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1. INTRODUCCION

Una de kas prencupaciones basicas del hombre ha gido la de disponer de medios para aliviar
sus enfermedades y preservar su salud. La bisqueds de dichos medios 1o llevd a explorar la
naturaleza, principalmente las planias, v a conocer los efecios curtivos ¥ tixicos de muchas
de ellas. Estos conocimienios |e han permitido beneficiarse de dichoz recursos desde tiempos
ancesirales Adn hoy, alrededor del 75% de la poblaciin mumdial sigee dependiendo de
plantas, extracios de plantas ¥ ofros recursos de o medicing tradicional parn diches fines,
Actunlmende s= estima que existen unos 121 Brmacos clinicamente fdtiles en todo el mando
que son derivados de planias supeniores. Enire estos frmacos estin los  agentes
anticancerigenos vinblasting ¥ vincristina. También se extraen de plantas la morfina, codeina,
gquinina, atroping ¥ digitaling, que se emplean con muy diversos fines terapéuticos.”"’ Otro tipe
de organiemos que producen sustancias de imporiancia en medicina son los hongos. Tal es <l
caso de Peniciilium notoium v Penicillium chrzogenum que elaboran un importante lpo de
antibiditicos: las penicilinas, que son el prototipo de los antimécrobianos ¥ sin duda los
firmaces més utilizados en In medicina, 5S¢ usan prncipalmente para tratar problemas
infeceiosns  como  furingoamigdalitis  estreplocdccica,  tMancs,  difteria,  enisipela,
broncopsumonia por Sireplococcis prermonlas o Streplococcs progenss, infecciones por
anacrobios ¥ por Streptococcus del grupo B v © con f-hemdlisis, gonormea por cepas o
produectoras de  [-lactameess, meningitis por  Strepiococcus  preumosies ¥y Melsseria
meningitidis, entre obros. Aunque en la mayoria de los casos las penicilinas ¥ otros
antimicrobianos adn son eficientea, o8 importanbe sefialar que su uso indiscriminsdo ha
favorecido la seleccidn de bactenas con diferentes espectros de senmbilidad ¢ incluso un gran
niimero de cepas residtentes™

De lo anterior s¢ desprende que la bisgueda de nuevas substancias con propredades
antibacterianas no sblo continda vigenie, sino gue dia a dia adquicre mayor relevancia.
Paraddjicamente en esta bisqueda, los cientificos ded sigho XX1, como los primeros hombres,
s& voelven hacia la naturaleza; stlo que ahora tenen la venlaja de conlar con una teceologls
muy avanzsda pero sobre todo con los conocimienios cientificos que la lumankdad hs
scumulado a lo lago del tempo ¥ algunos ofros empincos, que los diferentes puebbos del



miundde han preservado como parte de sus cultwras. Entre estos dltimos se encuentran os que
s¢ agrupan en lo que s2 conoce como medicina tradicional, cuya mma més importanie s la
herbolaria, misma que en Meéxico, 65 muy relevante.

En la herbolaria mexicann exisien plantas para tratar un sinmémero de padecimientos. Entre
ésins o encuentrun varias especies del pénero Physalis, especialmente P. philadeiphica, cuyos
fros  (tomates, tomates wverdes), son empleados para el tratamiento de infecciomes
gastrointestinabes v de Ins vias respiratonas altas, por lo que e probable que estas especies
contengan sustancias con actividad antibacteniana. Con base en lo antenor se emprenhio la
blsqueda de actividad antibacteriana en diferentes extractos de Plyaalis pruinosa sobre cepas
climicas y de referencia de Staphwlococens. Los resullados de estos estdios se deseriben en
este trabajo.



i. ANTECEDENTES
1. ElGéaero Physalis

Al géngro Mhyselis s2 le recopocen aciunkmente cerca de M) especies que s encuentran
distribuidas principalmente 2 lo largo del continente americano, desde Estados Unidos hasta
Aménica del Sur v las Antillas, mungue cuenta también con algunas especies an el Viejo
Munda. México es ¢l pais con mayor ndmens de especies ya que cuenta con alrededor de 70 v
la mayoria son endémicas,"”’

Las especies del género Physalls pusden ser berbhcess, sufnitices v arbustivas, La 1alla de las
plantas varia desde escasos 20 om hasta 1.5 6 2 m de alio, aungue ln mayorin de las especies
presentan tallas de entre 40 y 90 em. Lag flores en la mayor parte de las especies son solitanias,
las hojas son alternadas, por lo gemeral se encueniran solitamas, pero en algunes especies
pueden presentarse gemanadas (en pares), las cuales son iguales en forma v desiguales en
dimensiones, generalmente la peguefia es 13112 menor que la mayor, Producen un fivo que
es una baya camosa que varin de color desde el verde-amarille hasta el anaranjado o plrpura’™
v que eatd epcerrado en un cdliz persistenie, eon forma de vejiga, conoesda como ciscara.
Eslos fratos son comestibles en 14 de sus especies pero solo 4 de ellas (P philadelphifes, P
peruviana, P, grisea v P. altkekengi) son cultivados, el resto se utiliza a partir de poblaciones
silvestres."!

En el caso de Physalis philodelphica, su frulo (tomale verde) es de gran imporiancia
econdmica en México, Ademis, sus frutos v hojas son considerados Gtiles en el tratamienio de
dolores de cabeza y estémago. El fufo untado con sal es wtilizado para curar las paperas v su
Jugo para tratar infeccionss de garganta. La infusion de kos cilices 52 usa contra la disbetes. La
rafz actin como antidiarreico y alivia los colicos por indigestion,™ Propiedades medicinales
miury similares son atribwidas a otras especics del mismo pdnero como Physalls sequaia Jacg,
P. chenopodifolia Lam., P. laevigara Mart, y Galeotl, P. pubescens L., P. willoza Miller, P.
gracilis Miers, P, schivocans Dunal y P. coztomar] Moc. y Sessé, ™



En cuanto a su composicién quimica, en el género Physalis se han encontrado y caracterizado
diferentes tipos de metabolitos secundarios entre los que se cuentan carotenoides,”™ glicésidos

(19 esteroides como’ los

de hidroxiésteres,”) alcaloides derivados de 1la higrina,
physalindicanoles A y B (D que se proponen como precursores de las lactonas esteroidales
conocidas como withaesteroides, mismas que son los metabolitos secundarios mas

caracteristicos y abundantes en el género (Fig. 1).

Physalis se encuentra entre los doce géneros de solaniceas que producen withaesteroides y
comparte con Withania el ser los géneros de los que se han aislado tanto el mayor niimero de

estos compuestos como la mayor diversidad de grupos estructurales.
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Figura 1. Diferentes tipos de compuestos aislados del género Physalis



Los withassteroides son lactonas esteroidales de 28 dtomos de carbong, euyo esqueleto bisico
e el del ergostanc y que generalmente presemtan un grupe carbomilo en C-1. Los
withaesteroides se han dividido en ocho grupos (Fig. 2) de los cuales el de las withandlidas es
el mis abundante ™"

FMicasdrennna ¥
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Aundque la presencia de withaesteroides parecia estar restringida a la familia Solanaceae, en los
dltimes tiempos s les ha aiglado de miembros de las familias Taccacess,™ Leguminosae™ y
Labistae,"* asi como de organismos marinos (coral blando)."™



Por otra parte, muchos de los withacsteroides se han aislado de plantas incluidas en bos
sistermas de medicing tradicional. Tal es el caso de la withaferina A oblenida de una planta de
la Inddia, Withamia roowdfera, cuya populanidad se compara con la del “gingseng”, debido a las
miiltiples propiedades terapéuticas que s2 le atnbuyen v que parecen estar jushficadas por
estisdios cientificos que han probado que la withalernna A posee actividad antiestrés,
antiinflamatoria, antitumoral, antibidtica, anticonvulsiva v depresora del Sistema Mervioso
Central. La actividad antimicrobiana de la withaferina A fue establecida anies de que su
eatructura fuera determinsds. S enconird que cste compuesto e4 activo canlra bacterias gram-
positivas y no presenta actividad contra bacterias gram-negativas ¥ hongos no filamentosos ™

1. Tasonomia ¥ quimica de Physalis pruinosa

La especie Physalis pruinoza L. perienece 4 la seccidn Epefeforhiza v es pativa de América
Se desarrolla en un imtervale altitudimal de 120-1850 msnm, en vegetacidn margimal, arvense,
ruderal o en cafiadas, también en encinares y bosques tropicales deciduos. '

Physalis pruinosa L. {1753). Es una planta herbécea anual, erecta ramificads, plutinosa,
fEtida, d= hasta B0 cm de alto, pubescente, con tricomas simples, unos cortos v otros largos, de
1 ¥ 2 mm, algunos glandulares. El tallo es liperamente costillado, densamente pubsscente, las
hojas solitanas o geminsdas, amplioments ovadas a cordadas, el margen generalments
aserrado. Las flores se presentan solilariss, con botones florales ovoides de 3 mm de Rargo,
sobrepassdos ampliamente por los ldbulos del ciliz, In corola amarilla. campanilada. Los
estambres con anteras amarillas, de 2.5-3 mm de largo v el filamento azul, El ovario tiene un
estile de 7 mm de largo. El ciliz es de color verde inicialmente, después castaflo dorado, EI
frsio es una baya de hasta 1.5 em de didmetro. P, pruinasa se bocaliza desde EUA hasta el sur
de Argentina En México en los estados de Baja California, Chibushua, Chiapas, Colima,
Guerrero, Jalisco, Edo. de México, Michoacén, Nayarit, Ouaxaca, Sinaloa, Sonora, Veracraz v
Zacatecas. ™! No existe informacidn acerca de sus usos.

La composicidn quimica de Physelis pruinosa foe analizada por un grupo de investigadores
japoneses,"® guienes describen el sislamiento de custro producios naturales (1-4) v dos
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artefactos (5 y 6). Los compuestos physapruina A (4p,14a,17p,20B-tetrahidroxi-1-oxo-
20S,22R-witha-2,5,24-triendlida) (1) y physapruina B  (5a-butoxi-6f,140,17f,208-
tetrahidroxi-1-0x0-20S,22R-witha-2,24-diendlida) (5) fueron descritos por primera vez, en
tanto que 4f-hidroxiwithandlida E (2), withandlida E (3), withanélida U (4) y 2,3-dihidro-3-
metoxi-4B-hidroxiwithanélida (6) ya habian sido aislados de otras plantas. Los compuestos 2,
4, 5 y 6 se aislaron como acetatos debido a que en su forma natural no pudieron ser separados.

Sus estructuras se muestran en la figura 3.09

Figura 3. Withanélidas aisladas de Physalis pruinosa""

* Se llaman artefactos a los compuestos que aunque son aislados de los extractos, en realidad no son productos
naturales, sino derivados que se producen incidentalmente durante el proceso de aislamiento.



1.3 Caracteristicas de kas bacterias

Los microorganismos se dividen de acuerdo a su estructura inlema en dos diferentes tipos, las
cflulas procandscas v las més complejas, llamadss eucaridticas. Las bacterias son célukas
procaridticas rodeadas por una membrana, que es una capa delgada v flexible compuesta por
profemas y lipidos, que regula la entrada y salida de mobéculas, En la gran mayoria de las
celulas exizgte una pared dgida fuera de la membrana que es caracieristica de las células
procanoticas ¥y conliens compussios, como e peptidoghcano, que no se encusntran en las
eucaritticas. El grupo de las procanofas incluye a las Eubacterias, Archashacterias v
Cianobacterias.' "

La cubactenias son un grapo vaste y heterogéneo que puede ser clasificado de diferentes
maneras, que pueden mcluir su morfologia v tinckin, sus requenmicnios nutricionales, de
oxigeno v de lemperatura y una variedad de otros factores h':-nquirni:n:.*“‘]

Las bacierias tienen tres formas bdsicas: cocos, bacilos v espiroquetns, La pared celular rigida
determinag la forma de una bacteria, Algunas bacteras tienen formas vanables v g2 les designa
pleomdrficas, Su aspecto al microscopio es uno «be los rasgos de meyor importancia utilizados
en =0 idenbificacion. Las bacienas oscilan en tamafio de 0.2-5 pm; las més pequefias iienen
mis o menos €] tamafio de los vins mayores (poocvirus) v son bos microorganismos mis
pequefios capaces de existir fuera de un hospedens. Los bacilos mis grandes tienen el tamafio
aproimado de algunas levaduras,

La morfologia de las diferendes bacterias se presenta de la siguiente manera: los cocos se
presentan en mcimos {(Faphvlococces), cadenas (Sireplococcus), pares por los extremos
(Srreprococcus preumonice), o pares “diplocsce” (Neimeria); los bacilos suelen presentar
extremos cusdrados (Bacilfus), extremos redondeados (Salmowells), forma de palillo de
tambor (Carynebacterium), fasiforme (Fusebacterium) o forma de coma { Fibrio), 1a forma de
Ias espiroquetas puede ser en espiral extendida (Borrelia) o espiral apretada (Treponema).



La pared celular es el componente exterior comin a todas las bacterias (excepto las especies
de Micoplasma, que estin circundadas por membrana celular, sin pared). Algunas bacterias
poseen prolongaciones por fiuera de In paned celular, como una cipsala, flagelos ¥ vellosidades
{palus) que som componenbes MENGS COTALMES,

La pared cefular se compone de una capa inberma de peptidoglucano, circundnda por una capa
inlerior que varia en espesor ¥ composicidn quimica dependiendo del grupo bactenana. El
peptidoglucans funciona como spporte estructural ¥ conserva la forma caracteristica de la
celala

La estractura, la composiciin quimica v el espesor de la pared celular distmpuen o kas
cubacterias grampositives de las gramnegstivas. La capa de peptidoglucans es mucho mayor
en eubscieriss pramposifivas que en gramnegafivas. Algunss grampositivas tienen también
una capa de dcido tescoico extenor al peptidoglucanc. Las gramnegativas no contienen dcido
teicoboe, En cambio, los nucroorganismos grampegalivas posesn una capa exierior compleja
formada de lipopolizacindos, lipoprodeinas ¥ fosfolipidos. Entre esta capa complejn extenor v
Ia membrana citoplasmdtica se encuenira el espacio periplasmitico, sitio que en algunas
especies de eubacternas puede contemer cnzimas, por ejemplo, [-lactamasas que degradan a la
peniciling ¥ a otros farmacos f-lactimicos,

La pared celular tiene otras propiedades importantes: en micToorganismos gramnegativos
contiene endotoxing, un Hpopolisschrido causante de muchos de los sintomas patoldgioos,
como fiehre y chogque, que producen estos microorganismos. Esta endotoxina e3 parte integral
de la pared celular ¥ sus polisacdnides ¥ proteinas son antipenas que resultan dtiles en la
identificacidn de estos microarganismos en el laboratorio clinico '™

1.4 Bacierias de las vins respiraiorias

Dentro de la microbiotn normal de las vias respiratorias existe un amplio espectro de
microorganiemos. La narde alberpa variss especies de estafilococos v estrepiococos. En |a
boca, el 50% de las bacterias comesponde a Strepiococcus wiridans v en la placa dental
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predoming Streprococess mudonts que s ¢l causante de las cares. La garganta contiens uma
mezcla de Strepfococeus viridans, especies de Neisseria y Staphylococeus epidermidis. Estos
no patdgenas inhiben la proliferacidn de los patdgenos Streprococeus pyogenes, Nelsseria
muwﬁdu}-&qn.hyrmmum."”

Las infecciones de las vias respiratorias altas, como en la faninge, tragques v bronguios, ¥ de las
esfructuras parsrespiratorias como los senmos parnnasales, oido medio ¥ conjuntiva som
provocadas por un grupo de bacleriss como neumocooes, Hoemophidur influenzee,
estafilococos ¥ estreptococo [HFhemolitico del grupe A. También existen patégenos que cassan
infecciones en las vias respirtorias bajas, Sin embargo para que se produzca una infecciin
pulmonar los microorganismos deben alcanzar el alveols pulmonar bien por via hematigena, a
partir de un foco séptico distante, o bien a través de las vies aéreas, por inhalacikén de asrosoles
contaminados o aspiracidn de secreciones orofaringess. La mayoria de s neumoniae se
producen & través de la via afrea.

Sin considerar a la tuberculosis, las mfecciones del parénguima pulmonar son provocadas por
diferentes microorganismos, algunos de los cuales o forman parts de la microbiots comensal
de la via resprratona. La transmisidn de estos microorganismos susle producirse mediante
inhalacidn, Algunos oiros microorganismos forman parte de forma estable o tansitona, de la
microbiots comensal de la via respiratoria y causan infeccidn cuando el parénguima pulmonar
es invadide per un indeulo microbiane elevado (zspiracidn de secreciones). En la eticlogia de
estas infeceiones influyen ademas la edad v 1a naturalezs de los factones de predisposicion del
paciente (infubasidn, enfermedad de base, inmunosupresidn, eic.), como se mucstra co el
cuadro 1"
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Cuadro 1. Principales agentes causales de infeccionespulmonares en nuestro medio*

Adquiridas en la comunidad

Nirios* Jévenes y Adultos*
Mycoplasma pneumoniae Neumococo
Virus respiratorios Mycoplasma pneumoniae
Neumococo Legionella pneumophyla
Chamydia pneumoniae
Coxiella burnetii

Haemophilus influenzae
Bacilos gramnegativos aerobios

Intrahospitalarias
Enfermos intubados Postoperados y otros

Enterobacterias Neumococo
Pseudomonas aeruginosa Enterobacterias
Otros bacilos gramnegativos Anaerobios
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

Legionella spp.

Herpes simple**

Granulopénicos VIH*
Enterobacterias Pneumocystis carinii
Pseudomonas aeruginosa Citomegalovirus
Hongos oportunistas

Aspergilllus
Candida

* No se sefialan M. tuberculosis ni otras micobacterias. Tampoco se mencionan los hongos patégenos primarios.
** Particularmente en pacientes l‘.l'a.nsp!a.ut.at:lc:is.{l 6

2.5 El Género Staphylococcus

El género Staphylococcus pertenece al Orden Eubacteriales y a la familia Micrococcaceae,

aunque no esta filogenéticamente relacionado a ningun género de la familia.!”

Los estafilococos son microorganismos inméviles que no forman esporas. Su didmetro varia
entre 0.7 y 1.2 . Los cocos de las cepas patogenas tienden a ser algo menores que los de las
cepas no patogenas. Todos ellos son grampositivos. Tienen la caracteristica de racimificarse.
Producen colonias circulares de 1 a 2 mm de diametro. La mayor parte de las cepas de
estafilococos patégenos para el hombre forman colonias doradas que estin rodeadas de una

ancha zona de hemdlisis en las placas de agar—sangrt':.(I %
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Los Staphylococeus se dividen en dos grandes grupos que se distinguen por la produscesdn de
una enzima que coaguls el plasma: la coagulass. Bl primer grupo comprende los
Staphylococcus coagulasa positive representade principalmente por Staphylococcus aures,
comilin por su patogenicidad. El segundo grupo esti formado por los Staphylococous coagulaza
negativa v e representado principalmente por Staphwiococcus epidermidi ™

El ser humano es ¢l principal reservonio de estafibococos en la nefuraleza. El contagio de un
hombre al olro es muy varable ¥ &sfe puede ocurmir por iransmisidn aénea o por confacto
directo. Hacia el fimal de boa primeros 10 dias de vids, &l 90% de los recién nacidos son
poradores de 5. awreur. Esta ciffn es del 20 al 30% duranie of segundo afo de vida v silo
durante ¢l cunrio ¥ quinio sfios abcanza de nuevo ls cifra del 50%, gue persiste entre los
adulios. Algunos de fsios son portadores indermitentes (60%). Mo se conocen las causas de
estas variaciones en el estado de portadar,

En el medio intrabospitalanio no siempre resulta evidente cémo se ba adquirido uma
estafilococcin. Parece claro que es par conlagio aéreo que los estafilococos infectan las
quemaduras y las heridas shierias en los quirfancs ¥ ocassonan los focos que pueden originas
diseminaciones graves. En otras condiciones cuande no hay un  traumstismo abierto, e
NECCEAin un contacto mis inkimoe con el germen para que se produzes una infeceion,

La frecuencia de la infeccién por estafilococos ha sido en general més alta entre los pacientes
quirargicos ¥ los niflos reckén nacidos, ¥ las cepas aisladas han mostrado una gran tendencia a
la resistencia a los antibiéticos utilizados en los hospitales, de tal modo que estos organismos
han pasado s ocupar durante la acfual era de ba quimioterapia antibacteriana, una posicién de
especial significado en La patogenia '™

L6 Resistencia de Staphplococcus aureus a antibidticos

El desarmollo de antibidticos para wso clinico ha traido beneficios incucstionables para la
humanidad, ya que permite tratar infeccionss gue antenicrmente podian llegar a ser (atales; gin
embargo, la quimioterapia antibacienana también produce efectos adversos en el individes ¥ a
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diferencia de otras quimioterapias, la antibscteriana, provoca efectos adversos fuemn del
paciente, va que pusde llevar a la seleccidn de cepas resisienies del organismo cassanie de la
infeccion v contra el cual se dinge la terapia, con o que se piende la efectividad del
antibidtico,

Ocasionalmente las céfulas individuales de una cepa bacteriana pueden sdquinr resistencia a
un antibidtico como resultado de una mutacion o adguinends genes exirafios de wn orgamsmo
resisiente, En presencia del antibidtico, esas cllules resistentes predominarin sobre las
susceplibles, sobrevivirdn y s esparcirin en el ambiente donde poeden infectar a otros
individuos ¥ complicar su terapia, al limitar las opciones de antibidticos. Con el Lempo esas
poblaciones resistentes pueden predominar en ambicntes localizados, tales como unidades de
cuidados infensivos, hospitales, clinicas ¥ adn en comunidades,

Por atro lado, las terapias con antibidticos afectan no sélo al patdgene Banco, sino a los
comensales normales v a las bactenias colonizantes, con e resultado de que ahora se necesitan
nuevos antibidticos para tratar infecciones causadas por organismos resislenies que
anferiormente eran considerados de poca importancia clinica

Algunas cepas con resistencia a antibidticos se han vuelto fan predominantes que la bobogia
diel organisme se considera alterada v el antibidtico casesnte del problema va no pusde ser
considerado para tratar Ins infecciones provocadas por dicho organismo; a esto se Je Hama
resistencia presumida. El gjemplo por excelencia de una virfualmente completa pérdida de
suzceptibilidad es Sraphdococous ouwrews, ya que cuando se introdujo la peniciling G en la
prictica clinica dsta era muy efectiva contra dicha bacteria; sin embargo muy promio
aparecicron aislsdos resistentes a penicilina ¥ & mediados de los afios 50°s, |a mayoria de los
mislados de 8 aurens a través del mundo producian una f-lactamasa que inactivaba la
penicilina G ¥ de este modo be confirieron Ia resisiencia a dstn.

En respuesta a esite problema en los afios 60°% s& cremron pemicilinas sermisintéficas como
meeticiling, oxaciling v mafcilina, gue son sustratos pobres para la f-lactsmasa v que adn hoy
son la primera linca de agentes anti-5 awrens en todo el mundo, Sin embargo, se han
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desarrollado cepas de 8 murens con resisiencia a meficiling que son ademils, resistenles a
indos log antibiGticos f-lactimicos. Para ellos actunlmente sdbo existe |a terapia altemativa con

vancomicing

Desde los afios 70°s las cepas de Staphidococcus mres resigientes a meticiling (MRSA) =
han extendido por todo ¢l mundo ¥ son un problema importante en hospitales. La prevalencia
de la resistencia a meficilina entre muesttas hospitalanas de 8. awrews en Europa, varia de
solamente 1-2% hasta cifras tan altas como 30-40% v recientemente, dentro de bos hospitales
estadounidenses ham alcanzado el 35%.

Las cepas meticilina susceptibles son inhibidas por oxaciling en conceniraciones de 4 pg/mL o
meticiling en § pg'ml. Sin embargo, las cepas de Sraphwlococcws @wrens que poscen la
carncieristica de resistencia 4 meticiling (MRSA) requieren de 16 pg'ml. de oxacilina ¥ por
arriba de 2000 pp/ml de meticilina para ser inhibidas ™

El blanco del antibidtico meticiline en muestras sensibles de 8 ourews s ln encima que
cataliza la transpeptidaciin provocando la conexién del peptidoglucano en la pared celular
kacterial, La inhibickin de esta reasccitn con meticilina resulta en el cese de [a formacidn de la
pared celular, desencadenando la muerte del organismo.

La prevalencia de b resistencia en aislados hospitalarios de estafilococos coagulasa-negativa,
tales como el Stzphwlorocous epidermidis ¥ Stephylococouy Aaemolpficus, ex tan alta como la
del Sraphylococeis aurews. Ademis de ser resistentes & meticiling, los cstafilococos son
resislentes & lodos los antibidticos [-lactimicos dispondbles. Vapcomicina es el tdmico
antibiddico pars estafilococos metcilina-resistendes, por 1o que sctualmente los médicos tienen
que confiar en esta droga cada ver mas, a pesar de que 5 bien s cierto que ha proporcionado
ierapia definitiva para estafilococos meticilina-resistenies, para los que no hay aliernativa,
también ha recibido importantes criticas, por lo que &8 congidersda ln droga de GQltimo recwrso
para infecciones estafilococales,
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La vancomicina pertenece al grupo de los glicopeplidos, sctia interrumpiendo la biosintesis
mofmal de los peptidoglicanos, pero de un modo diferente a como lo hacen bos antibidticos fi-
lsctimicos. Despuds de tres décadas de uso clinico, en 1988 aparecid el primer ejemplo de
resistencia adquinda en aislados clinicos de enterococos. La apancién regular de cepas de
Emterococons faecium resistentes a ampicilina, vancomicina ¥ a todos les aminoglucéssdoes, ha
provacado gran alarma, ya gue esto los hsce no tratables.

La emergencia v la diseminacidn de la resistencia del enterococo o la vancomicina ha
aumentado el jemor de gue el plismido penerador de resisiencia sea transmitide a
Stapiyiococews aurens, ya que sz ha descrito que ln transferencia experimenial de genes
vancoemicina-resisfentes de emerococos o MESA en el laboratons resulld en resislencia a
vancomicina. La expresion de resistencia @ vancomicina en MRSA, producinia una altisima
virubencia de este patbgeno humano quse es resistente a todas las quimicternpias disponibles.

Por otra parte, aundue Ins infecciones causadas por el grupo de los estafilococos coapubasa
negativa con reducida susceptibilidad a vancomicina habian sido reconocidas, no fus sino
hasta 1996 cuando se reconocid la primera infeccibn clinica por Staphylococous surens
(estafilococo coagulasa positiva) con resistencia intermedia a vancomicina (CMI 8 pa'ml) ¥ en
1997 se repartd el primer aislado de una cepa similar en Estados Unidos, Los mecanismos de
esta resistencia de nivel bajo o imermedio a vancomicina son desconocidos, pero se estin
imvestigando, Todavia no estd claro s esios aislados con susceptibilidad disminuida a
VENCOmicing anumeian la generacidn de cepas con altod niveles de resistencia ™
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i OBRJETIVO

Establecer si los diferentes extracios de Physalis pruinosg poseen actividad antibacleriana
contra cepas clinicas y de referencia de Stapfylococcus, como un primer paso para proceder al
nislamienio e identificacion de los compuestios actives que potencialments pucdan constituinse
en und allernativa pars ¢l tratamiento de infecciones par cepas bacterianas resisientes.

4. HIPOTESIS

Dado que en la medicing tradicional, kos frutos de varias especies de Physalis son usados parn
tratar infecciones de Ins wias respirntorias alias, ésios deberin confener susiancias con
actividad antibacterana conira cepas de Naphylococcis v eStas sustancias podrian estar
presentes en toda la planta

5. METODMILOGIA

51 Material Vegetal

Las partes aéreas de Phyralic pruinose L. fueron colectadas en Pantitlin, Municipio de
Tlayacapan en ¢l Estado de Morelos, México, en julio de 2001. Un gjemplar de la planta se
depositd en el Herbanio de la Universidad Autdnoma de Cuerétang (M. Martinez s'n),

La planta s& dividié en tres partes: cilices (cascaras), frotos (tomates) v hojas, ramas y flores.
Los cilices se dejaron secar a lemperalura ambiente, asi como también las bojas, flores ¥
ramas. Los frutes se trabajaron frescos,

51. Obiencidn de extracios

Calices

Lis chlices (121.9 g) se colocaron en una columna de vidrio v se extrajeron con metanc], El
extracte metanclico de cilicss (1) obtenido g2 concentrd a presion reducida en un rola- vapor,
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Frutas

Los frutos (tomates) enteros ¥ frescos (E89.70 g) se lavaron dos vecss con acetate de etilo
{AcOEl) para obtener la resinn que cubre su superficic. El disolvente se elimind por
destilacidn a presitn reducida para obtener el extracto de resina de frutos (4).

Posteriormente los frutos se molieron en licusdorn con metanol. Se montd una columna de
vidrie a la que sc le agregd el mobido de los frutos, éste se extrajo  exhaustivamente  con
metanel. El extracto obtenide se concentrd a presién reducida, para obtener el extracto
metandlico de fratos. A este extmcto metandlico se le hizo una partickin entre AcOEL v agua
En un embudo de separcitn se colocd dicho extracto, disuelio en AcDEL y agua, s= agitd v se
dejd que se sopararan las fases, La fxse orginica (AcOEL) se separd v el proceso se repitid ires
veces mis. Las fases orginicas se concentranon para obtener el extracte AcQOEL de frutes (2),
La fase scuosa se concentrd en bafio Mara a temperatura de 60°C, pasdndole al mismo tempo
unn cormiente de aire para que el nguea se eliminara mis ripidamente v asl abtener el extracto
acuosn de frutos (3).

Hojas, ramas v fores

Las hojas, ramas vy flores secas {1.555 ki) se molieron, se empacaron en una columna de
vidrio ¥ se extrajeron con metano] hasta agotar el materdal vegetal, El metanol se eliming a
presidn reducids ¥ el exiracio obtenido se sometid & an proceso de particidn de la siguiente
manera: En un embudo de separacidn s2 agregd el extracto metandlico disuelto en 1000 ml de
metanol-agus 4:]1 y 88 extrajo cinco veces con 300 ml de bexano, Los extracios hexanioos se
concentraron A presitn reducida con lo que se obtuvo &l extracto hexdnico de hojas, ramas ¥
flores (5). A la fase de metanol-agua se le elimind el metano] v s agregaron G00 ml de apua y
In fass acucea resuliants se extrajo seis veces con 500 ml de AcOEL, obieniéndose el extracio
AcOEL de hojas, ramas ¥ flores (6). Por allimo la fase acuosa s¢ concentrd en bafio Maria a
una temperatura de 60°C, pasindole al mismo tiempo una corrients de aime para eliminar e
ajun ¥ obtener el extracto acuoso de hojas, ramas v fores (7) (Esquema 1)
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Physalis pruinosa

& Calices Extracto Metanélico (1)
Tl 121.9g 27.3g
—p1  Extracto Resina de frutos (4)
7.14¢g
Frutos [ Extracto AcOEt de
_b
189.70 g ¥ frutos (2)
318¢g
_’I Extracto Metan6lico | |
593¢g
Extracto Acuoso de
—» frutos (3 )
26.52¢
Lp| Hojas, ramas y flores .| Extracto Metanélico
1.555 kg =
Particién
MeOH / H;O (4:1)
¥
Extracto Hexéanico ( 5)
178.36 g
A Y
Extracto Acuoso (7) Extracto AcOEt (6 )
143.37g 23.81g

Esquema 1. Obtencion de extractos de la planta Physalis pruinosa.
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§3. Pruebas de sensibilidad

Muaterial bacteriann

S¢ utilizaron 25 cepas de Staphwlococcus gurens (congulass pasitival v Stophwlococcur
epidermidis (coagulass pegativa) aigladss de casos clinicos en el Hospital de Infeciologia del
Centro Médico Nacional Siglo XX1, la Raza (Tabla 1). Como referencia se uilizd ls cepa de
Staphylococeia morews ATCC 29213, Las cepas se cultivaron en agar-gelosa-sangre parm el
crecimiento de cultivos puros v en agar-sal-manitol como medio diferencanl, Se realizn tincitn
de Gram para establecer o forma y agrupamienio de lus bacterias, Las bacierias puras se
mantuvieron por duplicado a terperaturs ambiente en ubos inclinados con 3ml de agar-sova-
tripticasa como medio de conservacidn. Para los ensayos de sensibilided se utilizaron agar v
caldo Mieller-Hinton (DIFCO).

Tabla 1. Cepas de Staphylococcus de origen clinico

Cepa Clave WJF Capa Clawr -ﬂ#ﬂ}mm
Referencia ATCCIR2II g * Clinica 102023 M +
5 owrews
Clinica 192011 A - Clinica 102024 N +
Clinics 102012 B - Clinks 102026 © +
Clinica 102013 c * Clinics 102027 P -
Clinica 102014 ¥ + Clinica 102028 =
Clinica 103015 E + Clinica 102030 R +
Clinica 102016 F + Clinics 102032 % -
Chinica 102017 G - Clinics 102036 T -
Chimica 102018 H - Clinica. 102037 U L
Clisica 102019 I + Clinica 10203% W -
Clinica 102020 i + Clinica 102042 W +
Clinica 103021 K + Chinlen 102043 ¥ +
Clinkes 1920022 L - Climica 102044 2 -



Ensayo de actividad antibacteriana

A partir de soluciones con concentraciéon de 100 mg/ml de cada extracto se realizaron
diluciones seriadas (10, 1.0 y 0.1 mg/ml).*? Se impregnaron discos de 6 mm con 25pul de
cada una de las soluciones, asi como también con los diferentes disolventes empleados. Estos
ultimos para ser utilizados como controles. La concentracion final de los extractos en los
discos fue de 2.5, 0.25, 0.025 y 0.0025 mg de extracto. Los discos se dejaron secar en una

campana de flujo laminar por 24 hrs para evaporar los disolventes.

Los inéculos de las bacterias se prepararon de la siguiente manera: cada cepa se cultivé en
agar Miieller-Hinton y posteriormente en caldo Miieller-Hinton (prein6culo) y se incubé a
35°C por 24 hrs. Este preinéculo se centrifugé a 1500 rpm por 20 min para obtener el paquete
de bacterias, que se resuspendieron en 1 ml de solucién salina al 0.9% y se centrifugaron
nuevamente a 1500 rpm por 20 min. Al paquete resultante se le agregé nuevamente sol. salina
al 0.9% hasta obtener la concentracién estindar 0.5 Mc Farland, la cual se utilizd6 como
referencia en este trabajo y corresponde a 1.5X10% UFC"/mL.*® De la suspensién anterior se
prepar6 una dilucion 1:20 de la que se colocaron 100 pl en las placas de agar Miieller-Hinton.
Se sembré con un asa triangular con movimientos circulares en todas direcciones. Después de
que se seco la superficie del medio se colocaron los discos impregnados y se incubaron a 35°C
por 24 hrs. Este ensayo se realizé para todos los extractos y el total de las cepas. Para la

interpretacion de los resultados se midieron los didmetros de los halos de inhibicién en mm.

° UFC igual a unidades formadoras de colonias
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6. RESULTADOS

Extractos

Como resultado de la extraccion de las distintas partes aéreas de P. pruinosa L. se obtuvieron
7 extractos diferentes. De éstos, 5 fueron organicos y 2 acuosos (Tabla 2). Los rendimientos de
los extractos obtenidos fueron variables, con un éptimo de 22.4% en el extracto metandlico de

cilices y uno muy bajo, de 1.5%, del extracto de AcOEt de hojas, ramas y flores (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento de los extractos obtenidos de diferentes partes aéreas de Physalis pruinosa

Material Peso del material Rendimiento
Vegetal i vegetal FENQH EER del extracto*
Cilices (1) Metanolico 1219¢ 273¢g 224 %
(2) AcOEt 189.7 g 31.8¢g 16.8 %
Frutos (3) Acuoso 189.7 g 26.52¢ 14.0%
(4) Resina de frutos »
(AcOEY) 189.7¢ 7.14¢ 3.8%
(5) Hexdnico 1555.0 g 178.36 g 11.5%
Hojas, ramas
yrilores (6) AcOEt 15550 ¢ 2381¢g 15%
(7) Acuoso 1555.0 g 14337 ¢ 92 %

* Con respecto al peso seco del material vegetal, excepto los extractos de frutos (2-4) que se obtuvieron del
material fresco. Los nimeros dentro de paréntesis (1-7) son las claves que se asignaron a los extractos.

Pruebas de sensibilidad

Cada uno de los extractos se evalu6é por el método de difusion en agar para determinar si
contenian compuestos con la capacidad de inhibir el crecimiento de una cepa de referencia de
Staphyloccocus aureus y 25 cepas clinicas de Staphylococcus coagulasa positiva y coagulasa
negativa. Como resultado de los ensayos se obtuvieron tres tipos de respuesta: efecto
bactericida, caracterizado por la formacién de halos sin crecimiento bacteriano (HSC); efecto

bacteriostatico, caracterizado por halos con crecimiento bacteriano fino (HCF) y presencia de
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clonas resistentes, caracterizada por el crecimiento de colonias aisladas dentro de los halos de
inhibicién. Ademas, en muchos casos se observo la formacion de dobles halos (DH); uno
interno sin crecimiento y otro externo con crecimiento fino. El tipo de respuesta sera uno de
los parametros a considerar para analizar la actividad antibacteriana de los extractos. Los otros

pardmetros serdn el mimero de respuestas y su magnitud (Tablas 3-5).
Con base en lo anterior se logré establecer que los extractos 4 y 6 fueron los mas activos y que
por el contrario, los extractos que mostraron menor actividad fueron los dos acuosos (3 y 7) y

el hexanico de hojas, ramas y flores (5) (Tablas 3-5).

Tabla 3. Efecto bactericida de extractos de P. pruinosa sobre cepas clinicas de

Staphylococcus
Extracto Concent_racién Nl'u-:aer'o -de cepas Porceuta_je. de Diaimeh_-o promedio de
(mg/disco) inhibidas* cepas inhibidas | halos de inhibicién (mm)
25 21/25 84 9.0
1 0.25 19/25 76 8.1
0.025 5/25 20 78
25 20/25 80 87
2 0.25 9/25 36 7.7
0.025 3/25 12 7.0
3 2.5 0 0 0
2.5 24/25 96 9.7
4 0.25 20/25 80 8.0
0.025 4/25 16 7.0
5 2.5 9/25 36 7.0
0.25 2/25 8 7.0
2.5 25/25 100 10.6
6 0.25 11/25 44 88
0.025 0 0 0
i 2.5 3/25 12 2.0

* Se tomaron en cuenta las cepas que presentaron halos sin crecimiento y el halo sin crecimiento incluido en
los dobles halos.
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Tabla 4. Didmetros de los halos de inhibicién inducidos por extractos de Physalis pruinosa en

cepas de Staphylococcus.
CALICES FRUTOS HOJAS, RAMAS Y FLORES
Exdracic Metanolico AcOEt H,0 Resina de frutos Hexéanico AcOEt H.0
(1 2) 2(35) (4) (&) (6) (U]

Las concentraciones de los extractos se indican de 2.5-0.0025 mg/disco. Los valores en negras representan
halos sin crecimiento (efecto bactericida) y los valores cursivas halos con crecimiento fino (efecto
bacteriostatico). Los casos donde se muestran dos valores corresponden a dobles halos (efecto bactericida y
bacteriostatico). * Se observo la presencia de clonas resistentes con los extractos 1 y 2.
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El extracto de AcOEt de resina de frutos (4) fue el que mostré la mayor actividad, ya que
inhibi6 totalmente el crecimiento de 24 de las 25 cepas utilizadas en el estudio y este efecto se
observé incluso con la concentracion de 0.025 mg/disco en 4 de las cepas (Tablas 3 y 4).
Ademas del efecto bactericida, dicho extracto también presenté actividad bacteriostatica
contra algunas de las cepas (Tablas 4 y 5). Esta se observd desde la concentracion de 2.5
mg/disco y hasta la de 0.0025 mg/disco.

Tabla 5. Tipos de respuestas inducidas por extractos de P. pruinosa sobre cepas de
Staphylococcus.

w
=9
un
)
~1

Extracto 1 2

Conc. mg/disco | 2.5 025 |0.025(25 0.25 |0.025] 2.

w

25 |025 |0.025|0.0025)25 |025]|25 |025|25

Nﬁdn:m HSC| 21 19 5 20 9 3

24 | 20| 4 0 [9|2]|25|11

cepas |HCF ([ 1 1 0 1 2 0 1110 |12] 3

sensibles | DH 5 1 0 8 1 0

o o & ©

3
18 15| 1 0 [0jJO] 6|01
P‘m;bdiﬂ HSC| 9.0 | 81 |78 | 87 |7.7| 7.0 97 (80|70 0 |7.0/7.0(10.6|8.8]| 8.0
c

diir:mS HCF |21.0*|11.0%*| 0 [17.0*|9.5%| O (85|80 |135| 81| 73 [7.0/70| O |82]|73
e

halos |[DH | 144 | 11.0| O [ 132 |90| O | O [144|125|80| 0 | O | O [14.0] 0 |13.0

Didmetrohalo | 120 | 80 | 80| 70 [7.0( 0 |7.0(14.0|12.0(/ 70| 0 0] 0]120(90] 0
cepa referencia 10.0

Total cepas 23 21 6 2 112 3 |15 |26 |23 | 12 3 (1013 )26 (24| 6

Los valores indican el mimero de cepas en las que se presentaron halos sin crecimiento (HSC), con crecimiento
fino (HCF) o con doble halo (DH), asi como los respectivos promedios de didmetro de los halos. * Indica
presencia de clonas resistentes.

El extracto 6 generd halos de inhibicién sin crecimiento en las 25 cepas clinicas (100%) con la
concentraciéon més alta (2.5 mg/disco) y en 11 de ellas (44%) con la concentracién de 0.25
mg/disco (Tabla 3). Con las concentraciones mas bajas no se observo ningun tipo de respuesta.
En cuanto a la presencia de dobles halos, éstos se observaron s6lo con la concentracion de 2.5
mg/disco en 20% de las cepas (Tablas 4 y 5).

El extracto metandlico de calices (1) también resulté con actividad bactericida, aunque ésta

fue menor que la del extracto 6. Asi, a las concentraciones de 2.5 y 0.25 mg/disco inhibi6 el
crecimiento del 84 y 76 % de las cepas clinicas. Sin embargo, su efecto bactericida decrecid
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noiablements con la concentracidn de (U025 mg'disco, con la que dnicamente inhibit a 5 de
las cepas de Staphplovocens (Tabla 3L

Con respecto al extracto 2 {AcOEt de frufos), cuando se evalud a la mayor concentrocidn (2.5
mgidisca) se observd actividad contra 20 de las 25 cepas (80%), pero con las siguentes
concentraciones (0,25 v (U025 mp'disco) su actividad disminuyd, mostrando efecto sbélo condra
Qw3 de las cepas respectivamente (Tabla 3). Por odro ladoe, resulta importante refenr gue con
los extractos 1 v 2 se identificé la presencia de clonas resistenles en la cepa Sraphviococcus
coagulasa negativa (Staphylococows epldersidis) designada econ b letra U Como va se
menciond, la presencin de clonas resistentes s¢ determing por el crecimiento de colonias
misladas sobre los halos de inhibicidn, Estas colonias se aislaron para descartar la posible
existencia de contsmimantes. El resultado obtenido mostrd gque se trataba de una eepa
Siaphyiocoocws coagulasa negafiva, Estas clonas se cultivanon v se probaron muevamenie
contra e exfracio 2 ¥ no s2 observd inhibkicion del crecimienio, Por lo antenor se puede
asegurar que se irataba de mutanies resisienbes.

Entre los extracios que modiraron escasa sctividad w2 encuentra €l hexanico de hopas, ramas ¥
fores (). Con la mayor concentracion (2.5 me'disco), la actividad bactericida de este extracio
solo afectd a 9 de las copas climcas (36%). Con In concendracidin 0.25mg/disco su efecio se
observd dnicamente en 2 de dichas cepas (Tabla 3),

Los extracios acuodos 3 v 7 fueron actives dnicaments con la concentrcidn mis alta. El
extracto 3 inhihié a la cepa de referencia v tuvo un efecto bacteriostition sobre el 16 % de las
cepas clinicas. El extracto 7 inhibié a 6 de las cepas clinicas, pero no a la de referencia y en 3
de las cepas inhibidas su efecto fue bacteriostitico (Tablas 4 v 5).

Log didmetros de los halos de inhibicidn fueron varables dependiendo tanto del tipo de
extracto como de Ia concentracidn del mismo en los discos (Tabla 4). El tamaflo de los halos
fue desde 21 mm el mayor hasta 7 mm el mis pequeiic, Aqui s importante sefialar que no
obatante que los exiractos 1 y 2 peneraron boa habos de mayvor tamafbo (21 v 17 mm), fueron
estos extractos los que dieron legar a clonas resistentes con la cepa clinsca U (Taobla 4).
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Con la intencién de tener una mejor forma para interpretar la actividad de los extractos de
Physalis pruinosa, se elabor6 una escala de intensidad del efecto observado. Esta se establecio
de manera cualitativa asignando cruces dependiendo del tamaiio de los halos de inhibicién, Al
respecto se considerd que los halos de 7.0 a 9.0 mm corresponden a +; los de 9.1 2 11.0 mm a
++; aquellos de 11.1 a 13.0 mm se denotardn +++ y la notacién ++++ indicara que los halos
son mayores de 13.1 mm. Con lo anterior se definié la siguiente escala de actividad: + =
escasa; ++ = regular y +++ o ++++ = buena. Al utilizar dicho criterio se visualiza mejor que
los extractos 4 y 6 fueron los més activos, que los que mostraron una actividad mediana fueron

el 1 yel 2 y que los menos activos fueron 3, 5y 7 (tabla 6).

Tabla 6. Intensidad de la actividad bactericida de extractos de Physalis pruinosa contra cepas de

Staphylococcus
Cilices Frutos Hojas, ramas y flores
Extracto Metanélico AcOEt Acuoso (AcOEt Hexdnico| AcOEt | Acuoso
(1) (2}5 (3) ) (5) (6) (7

Las concentraciones se expresan en mg/disco. Los didmetros de los halos de inhibicién sin crecimiento se representan con
cruces seglin lo siguiente: 7.0-9.0 mm = + ; 9.1-11.0 = ++; 11.1-13.0 = +++ y 13.1-15.0 = ++++, Los halos grandes se
marcaron en negritas.

26



A las cepas clinicas de Staphylococcus utilizadas en el estudio se les realizé la prueba de

coagulasa y se encontr6 que 15 de ellas fueron positivas y 10 negativas.

Al analizar la actividad de los extractos en relacién a esta caracteristica de las cepas,
observamos que las que presentaron la coagulasa positiva fueron mas sensibles a los
componentes de los extractos. Lo anterior fue determinado tanto por el mimero de halos
observados, como por el tipo de respuesta (Tablas 7 y 8). En ambos tipos de eubacterias los
extractos mas activos fueron el 4 y el 6. Cabe mencionar que en las cepas Staphylococcus
coagulasa negativa se presentaron los halos mas grandes, pero éstos corresponden a actividad
bacteriostatica o incluso a formacién de clonas resistentes (Tablas 4-8). El tamaifio de los halos

sin crecimiento fue semejante en los dos tipos de bacterias.

Tabla 7. Actividad antibacteriana de extractos de Physalis pruinosa sobre cepas de
Staphylococcus coagulasa positiva

Extracto 1 2 3 4 5 6 7
Conc. mg/disco 2.5 [025[0.025[25 [025[0.025[{25 [25 [o025 [0.025[0.0025]25 [025[25 [025[25
Nimero |HSC|15 |15 |2 15 |5 |0 0 |15 |14 |4 0 6 |1 |15 |8 |1

de

cepas HCF |0 0 |0 0 1 |0 2 10 0 2 1 0|1 |0 7 |3
clinicas (5ET3 (0 [0 |7 |1 [0 [0 [10 |9 |1 [0 [0 0o [5 [0 |0
Promedio | HSC (8.7 |8.1 |8.0 (84 |75]0 7.0/9.8 |80 |70 |0 7.0|7.0(11.0|8.8 [8.0

de
fidmetro HCF |0 0 |0 0 7.010 7.5|0 0 70 |70 |0 |7.0]0 8.0(73

de DH |143|0 |0 14.8(9.0|0 0 |[143|95 |80 |0 0 |132|0 (O
halos
Didmetro halo |12.0(8.0 (80 |7.0 |7.0(0 0 |[14.0{120]|7.0 |0 0 [0 |120(9.0]0
cepa referencia
Total de cepas (16 |16 |3 16 (7 |0 3 |16 |15 |7 1 6 [2 |16 |16 |4

sensibles

Los valores indican el mimero de cepas en las que se presentaron halos sin crecimiento (HSC), con crecimiento
fino (HCF) o con doble halo (DH), asi como los respectivos promedios de didmetro de los halos.
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Tabla 8. Actividad antibacteriana de extractos de Physalis pruinosa sobre cepas de
Staphylococcus coagulasa negativa
Extracto 1 2 3 4 5 6 7

Conc. mg/disco 25 |025 [0025(25 |025 |0.025(25 (25 |025 (0025)0.0025|2.5 |025|25 |025(25

Namero [HSC| 6 | 5 | 3 | 5 | 4 |3 |09 6| 0| 0 [3[1[10[3][2
“ THCF[ 1 |1 |O0 |1 [1]0][2]1 5|2 |1[0o[o0[5]0
cepas

Gincss |PH | 2 [T | O[T [0 [0 [0]8 oo Jofo[T1][o]1
Promedio | HSC | 8.8 | 8.0 | 7.6 | 92 | 7.7 | 7.0 | 0 |10.1| 88| 0 | 0 |7.0[7.0|10.1|86| 80

de didmetro Iy ET21.0| 11.0] 0 |17.0|12.0] 0 |95| 80 |135| 84 | 7.5 |70 0] 0 [86] 0

de

halos DH |145(11.0| 0 |12.0] O 0 |0 |146(138| 0 0 0|0 |180] 0 [13.0
Total de cepas 7 6 3 6 5 312110 8 5 2 4|11 (108 2
sensibles

Los valores indican el mimero de cepas en las que se presentaron halos sin crecimiento (HSC), con crecimiento
fino (HSF) o con doble halo (DH), asi como los respectivos promedios de didmetro de los halos.

28



7. DISCUSIOMN

Las plantas se han uiihzxlo tradicionalmente para ¢l iraismicnio de diferenies padecimicnbos,
gin embargn, su empleo €8 empines, tnsmitkde de peneracion en generacion v oen la casi
tefalidad de eltas no 52 conoce ln wdentidad de ks principios activos ¥ muscho menos su
mecanisme de accion o ks alectos adversos que pudieran provocar, Entre estas plantas estén
diversas especies de Physalis, pariicularmende P. phifadelphica, cuyo fruto, tomate o tomaeie
verde, se aplica tipicamente parn el tralamiento de mlecciones respiratonas v la infusion de
gus hojas o frutos, pam infecciones gasiroiniestinales™ A pesar de gue sdlo existe uma

4]

investigacion acerca de ln actividad antibacieriana de esin especie’™ ™, exisien ires estudios més

de especies del musmo penero [ rhcwa;w.lr!f.l'rll'm.';:" i _rlrrm'rar.ll.u':w L r.'rrgu.'rer.-:l"l'l"l ¥ en

todas ellas s enconird actividad

En el presemie esiudio se evalud la actividad nstimicrobiana de extrocios orginicos ¥ acunsos
de diferentes partes de Plysalis prafsose por el mélodo de difusidn en disco. Los bacterias
hlanco foeron una cepa de referencia de Saphylococous aurews, 15 cepas clinigas de 5
coapulnsa positive v 10 de 8 coapulacs negativa, sobre bns que los exiractos mostraron tanio
efecto bactencida (halos sin crecimienio, HSC) como bacieriostitico (halos con erecimicnio
fino, HUCF), Ademis, on hecho gue 2 debe resaltar, fue I presencia de clonas resisienies en

una de las cepas clinicas (fig 4).

Italos |n crecrmienio - . Halks com crecimeenin firn
o - - o

Figura 4. TEleremles lipos da respaicida de o as de Saphploceccus frgnde & eviractos de P profeess



Los extractos de Physalis pruinosa se clasificaron segin la polaridad del disolvente con el
que fueron obtenidos. Asi el extracto hexanico de hojas, ramas y flores (5) se considera de
polaridad baja, mientras que los extractos de AcOEt de frutos (2), de resina de frutos (4), de
hojas, ramas y flores (6) y el metandlico de calices (1) se clasificaron como de polaridad

mediay los acuosos de frutos (3) y de hojas, ramas y flores (7) como de polaridad alta.

Los resultados mostraron que el extracto hexanico de hojas, ramas y flores (5) de Physalis
pruinosa es muy poco activo, ya que no inhibié a la cepa de referencia y sélo a las
concentraciones més altas generé halos de inhibicién muy pequeiios (7 mm) en 36 % (2.5
mg/disco) y 8 % (0.25 mg/disco) de las cepas clinicas (Tabla 3).

La actividad de los extractos acuosos de frutos (3) y de hojas, ramas y flores (7), fue ain
menor. A la concentracion mas alta, el primero mostré un pobre efecto bactericida (halo de 7
mm) sobre la cepa de referencia, pero no sobre las cepas clinicas, donde sélo formé halos con
crecimiento fino. A la misma concentracion, el extracto 7 sélo inhibié el crecimiento de 12 %
de las cepas clinicas. Quiza estos resultados se dan en razén de que se explique la forma de
administracién de los tomates para convatir infecciones en las vias respiratorias altas, el cual
con ligeras variantes consiste esencialmente en una aplicacion topica del (jugo) del fruto asado

y no en forma de un extracto acuoso.

Por el contrario, los extractos de acetato de etilo de frutos (1), resina de frutos (4) y de hojas,
tallos y flores (6), asi como el metandlico de calices (2) de Physalis pruinosa inhibieron el
crecimiento de las cepas en porcentajes que van del 80 al 100 %, a la concentracién de 2.5
mg/disco. Al disminuir la concentracion de los extractos a 0.25 mg/disco se observé un fuerte
descenso en la actividad de los extractos 2 y 6 que mostraron efecto bactericida s6lo contra el
36 % (2) y el 44% (6) de las cepas y efecto bacteriostatico contra 8 % (2) y 48% (6) de las
mismas. En los extractos 1 y 4 esta disminucion de la actividad no fue tan marcada, ya que
fueron bactericidas para el 76 % (1) y 80% (4) de las cepas y su efecto bacteriostatico se
manifesté en 4 % (1) y 8% (4) de los organismos blanco. Cuando los extractos se ensayaron a
la concentracién de 0.25 mg/disco, el extracto 6 perdié totalmente la actividad y el efecto
bactericida de los extractos 1, 2 y 4 s6lo se present6 en 20 % (1), 12 % (2) y 16% (4) de las
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cepas clinicas. Bl extracto 4 fue el dnico con efecto bacteriostitico a esta concentracion (28 %)
v también el dnico con actividad (efecto bacteriostatico sobre el 12 % de cepas clinicas) a la
concentracion de L0025 mgidisea,

Cabe mencionar que al considerar el tamafio promedio de los halos de inhibicién (HSC) como
odro criterio para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos, s encontnd que el gue
genert los halos mas grandes fise el exiracio 6 y le siguieron, en arden, el 4, el 1 v el I (tabla
6). La cepa de referencia resaltd inhibida por estos cuato extractos con halos de inhibicicn
mayores que los promedio de las cepas clinicas, excepto para el extracto 2 cuva activadad fus
escass. Fn esle caeo |a msjod nespucsts e obtuve con el extrscto 4, seguids por los extracios 1
y b

D los resultados obtenidos se pudo establecer que la actividad antibacteriana se concenira en
log extractos orgdnicos de polandad media, es decir, los obtemidos con Ac(VEl o MeOH. Esios
resultadios tnmbaén mostranon que existen compuesios activos en todas ks paries de la plania
que fusron analizadas.

Es imponiante sefialar que los cualro exiractos aclives generanon halos dobles, uno inberno sin
crocimiento bacteriano (cfecio bactericida) ¥ uno extermo con crecimicnto bacterianc fino
(efecto bacteniostitica) (Fig. 4). Este tipo e respussia s= atribuye & la presencia de al menos
dos compuesios activos en el extracio; uno con mayor sctividad gue genera el halo intemno y
obro con menor actividad (o presente en una concentracidn baja), pero con mejor difusitn en €l
agar, gue genera el halo extemns. Bl exirscto que presentd el mayor ndmero de dobles halos fus
el 4 {fabla 4},

El andlizis de los datos obtenidos de los ensayos permite proponer que existe una relacidn
dosis-respuesia, va que resulta claro que al disminoir s concentracion de los extracios v por
ende [a de [os compuestos activos, el efecio bactericida es menor (menos v mis pequefios
HEC) y hay un incremento en ¢l efecto hacteniostitico (mis HCF);, v i Ia concentracidn se
disminuye ain més se llega @ un punio en el que esie dliimo ambién s2 pierde ¥ ya no hay
TeSPUesla.
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Cabe recordar que ¢l uso indiscriminado de antimicrobianos ha dado lugar a la sebeccitn de
mistantes resistentes. Este becho &3 mas contundente en el caso de las infecciones
intrahospitalarias en las que Staphplococeis tiene un papel muy imporante "' v aungue en un
principio s8lo las cepas de & awrewr (coagulasa positivo) emn de importancia clinica, en los
iltimos afios los Staphyloceocus coagulasa pegativos tambidn estin participando e mancra
impartante en este tipo de problemitica, ™ En este grupo de bacterias, las cepas con mayor

relevancia son las que presentan resistencia a vancomicina

En musstro estdio con Plysalis pruimora, las cepas de Sraphydococcus coagulass positiva
fueron inhibidas en una mayor proparcidn que fas de Staphvlococoes coagulasa negativa, De
hecho mieniras gue todos los extractos activos (1, 2, 4 y &) inhibieron al 100 % de las cepas
cosgulasa positiva o la copcentracitn mis alta, en las cepas coagulass negativa el porcentaje
de inhibecidn fue de 100 % con el exizacto &, 90 % con el 4 y 60 y 30 % con hos extracios 1 ¥
2, mespectivaments. Asi vemos que en eslas copas ya exislen problemas de resistencia. Lo
anterior es congruente con la observacidn de que son el grapo de los Staphylococous congulasa
megativa, los microorganismos en los que los problemas para el ser humano sobre resisiencin
SO0 mbs importanies.

La explicacion de por qué estas cepas son resisientes 8 cHmpUesios que aparentemente no &6
han wtilizado en la clinfca, pudiera darse en razdn del empleo de especies de Phyralis no stlo
para tratar infecciones, ging como parte de [a dieta ¥ a pesar de que no 28 tenen registros da
esios usos para el caso de P pruinoss, es bastaniz probable que los compuesios
anfibacterianos que posce, scan los mismos o muy semejantes A los prosenics en las especics
que i s¢ han wsado parn dichos fines y hacia los cuales algunas bacterias podrian haber
degarrallade resiatencia

Por atra parte, al comparar nuestros resultados con los oblenidos en el estudio de Physalis
chemopadifilia®™" se observd una gran coincidencia; es decir que en las dos especies la mayor
actividad se presentd en los extractos de mediana polaridad, En Plyealls chenopodifolic se
observd que el extracto de AcDED de hojas, ramss y flores resulld ser el mbs activo v en
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Plysalis privdosa foeron los extractos de AcEt de resina de frutos (4) y de hojas, ramas ¥
flores {6} en los que s¢ observd la mayor actividad. Lo anterior permite propomer que bos
compuesios responsables de la actividad en ambas plantas deben ser similares, v aunque hasta
el momento en nuestro lsboratorio no se han identificado los compuestos activos de la
poblacidn de Physalis prutnoca en estudio, cs muy probable que se trate de withaestercides.
Esta proposicién se deniva de que en las publicaciones sobre estudios quimicos tante de
Physalis chenopodifolia™ como de P. pruinasa™ se establace que los compuestos pressntes
en las fracciones de polaridad media, son precisamente withacsteroides. Lo mismo &8 cieno
para P. philadeiphica y P. peruviana cuya actividad antimicrobiana ha sido evaluada sobre
cepas de § aurews™ ™! y que también contienen ese tipo de compuegios,

El caso de P. angulara” ", otra especie con sctividad antibacteriana, merece mencidn aparte.
Su extracto de AcOED se probd contra cepas de Streplococcus midars ¥ Porphyromenas
gingivalis y se identificd al dcido oleandlico {un iriterpenc) como ol responsable de la
actividad "™ En nuestro caso se puede descartar que la actividad de P pruinosa se deba a
dicho compuesio, porque se sabe que cuando e realiza un proceso de particidn entre hexano y
MeOH-H, 0, como el que se llevd a cabo con el extracio metandlico de P. pruirosa, este tipo
de triterpenos quedan en 1a fraccion hexdnica™ ™' v en noestros ensayvos esa fraceitn bexanica
{5) mostrd una actividad muy pobre.

Con este estudio quedd establecido que al igual que en otrs especies de Physalis ®'" en
Physalis pruinasa existen compuestos con actividad antibacteriane. Lo anterior ¥ el hecho de
que ¢l extracio més activo de Physalis pruinose haya sido ¢l de resina de fratos (la sustancia
pegajosa que recubre a los tomates), muestra que existen fimdamentos que justifican el uso
empirico de los frutos de Plysalis para el tratamiento de infecciones de lss vias respiratorias
altas ¥

Una vez que se defermund que algunos de los exiractos de Physalis pruinosa contienen
compuesios con actividad antibacteriana, el siguiente paso serd aislar dichos compuestos
activos, delermingr sus estructuras, evaluar su sctvidad antibacieriana sobre cepas chinbcas v de
referencia de Staphdococcus ¥ delerminar su concentrackin minima inhibiboria para que &l ser
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comparada con la de antibidticos comerciales, se pusda establecer €l verdadero potencial de

Ios compuesios como anfimicrobianos,

Los extractos que se obtuvieron en las extracciones conbiensn una mezcla de compuesios entre
ellos estan los compuestos activos los cuales al ser aislados, purificados, entificados v
probados i respaesta de la actividad antibacieriana que se esperaria sevin mayor.

Es imporianie sefialar que la bisqueds v desarrallo de ouevos compuesios antibacieriales
dirigidos a evadir log mecanismos de resistencia de los microonganismes es ya urgente, va gue
algunos, como gl Staphploceccks aurews que es allamente paldgeno, se estin convirtiendo
cada ver mis en mullirresistentes y tambidn especies coagulasa negativa como el
Staphylococous epidermidiz van por ese camino,

Ante Is problemiticn de La resistencia de estos microorganismos a diversos antibidticos nesulla
urgents @l desarrolle de noevos compuestos antibacteriales, para lo cual, una altemnativa es
investigar sobre Jos compuestos con actividad antibacterinnn presentes en plantas, que
pudieran presentar obros mecanismos de accidn.

34



8. CONCLUSIONES

En In planta Fhyralis pruinosa L. se encontrd actividad antibacteriana en bos extractos de
AcOEL de resina de frutos, (sustancia pegajosa que cubre al frulo), metandlico de cilices,
AciDEL de hojas, ramas y flores y AcDEL de fratos. Es decir se encontrd actividad en todas las
paries de la plania v los compuestos activos se concentraron en bos extractos de polaridad
media.

La mayor actividad antibacteriana se observd en bos extractos de AcOF: tanto de resing de
fratos come de bojas, mmes v floges.

Al analizar por separado la respucsta de las cepas clinicas de Staphylococous coagulasa
poaitiva ¥ negativa, e enconind que son las cepas congulasa negativa las que mostraron mesos
susceptibilidad a los componentes de los extracios de P, pruincea. Este aspecto es importante
ya que en la actualidad, Sraphylococcus coagulasa negativa ha adquindo relevancia debido
precisamente a los problemas de resistencia que presenta.

Es impartante &l hecho de gue en eate estidio s hayin empleado cepas clinicas, ya que éstas
han sido expuestas 8 cambios o mutaciones por e uso indiscriminado de antimicrobianos. En
consecuencia su respuesta es diferente a la de las cepas de referencia, que normalments se
ufilizan en este tipo de estudios.

A pesar de que varias espocies del género Physaliv son empleadas en la medicina tradicional
para tratar diversas infecciones, en el caso de Physalis prufnosa no se tienen referencias de su
uso en este sentido, Sin embargo, la actividad antibacteriana que mostrd esta especie permile
suponer que la presencia de compuestos con actividad antibacteriann se extiende a oiras
especies del género que no han sido usadas con estos fines o de las que no existen referencias
de su uso,

as



1,

11.

12,

13.

14,

15

BIBLIOGRAFiA

Flantas medscinales. En Carta de la Salud. 1991, De Caso, O, Valdés, C 0. Eds, Fundaciém Mexicana
para la Salud. 2 (5):3,

Caldertia, ]. E., Arredonda, G. I, L, Conde G. C.. Masmllah, B. E., Rodriguez, 5. B Aplicacion clinica
de antibidticos ¥ quimicieripicos. |997; T ed, México. pp 1100y 371,

Vargas, P, O, Martines, M., Divila, . A. “El genero Physalis (Solanasceaz) en el Estado de Jalisco™
1958, RBol, fnse, Bov. Dwiversidad oe CGuadmlafara, 8, 395400,

Martinez, M., Revision of Phealis section Epatelochize (Solanacess), 1998, Amales del Instaiuio de
Beobogia. UNAM. Seric Bdanica 69(2) 71-117.

Vargas Ponce, 0. El pénero Physalis (Solanaccae) en Mueva Gabicta. 1998, Tesis de Maestrin, Faculiad
de Ciencuas, UNAM, México DI,

Montes, H. 5 Tomate de ciscamn (Phesalls philadelpbier Lam). En “Avances en los recussos
fiiepenéticos de Ménico™. 19%1. Bds. Oriega, P, B, Palomino, H. G, Castillo, G. F., Gonzéles, H ¥.
A, Livera, M. M. SOMEFL Chapingo, México, pp 251-255.

Coordmador Gral, YWilumar, A A, Atlas de las plantas de la medicing tradicional mexicana, 1994
Institwin Macicnal Indigenssta. [* ed. Méxica OLF, ¥ol. 01 pp. 1350-1351,

Ray, B, A.; Gupta, M. Withasteroids, 8 Growing Groap of Matarally Ocurring Steroidal  Lactones. In:
Progress in the Chemisiry of Organic Matural Prodecis. 1994, Here, W, Kirby, G, N, Moore, B. E.,
Steglich, W, Tamm, Ch. Eds. Springer-'elang, Wien. pp. 2-106.

Muayorga, H., Dugue, C., Knapp, H., Winterhalter, P. Hydroxyester disacchandes from fraits of cape
poosehemy (Plisalis perndang) 2002, Phwtachemizry 59, 410445

Basey, K., MeGaw, B. A, Woelley, J. G. Phygrine an Alkaloid from Phyealis species. 1992,
Phytochemistry 31, 4173-4176.

Simha, 5. C., Aly, A, Bagchi, A, Sohai, M., Ray, A B, Physalindscanols, new biogenetic precursors of
C2E8-steroidal lactones from Physolis miniea var, indica, 1986 Mamio Medica 83, §5.57,

Khan, P, M., Abmad, 8., Rubnswaz, H, and Malik A. The first report of a withanolide from the famaly
Labiatae. 1590, Plovochemizry 51, S69-671,

Mohsmad B, Ksebati and Frapeis 1. Schmite. Minabealides: A Group of Willanolides from a Soft
Coral, Mimabhes gp. 1988, J Org. Chem 53, 19263920,

Shangu, K., Miyagrwn, M., Yahamn, 5., and Nohara T. Physaprzinsg A end B, two new withanalsdes
froen Physalis pruincea. 1993, Chem, Plarm, Bull. 41, 1873-1875,

Dart, B K. Microbiology for the snalytical chemmiss, 1996, The Royal Socsety of Chemistry.
Cambridge, UK. pp.3-9.



15° Lewinsan, W., Jawelz, E, Microhiologia ¢ Inmunobogia Médicas evaluacein ¥ repaso 1992 Ed. El
Marual moderno, Méxica, D F. pp. 5-12.

U6 Prags, G ef al Microbiologis Médica Caaderno de pricticas y demostruciones, 1993, Ed. Doyma.
Barcelona Espafia pp. 58,59,

17, Joklik, W. K. eral 1996, Fnsser Microbiologia. Panamericana. B. A, Argentina pp. 555-595, 750752

I8, Devis, B, Dubelees, K, Eissn, H., Wood, W, Tratsdo de Microbiclogia. 1978, Ed. Salvat, 7™ ed.
Barcelona (Espafia) pp. 752, 761-762,

19, Bogsonamo, . Impact de s résismsce antihobque ef des fuoroquinalones =u 'adhérence 4 Ia
ibonectine de Staphylocecous aureus @ étude fonctionnelle of mécanismes moléculaires, 2000, Tesis
Doctoral en Ciencias, Universadad de Génova,

20, Lemer, 5. A; Climical impact of antibicis resistance. In Progress in Understanding Drug Resistance
and Development of Mew Antibiofics. 988, Hosen, F. B. and Mobashery, 5 Eds. Kluwer
Academic/Plenum Publishers. pp. 8-11.

2l Gilmore, K, 5; Gilmore, M. 5. Meihicillin Resistance in Sraphylocecows awrews, In Bocterial
Resimance 1o Antimicrobials, 200%. Lewis, K., Salyers, &, A Taber, H. W, Wan, K. G. Eds. Marce]
Deekcker, Inc. pp. 331,

22, Tsenberg, H. (Ed) 1992, Clinical procedures handbook Am. Society for Microbiology. Washinglon
D.C. Yol. | Seec. 5.

23, Murray, P. B et al. 199%. Manual of clmical microbiology. Ted AS. for microbiology. Washington,
USA. pig. 1669

24, Cheeres, A; Alvarez A, V,; Ohvando A. E.; Samayoa, B, E Plants used in Guatermals for the treatment
of respirmtory diseases. 1. Screeming of 68 plants against gram-positive hacteria. 1991, J
Erhmopharmacalogy. 31, 193-208.

25, Gamez Rangel, 0. B. Actividad antibacterinna de extracics oblenidos de partes adreas de Physalts
chenopodifodla contra cepas clinicas de Staphyococcus, 2003, Tesis de Licenciatura, Facultad
de Ciencias, UNAM. México, D.F.

26. Zaki, A Y. El-Alfy, T. 5 M.[ El Geohary, H. M. A Study of withanolides, physalins,
antitumor and antimicrobial activity of Physalis perovana, 1987, Egypilian J. Pharm. Scignces. 18,
23545,

27, Shim, fee-Senl; Eyang-Min; Chung, Jae-Youn; Heang, Jee-Kwan, Antibactenial activity of oleanols
acid fram Physalios amgelite against omel pethogens. 2002, Natmceuticals and Food, T, 215-215,

IR. Maldonndo, E., Tomes, F. B., Martinez, M. Pérez-Casiorenn, A L. | = Apethoxywitlanolides From
FPipaalis chimopodifolia, 2004, Plani medica T, 59-74,

37



29, Bu, B, N, Misico, R, Park, E. 1, Ssniwrsiern, B. D, A. ). D, Fong, H. H. 5, Pezmuin, 1. M
mhﬂmmmnfhmhnwmﬂuﬂhhmm:mﬂ
Physalis philadelphica, 2007, Tetrahedrom 58, 3453-3464,

i, Kennelly, E )., Gethfuser, C., Sang. L. L, Grakam, ). G., Beecher, T W, W, Pezasio, 1. M.,
Einghom, & [} Induction of quinone reducinse by withanolides isolated from Plgerally philadelphics
{tomatillos). 1977, L dgric Food Chem 48, 3771-377.

3l Dinan, L. N, Sarker, 5 D, Sik V. 28-Hydroxywithanolide E from Plysolis perwviama. 15997,
Pltocheminry 44, 508-312,

32 Ahmad, 5., Malik, o, JasminR., Ullsh, M, Gul, W, EKhan, F. M, Nawaz, H. B, Afra, N,
Withanalsdes lrom Plyeslis perrviana. 1999, Plosochemisiny 50, 647-651.

33, Maldonado, E., Céndenas, ., Bajbrquez, H., Escamilla, E. M., Ortega, A Amansolide, a nec-clendane
diterpene glycoside from Saivia amarissima. 1996, Phytochemistry 42, 1105-1108.

34. Rodrigues-Hahn, L, O'Reilly, R, Esquivel, B, Maldonsdo, E., Ortega, A, Cirdenas, I,

Toscano, . A Tilifodiolide, tetraline-type diterpenoid of clerodanic origin from Salvia
rilifolia, 19901 Orp. Ches. 55, 3512-3523,

k1]



	Portada

	Contenido 

	1. Introducción 

	2. Antecedentes

	3. Objetivo    4. Hipótesis   5. Metodología 

	6. Resultados 

	7. Discusión 

	8. Conclusiones 

	9. Bibliografía




