y el radicular, por lo tanto el peso seco de diversas plantas (Blum et al., 1984,
Mersie y Singh en 1988, McPherson et al.,1971; Sathiyamoorthy, 1990; Chiji et
al.,1980; Blum er al.,1985; Kobayashi et al.,1984; Maureen et al.,1982).

El 4cido. vainillinico actia de forma sinérgica o antagénica del crecimiento
vegetal, dependiendo de su concentracion (Larson ,1989; Maureen er al., 1982).
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Se ha visto que afecta los niveles de AIA (sustancia que estimula la division
celular, la sintesis de 4c. nucleicos y proteinas entre muchas otras funciones
(Fosket, 1994; Maureen et al., 1982)), sobre la enzima auxina oxidasa (Larson,
1989).

La AIA oxidasa necesita de cofactores como el dcido p-cumdrico y
probablemente el AV. (Vaughan y Ord, 1990; Wilkins, 1984).

Hay una concentracién umbral de AIA que provoca un crecimiento vegetal
y radicular, a partir de esta concentracion la cantidad de crecimiento aumenta
como una funcién lineal respecto al incremento en la concentracién de la hormona,
sin embargo llega a un punto supraéptimo donde la cantidad de AIA cesa de
promover el crecimiento y su accién se vuelve inhibitoria. La cantidad umbral asi
como la supraéptima son especificas para cada tejido y especie (Fosket, 1994).

Por otro lado, se ha visto que el AV afecta el flujo de nutrientes, la
fosforilacién oxidativa (Maureen et al., 1982), los cambios del potencial de la
membrana celular (Larson ,1989; Maureen et al., 1982; Stowe y Osborn, 1980), la
elongacién y divisién celulares (Blum et al., 1984; Vaughan y Ord, 1990.), la
sintesis de proteinas y &4cidos nucleicos (Maureen et al., 1982); reduce
significativamente el contenido foliar de N, Fe, Zn y P, el contenido de clorofila en
el tomate (Mersie y Singh, 1988), la absorcién de K™ y provoca la pérdida de iones
existentes (Jalal y Read, 1983) y de otros metabolitos (Glass, 1973).

Esto iltimo también se ha observado con sustancias similares al AV en
algunos hongos (Jalal y Read, 1983) y es posible que también afecte a otros
microorganismos, como las bacterias que probamos en este trabajo. Si nuestra
hipétesis es cierta, las bacterias pudieron haber sido afectadas por la siguiente
razén:

El poder t6xico de los dcidos fendlicos estd muy relacionado con su
coeficiente de particién, ya que cuando aumenta éste, su poder inhibitorio es
menor debido a que tiene varios grupos hidroxilos y por lo tanto son menos
solubles en lipidos; en cambio, cuando el coeficiente de particién es menor, el
poder inhibitorio de las moléculas aumentan gracias a que los grupos metoxi son
mds numerosos y por lo tanto su solubilidad en lipidos se incrementa (Glass, 1973;
Kobayashi et al., 1984; Stowe y Osborn, 1980; Jalal y Read, 1983). La membrana
plasmdtica contiene lipidos y los 4cidos fendlicos pudieran disolverse en ella
afectando procesos relacionados con la permeabilidad membranal (Glass, 1973).

Ademds el AV tiene cierta accidén oxidante (Onyeneho, 1992) por lo que es
probable que actie sobre los grupos —SH y S-S de las enzimas y los componentes
de la membrana bacteriana (Davis, 1984).
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También podemos relacionar el poder bactericida del AV por su similitud
estructural con el fenol (Ver siguiente figura).

acido vainillinico fenol
OH OH
OCH3
COOH

El fenol penetra en la pared celular, rompiéndola y precipitando a los
aminodcidos y al dcido glutdmico, es decir causa un dafo fisico que afecta la
permeabilidad de la pared celular. Ademds es un detergente, es citotdxico;
desnaturaliza proteinas celulares, anula sistemas enzimiticos activadores del
succinato, fumarato, piruvato y glutamato y parcialmente a los de lactato, glucosa,
formiato butanos; también, afecta la actividad de las enzimas: deshidrogenasa,
oxidasa y catalasa. Su accién bactericida implica lisis celular.

La actividad antibacteriana del fenol se incrementa mediante la sustitucién
en el anillo con alquilos que aumentan la solubilidad del grupo —OH fenélico (esto
es, su coeficiente de particién), convirtiendo a la molécula en mas hidréfoba, lo
cual aumenta su poder bactericida. (Davis, 1984 y Block, 1983). La unidad
reactiva de la molécula fendlica es el grupo —OH. (Block, 1983).

El presente andlisis se hizo con la finalidad de dar una posible explicacion al
papel que desempefia el AV en la bioquimica vegetal en un estado normal y de
estress por infeccién y por otro lado para tratar de comprender el mecanismo de
accion a nivel molecular del AV sobre la muerte bacteriana.

Para conocer el exacto mecanismo en ambos procesos se sugiere hacer una
investigacion especifica del AV para cada caso.
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CONCLUSIONES

* El extracto metanélico de la corteza de raiz de Buddleia cordata var cordata
presenta actividad antibacteriana contra algunas bacterias gramnegativas:

Shigella boydii ATCC 8700, V. cholerae INDRE 206, CDCV 12y C.C.

¢ Se aislaron del extracto metanélico de la corteza de raiz de Buddleia cordata var
cordata: glucésido de B-sitosterol, dcido vainillinico, O-metil catalpol, aucubina
y glucosa. Estos compuestos con excepcién del 4cido vainillinico ya se habian
aislado del género Buddleia.

e Por primera vez se aisl6 dcido vainillinico del género Buddleia.

e Los compuestos glucésido de B-sitosterol, O-metil catalpol, aucubina y glucosa

no presentaron actividad antibacteriana.

¢ Uno de los principios activos presente en este extracto es acido vainillinico.

e La accién bactericida del AV puede estar relacionada con su coeficiente de
particién y con su similitud estructural con el fenol. Para conocer el exacto

mecanismo de accién se propone realizar la investigacién especifica.

37



REFERENCIAS

-ALVAREZ F. J, CARABIAS J.,, MEAVE J., MORENO-CASASOLA P,
NAVA D., RODRIGUEZ E, TOVAR C. Y VALIENTE A. (1982). Proyecto
para la creacién de una reserva en el Pedregal de San Angel. Lab. de Ecologia,
Fac. de Ciencias, U.N.A.M. México 49 pp.

-BAILEY, SCOTT, FINEGOLD M. S., BARON J. E. (1989). Diagnéstico
microbiolégico. 7* Ed. Panamericana. Argentina, pp 191-201.

-BALANSARD G., ZAMBLE D., DUMENIL G. Y CREMIEUX A. (1980)
Mise en évidence des propriétés antimicrobiennes du latex obtenu par incision
du tronc de Alafia Mulriflora Staf. 1dentification de 1’acide vanillique. Plantes
Meédicinales et Phytothérapie 24(2):99-104.

-BLOCK S. (1983) Disinfection, sterilization and preservation. 3* Ed.
Copuright. U.S.A. pp 197-224.

-BLUM U., DALTON R. B. AND RAWLINGS O. J. (1984) Efects of ferulic
acid and some of its microbial metabolic products on radicle growth of
cucumber. Journal of Chemical Ecology 10(8): 1169-1191.

-BLUM U., DALTON R. B. AND SHANN R. J. (1985) Efects of various
mixtures offerulic acid and some of its microbial metabolic products on
cucumber leaf expansion and dry matter in nutrient culture. Journal of
Chemical Ecology 11(5): 619-641.

—CAHILL M. D. AND MCCOMB A. J. (1992) A comparison of changes in
phenylalanine ammonialyase activity, lignin and phenolic sinthesis in the roots
of Eucalyptus calophylla (field resistant) and E. marginata (susceptible) when
infected with Phytophthora cinnamomi. Physiological and Molecular Plant
Pathology 40, 315-332.

-CETENAL, carta Edafolégica (1979) E 14 A 39,Ciudad de México. Escala
1:50 000, 2* impresién. México.

-CETENAL, carta Geologica (1978) E 14 A 39,Ciudad de México. Escala
1:50 000. México.

38



-CETENAL, carta Topogréfica (1980) E 14 A 39,Ciudad de México. Escala
1:50 000, 2* Ed. México.

-CHII H., TANAKA S. AND IZAWA M. (1980) Phenolic germination
inhibitors in the seed balls of red beet (Beta vulgaris L. var. rubra). Agriculture
Biological Chemistry.,44(1): 205-207:

-CONN E. E. (1985) Recent advances in phytochemistry. volumen 20. the
shikimic acid pathway. Ed. Plenum Press. pp 83-88, 163-200.

-COOPER R., SOLOMON H. P, KUBO 1, NAKANISHI K. (1980)
Myricoside, an african armyworm antifeedant: separation by droplet
countercurrent chromatography. Journal of American Chemistry Society. 102:
753-755.

-DAVIS B. D., DULBECCO R., EISEN H. N., GINISBERG H. S, WOOD W.
B. (1973). Microbiology incluiding inmunology and molecular genetics. 2* Ed.
Harper international. USA. pp 779-782.

-DAVIS B. D., DULBECCO R. EISEN H. N., GINISBERG H. S. (1984).
Tratado de microbiologia 3* Ed. Salvat. México. pp 1028-1030.

-EVANS W. C. (1991) [1989] Farmacognosia Trease-Evans 13* Ed.
Interamericana-Mc Graw Hill. México.pp 728-730.

—FOSKET D. E. (1994) Plant growth and development. A molecular approach.
Academic Press. USA. pp 298-304.

-GARCIA E. (1973) Modificaciones al sistema de clasificacién climética de
koppen. México. U. N. A.. M. México 185 pp.

~-GARCIA M. D. Y MARHUEDA E. (1985) Isolement et activité
antimicrobienne de I’acide vainillique et de I’acide p-hydroxy-benzoique,
constituants d’Ononis natrix. Fitoterapia. 56(6): 349-350.

39



-GARG S. C., DENGRE S. L. (1992) Composition of the essential oil from the
leaves of Buddleja asiatica Lour. Flavour and Fragrance Journal 7 (3): 125-
127. tomado de BIOSIS CD-ROM 1992.

-GLASS, A. D. M. (1974). Influence of phenolic acids upon ion uptake. IIIL.
Inhibition of potassium absorption. Journal of Experimental Botany,
25(89):1104-1113.

-GUINEY, G. D. (1986). Resistence to antimicrobial drugs. In: infectious
diseases and medical microbiology. Braude A 1., Davis C. E. and Ferrer J. 2°
Ed. Saunders Company. USA.

-HARBORNE J.B. AND WILLIAMS C. (1971) 6-hydroxyluteolin and
scutellarein as phyletic markers in higher plants. Phytochemistry 10: 367-378.

-HOUGHTON PJ. (1984) Ethnopharmacology of some Buddleja species.
Journal of Ethnopharmacology. 11: 293-308.

—-HOUGHTON P.J. (1985). Lignans and neolignans from Buddleja daviddi
Franch. Phytochemistry, 24 (4): 819-826.

—HOUGHTON J. P. (1989).. Phenolic fatty acid esters from Buddleja globosa
stembark. Phytochemistry 28 (10): 2693-2695.

~HULTIN E. AND TORSSELL K. (1965) Alkaloid—screening of swedish
plants. Phytochemistry, (4): 425-433.

-INSTITUTO MEXICANO PARA EL ESTUDIO DE LAS PLANTAS
MEDICINALES A.C. IMEPLAM). (1976). Usos de las plantas medicinales de
México, Monografias Cientificas 11, Ed José Luis Diaz. México

-JALAL M. A. F. AND READ D. J. (1983). The organic acid composition of
calluna heathland soil with special reference to phyto— and fungitoxicity.
Isolation and identification of organic acids. Plant Soil, 70(2):257-272.

—~KOBAYASHI S., ARIGA M., OZAWA T. AND IMAGAWA H. (1984). Pollen
growth inhibitors in Pinus densiflora pollen: isolation, biological activities, and

40



structure—activity relationship. Agriculture Biological Chemistry, 48(2):389-
395.

-KONEMAN W. E,, ALLEN D. S., DOWELL R. V., SOMMERS M. H. (1985)
Diagnéstico microbiolégico. Ed. Panamericana. México, pp 380-394.

—KRIEG R. N., HOLT G. J.(1984) Bergey’s manual of systematic bacteriology.
Vol 1 Ed. Cophyright. U.S.A.. pp 423-427, 518-542.

-KUBO 1., YOKOKAWA Y. (1992) Two tyrosinase inhibiting flavonol
glycosides from Buddleja coriacea. Phytochemistry. 31 (3): 1075-1077.

~KUMATE, J. (1982) Las enfermedades infecciosas en México. en: "Vida y
muerte del mexicano". Ortiz Quesada, F. Ed. FOLIOS EDICIONES, S.A,,
MEéxico.

-KUMATE J., SEPULVEDA J.Y GUTIERREZ G. (1993) El colera. Epidemias,
endemias y pandemias. Ed. Interamericana Mc Graw Hill pp 1-271.

-LARSON L. J. (1989). Effect of phenolic acids on growth of Chlorella
pyrenoidosa. Hydrobiologia, 183:217-222.

-LAURELL C. Medicina y capitalismo en México en Cuadernillos politicos,
México, Julio-Sept 1975: 80-93.

-LENNETTE H. E.,, BALOWS A., HAUSLER J.W., SHADOMY H. J. (1987)
Manual de microbiologia clinica. 4* Ed. Médica Panamericana. Argentina, pp
336-352, 358-382, 1192, 1200-1245.

~LOPEZ J., SIERRA J., VEGAZO M. E. Y CORTES M. (1979) Chemical
constituents of Buddleja globosa Lam. Fitoterapia 50: 195-198.

-MANDELL G. L., DOUGLAS R. G.Y BENNERR 1I. E. (1991). Enfermedades
infecciosas. Principios y practicas. Vol II Ed. Médica Panamericana. Argentina,
pp 1731-1738.

4]



£

~MARIN G., GIMENEZ B., CORTES M., PARDO F., NUNEZ J.Y NARANJO
J. (1979) Estudio fitoquimico de Buddleja globosa Lam. Revista
Latinoamericana de Quimica, 10:19-21.

-MAUREEN A., RAMIREZ E., GARRAWAY J. L. (1982). Plant growth
inhibitory activity of extracs of raw and tested pig slurry. Journal of Science
Food Agriculture, 33:1189-1196.

~MCPHERSON J. K. (1971). Allelopathic constituents of the chaparral shrub
Adenostoma fasciculatum. Phytochemistry, 10(12):2925-2933.

—~MERSIE W. AND SINGH M. (1988). Effects of phenolic acids and ragweed
parthenium (Parthenium hysterophorus) Extracts on tomato (Lycopersicon
esculentum) growth and nutrient and chlorophyll content. Weed Science,
36:278-281.

-MORENO P. N. (1984) Glosario botdnico ilustrado. Ed. CECSA. México
300p.

-NICHOLSON R. Y., BUTLER L. G. AND ASQUITH T. N. (1986).
Glycoproteins from Colletotrichum graminicola that bind phenols: implications
for survival and virulence of phytopathogenic fungi. Phytopathology
76(12):1315-1318.

-ONYENEHO S. N. Y HETTIARCHCHY N. S. (1992) antioxidant activity of
durum wheat bran. Journal of Agriculture Food Chemistry. 40: 1496-1500.

-PARDO F,, PERICH E,, VILLARROEL L. Y TORRES, R. (1993) Isolation of
verbascosido, and antimicrobial constituent of Buddleja globosa leaves. Journal
of Ethnopharmacology 39: 221-222.

-PEARL A.. Y. (1950) Methods of preparation of vanillic acid. 1 silver oxide
method & II caustic fusion method. Organic Syntheses: 101-107.

-PETTIT G. R.,, NUMATA A. TAKEMURA T., ODE H. R., NARULA A. S.,
SCHMIDT M. J., GORDON M. C. AND PASE P. C. (1990) Antineoplastic
agents, 107. Isolation of acteoside and isoacteoside from Castilleja
linariaefolia. Journal of Natural Products. 53: (2) 426-458.

42



—-PUROHIT S., LALORAYA M., BHARTI S. Y NOZZOLILLO C. (1992)
Effect of phenolic compounds on aba-induced changes in k™ concentration of
guard cells and in epidermal difussive resistance. Journal of Experimental
Botany. 43(246): 103-110.

~RASMUSSEN J. A. (1979) Inhibitory effects of combinations of tree phenolic
acids on grain sorghum germination. Plant Science Letters. 14:69-74.

-RZEDOWSKI, J. (1954) Vegetacién del pedregal de san 4ngel (D. F. México).
Anales de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas I. P. N. 8:59-129.

-RZEDOWSK], J. Y RZEDOWSKI, C. G. (1985) Flora fanerogdmica del Valle
de México volll diciledoneae (Euphorbiaceae- Compositae). Ed. Escuela
Nacional de Ciencias Biolégicas I. P. N. e Instituto de Ecologia. México. pp
212-215.

—-ROMBOUTS 1. E. Y LINKS J. (1956) The chemical nature of the
antibacterial substance present in Aucuba japonica Thunbg. Experientia XII
(2):78-80.

-SADTLER. Research laboratories, Inc.Espectro de Infrarojo KBr, clave 8217
K, perteneciente al 4cido vainillinico.

SAID Z. EL BASYOUNI, CHEN D, IBRAHIM R. K., NEISH A. C. Y
TOWERS G. H. N. (1964) The biosynthesis of hydroxybenzoic acids in higher
plants. Phytochemistry. 3(4):485-492.

—-SAN MARTIN C. R. (1977) Tratado de farmacognosia Ed. Cientifico—
Médica, Espaiia.pp 1010-1015.

-STARR, STOLP, TRUPER, SCHLEGEL (1981) The prokariotes VolII Ed.
Springer-Verlag. U.S.A. pp 1248-1259, 1272-1281.

-SATHIYAMOORTHY P. (1990) Identification of vanillic and p-coumaric acid
as endogenous inhibitors of soybean seeds and their inhibitory effect on
germination. Journal Plant Physiology, 136:120-121.

43



-STOWE G. L. AND OSBORN A. (1980) The infuence of nitrogen and
phosphorus levels on the phytotoxicity of phenolic compounds. Canadian
Journal Botany. 58(10):1149-1153.

~TRES. MUNDIAL DE TRES LIVROS E FASCICULOS LTDA. (1984).
Plantas que curan. Ed. Alzugaray Domingos y Alzugaray Cétia. Brasil.

~-TYLER V. E.,, BRANDY R. L. ROLOBERO E. J. (1979) Farmacognosia 7
Ed. El Ateneo, Argentina.

-VAUGHAN D. AND ORD B. (1990) Influence of phenolic acids on
morphological changes in roots of Pisum sativum. Journal Science Food and
Agriculture.52:289-299.

~WILKINS B. M. (1984) Advanced plant physiology. Longman Scientific &
Technical. USA. pp 1-20, 76-78.

-YAMAMOTO A., NITTA S., MIYASE T. UENO A. AN WU L. (1993)
Phenylethanoid and lignan—iridoid complex glucosides from roots of Buddleja
davidii. Phytochemistry 32 (2): 421-425.

—~YOSHIDA T., NOBUHARA J., UCHIDA M., OKUDA T. (1978)-1 Studies
on the constituents of buddleja species. I structures of buddledin a and b, two
new toxic sesquiterpenes from Buddleja daviddi Franch. Chemical
Pharmachological Bulletin, 26 (8): 2535-2542.

—-YOSHIDA T., NOBUHARA J., FIJII, N., OKUDA T.(1978)-2 Studies on the
constituents of buddleja species. li buddledin c, d and e, new sesquiterpenes
from Buddleja daviddi Franch. Chemical Pharmachological Bulletin, 26 (8):
2543-2549.




APENDICES



APENDICE 1.

TECNICAS MICROBIOLOGICAS

Se partié de un inéculo de cada una de las cepas en caldo Mueller-Hinton' a
una concentracién de 1 X 10® bacterias/ml (Koneman, 1985). Esta concentracion se
determiné por comparacién visual de la turbidez del medio con el estdndar 0.5 de
McFarland (Cuadro #1), y por conteo del mimero de colonias que se observaron en
un subcultivo.

El subcultivo del in6culo se realizé haciendo diluciones sucesivas 1:100, en
tres tubos con 9.9 ml de solucién salina fisiolégica (0.9 % de NaCl). De la iltima
dilucién se tomaron dos alicuotas de 0.1 ml cada una y se sembraron separadamente
en dos placas de agar, las cuales se incubaron durante 18 a 24 hs (sin presién de
CO; y a una temperatura de 35°C) para determinar el nimero de UNIDADES
FORMADORAS DE COLONIAS (UFC). Se obtuvo una media y se multiplic6 por
el factor de dilucién para obtener el nimero de bacterias por ml del inéculo original
(Figura 6).

CUADRO # 1 Estandar de McFarland.

La turbidez de los siguientes tubos (indicado como indice) equivale a un
determinado nimero de bacterias. La turbidez se obtiene por la suspension
que se forma al mezclar las siguientes sustancias.

TUBO NUMERO

INDICE 05 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Ba Cl, 1% (ml) 005 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 09 1.0
H2S0, 1% (ml) 995 99 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 91 9.0
Densidad celular (x1 05) 1 3 6 9 12 15 18 20 24 27 30

Tomado de Bailey & Scoot (1989) y Koneman (1985).

' El caldo o agar de cultivo utilizado en todas las pruebas microbiolégicas fue Mueller-Hinton marca Bioxon®.
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TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
KIRBY-BAUER

Para esta técnica se prepararon con anterioridad placas con medio, procurando
que su espesor no fuera mayor a los 4 mm (Lennette, 1987). También se prepararon
discos de papel filtro con los posibles antimicrobianos a probar, disuelto en el
liquido correspondiente. Ademas de un control negativo con tinicamente la cantidad
ocupada de disolvente y un control positivo con 30 pg de kanamicina’. Los discos
se dejaron secar 24 h.

Se tom6 una muestra del in6culo madre y se sembraron las placas por estrias,
dejando secar de 3 a 5 minutos. Posteriormente se colocaron los discos con el
antimicrobiano separados unos 20 mm aproximadamente uno del otro y a 15 mm
aproximadamente del borde de la caja, presiondndolo$ ligeramente contra el agar.
Todas las placas tuvieron dos repeticiones (Koneman, 1985).

Después de 15 minutos de colocados los discos, se invirtié la placa y se
incub6; transcurrida la incubacién se midieron los didmetros de los halos de
inhibicién cuando se presentaron (Koneman, 1985).

TECNICA DE LA PRUEBA MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA (MIC)
A) METODO DE MACRODILUCION EN CALDO.

A una serie de 9 tubos de ensayo se les agregé un ml del inéculo madre més
un ml de 4cido vainillinico, diluido en caldo para obtener concentraciones finales de
100, 200, 400, 800, 1600, 3200 y 6400 pug/ml). Se prepararon, ademds, dos tubos
control, uno de ellos no contenia antibidtico, solo se agregaron 1280 pl de metanol
(mdxima cantidad en la que se diluyo el AV), y el otro tubo 20 pg/ml de
kanamicina. De todos los tubos se elaboraron dos repeticiones.

Los tubos se incubaron y a su término, se observé la presencia de desarrollo
bacteriano, infiriéndolo por la turbidez del medio. El tubo con menor concentracién
de antimicrobiano en que no se encontré crecimiento visible, represent6 la Minima
concentracién inhibitoria (MIC) (Figura 7).

% Se utiliz6 este antibidtico porgue es de amplio espectro de acci6n.
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Figura 6. VERIFICACION DE LA CONCENTRACION DEL
INOCULO MADRE POR DILUCIONES SUCESIVAS
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Figura 7. TECNICA PARA DETERMINAR LA MIC Y CBM
POR EL METODO DE MACRODILUCION EN CALDO.
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Continuando con esta técnica también determinamos la CONCENTRACION
BACTERICIDA MEDIA (CBM) de la siguiente manera:

Se verti6 el contenido de los tubos que no presentaron turbidez en placas de
agar y se incubaron, después se contabilizaron las UFC. La placa con menor
concentracién de 4cido vainillinico donde no se presenté UFC sefialé la CBM
(Modificado de Bailey y Scott, 1989) (esquema 7).

Para obtener la MIC del extracto metandlico que no fue soluble en el caldo se
empled la siguiente técnica:

B) METODO DE DILUCION EN AGAR

Para cada bacteria se elaboraron once placas con 20 ml de agar a 50°C ? alas
que se le agreg6 la cantidad necesaria de una solucién madre de extracto metandlico
para obtener cajas con una concentracién final de 50, 100, 200, 400, 800, 1600,
3200, 6400, 12800 pg/ml, asi como una placa con ampicilina® a 10 pg/ml, y una
placa "control negativo" con e} vehiculo en el que se disolvié el extracto metandlico
(1280 pl de metanol). Todas las placas tuvieron dos repeticiones mas.

Una vez gelificado el medio, se inocularon en las placas las bacterias con
turbidez 0.5 de McFarland, después se incubaron (Lennette, 1987); la caja de menor
concentracién de extracto metandlico en donde no se presentaron las UFC, nos
senalé la MIC. La CBM no se puede determinar por esta técnica (Bailey y Scott,
1989).

Agregar el antimicrobiano a mayor temperatura puede deteriorarlo y si se agrega a menor temperatura se impide
una mezcla adecuada.
*Se utilizé este antibi6tico porque es de amplio espectro de accién.
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APENDICE 2

SINTESIS DEL ACIDO VAINILLINICO POR MEDIO DE UNA
FUSION ALCALINA

En un recipiente de acero inoxidable de 2 | de capacidad equipado con un
agitador de Nicromo y calentado por una parrilla eléctrica, se vierten 90 g de
NaOH al 97%, 90 g de KOH y 25 ml de agua. La mezcla se agité y se calent6 a
160° C (a esta temperatura se apago la parrilla).

Primero se adicionaron 12.5 g de vainillina, (la temperatura por la reaccién
aument6 a 180-195° C) y después 63.5 g mas gradualmente, en un periodo de 10-
12 minutos a una velocidad suficiente para mantener la temperatura de la reaccién
(tratando de que esta no subiera a mas de 200° C ya que se formaria en lugar de
AV, dcido. protocatechuico). Después se sigue agitando por 5 minutos, la parrilla
se quité y se dejo enfriar agitdndola continuamente, cuando se llegé a una
temperatura de 150-160° C se le agregaron 750 ml de agua, se continué con la
agitacién hasta que se disolvié.

La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se puso en
un bafio de hielo y se acidificé con 600 ml de HCI 6 N (se utiliz6 papel tornasol
como indicador de pH).

Se lavé con 75 ml de agua fria, luego se extrajo con hexano y se filtr6. Se
recristalizé y se obtuvo AV con una pureza de 90-97% con un pf 209-210° C.
Tomado de Pearl (1950).

OBTENCION DE ACIDO VAINILLINICO POR FUSION ALCALINA

CHO 02K
H + 2KOH —» KO + H2 4 HoO
CH3 OCH3
CO2K OOH
KO + 2HCI ——>» HO + 2KCI
OCH3 OCH3
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APENDICE 3
ACETILACION DE LA GLUCOSA
A 10 mg de glucosa se le agregaron 0.5 ml de piridina mds 0.5 ml de
anhidrido acético, los cuales reaccionaron a temperatura ambiente.

La reaccion se sigui6 por cromatografia en capa fina, cuando esta terminé se
detuvo con agua.

El producto de la reaccién se extrajo con AcOEt lavandolo después con HCI
al 20% hasta que se llegé a un pH 4acido, posteriormente se lavé con solucién
saturada de bicarbonato de sodio hasta que la mezcla tuvo un pH neutro,
finalmente se lavé con agua manteniendo el pH.

Por ultimo se eliminaron los restos de agua de la solucién con sulfato de
sodio anhidro, se decanté y concentrd.
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APENDICE 4. COMPUESTOS AISLADOS DEL GENERO Buddleia.

ESTEROLES

3b
3d

3t
3g
3h
3i

3j
3k
3

R1

FLAVONOIDES

R2 R3 R4
OH OH H H
OCH, H H  rutinosa

OH OH H H
OCH, H H H
OH H H H
OH H OH H
OH H H glucosa
OH O-rutinosa H H
OH H OH glucosa
OCH;, H OCH, H
OCH, H OCH, CH,
OCH, H H rutindsido
OH O-rutinésido H H
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TRITERPENOS LIGNANOS

H
4a R=H & CH3
4b R=OCCH3 =
4c R=H, C11=ceto CH3

SESQUITERPENOS TIPO CARIOFILENO

9a R=OH
9b R= Hz
9cR=H
I 9
6 1
10a R1=0 4
R2=H2 I
OH : 10b R1=H2 )
- 10
R2=0 2
En C4-C5 no hay doble enlace
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FENIL ETANOIDES

I 12
(CH2)nCH3 (CH2)nCH3
ZZ
11a n=22 12a n=22
11b n=20 12b n=20
H
FENIL PROPANOIDES

H20H
13a R= OH
13b R= OCH3
13cR=H HC
15




FENIL PROPANOIDES

17

H20H
17a R=CHO

17b R=CH20H OCH3

R Ri1
18a H OCH3 OCH3
18b OCH3 OCH3 »
i8c H H
18d OCH3z H

19a R=H
19b R=CH3
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FENIL PROPANOIDES

21

21a R1=H
21b R1=0CH3

H
R A=H
R1 R2 R3 H
CH3 A H
H H C B=H
H B H
23d H H B I
23 23e H (o] H
23f CH3 C H CH30
23 CH H C
oy S c=H
23h  CH3 B H
23i CH3 C arabinosa '
23j CH3 Cc apiosa
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IRIDOIDES

24 R 25
N 25a R=OH
25b R=CHj3

HOCH2 O Glucosa HOCH2 O Glucosa

IRIDOIDES UNIDOS A LIGNANOS
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APENDICE 5
ESPECTROS
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