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RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana del verbascosido y sus productos de hidrdlisis (acido
cafeico y 3,4-dihidroxifeniletanol) contra Vibrio cholerae, asi como sus modos de accion.
Los resultados indicaron que el verbascosido presentd una actividad inhibitoria moderada
contra esta bacteria y también inhibi6é la incorporaciéon de Leucina, debido a esto, el
verbascosido probablemente tenga su accion sobre la sintesis de proteinas de V. cholerae.
Este efecto es especifico ya que sélo hubo alteracion de una sola via metabdlica general y la
curva de supervivencia indicé también especificidad. El compuesto 3,4-dihidroxifeniletanol
no presentd actividad antibacteriana, pero si lo hizo el acido cafeico, aunque en baja
actividad y en menor grado que el verbascdsido. El acido cafeico alterd todas las vias
metabolicas a dosis de CBM, es decir, inhibi6 la incorporacion de Leucina, Timidina y
Acetato de Sodio en mas del 50%, pero afecto la incorporacién de Uridina en un sentido
positivo (se incorporé mas Uridina con relacion al control). El 4cido cafeico constituye el
grupo farmacoforo del verbascosido, puesto que fue la parte mas pequefia de la molécula
que presenté actividad. La combinacion del acido cafeico y del 3,4-dihidroxifeniletanol

presentaron accion sinérgica.
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Efecto anti-Vibrio cholerae del verbascosido aislado de Buddleja
scordioides

1. Introduccion.

Los principios activos de las plantas (metabolitos secundarios) se han investigado desde el
siglo XIX, principalmente desde el punto de vista fitoquimico y quimiotaxonémico. En
1945, dicho enfoque se dirigi6 hacia la investigaci.t’m de la quimica farmacéutica de sintesis
y la fermentacion microbiana. Sin embargo, durante los afios noventa, el interés por los
antibacterianos de origen natural se increment6 notablemente y la razén principal de este
nuevo auge ha sido la demanda creciente por los tratamientos con productos vegetales
(Hamburger y Hostettmann, 1991), asi como la necesidad de descubrir antimicrobianos
nuevos (Baquero y Blazquez, 1997; Chopra et al., 1997; Eloff, 1998; Chopra, 1998; Levy,
1995, 1998), ya que existen reportes donde se sefiala la aparicion de variedades -resistentcs a
los antibidticos utilizados cominmente y ademas que muchos microorganismos patdogenos
del humano estan sufriendo variaciones genéticas con gran rapidez haciendo mas eficientes
sus mecanismos de patogenicidad frente a las defensas del hospedador (Chu et al., 1996;
Cowan, 1999).

El reino vegetal, como fuente de sustancias nuevas, no se ha explorado suficientemente, por
ejemplo, de entre las especies de plantas estimadas (250 000-500 000), solo se ha
investigado una pequeiia proporcion y la fraccion sometida a una evaluacion biologica o
farmacologica es aun pequena (Evans. 1991; Borris, 1996; Verpoorte, 1998; Harvey, 2000).

Parte de los estudios de la actividad biologica de los vegetales se refiere al estudio de



sustancias con actividad antibacteriana (Eisenberg et al., 1993; Cowan, 1999). Existen
muchos ejemplos de plantas que se han estudiado recientemente y de las cuales se han
determinado las estructuras quimicas de los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana contra bacterias gram-positivas y gram-negativas (algunos ejemplos de ellos
se presentan en el Anexo A, clasificados por el grupo quimico, el origen del compuesto y
las bacterias susceptibles). Sin embargo, estas plantas siguen siendo consideradas como “no
investigadas” respecto a cualquier otra actividad farmacologica, ya que las plantas
contienen cientos o miles de metabolitos secundarios (Suffnes y Douros, 1981; Cassady et

al., 1990).

1. 1 Antecedentes.

1.1.1 Microbiologia de Vibrio cholerae.
Vibrio cka!eme es un bacilo gram-negativo, curvo y movil; presenta un flagelo polar, y es
capaz de crecer en condiciones aerobias y anaerobias (Madigan ef al., 1997; Raufman,
1998). No forma endosporas ni microquistes y posee capsula. La temperatura 6ptima para
su desarrollo es de 37°C en medios de cultivo alcalinos (pH de 7.6 a 9.0) (Murray, ef al.,
1997). Es una especie bien definida (Sanchez y Taylor, 1997), se han encontrado 139
serogrupos a los que se les ha determinado la composicion del principal antigeno de
superficie de la pared celular (antigeno O), pero solo dos de ellos, el O1 y el O139 estan
asociados con epidemias. Estos dos serogrupos producen la toxina del célera (Kaper, er al.,
1995; Swerdlow y Rics, 1993). El serogrupo OIl se subdivide en tres serotipos llamados

Ogawa, Inaba, e Hikojima, los cuales se diferencian cuantitativamente por los factores A,



B, y C del antigeno O (Lacey, 1995; Sack, et al., 1996). Las cepas de Vibrio cholerae O1
también se subdividen en dos biotipos: clasico y El Tor (Mc Laughlin, 1995). Sanchez y
Taylor, en 1997 y Faruque et al., en 1998 reportaron que el agente causal de la tercera
pandemia (1852-1859) a la sexta (1899-1923) fue el biotipo clasico. La séptima pandemia,
la cual se originé en Sulawesi, Indonesia, en 1961, fue causada por la cepa El Tor (Lacey,
1995). En América Latina, incluyendo Meéxico, los brotes han sido producidos
exclusivamente por El Tor Inaba; aunque se ha reportado que el biotipo El Tor Ogawa ha
reemplazado al serotipo El Tor Inaba después del primer afio del brote (Sack, et al., 1996;
Mitra, et al., 1996). En México y en América Latina no se han identificado cepas del tipo

clasico ni O139 (Sanchez y Taylor, 1997).

1.1.2 Epidemiologia.
En México, el colera lleg6 siguiendo las rutas comerciales de Asia a Europa y de Europa a
Estados Unidos de América (Bustamante, 1992; Wachsmuth, et al., 1994). Aparecioé por
primera vez en 1833 por dos rutas: Nueva Orleans-La Habana-peninsula de Yucatan y
Nueva Orleans-Texas-Coahuila y Tamaulipas, extendiéndose después a todo el pais. En ese
afio, los movimientos politicos y bélicos, provocaron la muerte de 2 000 hombres afectados
por el colera en Querétaro. Durante esa época, en la ciudad de México, murieron 14 000
personas. En 1850 ocurrieron 200 000 defunciones. En el Distrito Federal se notificaron
9619 muertos por célera. No se sabe en qué fecha desapareci6 el colera en el continente
americano, pero se sospecha que pudo haber sido en 1880 (Gonzalez y Saltigeral, 1992;
Kumate et al., 1993). En 1991, el colera surgié nuevamente en América. En México, el
Instituto Nacional de Diagnodstico y Referencia Epidemiolégica (INDRE) (1991) notifico

oficialmente el primer caso el 17 de junio de 1991 y ademas confirmé en todos los casos



que el agente infeccioso causante de la enfermedad fue Vibrio cholerae O1, Inaba, biotipo
El Tor. En la Tabla 1 se muestran nimeros de casos, incidencia, asi como los grupos de

edad mas afectados en el afio del brote.

Tabla 1. Casos reportados e incidencia de célera por edad y sexo, México, 1991.

Hombres Mujeres Total
Gngzl(; Sdp or No.de casos Incidencia® |No.de casos Incidencia |No.de casos Incidencia

0-4 131 2.4 93 1.8 224 2.1
5-14 200 1.6 149 13 350 1.5
15-24 259 2.8 198 2.2 457 2.5
25-44 492 4.8 368 36 - 860 42
45-64 292 6.8 227 49 519 5.8

> 65 138 1.0 104 5.1 242 7 |
Total 1533 15 1157 2.6 2690 3.1

* Por cada 100 000 habitantes. Fuente: Organizacién Panamericana de Salud. Organizacién Mundial de la
Salud (1992).

En la Tabla 2 se muestran las cifras del nimero total de casos y numero de defunciones por

afio desde el inicio del brote hasta el afio 2001

Tabla 2. Numero de casos y defunciones de célera en México de 1991 a 2001

Afio. (1991 [1992 |1993 1994 |1995 [1996 [1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001

Casos. (2690 |8162 |10,7124059 [16,430 [1088 [2356 | 71 Y 5 1

Defun- |34 99 193 56 137 5 18 - - = =
ciones.

Fuente: Organizacion Panamericana de la Salud. Organizacién Mundial de la Salud. Fuente: SSA (2002).

La transmision de la enfermedad se realiza en un ciclo hombre-ambiente-hombre. La fuente
de infeccion es el agua o los alimentos contaminados y, en menor grado las manos sucias o

las moscas (Gonzélez y Saltigeral, 1992). Las cepas O1 toxigénicas sobreviven varios dias




en el agua, en especial si contiene materia organica. La diseminacion de la enfermedad se
favorece por las condiciones deficientes de saneamiento basico (Secretaria de Salud, 1991;
Faruque ef al., 1998). Se ha observado que los antibidticos acortan el periodo de
transmisibilidad, ya que muchos pacientes eliminan la bacteria pocos dias después de

recibir tratamiento con antibidticos, pero, sin éste, la eliminacion se prolonga de una a dos

semanas (Gonzalez y Saltigeral, 1992; Joklik, et al., 1992).

1.1.3 Metabolitos secundarios aislados del género Buddleja .

Los estudios fitoquimicos que se han realizado con especies de este género han demostrado

la presencia de gran variedad de compuesios, como los que se observan en la Tabla 3.

Tabla 3. Compuestos aislados del género Buddleja.

Tipo de compuesto

Referencia

Esteroles:
B-sitosterol, condrilasterol, estigmasterol.

Chawla, et al.,1989; Houghton, 1984

Flavonoides:
Linarina, kaemferol, quercetina, luteolina.

Marin et al., 1977

Triterpenos:
-amirina, acetato de $-amirina

Lépez et al., 1979

Sesquiterpenos tipo cariofileno:
Buddleina A, B,C,y D
Dihidroxibuddleina A, buddledona A y B

Yoshida, 1978 (1 y2)
Liao, 1999

Diterpenos:
Buddlejona y desoxibuddlejona

Houghton et al., 1996; Mensah ef al., 2000

Iridoides: aucubina, catalpol, biridésido,
y acetil glucosidos de iridoides

Houghton, 1985; Mansoor et al., 1992;
Miyase et al., 1991

Saponinas:
mimengosidos A y B, buddlejasaponinas

Yamamoto ef al., 1991; Ding et al., 1992;
Avila y Romo de Vivar, 2002.

Fenilpropanoides: acidos cafeico, ferilico,
p-cumadrico, verbascdsido, martinosido

Houghton, 1985.

Alcaloides:
buddamina (1)

Roeder et al., 1985




Estas investigaciones estan hechas en relacién con la identificacién de compuestos con
algin tipo de actividad biolégica (Asakawa, 1990; Trace, 1993). Sin embargo, pocos
compuestos han sido objeto de estudios més profundos que expliquen la manera de su
interaccion con los sistemas vivos. Se han reportado algunos estudios en relacién con los
metabolitos secundarios de plantas a los que se les ha determinado el modo de accién
antibacteriana, entre ellos se encuentran los flavonoides, los taninos, las lactonas
sesquiterpénicas, los aceites esenciales, y los acidos débiles, los cuales se describen en los

parrafos siguientes .

1.1.3.1 Flavonoides.
Los flavonoides son compuestos fendlicos que tienen un nicleo heterociclico de 15 dtomos
de carbono. Derivan principalmente del esqueleto reducido flavano, que es el 7,4'-
dihidroxi-8-metilflavano (Figura 1). Este compuesto en particular, presenta actividad
fungitoxica contra Botrytis cinerea y contra sus esporas germinadas en cultivo liquido
(DEso 32 pg ml™). Ademas, presenta actividad antimicrobiana contra patégenos de plantas

como Corynebacterium betae y C. fascinas (Harborne y Baxter, 1993).

Figura 1. 7, 4’- Dihidroxi-8-metilflavano



Muchos otros compuestos flavonoides tienen actividad antimicrobiana y estan
caracterizados como fitoalexinas, por ejemplo, la betagarina y la broussina. Se ha reportado
que las catequinas y la silibina presentan propiedades antiinflamatoria y antihepatotdxica
(Harborne y Baxter, 1993).

La actividad deletérea de las flavonas sobre las bacterias se debe a que estos compuestos
inhiben la sintesis de DNA o RNA bacteriano puesto que se intercalan con las bases de la
doble hélice, pues tienen una estructura planar similar a las bases puricas y pirimidicas;
ademas de formar puentes de hidrégeno con ellas. En este caso, las flavonas que han
mostrado mayor inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos son aquellas que presentan
tres grupos OH en el anillo B (por ejemplo, en el colorante miricetina) (Figura 2) (Mori et

al., 1987).

Figura 2. Miricetina: 3,5, 7,3, 4", 5°- Hexahidroxiflavona

1.1.3.2 Taninos.
Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles que tienen un peso molecular
comprendido entre 500 y 3000 Da, que presentan, junto a las reacciones clasicas de los
fenoles, la propiedad de precipitar alcaloides y proteinas. Existen dos tipos: los taninos
condensados, como la procianidina B4, y los taninos hidrolizables, como la agrimonina.

Esta dltima y otros taninos hidrolizables tienen actividad antiviral y antitumoral. Los



taninos condensados se han usado en la medicina para sanar heridas y quemaduras (Aguilar

et al., 1994). En la figura 3 se muestra un ejemplo de un tanino condensado.

Figura 3. Procianidina B4

En general, la accion inhibitoria de estos compuestos sobre el crecimiento bacteriano, se
debe a los siguientes efectos: astringencia, accién sobre la membrana plasmatica, y

competencia por metales.

1.1.3.2.1 Astringencia.
El caracter astringente (que constrifie o precipita) de los taninos, se debe a su capacidad de
producir complejos insolubles con enzimas que las bacterias requieren para su crecimiento
normal. Se ha observado que muchas enzimas microbianas han sido inhibidas en cultivos
libres de células o bien en ensayos con enzimas purificadas cuando se mezclan con taninos.

LLas enzimas en las cuales se ha visto este efecto son las peroxidasas y las



glucosiltransferasas. Los taninos también pueden afectar directamente el metabolismo de
los microorganismos como lo sugiere el cambio de morfologia de Pseudomonas
Sfluorescens, Escherichia coli 'y Celluvibrio fulvus que a bajas concentraciones de taninos
adquieren formas filamentosas o cadenas, mientras que las células en condiciones normales

crecen de manera individual (Scalbert, 1991).

1.1.3.2.2 Accién sobre membranas.
Konishi et al., (1987) demostraron que el acido tdnico en una concentraciéon de 50 mg/L
inhibe el transporte electrénico membranal de Photobacterium phosphoreum. La accion de
los taninos en las bacterias puede ser similar a la observada en los fenoles sintéticos (como
el O-difenilfenol y el hidroxidifenilalcano), compuestos que han sido muy usados como

desinfectantes.

1.1.3.2.3. Competencia por metales.
Otro mecanismo de toxicidad de los taninos es su capacidad para formar complejos con los
metales. Los sistemas bioldgicos, incluyendo los microorganismos, son altamente
dependientes de los iones metalicos presentes en el medio ambiente. Por ejemplo, la
infeccion en humanos por Escherichia coli se inhibe por la presencia de la lactoferrina.
Muchos de estos compuestos presentan mas de dos grupos O- difenol en su molécula. Los
taninos pueden formar quelatos con varios iones metalicos, como los iones férricos y
cupricos. La naturaleza multicatecolica de los taninos permite la reticulacion y con esto la
formacion de un precipitado metal-tanino que hace inaccesible a los iones metalicos para el

consumo bacteriano (Scalbert, 1991).



1.1.3.3 Lactonas sesquiterpénicas
Las lactonas sesquiterpénicas son una clase de compuestos naturales que se distinguen de
otros grupos quimicos por la presencia de un sistema y-lactona. Muchas tienen actividad
antitumoral; algunas son muy toxicas en mamiferos (ej. Geigerina); mientras que otras son
responsables de la dermatitis por contacto en humanos (ej. Partenina). La siguiente

estructura representa un ejemplo de lactona sesquiterpénica.

Figura 4. Alatélido

Este compuesto tiene un PM de 350.42, formula de C,9H60¢ y su esqueleto tipo es el
germacranolido; se aislé de Jurinea alata (Compositae) y presenta actividad citotéxica y
antitumoral (Harborne y Baxter, 1993).

Las lactonas que poseen actividad antibacteriana son las que presentan un metileno
hexociclico conjugado con el carbonilo de la lactona. La actividad aumenta si tienen cetona
o, B insaturada. Estos grupos representan sitios receptores reactivos para nucleéfilos
biologicos, en particular los grupos tiol y los grupos amino esenciales para algunas
funciones enzimaticas. Los estudios de estructura-actividad han demostrado que las
enzimas bacterianas como la fosfofructoquinasa, la DNA polimerasa, y la timidilato

sintetasa de E. coli son inhibidas por estos compuestos (Fischer, 1991).



1.1.3.4 Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides son otro grupo de compuestos que presentan actividades diversas.
Tienen un anillo aromatico unido a una cadena lateral de tres carbonos. Son los compuestos
fen6licos mas simples derivados del 4cido shikimico y generalmente se relacionan con los
acidos cinamicos. Existen libres o combinados (como ésteres, amidas, o glucosidos). La
parte fenilpropanoide puede ciclizarse (cumarinas), dimerizarse (lignanos), polimerizarse
(ligninas), o experimentar alargamiento de la cadena lateral (estilbenos y flavonoides).

Los ésteres glucosidicos fenilpropanoides tienen algunas acciones farmacolégicas
interesantes, por ejemplo, el forsitidcido y el plantamajésido inhiben la cAMP

fosfodiesterasa (Nishibe ef al., 1982).
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Figura S. Forsitiacido

Varios compuestos de esta serie tienen propiedades antibacterianas y antifungicas,
particularmente contra organismos fitopatogenos. Los compuestos fenilpropanoides se
reconocen en parte por su papel general como agentes antimicrobianos. (Andary ef al.,

1980; Cooper et al., 1980).



1.1.3.5 Aceites esenciales
Algunos monoterpenos y compuestos fenélicos de bajo peso molecular presentes en los
aceites esenciales de las plantas poseen una actividad antimicrobiana inespecifica puesto
que tienen la capacidad de disolver a las membranas celulares, con esto, se produce un
efecto similar al de la lisis bacteriana provocada por enzimas liticas (lisozima) o por
tratamiento con disolventes organicos (Harvey, 1982). Helander et al.,( 1998) demostraron
que las bacterias Escherichia coli y Salmonella thyphimurium al ser sometidas a dosis bajas
de carvacrol y de timol aumentaban la concentracién de ATP y de glucosa-6-fosfato
extracelular, debido a esto, se evidencié el efecto litico de estos compuestos sobre la

membrana celular bacteriana.

1.1.3.6 Acidos débiles.

Algunos acidos débiles como el acido vainillinico, el acido benzoico y el acido fertlico
inhiben el crecimiento de microorganismos por inhibicion de reacciones quimicas en la
cadena respiratoria, disminucion del pH intracelular y por alteracion de la funcién de las

macromoléculas (Brul y Coote, 1999).

1.1.3.7 Verbascésido

Este compuesto Cy9H360;s, con peso molecular de 624.61 (Figura 6) se ha encontrado en
las hojas de Buddleja globosa, B. officialis y en los frutos de Forsythia suspensa
(Oleaceae), en Verbascum sinuatum (Scrophulariaceae), y en miembros de Orobanchaceae,
Gesneriaceae, Acanthaceae, Bignoniaceae, Verbenaceae, y Plantaginaceae (Harborne y
Baxter, 1993). Es un metabolito secundario del tipo fenilpropanoide, se caracteriza por

tener una parte cafeoil y una hidroxifeniletanol unidas a una B-glucosa (Figura 6). La parte



fenilpropanoide deriva de la fenilalanina o del &acido cinamico y el fragmento
hidroxifeniletanol, se forma a partir de la tirosina y ain mas efectivamente de la tiramina
(Ibrahim y Barrén, 1989). Dentro del metabolismo de la planta deriva del acido shikimico,
que a su vez, proviene de la via de las pentosas.

La estructura de este compuesto se identificé por medio de estudios espectroscopicos y
mediante la comparacion de sus propiedades fisicoquimicas con las de una muestra
original. Asi se determin6 el compuesto con el nombre quimico de [3,4-dihidroxi -B-
feniletil O -a- L- ramnopiranosil (1—3) -B-D-(4-O-cafeoil) glucopiranosa] (Molgaard y
Ravn, 1988; Harborne, 1989).

El verbascésido es soluble en metanol (MeOH), en metanol-agua en una proporcion 1:1, en
dimetilsulféxido (DMSO), y es parcialmente soluble en agua.

Varios autores han reportado que inhibe la aldosa reductasa del cristalino (Lewis y
Yamamoto, 1990; Harborne y Baxter, 1993) y que inhibe el crecimiento de algunas

“bacterias gram-positivas (Avila ef al., 1999).

on O Figura 6 .Verbascésido



1.1.4 Buddleja scordioides.

1.1.4.1 Descripcién botanica.
Buddleja scordioides H.B.K.(nimero de identificacion en el Herbario Izta, 26140) (Figura
7) es un arbusto de 30 cm a 1 m de alto, es muy ramoso y los tallos son de consistencia
lefiosa, sus hojas son sésiles y de margen crenado, pequeiias, de 0.25-0.8 m de largo y de
0.1-0.3 m de ancho y con venacién muy conspicua en el envés. Presenta inflorescencia
terminal con varios pares de cimas capitadas, colocadas en axilas foliares, con cabezuelas

sésiles. (Rzedowsky y Rzedowsky, 1985).

Figura 7 Buddleja scordioides, ejemplar de herbario.
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1.1.4.2 Distribucién geogrifica.
En México existen 15 especies de Buddleja, las cuales se distribuyen en todo el territorio
nacional (Norman, 1967; Rzedowsky y Rzedowsky, 1985).
Buddleja scordioides habita en el centro y norte del pais (Figura 8) (particularmente en las
zonas 4ridas), extendiéndose hasta Texas y Arizona en los Estados Unidos de

Norteamérica.

Figura 8. Distribucién geografica de Buddleja scordioides

1.1.4.3. Usos de la planta.
Esta planta se utiliza contra padecimientos del tracto digestivo (el cocimiento de sus hojas

se utiliza contra la “indigestion” y diarreas infecciosas) (Rzedowsky y Rzedowsky, 1985).

Por otro lado, no se encontré ningin estudio quimico ni bioldgico relacionado con esta

especie después de realizar una revision bibliografica cuidadosa.



Buddleja scordioides es popularmente conocida como “escobilla”. Se sabe que el
cocimiento de sus hojas se utiliza para el tratamiento de la “indigestiéon” (Rzedowsky y
Rzedowsky, 1985). De acuerdo a este uso que se le da a esta planta en la medicina
tradicional, es probable que el verbascosido sea hidrolizado en el tracto digestivo después
de tomar una infusion preparada a partir de sus hojas.

Esto puede tener importancia ya que, al hidrolizarse el verbascésido dentro del tracto
digestivo, los productos de hidrélisis pudieran ser los responsables de presentar un efecto
antibacteriano y ademas que estos productos tuviesen una accidn sinérgica. Por esta razon
se llevo a cabo la hidrélisis del verbascosido y también se realizé la bisqueda de algin

compuesto que conservara la actividad, esto es, que fuese un farmacoforo (Cory, 1996).

Como parte de las investigaciones de las plantas medicinales llevadas a cabo en México
(Avila, et al., 1993), se han realizado investigaciones para determinar qué tipo de
metabolitos secundarios de las plantas presentan actividad inhibitoria del crecimiento de
bacterias patdgenas intestinales (INI, 1994; Lozoya, 1987).

A partir de B. scordioides se aislo el verbascosido y se decidio determinar la actividad de
este compuesto sobre Vibrio cholerae, ademas de evaluar el modo de accion de esta

sustancia.

La actividad antibacteriana del verbascosido se ha reportado en la literatura, pero no se ha
descrito el efecto sobre Vibrio cholerae (Pardo et al., 1993; Didry et al.. 1999; Avila et al..
1999).

El propédsito de este trabajo fue evaluar la accion de esos metabolitos con actividad

antibacteriana.
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1.2 Justificacion.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, existe la necesidad de estudios mas detallados que
expliquen la accién antibacteriana de los compuestos nuevos obtenidos de las plantas.

Los ésteres glucosidos fenilpropanoides han mostrado diversas propiedades
farmacolégicas, una de ellas es la actividad antibacteriana.

Es importante investigar el modo de accion de compuestos que dafien la viabilidad de las
bacterias ya que algunos de ellos podrian afectar a estos microorganismos mediante
mecanismos diferentes a los que presentan los antibidticos y agentes quimioterapéuticos
conocidos, y por lo tanto, constituirse en una posibilidad para desarrollar nuevos
antibiéticos (Chopra, 1998; Hancock y Strohl, 2001).

Por otro lado, existen reportes donde se sefiala que existe un incremento de las cepas
resistentes a los antibidticos comunes y ademas que muchos microorganismos patogenos al
humano estan sufriendo variaciones genéticas con gran rapidez haciendo mas eficientes sus
mecanismos de patogenicidad frente al organismo hospedador (Chu et al., 1996; Martin,
1998; Karaolis et al., 1998; Karlin, 2001), inclusive a V. cholerae se le ha considerado
como un problema reincidente debido a variaciones genéticas de cepas no patogenas (Joklik

et al., 1992) y a la presencia de cepas multirresistentes a los antibioticos (Levy, 1995).
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2. Hipotesis.

Hipétesis 1. En general, se sabe que los compuestos fenilpropanoides presentan actividad
antibacteriana. El verbascésido, que es un compuesto de este tipo, probablemente tenga

actividad antibacteriana contra Vibrio cholerae.

Hipotesis 2. Si el verbascoésido intacto es activo, es probable que los productos de su

hidrolisis también presenten actividad.
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3. Objetivos

Objetivo general del proyecto.

Evaluar la actividad antibacteriana del verbascésido sobre Vibrio cholerae.

Objetivos particulares

a) Determinar los parametros antibacterianos del verbascosido como son la prueba de
susceptibilidad antibacteriana (Kirby-Bauer), la concentracion inhibitoria minima (CIM), la

concentracion bactericida minima (CBM) y la curva de supervivencia.

b) Determinar el modo de accion del verbascosido mediante la aplicacion del la técnica de

incorporacion de precursores radiactivos.

¢) Determinar si los productos de hidrdlisis del verbascosido presentan actividad biologica.
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4. Material y Métodos.

4.1 Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Los métodos que aqui se exponen se pueden consultar con mayor detalle en el Anexo B.

4.1.1 Microorganismos utilizados.
Vibrio cholerae CDC V12, Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada,
Vibrio cholerae aislada de un caso clinico (estas cepas corresponden al grupo O1, serotipo

Inaba, biotipo El Tor), y Vibrio cholerae no-Ol.

4.1.2 Reactivos utilizados.
Verbascosido: obtenido de la planta B. scordioides e identificado por medio de métodos
espectroscopicos.
Acido cafeico: obtenido por hidrdlisis acida a partir del verbascosido; identificado por
medios espectroscopicos y comparado con una muestra original.
3,4-dihidroxifeniletanol: obtenido por hidrélisis acida a partir del verbascosido; identificado
mediante su patron de corrimiento cromatografico comparado con el de una muestra
original.
Acetato de sodio [3H] (ICN 2200405), Leucina [“H] (Amersham TRK 683). Timidina [*H]

(Amersham TRK 758), y Uridina [';H] (Amersham TRK 410).
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4.1.3 Evaluacion cualitativa.
El método que se utilizO para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana del
verbascosido y de los productos de hidrélisis (acido cafeico y 3,4-dihidroxifeniletanol), fue
el método de difusion en agar (Kirby-Bauer), (Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe
y Vlietnick, 1991). Este método se expone en el anexo B.1. Cada experimento se realizo

por triplicado.

4.1.4 Evaluacion cuantitativa.
La evaluacion cuantitativa se llevo a cabo utilizando los métodos de dilucion en caldo como
son: la concentracién inhibitoria minima (CIM) y bactericida minima (CBM) (Jones ef al.,

1987; Finegold y Jo Baron, 1989) (Anexo B-2 y B-3).

4.1.5 Determinacion del nimero de sobrevivientes.
Se determind la curva de supervivencia de las bacterias expuestas al verbascosido y al acido
cafeico y el efecto sobre el crecimiento de Vibrio cholerae de acuerdo a los métodos
descritos por Kubo (1993) y Shoenknecht e al. (1987) (Anexo B-4). En este bioensayo se
utilizaron las dosis obtenidas experimentalmente como son CIM, 2 CIM, y CBM. El
indculo fue de 3 x 10’ Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro en
condiciones aerobicas (sin presion de CO,) e incubacion a 37°C. Se tomaron muestras cada
cuatro horas hasta las 24 horas. El numero de células viables se determind mediante la

técnica de diluciones seriadas.
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4.2 Modo de Accion.

4.2.1 Incorporacién de precursores radioactivos.
El modo de accion del verbascosido y del acido cafeico se llevé a cabo mediante la
evaluacion de la incorporacion de precursores radioactivos (Anhalt ef al., 1985; Mori et al.,
1987) (Anexo B-5 y B-6). Se prepararon cultivos bacterianos (10 ml), y después de
alcanzar la fase exponencial (0.2 de absorbacia a 550 nm) se diluyeron 10 veces. Se
prepararon 5 unidades de bioensayo (3 experimentales y 2 controles). A las unidades
experimentales se agregaron las dosis de CIM, 2 CIM y CBM. Los precursores
radioactivos se agregaron a una concentracion de 0.1 pCi/ml. Los tubos se incubaron a
37°C y se tomaron alicuotas de 1 ml ala 1.0, 1.5 y 2.0 horas. Las muestras se centrifugaron
a 3500 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante (1.0 ml) se resuspendio6 con el liquido de
centelleo (9.0 ml) (Ready Organic TM Beckman). La radiactividad se determiné utilizando
un contador de centelleo (Beckman LSO00SE). Las muestras se leyeron automaticamente
durante un minuto. El porcentaje de precursor incorporado a la bacteria se calculd por la
proporcion de la cantidad remanente de radiactividad en cada tiempo. Se realizaron cinco

réplicas de cada precursor marcado (Mori et al., 1987).

4.3 Hidrolisis del verbascosido.

Finalmente, la hidrolisis acida del compuesto activo se realizo de acuerdo con los métodos

descritos por Vollhardt y Schore (1999) y Solomons y Fryhle (2000) (Anexo B-6).
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Esta metodologia se puede apreciar mejor en el esquema 4.4, en donde se observa que la
actividad biolégica del verbascdsido se evalué de manera cualitativa con el método de
Kirby-Bauer y de manera cuantitativa con las determinaciones de CIM y CBM, asi como el
efecto de supervivencia a dosis de CIM y CBM con relacion al tiempo, finalmente, se
evalud el modo de accion. Por otro lado, se realizo la hidrdlisis del verbascosido. La
separacion de los productos de hidrolisis se llevé a cabo mediante cromatografia y la
identificacion de los mismos, mediante técnicas de espectroscopia. Los productos de la
hidrélisis, el 4cido cafeico y el 3,4-dihidroxifeniletanol, se sometieron a las mismas pruebas

mencionadas para el verbascosido para determinar su actividad bioldgica.

4.4 Estrategia general de la investigacion.

= CDC V-12
Planta Verbascoésido Vibrio cholerae || ciinico
Ambiente
Hidrélisis —— | Evaluacioén biolégica
l Método
Separacion de metabolitos Kirby-Bauer |— de difusion
(Cromatografia) | SRagar
‘ | | Métodos
. CIM CBM (— de dilucion
Identificacion de productos en caldo
(RMN 'H y RMN'3C)
l || Efecto sobre
Curva el crecimiento
Dihidroxifeniletanol Acido cafeico

l | Incorporacion
1 Modo de Accidn J precursores
Sinergia [ radiactivos
l Timidina *H Sintesis DNA
» Uridina 3H Sintesis RNA
| Farmacoforo [Cifos % S Fioiss
Acetato sodio *H Sintesis Lipidos
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5. Resultados y Discusion.

5.1 Actividad antibacteriana del verbascoésido sobre V. cholerae.

La actividad antibacteriana del verbascosido se evalué mediante la técnica de difusion en
agar (Kirby-Bauer) sobre V. cholerae. Los resultados experimentales de esta prueba se
muestran en la Tabla 5.1 en donde se observa la susceptibilidad de esta bacteria frente a
este compuesto. Al comparar la actividad del verbascosido con la de la kanamicina, se
puede apreciar que este compuesto tiene menor actividad antibacteriana (se presenta un
halo de inhibicion mas pequefio). Se debe considerar que en las pruebas in vitro el grado de
difusion del compuesto sobre el agar depende del grado de solubilidad en agua. En este
caso, el compuesto activo es menos soluble que la kanamicina en medio acuoso, y esto
podria explicar una actividad mas baja (Vanden Berghe y Vlietnick1991). Kelly y Post,
(1991) afirman que el diametro grande del halo de inhibicion no indica necesariamente la
efectividad de un compuesto activo bajo investigacidon in vitro. El diametro del halo
también depende de la susceptibilidad de la bacteria (resistencia natural) frente a un
determinado compuesto. La utilidad de esta prueba, es que proporciona informacion que
permite la eleccion de un determinado antibidtico. Se ha reconocido que el método de
difusion en disco es generalmente impreciso porque el antibiético inhibe o mata bacterias a
una distancia variable alrededor del disco (Uetrecht y Walmsley, 1998). Estos y otros
autores coinciden en que la interpretacion de estos resultados se deben confirmar con otros
estudios utilizando pruebas de dilucion en caldo (Litter, 1986; Koneman, 1999). Las
pruebas de susceptibilidad (en agar y en caldo) son métodos estandares que actualmente se
utilizan mucho ante la necesidad practica no solo para guiar a los médicos para el uso

apropiado de los antibioticos (Koneman, 1987). sino también para investigar compuestos
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no conocidos que se evalian en muchos laboratorios de investigacion (Vanden Berghe y

Vlietnick, 1991).

Tabla 5.1 Actividad antibacteriana del verbascdsido sobre Vibrio cholerae

Bacteria Verbascoésido Kanamicina Control
400 pg/ disco 30 pg/ disco negativo
V. cholerae 12+0.5 20+ 0.5 =
CDC VI2
V. cholerae 12+0.5 21+0.5 -
INDRE
V. cholerae 12+0.5 20+0.5 -
CE

Se utilizé el método de difusion en agar; los halos de inhibicién se presentan en mm; las cifras indican el
promedio de seis experimentos y su error estandar; el control negativo en los ensayos fueron discos
impregnados con DMSO. Control positivo kanamicina 30 pg/disco Bigaux E-03.

5.2 Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion Bactericida

Minima del verbascosido sobre V. cholerae.

Para evaluar cuantitativamente la actividad antibacteriana y con el objetivo de determinar la
dosis bacteriostatica y bactericida se llevaron a cabo las pruebas de dilucion en caldo para

obtener la CIM y la CBM. Estos resultados se presentan en la Tabla 5-2.

Tabla 5.2 Concentracion Inhibitoria Minima y Bactericida Minima del verbascésido
sobre Vibrio cholerae

Bacteria CIM (pg/ ml) £10 pg CBM (pg/ ml) +10 pg
V. cholerae CDC V12 400 800
V. cholerae INDRE 400 800
V. cholerae C.C. 400 800

Se utilizé el método de dilucién en caldo. Los valores se estimaron a partir de un rango de 2 hasta 1024 ug/ml

del compuesto activo en diluciones seriadas de logaritmo base 2.




26

En esta tabla, se observa que la dosis inhibitoria y bactericida son elevadas si las
comparamos con compuestos comerciales, como los que se presentan en el Anexo C.
Algunos de estos pueden tener valores grandes de accidon inhibitoria del crecimiento
bacteriano, dependiendo del microorganismo desafiado. En este anexo se puede apreciar,
por ejemplo, que las tetraciclinas presentan CIM muy variables de acuerdo al
microorganismo susceptible: para Streptococcus pneumoniae la CIM de doxiciclina es de
0.1 pg/ml y de >100 pg/ml para Enterococcus faecalis y ocurre lo mismo con el
cloranfenicol, cuya CIM varia en el rango de 8 a 1000 pg/ml para Pseudomonas
aeruginosa, esto es, el rango de resistencia de las cepas bacterianas a un antibiotico es
variable (Uetrecht y Walmsley, 1998). Otro ejemplo es la ampicilina (agente poco toxico en
dosis terapéuticas), cuya dosis inhibitoria sobre Pseudomonas aeruginosa es de >400
pg/ml, mientras que para inhibir el crecimiento de Streptococcus viridans se requieren
0.012 pg/ml (Litter, 1986; Uetrecht y Walmsley, 1998). Por otro lado, muchos compuestos
derivados de plantas con actividad antibacteriana que se han estudiado, presentan actividad
en concentraciones variables y en muchas ocasiones muy altas. Por ejemplo, Feio, ef al.,
(1999) reportan la actividad de derivados acidos de diterpenos contra bacterias gram-
positivas y gram-negativas en rangos de concentracion que variaron de 0.39 a 50 mg/ml.
Chang et al., (2001) reportaron la actividad antibacteriana de aceites esenciales y sus
constituyentes de la planta Cinnamomum osmophloeum con CIM de 250 a 1000 pg/ml
sobre algunas bacterias gram-positivas y gram-negativas. Rabe y van Staden (2000)
reportaron las CIM de sesquiterpenos de Warburgia salutaris que variaron de 12.5 a >800
pg/ml sobre algunas bacterias gram-positivas y gram-negativas. Lindsay et al. (2000)

reportaron que ¢l compuesto deshidrocarissona obtenido de Carissa lanceolata R.Br., fue ¢l
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més activo con CIM de menos de 0.5 mg/ml contra S. aureus y E coli y entre 1 y 2 mg/ml
contra Pseudomonas aeruginosa.

Pardo et al., (1993) reportaron una CIM de 624 pg/ml para el verbascosido sobre
Staphylococcus aureus. En este caso, el compuesto se aislé de las hojas de Buddleja

globosa observandose que la dosis es alta cuando se compara con antibiéticos estandar.

5.3 Curva de supervivencia de V. cholerae expuesta al verbascésido.

‘Se determiné la curva de supervivencia de V. cholerae expuesta al verbascésido, para lo
cual se emplearon las dosis inhibitoria (CIM), la mitad de la dosis inhibitoria (1/2 CIM) y la
bactericida (CBM). En la grafica 5.1 se observan los resultados de la actividad de este

compuesto.

Grafica 5.1 Curva de supervivencia de V. cholerae
expuesta al verbascosido.
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El verbascésido se agregd a cada cultivo experimental en el tiempo 0: CBM (800 pg/ml); CIM (400 pg/ml);
1/2 CIM (200 pg/ml); y control, sin verbascésido (100 pl DMSO). Cada experimento (n=3) se llevo a cabo de
acuerdo a las condiciones descritas en el Anexo B. El nimero de supervivientes se calculé mediante la cuenta
de unidades formadoras de colonia (UFC). La dosis del cloranfenicol fue de 2 pg/ml.
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De acuerdo con los resultados, el verbascdsido provoca un efecto bacteriostatico a-dosis
igual a la CIM, es decir, con respecto al control, inhibe el crecimiento bacteriano en
aproximadamente dos unidades logaritmicas durante todo el tiempo de la prueba (36 horas).
En contraste, la grafica muestra que la concentracion bactericida (CBM) produce una curva
de supervivencia de tipo impacto multiple (Maynard, 1977; Davis y Dulbecco, 1996). En la
curva correspondiente a la CBM, se observa que antes de las ocho horas la poblacién
bacteriana sufre una disminucion moderada del nimero de células viables; después de ese
tiempo de exposicion, hay una disminucién drastica de la poblacion formando una
pendiente lineal negativa. Esto significa que la accion bactericida del verbascésido sobre
cada microorganismo viable podria producirse como consecuencia de una gran cantidad de
lesiones o alteraciones (impactos) irreversibles a diversos nivelés (rompimiento de enlaces
de grupos quimicos en las proteinas y/o en los ribosomas de V. cholerae) antes de que
exista pérdida de viabilidad. El numero de alteraciones se puede determinar
matematicamente (Joklik, 1992) y se puede calcular extrapolando la pendiente lineal hacia
el eje de las ordenadas en la curva de supervivencia (Davis y Dulbecco, 1996). El valor
calculado fue de 10 impactos en V. cholerae. Esta curva indica también que el efecto del
verbascésido sobre la bacteria es especifico, puesto que la curva que produce, es de una
sola pendiente, a diferencia de las que producen los desinfectantes (como el formaldehido,
los acidos aromaticos, los alcoholes y los fenoles, que presentan accion inespecifica, sus
curvas son de tipo multicomponente con varias pendientes generalmente dos o mas rectas)

(Harvey, 1982; Davis y Dulbecco, 1996; Brul y Coote, 1999).
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5.4 Modo de accion del verbascésido.

Se evalué el efecto del verbascosido sobre cuatro vias metabdlicas primordiales, esto es,
sobre la sintesis de proteinas, la sintesis de DNA y RNA vy la sintesis de lipidos, para lo
cual V. cholerae fue expuesta a dosis de 200, 400 y 800 pg/ml de verbascésido,
posteriormente se midi6 la cantidad de precursor incorporado a la bacteria y de esta forma
se establecid qué via metabélica era alterada por el verbascésido. Los resultados de los

experimentos se muestran en la Tabla 5.3 y en la Grafica 5.2

Tabla 5.3 Incorporacién de los precursores radiactivos en V. cholerae
expuesto al verbascésido.

Leucina °H Timidina "H Uridina "H Acetato °H
1h |15h] 2h | 1h [15h| 2h | 1h [15h] 2h lh | 15h | 2h
Control | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
+30(+15| +24 |+3.7|+09|+27|+39[+27|+39| +34 | +42 | +3.1
v CIM | 68 | 71 66 | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
+15|+27| +3.1 |t46|+46|+44]|+28|+13|+48| £2.1 | £39 | +42
CIM 55 | 68 65 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100
+26|+59| +09 |+28|+38|+46|+47[+19|+07| +08 | £2.6 | +5.7
CBM 43 | 34 28 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100
+16|+12] +29 |+2.1|+54|+23|+58|+05]|+51| +29 | +0.5 | +3.3

La concentracion de los 4 precursores fue de 3.7 KBq (0.1 pCi/ml). La dosis de CIM correspondié a 400
pg/ml; la CBM a 800 pg/ml; %2 CIM a 200 pg ml; el control consisti6 en dos partes, un tubo con bacteria y sin
tratamiento y otro con caldo Miieller-Hinton solamente. Se tomaron muestras a la 1, 1.5, y 2.0 horas después
de aplicar los tratamientos.
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Grifica 5.2 Efecto del verbascésido sobre la incorporacion de
leucina *H en V. cholerae
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El porcentaje de incorporacién de Leucina *H se calcul6 transformando el nimero de cuentas por minuto
leidas por el contador de centelleo comparando los tubos control (sin tratamiento, n=5) con los experimentales
(CBM=800 pg/ml; CIM=400 pg/ml; ¥4 CIM=200 pg/ml; n=5 de cada concentraci6n). La dosis radioactiva
fue de 0.1 pCi/ml. Se tomaron muestras de cada unidad experimental a las 1, 1.5, y 2 horas después de
incubar a 37°C.

Como se puede apreciar, hay una reduccion de la incorporacion de Leucina radioactiva de
66% aproximadamente, mientras que los otros precursores radioactivos no mostraron
cambio alguno, esto es, son incorporados por la célula bacteriana aproximadamente en un
100%, al igual que el control. De acuerdo con esto, el verbascosido probablemente sea
activo contra Vibrio cholerae inhibiendo la sintesis de proteinas, puesto que la Leucina es
un metabolito precursor importante para dicha sintesis. La accion de este compuesto podria
ser el resultado de alguna alteracion en el transporte de Leucina a nivel de la pared y/o la
membrana celular, o un efecto inhibitorio en algin punto del proceso de la sintesis de
proteinas. Este resultado indica cierta correlacion con el hecho de que el verbascésido
presenta una accion especifica (una sola via metabolica alterada) sobre el crecimiento de V.
cholerae, esto se puede observar en la figura 5.1., donde la curva obtenida con la dosis de

CBM aparece con una sola pendiente.
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5.5 Hidrdlisis del verbascésido.

De acuerdo a la metodologia detallada en el Anexo B-7, a partir de un gramo de
verbascésido se obtuvieron 100 mg de acido cafeico y 94 mg de 3,4-dihidroxifeniletanol
puros. Se confirmé la identidad de cada compuesto mediante cromatografia en placa fina y
la identificacién de los compuestos se llev6 a cabo de acuerdo al andlisis de sus
propiedades espectroscopicas de resonancia magnética nuclear de protones (RMN 'H) y la
comparacién de sus espectros con las de muestras de referencia, asi como el analisis de sus
propiedades fisicas.

El verbascosido se hidroliz6 de acuerdo al siguiente esquema (Esquema 5.1), con el

objetivo de obtener el farmacéforo.

Esquema 5.1 Hidrélisis acida del verbascésido.

Ac. cafeico

Verbascésido (actedsido)

3., 4-dihidroxifeniletanol
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Después de este procedimiento, se evaluaron los productos de hidrdlisis: el acido cafeico y
el 3,4-dihidroxifeniletanol. Este ultimo compuesto no present6 actividad anti-Vibrio
cholerae en los ensayos preliminares, por lo que no se evaluaron sus demas parametros. El
4cido cafeico presenté actividad antibacteriana, por lo cual se procedi6 a determinar sus

parametros antibacterianos.

5.6 Actividad antibacteriana del acido cafeico.

Se evalud la actividad del 4cido cafeico mediante la técnica de difusion en agar. Los

resultados se observan en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4 Actividad antibacteriana del acido cafeico sobre V. cholerae

Bacteria Acido cafeico Cloranfenicol Control negativo
1 mg/ disco 50 pg/disco
V. cholerae CDC V12 10+0.5 25%05 .
V. cholerae INDRE 9+0.5 25+0.5 i
V. cholerae C.C. 9+0.5 25+0.5 -
V.cholerae NO-01 91+0.5 25+0.5 -

Se utilizé el método de difusién en agar (Kirby-Bauer), los halos de inhibicion se presentan en mm, también
se exponen los valores del promedio de seis experimentos y el error estindar. El control negativo fue el
dimetilsulféxido (DMSO). Las dosis de 4cido cafeico que se utilizaron fueron: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,

512, 1024 y 2048 pg/ml.

Como se puede observar, el acido cafeico presenta actividad inhibitoria sobre V. cholerae a
la dosis indicada en la tabla 5.4, pero dicha actividad es baja en comparaciéon con la del
control positivo (cloranfenicol); también lo es comparada con la del verbascosido. El acido
cafeico presenta una solubilidad parcial en un medio acuoso, similar al que presenta el

verbascosido, y por ello difunde parcialmente sobre el agar, por ello. los halos de inhibicion
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no son grandes. Kelly y Post, (1991) indican que los halos de inhibicién grandes indican un
nivel grande de actividad antimicrobiana, o bien una mayor difusibilidad de la sustancia en
evaluacion. Por otro lado, no se encontraron reportes que indiquen la actividad del acido

cafeico contra V. cholerae.

5.7 Concentracion Inhibitoria Minima y Bactericida Minima del acido

cafeico.

Se evalué la actividad antimicrobiana del 4cido cafeico mediante la técnica de dilucién en

caldo (esta técnica se describe en el Anexo B). En la tabla 5.5 se presentan los resultados.

Tabla 5.5 Concentracion Inhibitoria Minima y Bactericida Minima del acido cafeico

Bacteria CIM pg/ml (+ 10 pg/ml) CBM pg/ml (£ 10 pg/ml)
V. cholerae CDC V12 1000 1500
V. cholerae INDRE 1000 1500
V. cholerae C.C. 1000 1500
V. cholerae NO-01 1000 1500

Se utilizé el método de dilucién en caldo. Los valores se estimaron a partir de un rango de 2 hasta 2048 pg/ml
del compuesto activo en diluciones seriadas de logaritmo base 2.

Los resultados indicaron que este compuesto presentd efecto inhibitorio a dosis de 1000
pg/ml sobre la poblacion de Vibrio cholerae y la dosis de 1500 pg/ml produjo un efecto
bactericida. No se han reportado estudios que indiquen la actividad del 4acido cafeico sobre
bacterias patogenas al humano o a los animales. Sin embargo, si se ha reportado que el
acido cafeico presenta actividad antibacteriana contra E. coli cuando estd unido

covalentemente con la lisozima (Schniirch et al., 1998) y cuando esta presente en mezclas
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de compuestos fendlicos que tienen actividad contra bacterias gram-positivas y gram-
negativas, y las CIMs reportadas van desde 0.25 a 5.5 mg/ml (Fernandez et al., 1996).

Ames et al., (1990) reportaron que este compuesto puede tener una accidon cancerigena en
los roedores si se exponen a 23.9 mg/dia durante toda su vida. Esto puede ser un factor
adverso si consideramos probable que el 4cido cafeico sea un producto 1til
terapéuticamente, aunque las dosis toxicas reportadas por estos autores son muy altas.
Muchos reportes indican que este compuesto presenta otras actividades favorables para los
sistemas vivos, principalmente como agente antioxidante (Kono et al., 1997; Meyer et al.,

1998; Tsai et al., 1999; Benavente-Garcia ef al., 2000; Li et al., 2001; Rajan ef al., 2001).

5.8 Curva de supervivencia de V. cholerae expuesto al acido cafeico.

En los primeros experimentos para obtener la curva de supervivencia de acido cafeico
contra V. cholerae, no se observo claramente un efecto inhibitorio ni bactericida a las dosis
de CIM y CBM, por lo que se realizaron experimentos a dosis intermedias y mayores a la
CIM y la CBM vy asi poder observar la cinética. Los resultados se observan en la Tabla 5.6

y en la Grafica 5.3.
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Tabla 5.6 Resultados correspondientes a la curva de supervivencia de V. Cholerae

expuesta al acido cafeico.

(Logaritmo del nimero de sobrevivientes).

Tiempo hrs. Control 1280 pg/m 1536 pg/ml 1792 pg/ml
0 6.5 6.7 - 6.7 6.6
= 8.8 8.6 6.6 4.0
8 8.7 8.6 4.5 0.0
12 9.0 8.6 3.9 0.0
16 9.2 8.7 3.2 0.0
20 9.2 8.8 2.1 0.0
24 9.4 6.9 0.0 0.0
28 94 4.8 0.0 0.0
Los valores mostrados son el resultado del promedio de tres experimentos y transformados a la forma
logaritmica.
Grifica 5.3 Actividad del dcido cafeico sobre el nimero de
supervivientes de V. cholerae
10 —4—Control
94 —i— 1280 ug/ml
8 | —&— 1536 ug/ml
8 E 71 —»—1792 ug/ml
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Tiempo (horas)

El acido cafeico se agregé a cada cultivo experimental en el tiempo 0: CBM (1792 pg/ml); CIM (1536

g/ml); 1/2 CIM (1280 pg/ml); y control, sin acido cafeico (100 pl DMSO). Cada experimento (n=3) se llevo
a cabo de acuerdo a las condiciones descritas en el Anexo B. El nimero de supervivientes se calculéo mediante
la cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC).



36

Las curvas de supervivencia tienen relacion con la teoria “del blanco” (Maynard, 1977),
mecanismo de accion de las radiaciones, que incluye ademas, el modelo de impacto
multiple y se refiere a la posibilidad de que una célula o cualquier otro punto pueda ser
afectado por la accion conjunta de dos o mas impactos (Meynell y Meynell, 1969).

En la grafica 5.3 se observa que a dosis de 1792 pg/ml el acido cafeico se comporta como
un agente bactericida. A las 4 horas de incubacién ya hay una reducciéon de dos unidades
logaritmicas del nimero de sobrevivientes y a las 8 horas ya no se observa ninguna unidad
formadora de colonia. A dosis de 1280 pg/ml, el comportamiento de la poblacion
bacteriana es similar a la del control, pero a las 24 horas se observa una reduccion
significativa de la poblacién. En cambio, a dosis de 1536 pg/ml no se presenta letalidad en
las primeras 4 horas, disminuyendo drasticamente la poblacion a partir de las 8 horas y
hasta las 24, cuando se present6 un efecto letal. Se realizé un andlisis de la dosis con
relacién al numero de supervivientes. Si se expone una poblacién de microorganismos a un
agente letal, la proporcion de gérmenes supervivientes, puede representarse graficamente en
funcién al tiempo de exposicién (Meynell y Meynell, 1969). De esta manera se obtiene la
curva de supervivencia, la cual generalmente es exponencial, ya que al representar el
logaritmo de la proporciéon de supervivientes en funcién del tiempo de la exposicion
expresada en unidades aritméticas, se obtienen una linea recta. En el caso de la Grafica 5.3,
la curva correspondiente a la CBM no es exponencial, ya que bajo el mismo sistema de
representacion, se obtiene una curva con un hombro en la parte superior, antes de formar
una linea recta. Esto indica, en términos de la teoria del sitio blanco, que para que muera un
microorganismo es necesaria la accion conjunta de varios sucesos inactivantes dentro de la

célula. Esta teoria se puede aplicar a los agentes bactericidas. La curva de supervivencia de
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impacto multiple, como la que se observa en la Gréfica 5.3, indica que cada bacteria tiene
que resultar “tocada” para evitar la formacion de una colonia, es decir, que una bacteria
tiene primero que recibir el impacto de varias unidades para que se produzca una respuesta.
En esta curva de supervivencia, si la porcion lineal descendiente se extrapola hacia arriba y
a la izquierda, su interseccion con el eje de las ordenadas da el valor de los impactos (Davis
y Dulbecco, 1996). Si la forma de la grafica fuera de una linea recta desde el origen en el
eje de las ordenadas, se produciria una curva de “impacto Unico”, indicando que una
particula (una molécula) es capaz de producir un cambio en una molécula esencial, como
puede ser el acido desoxirribonucleico del genoma bacteriano o la membrana celular, y no
podria ser una enzima u otro constituyente celular presente en multiples copias (Lea, 1946;
Moseley y Laser, 1965; Haynes, 1966; Tyrrell et al., 1972; Brooks et al., 2002). El
resultado obtenido y representado en la grafica 5.3 indica que Vibrio cholerae puede perder
su viabilidad por la accion conjunta de un gran nimero de impactos (Moats ef al., 1971),
sugiriendo que los cambios producidos en esta bacteria pueden ser en sitios diferentes del

genoma o la membrana citoplasmatica. (Meynell y Meynell, 1969; Russell et al., 1992).

5.9 Modo de accion del acido cafeico.

El modo de accion del acido cafeico se determind mediante experimentos de incorporacion
de metabolitos marcados radioactivamente en V. cholerae. Los resultados se observan en la

Tabla 5.7 y en la Grafica 5.4.
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Tabla 5.7 Efecto del 4cido cafeico sobre la incorporacién de precursores radioactivos
sobre V. cholerae.

Precursor Control (%) | de CIM (%) CIM (%) CBM (%)
Leucina °H 100 100 95.9 35.13
Uridina °H 100 78.47 54.95 121.8
Timidina °H 100 94.6 49.77 42.32
Acetato de Na °H 100 96.9 81.2 21.7

% .- porcentaje de incorporacion a las 2 horas de incubacién. 2 de CIM.- 768 pg/ml; CIM.- 1536 pg/ml;
CBM.- 1792 pg/ml. Resultados de un experimento por triplicado.

Grifica 5.4 Efecto del dcido cafeico sobre la incorporacién de
precursores radioactivos en V. cholerae.
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El porcentaje de incorporacién de cada precursor se calcul6 transformando el nimero de cuentas por minuto
leidas en el contador de centelleo en valores por ciento, comparando las cuentas de los tubos control (sin
tratamiento, n=5) con los experimentales (CBM=1792 pg/ml; CIM=1536 pg/ml; 2 CIM=768 pg/ml; n=5 de
cada concentracién). La dosis radioactiva fue de 0.1 pCi/ml. Se tomaron muestras de cada unidad
experimental a las 1, 1.5, y 2 horas después de incubar a 37°C. La grafica muestra los valores a las 2 horas.

Se puede observar que a dosis igual a la CBM, el acido cafeico altera la incorporacion de
leucina, uridina, timidina y acetato de sodio a las 2 horas de incubacion, esto es, existe
menor incorporacion de estos precursores (excepto la incorporacion de uridina) en relacion

con el control. En lo que se refiere a la incorporacion de la uridina, se observa una



39

alteracion, pero en este caso, se observa una incorporacion mayor de este metabolito
comparada con la del control. Se observa que en todos los casos hay alteracion en la
incorporacion, lo que indica que en comparacion con el verbascosido, el acido cafeico es
menos selectivo a nivel celular. El 4cido cafeico altera la incorporacion de uridina, a
diferencia de lo que ocurre con lo reportado para el verbascésido el cual altera la
incorporacion de leucina. Es interesante observar que el modo de accién es diferente
debido, quiza, a que estos compuestos son muy diferentes estructuralmente y por ello
presentan comportamientos diferentes. De acuerdo con los resultados, el acido cafeico
afecta a las cuatro rutas metabdlicas evaluadas hasta las dos horas. Es probable que el orden
de afectacion de estas rutas se inicie con la disminucion de la sintesis de proteinas, y como
respuesta a la deficiencia de proteinas y enzimas se genere un aumento en la sintesis de
RNA, en particulaf los RNA de tipo mensajero con el objetivo de crear rutas alternas.
Como consecuencia de la falta de proteinas (entre ellas, las enzimas), la incorporacion de
acetato se puede ver alterada. Esta via metabolica requiere el complejo de la sintetasa de los
acidos grasos. La incorporacién de timidina se debe llevar a cabo principalmente para la
sintesis y replicacion del DNA, pero para que se incorpore, se requiere de las enzimas
polimerasas (las cuales pueden estar inhibidas o ausentes como consecuencia de una
deficiente sintesis de proteinas).

Es probable, sin embargo, que si no hay sintesis de RNA tampoco haya RNA mensajeros, y
esto puede alterar las otras vias metabdlicas generales de la bacteria (sintesis de proteinas,
DNA vy lipidos), de hecho, se puede observar que a dosis iguales a la CBM se alterd la

incorporacion de leucina, timidina y acetato de sodio.
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5.10 Accion sinérgica del acido cafeico y del 3,4-dihidroxifeniletanol.

Como se sefiald en la seccidén “Hidrolisis del Verbascosido,” el 3,4-dihidroxifeniletanol, no
presenté actividad antibacteriana contra V. cholerae; el acido cafeico si presenté dicha
actividad. Estas evaluaciones forman parte de uno de los objetivos de este trabajo, uno de
ellos, fue determinar la actividad biolégica de ios productos de hidrélisis del verbascésido
ya que existe la idea de que el uso etnoboténico de B. scordioides, preparacion de infusion,
el verbascosido pudiera ser hidrolizado en el tracto digestivo y que tales productos de
hidrélisis pudieran actuar de manera sinérgica. Este es un aspecto importante en las pruebas
de susceptibilidad, puesto que se deben evaluar los efectos in vitro de una combinacion de
agentes activos (Uetrecht y W;unsley, 1998). Por ello, se llevaron a cabo los experimentos
in vitro correspondientes para verificar la accion sinérgica de los productos mencionados.

Los resultados se presentan en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8 Efecto sinérgico del acido cafeico y del 3,4-dihidroxifeniletanol

Compuesto (Dosis) Actividad
Acido cafeico (1 mg/ml) +
3,4-dihidroxifeniletanol (1 mg/ml) -
Acido cafeico (512 pg/ml) -
3,4-dihidroxifeniletanol (512 pg/ml) 7
Acido cafeico (512 pg/ml) + 3,4-dihidroxifeniletanol (512pg/ml) +

(+)= Inhibicion del crecimiento visible de la poblacién bacteriana; (-)= crecimiento visible.

Se utilizaron las dosis de 512 pg/ml de acido cafeico y 512 pg/ml de dihidroxifeniletanol

combinados y aplicados a un cultivo de V. cholerae, después de la incubacion a 37°C. se
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observo el efecto sobre el crecimiento. Pero por separado, a dosis de 512 pg/ml el 4cido
cafeico no presentd accion inhibitoria sobre el crecimiento bacteriano; y a dosis de 512
pg/ml de 3,4-dihidroxifeniletanol tampoco se presento6 actividad.

También se puede observar que el acido cafeico a dosis inhibitoria de 1 mg/ml (CIM)
presentd actividad antimicrobiana. El 3,4—dihidroxifenilctanol a 1 mg/ml no present6
actividad. Sin embargo, estos compuestos combinados presentaron actividad inhibitoria del
crecimiento de V. cholerae, sugiriendo la existencia de un efecto sinérgico. Existen pocos
estudios de sinergia de compuestos de origen vegetal pero Stermitz et al., (2000) reportaron
un efecto de sinergia del compuesto berberina, un alcaloide que se encuentra en muchas
plantas medicinales, c-on el compuesto identificado como 5’-metoxihidnocarpina (el cual
por si solo no presentd actividad contra Staphylococcus aureus). Sin embargo, después de
realizar una revision en la literatura, no se encontraron mas investigaciones relacionadas
con este tema.

Como se menciond anteriormente, se sabe que un grupo de atomos que forma parte de un
compuesto activo y que es el responsable de una actividad biolégica se conoce como
farmacoforo (Cory, 1996). En este trabajo, el acido cafeico fue el grupo farmacéforo del
verbascésido.

La region clave de este farmacoforo podria servir (en estudios posteriores) para un
reconocimiento y unién molecular con otra molécula, la cual, podria ser un receptor en

particular (Hollinger, 1997).
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Conclusiones.

Los resultados indicaron que V. cholerae fue sensible al verbascosido.

Los valores de CIM y CBM del verbascé§ido evaluados in vitro fueron relativamente
altos en comparacion con los antibidticos comerciales.

La curva de supervivencia indico que el efecto del verbascésido sobre V. cholerae es
especifico (no existio efecto multipendiente).

Probablemente, el verbascésido inhibe la sintesis de proteinas, ya que solamente altera
la incorporacion de Leucina.

El compuesto 3,4-dihidroxifeniletanol, uno de los productos de hidrdlisis del
verbascosido, no presento actividad anti-Vibrio cholerae.

El acido cafeico, que es otro producto de hidrélisis del verbascosido, si presentd accion
inhibitoria sobre el crecimiento de V. cholerae. El efecto de este metabolito es menor al
del verbascosido.

La CIM y la CBM del acido cafeico fueron muy altas (1 y 1.5 mg/ml, respectivamente).
El é&cido cafeico provocé menor incorporacién de los precursores marcados
radioactivamente (timidina, leucina y acetato de sodio), pero en el caso de la uridina, la
incorporacion fue mayor con respecto al control.

El acido cafeico es el grupo farmacoforo del verbascosido.

10) Los productos de hidrolisis del verbascosido, el 3,4-dihidroxifeniletanol y el acido

cafeico presentaron accion sinérgica.
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7.1 ANEXO A. Algunos compuestos de plantas y bacterias susceptibles.

A-1. Actividad antibacteriana de algunos terpenos.

Origen

Actividad contra

Tipo de conpuesto

Referencia

Tanacetum densum

Bacillus subtilis
Klebsiella

pheumoniae

lactona
sesquiterpénica

Goren et al.,1992

Tanacetum
argyrophyllum

Staphilococcus
aureus
S.magatenum
B.subtilis
Escherichia coli

Isoprenil aromatico

Goren et al., 1992

Picea glauca

Pseudomonas
aeruginosa
E. coli

S. aureus

Terpenoides

Ritch-Krc er al., (a),
1996

Pinus contorta

P. aeruginosa
E. coli
S. aureus

Terpenoides

Ritch-Krc et al., (b),
1996

Vochysia divergens

S. aureus

B-sitosterol

Hess et al., 1995

Haplopappus
diplopappus

P. aeruginosa
P. vulgaris

B. subtilis

S. aureus

Terpenos

Ursua et al., 1995

H. anthylloides

E. coli

P. aeruginosa
P. vulgaris

B. subtilis

S. aureus

Terpenos

Ursua er al.,1995

H. uncinatus

E. coli

P. vulgaris
B. subtilis
S. aureus

Terpenos

Ursta et al., 1995




A-2. Actividad antibacteriana de flavonoides.
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Origen Actividad contra Tipo de compuesto | Referencia
Psidia trinetaria B.cereus Flavonoide Wang et al., 1989
Elaeagmus glabra P. vulgaris Flavonoides Mori et al., 1987
S. aureus
Gossypium arboreum | P: maltophilia Flavonol-glucdsido | Waage y Hedin, 1984
E. cloacae
Camellia sinensis Shigella spp Catequinas Vijaya et al., 1995
Euphorbia hirta Shigella spp Catequinas Vijaya ef al.,1995
Sophora exigua S. aureus Flavona Tsuchiya et al., 1996
Poliurus spina S. aureus Flavonoides Brantner et al., 1996
S.faecalis
S. sonei
E. coli
Haplopappus P. vulgaris Flavonoides Ursta er al., 1995
multifolius S. subtilis
S. aureus
A-3. Actividad antibacteriana de quinonas.
Origen Actividad contra Tipo de compuesto | Referencia
Karwinskia S.aureus Dimetil Mitscher et al., 1985
humboldtiana M. smegmatis benzocromonos




A-4. Actividad antibacteriana de glucésidos.
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Origen

Actividad contra

Tipo de compuesto

Referencia

Ipomoea bahiensis

S. aureus

S. faecalis
B. subtilis

Glucésido

hidroxiacido

Bieber et al., 1986

A-S. Actividad antibacteriana de lignanos.

Origen Actividad contra Tipo de compuesto |Referencia
Rhynchosia B. subtilis Difenilos Khan y Shoeb, 1984
suaveolens S. aureus
Scrophularea B. subtilis Fenoles Fernandez er al.,
frutescens E. coli 1996

S. aureus

A-6. Actividad antibacteriana de pterocarpanos.

Origen Actividad contra Tipo de compuesto | Referencia
Erythrina S. aureus Pterocarpano Mitscher, 1988
milohraedii M. smegmatis

A-7. Actividad antibacteriana de taninos.
Origen Actividad contra Tipo de compuesto | Referencia
Machaerium P. maltophilia Tanino Waage ef al., 1984

floribundum
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7.2 Anexo B. Material y Métodos.

B-1. Método de difusion en agar (Kirby-Bauer)

(Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe y Vlietnick, 1991).

Con este método se evalu6 cualitativamente la actividad antibacteriana del verbascésido, el
acido cafeico, y el 3,4-dihidroxifeniletanol.

Medio. Se seleccioné como medio de cultivo estandar el agar Miieller-Hinton (Bioxon 110-
1), ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos
clinicamente importantes. Es necesario que el medio tenga un espesor uniforme de 4 mm en
la placa. Si el espesor del medio es menor de esta cantidad, los antibidticos tienden a
difundir mas en direccion lateral, aumentando el tamafio de las zonas de inhibicion; un agar
de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusién del antibidtico hacia abajo, con
tendencia a estrechar las zonas de inhibicién.

Inéculo. Con un asa de siembra se tomaron 3 6 4 colonias de un cultivo puro de Vibrio
cholerae y se colocaron en 3 ml de caldo soya tripteina (Bioxon 111). El tubo de cultivo se
incubd a 37°C durante 2 a 3 horas, o hasta que la turbidez del medio fuera equivalente al
estandar No 0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentraciéon de aproximadamente 1.5
x 10% bacterias/ml.

El estandar 0.5 de McFarland se prepar¢ afiadiendo 0.5 ml de sulfato de bario a 99.5 ml de
H; SO4 0.36 N (Hendrickson, 1987). La comparacion de la turbidez entre el estandar y el
caldo con el organismo en estudio se puede efectuar visualmente contra una cartulina
blanca con lineas negras horizontales, o en su defecto, en un espectrofotometro (Spectronic

21 Milton Roy) a 600 nm.
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Se introdujo un hisopo estéril en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo, se eliminé el
exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo
se inocul6 la superficie de una placa de agar de Miieller-Hinton. Previamente, se dej6 que
la placa alcanzara la temperatura ambiente; es aconsejable mantener la tapa entreabierta
para permitir la evaporacién de cualquier exceso de humedad en la superficie del agar.
Finalmente, la bacteria se sembré mediante estria en por lo menos tres direcciones, girando
la placa en angulos de aproximadamente 60° después de cada estria. De esta forma, la placa
queda lista para la aplicacion de las muestras para su evaluacion antibacteriana.

Aplicacién de sustancias. Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de didmetro de papel
Whatman del No.5. Las concentraciones de verbascésido, &acido cafeico, y 3.,4-
dihidroxifeniletanol empleadas en cada sensidisco fueron: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512
y 1024 pg/ml.

Preparacion de muestras. Los sensidiscos se impregnaron con el verbascésido, el acido
cafeico, y el 3,4-dihidroxifeniletanol solubilizados en DMSO. Los discos se dejaron

evaporar durante un periodo del2 horas.

Los discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocaron en la superficie del agar
manualmente, utilizando una pinza estéril, colocandose por lo menos a 22 mm de distancia
uno del otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas de inhibicion se
superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se presionaron
suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez colocados en su

lugar.
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Controles negativos. Los discos a los que se les agregé6 el disolvente funcionaron como
controles negativos; se dejaron evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).
Control positivo. La susceptibilidad de las bacterias frente a los antibidticos se evalu6
mediante el uso de sensidiscos para bacterias gram-negativas (Bigaux). Se encontrd que la
kanamicina presentaba halos de inhibicion ‘dentro de los limites de susceptibilidad
reportados (Barry y Thornsberry, 1987), por ello, se utilizaron discos de kanamicina de 30
pg (Bigaux E-03).

Incubacién. Una vez preparadas las placas convenientemente para la prueba de
susceptibilidad, éstas se colocaron en una estufa bacteriolégica a 35°C.

Interpretacién de resultados. Las zonas de inhibiciéon se midieron con una regla de
calibraciéon en milimetros. En todos los casos, esta prueba se realizé por triplicado y se
reportaron los valores promedio y la desviacion estandar (Barry y Thornsberry, 1987;

Vanden Berghe y Vlietnick, 1991).

B-2. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

La solucién de verbascodsido y la del acido cafeico se preparon a concentraciones de 62.5,
125, 250, 500 y 1000 pg/ml. La prueba se realiz6 en tubos de ensayo de 13 por 100 mm
con tapa de rosca o con tapones de algodén. Se prepararon diluciones de base 2
directamente en los tubos, del modo siguiente: se colocaron 2 ml de solucion de los
compuestos en el primer tubo de la serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes
se afadio 1 ml de caldo de Miieller-Hinton. Con una pipeta esterilizada, se transfirio 1 ml
del primer tubo al segundo. Después de mezclo bien el contenido del segundo tubo, se

transfirio 1 ml con una pipeta diferente (en esta transferencia y en todas las sucesivas) al
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tercer tubo. El proceso continué hasta el peniltimo tubo, al que se le quité 1 ml, el cual se
eliminoé. El dltimo tubo no recibi6 agente antimicrobiano y sirvié de control de crecimiento
Inoculacién e incubacién de los tubos. Se preparé un indculo que contenia de 10°
UFC/ml (unidades formadoras de colonias/ml) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo
al estandar de turbidez (se utilizé el estandar 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1:200 en
caldo). Se afiadié a cada tubo 1 ml del inéculo ajustado. Se incuban los tubos a 37°C

durante 16-20 horas.

Interpretacion de resultados. La menor concentracién del compuesto que produjo una
inhibicién completa del desarrollo visible de la bacteria representd la CIM. Una turbidez
muy ligera o un pequefio botdn de desarrollo o turbidez definida se considerd evidencia de
que el compuesto fue incapaz de inhibir por completo el desarrollo bacteriano a esa

concentracion. (Jones et al., 1987).

B-3. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM).

(Finegold y Jo Baron, 1989).

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un microorganismo, se realizo
la prueba que emplea el mismo sistema de dilucién en caldo. Cuando la suspension inicial
del microorganismo se inoculd en los tubos de caldo, se tomé una alicuota del tubo del
control de crecimiento inmediatamente después de sembrarse, la cual se inoculé en una
placa de agar de Miieller-Hinton para determinar el nimero real de unidades formadoras de
colonias. Este nimero se obtuvo al contar las colonias presentes en la placa de agar y

multiplicarlas por el factor de dilucion. El procedimiento fue como sigue.
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Después de determinar la CIM, se sembré una cantidad conocida (0.1 ml) en las placas de
agar a partir de los tubos experimentales que no presentaron turbidez. El nimero de
colonias que se desarroll6 en estas placas, después de incubar durante 18 horas, se contaron
y se compararon con el nimero de UFC/ml del cultivo original. En aquellos tubos que no
presentaron turbidez, los microorganismos permanecieron viables o bien, fueron destruidos
por el agente antimicrobiano. Debido a que los compuestos, incluyendo a los bactericidas,
no siempre matan totalmente una poblacién bacteriana. La minima concentracion del
agente antibacteriano que permite sobrevivir a menos de 0.1% del indéculo original, se

denomina Concentracion Bactericida Minima (CBM) (Finegold y Jo Baron, 1989).

B-4. Curva de supervivencia (efecto sobre el crecimiento).

(Kubo, 1993; Shoenknecht et al., 1987; Anhalt et al., 1985; Mori et al., 1987).

El crecimiento de V. cholerae se investigé mediante medidas de turbidez (en caldo Miieller-
Hinton), y cuenta de células viables de la bacteria sometida a la sustancia vegetal.

El desarrollo fue el siguiente:

Se prepar6 y rotul6 por lo menos un tubo con la sustancia problema; se tomé una muestra
desde el tiempo cero y después a intervalos de una hora, hasta las 6 horas. A partir de este
muestreo, se prepararon los tubos para realizar lecturas cada 4 horas.

Se prepar6 y rotul6 un tubo sin compuesto activo que sirvié como control de desarrollo. El
inéculo contenia 3x10® bacterias/ml en un tubo de ensayo con 10 ml de caldo de Miieller-
Hinton (esta concentracion se obtuvo en un periodo de 12-18 horas de incubacion).

Se hicieron muestreos cada hora durante las 6 primeras horas. Ademas se realizaron
diluciones 1:10 para determinar las UFC en cada tubo, a partir de este tiempo se tomaron

muestras cada 4 horas. Concomitantemente, se leyo en el espectrofotometro cada dos horas
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a 600 nm. La duracién del experimento fue de 24 horas. (Kubo, 1993; Shoenknecht et al.,
1997).

La suspension de bacterias (0.1 ml) se colocéd en los tubos que contenian el antimicrobiano
(a una concentracion igual a la bactericida minima) y sus multiplos medios; esto es, la CIM
y la mitad de la CIM. La concentracién final fue de 3x10’ bacterias/ml de caldo en cada
tubo. Se incub6 en una estufa a 37°C.

Microorganismos que se utilizaron en este estudio.

Vibrio cholerae CDC V12, V. cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada y V.
cholerae aislada de un caso clinico. Estas cepas corresponden al grupo 01, productor de

enterotoxina, serotipo Inaba, biotipo El Tor.

B-5. Modo de accién del verbascésido y del acido cafeico.

Cultivo del microorganismo. Se realizé en caldo Miieller-Hinton (Bioxon 260-1).
Reactivos. Verbascosido obtenido de B. scordioides. Acido cafeico obtenido de la
hidrélisis acida del verbascésido. Acetato de sodio [’H] (ICN 2200405), Leucina [*H]
(Amersham TRK 683), Timidina [3H] (Amersham TRK 758), y Uridina [JH] (Amersham
TRK 410).

Bioensayos para determinar el nimero de sobrevivientes. Se llevaron a cabo en caldo
Mieller-Hinton que contenia las concentraciones correspondientes a la concentracion
inhibitoria minima (CIM): 400 pg/ml, un medio de la concentracién inhibitoria: 200 pg/ml
y la concentracion bactericida minima (CBM): 800 pg/ml. El in6culo inicial de bacteria fue

de 3x10” UFC/ml y se incub6 a 37°C. Para determinar las UFC/ml, se tomaron las muestras
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de cada tubo experimental cada 4 horas y hasta las 24 horas. Las células viables se contaron

mediante la técnica de dilucion (Anhalt ef al., 1985).

B-6. Incorporaciéon de precursores radioactivos.

Para incorporar cada precursor radioactivo en las células, se procedid de la siguiente
manera:

Se prepararon cultivos bacterianos en 10 ml de caldo Miieller-Hinton y se incubaron
durante 12 horas a 37°C (Thelco Laboratory Oven Model 160). Cuando el crecimiento
bacteriano alcanz6 la fase exponencial (0.2 de absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro Spectronic 21 Milton Roy Company) el cultivo se diluyé 10 veces. Se
prepararon 5 unidades para bioensayo (3 experimentales y 2 controles). A las unidades
experimentales se les agrego6 el compuesto bioactivo a concentraciones que corresponden a
‘2 CIM, CIM y CBM. A un control se le agregaron 100 pl de vehiculo (disolvente utilizado
para diluir el compuesto) y al otro control no se le agregé el disolvente (contenia sélo
bacterias). Los precursores radioactivos se agregaron a los tubos en concentraciones de 0.1
uCi/ml (3.7 Kbq). Los tubos se incubaron a 37°C, y se tomaron alicuotas de 1.0 ml de cada
unidad experimental a las 1.0, 1.5, y 2.0 horas. Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm
durante 15 minutos y el sobrenadante (=1.0 ml) se resuspendi6 en liquido de centelleo (9.0
ml) (Ready Organic TM Beckman).

La radiactividad se determind usando un contador de centelleo liquido (Beckman
LSOOOSE). Las muestras se procesaron durante un minuto en este aparato. El porcentaje

del precursor incorporado a la bacteria se calculé mediante la proporcion de la cantidad
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remanente de radiactividad en cada tiempo. Se realizaron 5 réplicas por cada precursor

marcado (Mori et al., 1987).

B-7. Hidrdlisis 4cida e identificacion de metabolitos.

El verbascésido se traté con HCl 6N y se calenté en bafio de vapor durante 6 horas.
Después de este tiempo, la mezcla de reaccidon se neutralizé con Na;HCOs y se le agregd
agua. Posteriormente, el hidrolizado se separ6 mediante particion con CHCIls. los
componentes de la fase cloroférmica, a su vez, se separaron mediante cromatografia de
placa preparativa de silica gel (Vollhardt y Schore, 1999 y Solomons y Fryhle, 2000). La
identificacion de los productos de hidrdlisis se realizé mediante la determinacion de
parametros fisicos (punto de fusidn) y espectroscépicos en el ultravioleta, espectrometria de
masas y resonancia magnética nuclear de protones y de “C. El punto de fusién se
determiné en un aparato Fisher Johns. El espectro UV se realiz6é en un espectrofotdmetro
Perkin Elmer UV/Vis Lambda II; el disolvente utilizado fue metanol grado HPLC. Los
espectros de RMN'H y RMN"C se obtuvieron en un Varian Géminis 200A. El espectro de
masas se determind en un espectrometro de masas Jeol JMS-Sx102A con base de datos. Sin

embargo, para los fines de esta tesis, solamente se presentan los espectros de RMN 'H
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B-8. Espectros de resonancia magnética nuclear

B-8.1. Espectro de RMN 'H del verbacésido
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Espectro de 'H RMN del 4cido cafeico
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7.3 ANEXO C. CIM de algunos agentes quimioterapéuticos.

C-1. CIM de algunas penicilinas (pg/ml).

Bacterias Penicilina G | Cloxacilina |Ampicilina |Ticarcilina |Piperacilina
Gram-positivas

Staphylococcus 0.03 0.25 0.05 1.25 0.8
aureus,

penicilinasa (-)

Staphylococcus 25->800 0.5 125.0 25.0 25.0
aureus,

penicilinasa (+)

Streptococcus 0.007 0.1 0.05 0.5 0.05
Grupo A

Streptococcus 0.01 - 0.012 0.2 1.2
viridans

Enterococcus 2.0 25.0 0.38 34.0 4.0
faecalis

Streptococcus 0.015 0.5 0.05 0.25 0.05
pneumoniae

Listeria 0.1 - 0.1 2.5 1.25
Clostridium 0.06 - 0.05 0.5 -
Gram-negativas

Neisseria 0.05 0.5 0.02 0.1 0.05
meningitidis

Neisseria 0.06 1.0 0.125 0.1 0.05
gonorrhoeae

Haemophilus 0.16 - 0.05 0.5 0.25
influenzae

Salmonella spp. 5.0 >250 2.0 4.0 4.0
Shigella 16.0 >250 6.0 - -
Klebsiella 50.0 >250 50.0 50.0 4.0
Escherichia coli 64.0 >250 5.0 5.0 2.0
Pseudomonas >400 >250 >400 25.0 10.0
aeruginosa

Proteus mirabilis 32.0 >250 .25 1.25 1.25
Bacteroides 32.0 - 375 37.5 -
fragilis

Otros Bacteroides 0.12 - 2.0 2.0 -

(Uetrecht y Walmsley, 1998)
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Bacterias | Cefalotina | Cefamandol | Cefoxitina | Cfotaxima
Gram-positivas

Staphylococcus 0.2 0.25 3.1 2.0
aureus, ‘

penicilinasa (-)

Staphylococcus 0.4 0.5 31 2.0
aureus,

penicilinasa (+)

Streptococcus 0.1 0.06 0.4 0.01
Grupo A

Streptococcus - 0.5 1.6 0.125
viridans

Enterococcus 50.0 32.0 100.0 - >128
faecalis

Streptococcus 0.1 0.25 3.12 0.03
pneumoniae

Listeria 4.0 6.0 25.0 25.0
Clostridium 0.4 0.12 1.0 0.25
Gram-negativas

Neisseria 0.5 <0.125 0.12 0.004
meningitidis

Neisseria 5.1 <0.125 0.12 0.015
gonorrhoeae

Haemophilus 6.3 0.5 8.0 0.03
influenzae

Salmonella sp. 2.0 1.0 2.0 0.25
Shigella 125.0 2.0 25.0 0.25
Klebsiella 10.0 1.0 12.5 0.25
Escherichia coli 20.0 0.5 8.0 0.25
Pseudomonas >200 >125 >400 16.0
aeruginosa

Proteus 10.0 1.0 6.3 0.1
mirabilis

Bacteroides 25 64.0 16.0 8.0
fragilis

Otro Bacteroides 125 1.0 1.0

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-3. CIM de aminoglucésidos (pg/ml).

Bacterias  |Gentamicina | Tobramicina | Amicacina | Netilmicina
Gram-positivas
Staphylococcus 0.39 0.5 1.8 0.5
aureus
Streptococcus 6.3 >25.0 >200 4.0
Grupo A
Streptococcus 4.0 - >40 -
viridans
Enterococcus 25.0 25.0 >80 16.0
faecalis
Gram-negativis
Haemophilus 1.0 0.8 5.0 1.0
influenzae
Salmonella 0.78 0.4 0.8 0.4
Shigella 0.78 0.8 4.0 0.8
Klebsiella 1.0 1.5 3.0 1.0
Escherichia coli 2.0 2.0 0.7
Pseudomonas 32 1.6 6.0 8.0
aeruginosa
Proteus 4.0 1.0 2.0 1.0
mirabilis
Serratia 1.0 3.0 4.0 3.0
marcescens

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-4. CIM de tetraciclinas (pg/ml).

Bacterias Tetraciclina | Doxiciclina I Minociclina
Gram-positivas

Staphylococcus 3.19 ' 1.6 0.78
aureus

Streptococcus 0.78 0.39 0.39
Grupo A

Streptococcus 3.1 0.39 0.39
viridans

Enterococcus >100 >100 >100
faecalis

Strptococcus 0.8 0.2 0.2
pneumoniae

Gram-negativas

Neisseria 0.8 1.6 1.6
meningitidis

Neisseria 0.78 0.39 0.39
gonorrhoeae

Haemophilus 1.6 1.6 1.6
influenzae

Shigella 100.0 100.0 100.0
Klebsiella 50.0 50.0 25.0
Escherichia coli 12.5 12.5 6.3
Pseudomonas 200.0 100.0 200.0
aeruginosa

Proteus mirabilis >100 >100 >100
Serratia 200.0 50.0 25.0
Bacteroides fragilis 12.5 - -
Otros Bacteroides 0.25 - -
Otros

Mycoplasma 1.6 1.6 1.6
pneumoniae

Treponema pallidum 0.4 0.1 -
Chlamydia 2.0 2.0 2.0

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-5. Rangos de CIM de cloranfenicol (pg/ml).

Bacterias

Rango de concentracion

Gram-positivas

Staphylococcus aureus 1.0-5.0
Streptococcus Grupo A 0.3-6.0
Streptococcus viridans 0.6-2.5
Enterococcus faecalis 6.3->100
Streptococcus pneumoniae 0.06-12.5
Gram-negativas

Neisseria meningitidis 0.78-6.25
Neisseria gonorrhoeae 0.78-6.3
Haemophilus influenzae 0.2-3.5
Salmonella 0.75-5.0
Shigella 2.5-6.0
Klebsiela 0.5-25.0
Escherichia coli 3.0-50.0
Pseudomonas aeruginosa 8.0-1000
Proteus mirabilis 3.0-25.0
Serratia marcescens 2.5-5.0
Bacteroides fragilis 0.5-16.0
Otros Bacteroides 0.1-16.0

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-6. CIM de clindamicina y eritromicina (pg/ml).

Bacterias | Clindamicina | Eritromicina

Gram-positivas

Staphylococcus aureus 0-1 0.5
Streptococcus Grupo A 0.04 0.04
Streptococcus viridans 0.02 0.5
‘Enterococcus faecalis 100.0 1.5
Streptococcus pneumoniae 0.01 0.1

Gram-negativas

Neisseria meningitidis 12.5 0.78
Neisseria gonorrhoeae 3.1 0.94
Haemophilus influenzae 12.5 2.5
Salmonella >100 >100
Shigella >100 >100
Klebsiela >100 >100
Escherichia coli >100 >100
Pseudomonas aeruginosa >100 >100
Proteus mirabilis >100 >100
Serratia marcescens >100 >100
Bacteroides fragilis 0.1 1.6
Otros Bacteroides 0.1 1.0

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-7. CIM de rifampina (pug/ml).

Bacterias j ' pg/ml
Gram-positivas

Staphylococcus aureus 0.001
Streptococcus Grupo A 0.04
Streptococcus viridans 0.05
Enterococcus faecalis 4.0
Streptococcus pneumoniae 0.05
Gram-negativas

Neisseria meningitidis 0.016
Neisseria gonorrhoeae 0.2
Haemophilus influenzae 0.5
Klebsiella 10.0
Escherichia coli 5.3
Pseudomonas aeruginosa 20.0
Proteus mirabilis 3.9
Serratia 64.0
Bacteroides fragilis 0.26
Otros Bacteroides 0.1
Mycobacterium tuberculosis _ 0.5

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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C-8. CIM de sulfonamidas y trimetoprim (pg/ml).

Bacterias Sulfonamidas Trimetoprim
Gram-positivas

Staphylococcus aureus 50.0- 0.2
Streptococcus Grupo A 12.5 0.4
Streptococcus viridans 8.0 0.25
Enterococcus faecalis 100.0 1.0
Streptococcus pneumoniae 32.0 1.0
Gram-negativas

Neisseria meningitidis 5.0 8.0.0
Neisseria gonorrhoeae 4.0 12.0
Haemophilus influenzae 0.5 0.12
Salmonella 10.0 0.4
Shigella 4.0 0.4
Klebsiella 16.0 0.5
Escherichia coli 8.0 0.2
Pseudomonas aeruginosa 25.0 >100
Nocardia 12.5 >100

(Uetrecht y Walmsley, 1998).
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