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LA VIDA ES BREVE Y
EL ARTE LARGO,
LA OCASION ES FUGAZ,
LA EXPERIENCIA FALAZ Y
EL JUICIO DIFICIL.
NO BASTA QUE EL MEDICO
HAGA SU PARTE
EN CUANTO DEBE HACER,
SI POR LA SUYA NO CONCURREN EN
EL MISMO OBJETIVO
EL ENFERMO, LOS ASISTENTES Y

LOS QUIMICOS.
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RESUMEN

En el presente trabajo se determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
flavonoides crassifolina (1), hildgartol (11), tephromicrocarpanona (I11), metil glabranina
(1V) y metil hildgartol (V).

Se usé para determinar la CMI el método de microdilucion en placa de microtitulacion,
utilizando p-iodonitrotetrazolio (INT) como revelador de la actividad enzimatica el cual
se empled en una concentracién de 0.2 mg/mL y Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus faecalis como organismos de prueba,
después de la incubacién el crecimiento bacteriano fue detectado por la lectura de

microplacas en un espectrofotometro.

Las cinco sustancias tuvieron actividad antimicrobiana contra gram negativos siendo el
hildgartol (E. coli 0.36-3.12 pg/mL y frente a Ps. aeruginosa 3.12 pg/mL) y el metil
hildgartol (E. coli 0.78 pg/mL y contra Ps. aeruginosa 0.78-3.12 pg/mL) fueron los que

obtuvieron mayor actividad.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas, que podrian considerarse batallas entre el hombre y sus
agentes patdgenos, son la principal causa de enfermedad y muerte en el mundo. Los
patrones de infeccidon que requieren atencién médica presentan formas muy diversas,
desde las enfermedades infecciosas mas conocidas como la tifoidea, el célera y la
tuberculosis hasta las enfermedades oportunistas.

La llegada de la penicilina hace 70 afios fue seguida por un periodo de descubrimientos,
del uso exagerado de antibi6ticos y el surgimiento de la resistencia bacteriana gracias a
la extraordinaria capacidad de los microorganismos de adaptarse a las nuevas
condiciones, nuevas y mas costosas drogas aparecieron, pero no han sido lo
suficientemente capaces de evitar el creciente numero de enfermedades bacterianas en

el mundo.

La mayoria de los antibioticos naturales han sido aislados de microorganismos del suelo
a través de una busqueda intensa. En 1952 la mayor parte de los agentes reportados
fueron derivados de Streptomyces y también parte de bacterias y hongos. Para 1985
el nimero de agentes llegd a 220 pero disminuyd la frecuencia de descubrimientos. Esto
fue causado por las técnicas de busqueda empleadas; a partir de entonces se exploraron
nuevas técnicas como: la biosintesis directa, busquedas bioquimicas del modo de accion
de los antibioticos existentes, ingenieria genética, la exploracion de antibidticos a partir

de organismos marinos y animales en donde se han encontrado interesantes hallazgos.

El uso de las plantas en el tratamiento de infecciones ha sido registrado desde hace
mucho tiempo, algunos de los primeros registros datan del afio 3000 antes de Cristo en
China, también se tiene registros de documentos egipcios, hebreos y griegos y mas
recientemente de documentos precolombinos en América, aunque la medicina

occidental no los ha aceptado como tales.

En las Gltimas dos décadas se ha observado un creciente nuevo campo interdisciplinario
Ilamado etnoboténica, bioquimica ecoldgica, fitoquimica o etnofarmacologia que



basicamente estudia la interaccién bioguimica de la planta con los microorganismos en
correlacion con su efecto farmacoldgico, el cual ha tenido mucho éxito encontrando
nuevos principios activos a los que después se les aplican modernas técnicas quimicas
mediante las cuales se pueden identificar y sintetizar su estructura quimica y emplearse
como farmaco de uso terapéutico. Esto ha inducido el descubrimiento de que sustancias
quimicas, particularmente los metabolitos secundarios como los taninos, los alcaloides y
los flavonoides tienen una significativa importancia en las complejas relaciones

microorganismo, hombre, animal y planta en el medio ambiente.

Las plantas son la fuente mas antigua de compuestos con actividad farmacologica y han
proporcionado muchos compuestos medicinales a la humanidad por siglos. Hoy en dia
se estima que mas de dos tercios de la poblacion mundial basa su salud en drogas
derivadas de plantas, de este modo, la busqueda fitoquimica especialmente para su uso
farmacoldgico, proporcionard informacién muy valiosa para la bdsqueda de nuevos
medicamentos. Menos del 10 % de las plantas han sido examinadas para la busqueda de
compuestos bioactivos, la busqueda de plantas con propiedades antimicrobiales es un
enorme reto y es sumamente importante ya que el surgimiento de la resistencia

bacteriana lo amerita.

El criterio para elegir Tephrosia crassifolia para este estudio radica en que es una planta
nativa mexicana que se encuentra distribuida en el occidente del pais, estudios previos
han reportado que posee flavonoides de los cuales se ha reportado actividad antibiética’,
en este estudio se evalla la actividad antibacteriana de los flavonoides determinando la

concentracion minima inhibitoria (CMI) para conocer su potencia y bioactividad.

El método empleado para la determinacién de la CMI es de vanguardia ya que se basa
en el empleo de un espectrofotometro de microplacas el cual determina la absorbancia
producida por un formazan generado al reducirse una sal de tetrazolio (en este caso

INT) por la actividad enzimatica celular bacteriana.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

EL NACIMIENTO DE LA FARMACOLOGIA

La industria farmacéutica surgié a partir de una serie de actividades diversas relacionadas
con la obtencion de sustancias utilizadas en medicina. A principios del siglo XIX, los
boticarios, quimicos o los propietarios de herbarios obtenian partes secas de diversas
plantas, recogidas localmente o en otros continentes. Estas ultimas se compraban a los
especieros, que fundamentalmente importaban especias, pero como negocio secundario
también comerciaban con productos utilizados con fines medicinales, entre ellos el opio
de Persia o la ipecacuana y la corteza de quina de Sudamérica. Los productos quimicos

sencillos y los minerales se adquirian con comerciantes de aceites, gomas y encurtidos.

Los boticarios y quimicos fabricaban diversos preparados con estas sustancias, como
extractos, tinturas, mezclas, lociones, pomadas o pildoras. Algunos profesionales
confeccionaban mayor cantidad de preparados de la que necesitaban para su propio uso y

los vendian a granel a sus colegas.

Algunas medicinas, como las preparadas a partir de la quina, belladona, digital (Digitalis
purpurea), carnizuelo del centeno (Claviceps purpurea) u opio (latex seco de la
adormidera Papaver somniferum), eran realmente Utiles, pero su actividad presentaba
variaciones considerables. En 1820, el quimico francés Joseph Pelleterier preparé el
alcaloide activo de la corteza de quina y lo llamé quinina. Después de ese logro aisld
varios alcaloides mas, entre ellos la atropina (obtenida de la belladona) o la estricnina

(obtenida de la nuez vomica).

Su trabajo y el de otros investigadores hizo posible normalizar varias medicinas y extraer
de forma comercial sus principios activos. Una de las primeras empresas que extrajo

alcaloides puros en cantidades comerciales fue la farmacia de T.H. Smith Ltd. en



Edimburgo, Escocia. Pronto los detalles de las pruebas quimicas fueron difundidos en las

farmacopeas, lo que obligéd a los fabricantes a establecer sus propios laboratorios.

LAS PRIMERAS MEDICINAS SINTETICAS

Los productos quimicos extraidos de plantas o animales se conocian como organicos, en
contraposicion a los compuestos inorganicos derivados de otras fuentes; se creia que los
primeros sélo podian ser producidos por los organismos vivos, de ahi su nombre. En
1828, sin embargo, el quimico aleman Friedrich Wohler calentd un compuesto
inorganico, el cianato de amonio, y logré producir urea, que anteriormente sélo se habia

conseguido aislar a partir de la orina.

Esa sintesis revolucionaria hizo que se intentaran sintetizar otros compuestos organicos,
para la futura industria farmacéutica tuvo gran importancia el descubrimiento accidental,
en 1856, del primer colorante sintético, la ‘malva’. Este descubrimiento del joven
estudiante britanico de quimica William Henry Perkin incito a diversos fabricantes de
Alemania y Suiza a desarrollar nuevos colores sintéticos, con lo que se ampliaron los

conocimientos sobre la nueva quimica.

Los colorantes o tintes sintéticos tuvieron un impacto enorme en los avances médicos,
aumentaron considerablemente la gama de productos bioldgicos de tincidn, con lo que
aceleraron el progreso de la bacteriologia y la histologia. La busqueda de nuevos colores
estimuld el estudio de la quimica organica, lo que a su vez fomento la investigacion de
nuevas medicinas. El primer farmaco sintético fue la acetofenidina, comercializada en
1885 como analgésico por la empresa Bayer de Leverkusen (Alemania) bajo la marca
Phenacetin. El paracetamol utilizado hoy como analgésico se derivo posteriormente de

aquel compuesto.

El segundo farmaco sintético importante, comercializado en 1897, fue el &cido
acetilsalicilico, creado por el doctor Felix Hoffmann en los laboratorios de investigacion

de Bayer. Este farmaco se vendié en todo el mundo con el nombre comercial de aspirina



y supuso un tratamiento nuevo y eficaz para los dolores reumaticos desde ese momento

ésta empresa crecio hasta convertirse en la gigantesca empresa |G Farbenindustrie.

LOS PRIMEROS FARMACOS ANTIINFECCIOSOS

El primer farmaco que curd una enfermedad infecciosa que causaba una gran mortalidad
fue la “bala magica” del bacteri6logo aleman Paul Ehrlich’. Convencido de que el
arsenico era clave para curar la sifilis, una enfermedad venérea, sintetiz6 cientos de
compuestos organicos del arsénico. Mas tarde inyectd estos compuestos en ratones
previamente infectados con el organismo causante de la enfermedad, el Treponema
pallidum. Algunos de los 605 compuestos probados mostraron ciertos indicios
prometedores, pero morian demasiados ratones. En 1910, fabric6 y prob6 el compuesto

numero 606, la arsfenamina, que restablecia plenamente a los ratones infectados.

Ehrlich se enfrentd entonces al problema de fabricar su compuesto en grandes cantidades,
preparado de forma adecuada para su inyeccion, asi como para su distribucion. Busco la
ayuda de la empresa quimica Hoechst AG, de Frankfurt (Alemania). La empresa
comercializo la sustancia en ampollas de vidrio con una dosis Unica de arsfenamina en
polvo, que debia disolverse en agua esterilizada antes de ser inyectada. ElI farmaco,
exportado a todo el mundo, recibié el nombre comercial de salvarsan. Este proceso de
descubrimiento, produccion comercial y distribucion sigue siendo tipico de la industria

farmacéutica.

En 1916 los cientificos de Bayer inventaron un farmaco eficaz para tratar una enfermedad
tropical, la tripanosomiasis o enfermedad del suefio®. Este mal, que afecta a los seres
humanos y al ganado, es provocado por microorganismos Ilamados tripanosomas,
transportados por la mosca tsetsé. La Primera Guerra Mundial interrumpio los
suministros de productos quimicos alemanes (y también suizos) a Gran Bretafia y Estados

Unidos, lo que estimuld las actividades de investigacion y desarrollo en esos paises.



Los productos naturales han sido empleados para elucidar procesos fisioldgicos e incluso
para definirlos, obteniendo nombres como receptores “nicotinicos” o “muscarinicos” e
incluso mas recientemente “endorfinas” proveniente de morfinas enddgenas. Los
productos naturales son la base de muchas drogas usadas en la medicina moderna y son
tan ampliamente empleados que los profesionales de la medicina no conocen su origen

vegetal.

Algunas de las nuevas herramientas como colforsina (un estimulador de adenil ciclasa),
ginkgolide B (un activador del factor plaquetario), son la vanguardia de la investigacion

bioquimica y son obtenidos solamente de plantas.

Aunque las plantas no son siempre el camino para descubrir compuestos novedosos que
pueden ser empleados en el tratamiento de enfermedades, las plantas nos pueden dar una

vision valiosa en la patologia de la enfermedad.

Aunque la primer sustancia aislada a partir de las plantas fue el acido benzoico en 1560,
la busqueda de drogas no inicia hasta 1804 cuando la morfina fue aislada de Papaver
somniferum (opio). Desde entonces muchos principios activos de plantas superiores han
sido descubiertos, pero menos de 100 de estructura definida son de uso comun hoy en dia

en paises industrializados.’



USO DE LAS PLANTAS EN MEDICINA

Los fosiles de vegetales datan de hace 3.2 billones de afios, eéstos provocaron la aparicion
de la vida animal y después la vida humana. Las plantas proporcionan calorias y
vitaminas esenciales para el metabolismo, también generan principios activos empleados

como medicinas.!

Las plantas han presentado un arsenal de armas para sobrevivir al ataque de los
microbios, estas incluyen barreras fisicas asi como antimetabolitos quimicos, que estan
presentes en las ellas o son inducidas después de la infeccion Ilamadas fitoalexinas, las

que pueden ser inducidas por factores abioticos como la radiacion ultravioleta.

Cuando ocurre una infeccion o un dafio a la planta, un conjunto de procesos son activados
y algunos de los compuestos producidos lo hacen inmediatamente, las fitoalexinas tardan
dos o tres dias en producirse. Es dificil determinar si una sustancia es una fitoalexina o

una prohibitina ya que en una planta puede ser una y en otra actuar de otra forma.

Encontrar poderes curativos en plantas es una idea ancestral. Cientos, sino es que miles
de plantas han sido empleadas en los diferentes continentes a través de la historia de la
humanidad. Hay evidencia de que los hombres Neandertal, que vivieron hace 60 000
afios en lo que hoy es Irak, emplearon la malvarrosa (Alcea rosea) la cual sigue siendo
empleada como planta medicinal alrededor del mundo hoy en dia.? La Biblia proporciona
descripciones de al menos 30 plantas de las cuales el incienso (Boswellia sacra) y la
mirra (Commiphora myrrha) se emplearon para lavar bocas por sus propiedades

antisépticas.

La caida de las civilizaciones antiguas dio como resultado la destruccion o pérdida de
muchos de los documentos sobre plantas medicinales pero muchas culturas estan

redescubriendo sus conocimientos. Los nativos americanos reportaron que empleaban



1625 especies de plantas comestibles y 2564 como drogas, mientras que los europeos

volteaban sus 0jos hacia la botanica en 1800 con tratamientos venenosos e inefectivos.?

El uso de plantas medicinales como Eupatorium perfoliatum (hierba de angel),
Podophyllum peltatum (manzana de mayo), y Panax quinquefolium (gingseng) en
Estados Unidos de América ha sido asociada con los Indios Americanos. Estas plantas
han sido reconocidas y apreciadas por su valor ornamental. En América central las
plantas medicinales han sido ampliamente usadas, ya sea por los Mayas, Aztecas,
Toltecas, y Olmecas en México, los Mismitos y Sumus en Honduras y Nicaragua, los
Pech, Lencas y Xicaques en Honduras, los Pipiles en El Salvador, los Tlamacas en Costa
Rica, y los Guaymis y Kunas en Panama. Actualmente cerca de 1500 especies de plantas
aromaticas y medicinales son ampliamente usadas en Albania, Alemania, Bulgaria,
Croacia, Francia, Hungria, Espafia, Turquia y Reino Unido. La practica de la medicina
tradicional es muy grande en paises como China, India, Japon, Pakistan, Sri Lanka y
Tailandia, en China cerca del 40% del total de los medicamentos empleados son
tradicionales, en Tailandia es muy generalizado el empleo de medicinas a partir de los
géneros Caesalpiniaceae, Fabaceae, y Mimosaceae y en Japon las preparaciones

herbales tienen mas demanda que los productos farmacéuticos.

Las plantas medicinales son un componente integral de la medicina veterinaria. Granjeros
y pastores de diferentes paises usan plantas medicinales para el cuidado y conservacion
de la salud del ganado; desordenes intestinales en vacas son tratados en México con
extractos de Polakowskia tacacco, suplementos alimenticios como la vitamina A son
afadidos a el alimento de aves en Uganda, se estima que las plantas medicinales han sido
empleadas por cintos de afios para el control de enfermedades en el ganado. De hecho el
interés en el sector veterinario de este tipo de medicina radica en el incremento en el
costo de mantenimiento del ganado y la introduccion de nueva tecnologia en la

produccion de vacunas y medicinas.

Los usos de las plantas medicinales en la industria son muchos desde medicinas

tradicionales, tés, comidas nutritivas, fitofarmacos, hasta prototipos en la produccién de



drogas semisintéticas. EI mercado para quimicos derivados de plantas, como farmacos,

fragancias, sabores y colores excede por si mismo muchos billones de délares por afo.

En muchos paises industrializados, las drogas prescritas derivadas de plantas constituyen
un elemento en la preservacion de la salud. Las plantas medicinales son un componente
integral en la industria farmacéutica, como focos en la busqueda y uso de principios
activos y en la creacion de nuevos productos con actividad farmacologica. En Alemania
por ejemplo mas de 1500 plantas incluidas en 200 familias y 800 géneros han sido
procesadas como productos medicinales, por otro lado en Sud Africa cerca de 500
especies son productos comerciales. Hoy en dia de hoy Bulgaria, Alemania y Polonia

estan reconocidos como los mayores exportadores de medicinas basadas en plantas.

Los efectos profiléacticos y terapéuticos de las plantas en enfermedad cardiovascular han
sido reportados, entre las mas reconocidas estan: Achillea millefolium (milenrama),
Allium sativum (ajo), Convallaria majalis (lirio del valle), Cratageus laevigata (heno),

Cynara scolymus (alcachofa), Gingko biloba (gingko) and Viburnum opulus (mundillos)®.

El interés en las plantas medicinales como una ayuda emergente a la salud ha sido
avivado por el incremento de los costos de los medicamentos de prescripcion médica en
el mantenimiento de la salud y bienestar social, ademas de la perspectiva de nuevas
drogas derivadas de plantas asi como una gama de actividades relacionadas en diferentes
paises van a la par con ello. Basado en estudios financieros, las plantas medicinales

continuaran teniendo un rol importante en el mantenimiento de la salud mundial.?

10



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Los organismos vivos, sean plantas, animales o microbios, estdn compuestos todos
bésicamente los mismos componentes quimicos. La bioquimica comparativa ha
demostrado que en mayor o menor grado los mismos procesos quimicos de los diferentes
organismos proporcionan los requerimientos particulares. Los compuestos quimicos han
sido extensamente usados en plantas y dos categorias de compuestos quimicos de uso
sistematico pueden reconocerse, los metabolitos secundarios, (los cuales no proporcionan
funciones esenciales para la planta) y la informacion contenida en las proteinas, (ADN y
ARN).

La mayoria de las funciones de los compuestos secundarios es la defensa contra
depredadores y patdgenos, como dispersores en la polinizacion y en la dispersion de

semillas.*

A) Flavonoides

Son miembros de un gran grupo de productos naturales con un esqueleto C¢C3Cs que, en
la mayoria de los mismos, tiene una forma de anillo fenilcromano, en el grupo fenilo
puede estar en la posicion 2 (flavonoides normales), 3 (isoflavonoides) o 4
(neoflavonoides) del anillo de pirano. La posterior clasificacion se basa en el grado de
oxidacién del anillo pirano. El anillo que contiene oxigeno puede estar reducido o

ausente.’

Por marcaje radioactivo se ha establecido de manera clara que todas las clases de
flavonoides, estan biosintéticamente relacionadas. Una chalcona (calcona) es el Gltimo
intermediario en la secuencia biosintetica comin de todos los flavonoides. Las primeras

etapas de la biosintesis a partir de fenilalanina también conducen a la biosintesis de otros

11



compuestos de fenilpropilo, por ejemplo cumarinas, lignanos, lignina, derivados de acido

benzoico, ésteres aromaticos, etc. Las chalconas también precursoras de estilbenos.

Los diversos patrones de hidroxilacion y metoxilacion de los flavonoides se pueden

establecer parcialmente en una etapa temprana.® "2

Los flavonoides representan un amplio de derivados de fenoles hidrosolubles, muchos de
los cuales son coloreados por lo menos nueve clases de flavonoides se han reconocido y
son de gran interés fitoquimico. Su funcién es de defensa contra herbivoros y la
regulacion del trasporte de auxina. La atraccién de insectos y aves es también importante

en la dispersion de semillas y en la polinizacion.

A los flavonoides se les ha encontrado una serie de beneficios al ser humano entre los que

destacan:®

e Propiedades antioxidantes

La mayoria de ellos, y especialmente las catequinas del té verde, tienen una alta
capacidad para neutralizar los radicales libres e impedir los perniciosos efectos que
estos ejercen en la salud de nuestro organismo. Usados como complementos en
combinacion muchas veces con la vitamina C pueden ser capaces de neutralizar

ciertos virus como los del herpes.

e Propiedades anticancerigenas

Muchos flavonoides se han mostrado tremendamente eficaces en el tratamiento del

cancer. Se sabe que muchos inhiben el crecimiento de las células cancerosas.
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Propiedades cardiotonicas

Tienen un efecto ténico sobre el corazon, potenciando el mdsculo cardiaco y
mejorando la circulacion. Atribuidas fundamentalmente al flavonoide quercetina

aungue aparece en menor intensidad en otros como la genisteina y la luteolina.

Fragilidad capilar

Mejoran la resistencia de los capilares y favorecen el que estos no se rompan, por lo
que resultan adecuados para prevenir el sangrado. Entre todos los flavonoides
tendriamos que mencionar por orden de importancia la hesperidina, la rutina y la

quercetina.
Propiedades antitromboticas
La capacidad de estos componentes para impedir la formacion de trombos en los

vasos sanguineos posibilita una mejor circulacion y una prevencion de muchas

enfermedades cardiovasculares.

Disminucion del colesterol

Su capacidad para rebajar el colesterol y los triglicéridos supone una ventaja en la

salud del aparato circulatorio.

Proteccion del higado

Algunos flavonoides han demostrado su poder protector contra las enfermedades del
higado. La silimarina se ha probado experimentalmente como protectora y
regeneradora del higado en la hepatitis. Este mismo flavonoide, junto con la
apigenina y la quercetina, son muy Utiles para eliminar ciertas dolencias digestivas

relacionadas con el higado, como la sensacion de plenitud o los vomitos.
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e Proteccion del estbmago

Ciertos flavonoides, como la quercetina, la rutina y el kamferol, tienen propiedades

contra Ulceras al proteger la mucosa gastrica.

e Antinflamatorias y analgésicas

La hesperidina y otros flavonoides, por sus propiedades antinflamatorias y
analgésicas, se han utilizado para el tratamiento de ciertas enfermedades como la

artritis.

e Antimicrobianas

La mayoria de estos principios han demostrado tener propiedades antivirales,

antifingicas y antibacterianas.™

B) Terpenoides

Los terpenoides son un grupo diverso y grande de metabolitos secundarios que son
importantes en numerosas interacciones bioticas. Estdn ampliamente distribuidas en las
plantas y muchos tienen funciones fisiologicas primarias, tanto formando parte de
membranas, pigmentos carotenoides, de la clorofila y de hormonas. Los monoterpenoides
volatiles son los mayores componentes de los aceites esenciales y frecuentemente tienen

funcion de glandulas de olor de las flores.*
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C) Alcaloides

Los alcaloides presentes en la corteza de Cinchona spp tienen quinina como su
constituyente central, conocido desde 1630 por sus propiedades antimalaricas. Todos los
alcaloides contienen nitrogeno, el cual forma parte de un anillo heterociclico y son
bésicos en la naturaleza. La gran distribucion de estos compuestos en todas las partes de
las plantas ha estimulado la busqueda de funcionalidad metabolica. Estos compuestos
ofrecen proteccion contra depredadores, actian como reguladores del crecimiento,
mantienen el balance ionico, como reserva de nitrogeno y posiblemente sirven como

productos de excrecion.**

D) Otros

En muchos fltoquimicos no mencionados anteriormente se ha encontrado que ejercen
propiedades antimicrobianas las cumarinas por ejemplo, son sustancias fenolicas hechas
de un benceno fusionado con anillos pirrélicos ellas son responsables del olor
caracteristico del heno, al menos 1300 fitoquimicos han sido identificados. Su fama
procede de actividad antitrombdtica, antiinflamatoria y vasodilatadora. La warfarina es
un representante de este grupo. Las lecitinas y polipétidos, los péptidos que eran
inhibidores de microorganismos fueron primeramente reportados en 1942, ellos estan
cargados positivamente y contienen enlaces disulfuro su mecanismo de accion puede ser

la formacion de canales ionicos en la membrana microbiana.’
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Figura 1. Estructura de antimicrobianos comunes obtenidos de plantas
Cowan, 1999.
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DESCUBRIMIENTOS RECIENTES

La basqueda de drogas basada en objetivos moleculares genero la idea de producir una
enorme cantidad de compuestos que satisficieran las necesidades de salud. La quimica
combinatoria que fue desarrollada hace unos 20 afios, se imaginé como respuesta a la
demanda de nuevas drogas, inicialmente enfocada en la sintesis de péptidos y
oligonucledtidos y ahora en sintesis de drogas de estructuras moleculares pequefias. En
consecuencia, muchas compafias farmacéuticas han desestimado la busqueda de
productos naturales a favor de la quimica combinatoria, sin duda con la expectativa de
conseguir grandes recompensas en cuanto a una gran cantidad de drogas novedosas y los
resultantes ingresos inesperados. La expectativa en productividad no ha sido
materializada y el numero de Nuevas Sustancias Activas (NASs), también conocidas
como Nuevas Entidades Quimicas (NCEs) han sido menores de lo esperado en 20 afios y
sigue disminuyendo. La Administracion para Alimentos y Drogas (FDA) de Estados
Unidos recibi6 16 aplicaciones nuevas de drogas en 2001 las cuales fueron menores a las

24 del afo anterior.

Aparentemente a partir de la inspeccion de tipos de estructuras involucrados en la terapia
antiinfectiva, particularmente en &rea antibacterial, si bien dos tipos de estructuras
aparentemente nuevas fueron aprobadas, una en 1999 (dalfopristina/quinupristing;
Synercid) y otra en 2000 (linezolid; Zyvox), si uno determina su procedencia estructural,
entonces los primeros dos son derivados de antibidticos ya conocidos, las
pristamicinas/estafilomicinas, las cuales se emplearon en suplementos alimenticios de

animales y el otro es herencia de trabajos reportados por DuPont a mediados de los 80’s.

Uno puede afadir que Pharmacia hizo un elegante trabajo de combinacion al modificar
las estructuras de DuPont para crear linezolid. Aungue la estructura base de ésta NCE no
ha sido expuesta clinicamente, un gran numero de reportes han remarcado la significativa
resistencia a esta droga una situacion que recuerda a las primeras beta lactamas. Todos

los otros antibacterianos reportados son modificaciones de las estructuras ya existentes.
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Nicolaou y colaboradores han demostrado algunos avances muy interesantes con
modificaciones estructurales con actividades antibidticas significativas contra
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y también contra Enterococcus

resistentes a vancomicina y Synercid.

La World Health Organitation (WHO) estima que el 80 % de 5200 millones de personas
que viven en paises en vias de desarrollo derivan su atencion primaria a la medicina
tradicional.

En 1980 el consumidor pag6 cerca de ocho billones de dolares por prescripcion médica
en los cuales el principio activo fue derivado de plantas, se estima que el mercado de

drogas derivadas de plantas se incrementara gradualmente durante los afios siguientes.

Durante décadas, los productos naturales han sido un paraiso en las primicias de drogas
segun un estudio reciente, 61% de 877 nuevas entidades quimicas introducidas como
drogas en el mundo durante el periodo de 1981-2002 fueron inspiradas por los productos

naturales.*?

Estos incluyen los productos naturales (6%), los derivados de productos naturales (27%),
compuestos sintéticos basados en el conocimiento generado por algin producto natural
(5%).13

En ciertas areas terapéuticas, la productividad es mas alta: 78% de antibacteriales y 74%
de compuestos anticancerigenos son productos naturales o se han derivado de un
producto natural. Estos nUmeros no son sorprendentes si es supuesto que los productos

naturales evolucionaron para la autodefensa.
Entre 1981-2002 se han aprobado 90 antibacterianos de los cuales 9 fueron productos

naturales, 61 derivados de productos naturales, 19 totalmente sintéticos y uno se obtuvo

por sintesis quimica pero la estructura precursora fue de un producto natural.*
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Tabla 1. Antiinfectivos desde 1981 hasta 2002 y su fuente.
Newman, 2003

Indicacion Total N ND S S*
Antibacterianos 90 9 61 19 1
Antifangicos 23 2 18
Antiparasitarios 13 2 5 4 2
Antivirales 33 1 7 17
Total 159 11 69 48 19
Porcentaje 100.0 6.9 43.4 30.2 12.0

= Producto natural.

ND = Derivado de un producto natural y es usualmente una modificacion semisintética.
= Droga totalmente sintética.

S*

Hecha por sintesis, pero el farmaco fue de un producto natural



GENERO TEPHROSIA

A) Distribucién geografica

El género Tephrosia se encuentra en todos los continentes, con excepcién de Europa, que

no cuenta con especie alguna.

Se encuentra ampliamente distribuido en regiones tropicales, desde 0 hasta 2,700 m de
altura, aunque son mas abundantes entre los 300 y hasta los 1,500 m de altitud. En
México se encuentran aproximadamente 50 especies, ubicadas principalmente en las
costas del Pacifico y del Golfo de México, aunque se les puede encontrar desde el estado
de Baja California Sur, pasando por los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero,

Oaxaca, parte de Chiapas, asi como Nuevo Le6n.*

La especie T. crassifolia se encuentra en los estados siguientes:

o Guerrero
e Jalisco

e Nayarit
e (Oaxaca
e Sinaloa

B) Taxonomia

La familia Fabaceae se caracteriza por agrupar plantas que son en su mayoria de clima
templado, aunque también hay de clima célido, situacion que se ejemplifica con cultivos
horticolas de estacion fria como arveja y haba, y de estacion célida como poroto y soya
verde. Son plantas moderadamente tolerantes a acidez y poco tolerantes a la salinidad del

suelo.
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La literatura se presenta confusa con respecto a la denominacion de la familia, ya que
varios autores utilizan el nombre Fabaceae como sindénimo de Leguminosae, familia
taxondmica antigua que incluia las sub-familias Caesalpinioideae, Mimosoideae Yy
Papilionoideae. Esta subdivision fue hecha en base a las diferencias morfologicas que
presentan en su estructura floral los distintos géneros. Hoy en dia es mas aceptado
referirse a dichos grupos como familias individuales del orden Leguminales:
Caesalpiniaceae, Mimosaceae y Fabaceae, este ultimo nombre en reemplazo de
Papilionaceae. Es necesario establecer entonces que el nombre Fabaceae solo se utilizara
para referirse a este Ultimo grupo de plantas. A pesar de estas adecuaciones taxondmicas
realizadas hace varios afios, por uso y costumbre, se continta hablando de leguminosas

de grano y leguminosas horticolas en el medio vernacular.*®

Tabla 2. Taxonomia de la planta en estudio

Gomez, 2001

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Fabales/Leguminosae

Familia Fabaceae/Papilionaceae

Género Tephrosia

Especie Crassifolia(Bent)/smithyae(McVaugth)

C) Uso en medicina tradicional

La importancia en la medicina tradicional de Tephrosia es reconocida desde hace mucho
tiempo, un ndmero considerable de especies de este género fue descrito en décadas

pasadas en diversas partes del mundo como Utiles para varios fines.

En la zona del Caribe se emplean T. multifolia y T. cinerea como febrifugos, purgantes,

para contracciones nerviosas, enfermedades cutaneas y venéreas, T. tenella y T. pupurea
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son usadas en Ameérica y Asia contra la elefantiasis, erupciones de la piel, afecciones
renales y hepaticas, para la indigestion y la tos, T. senna del Caribe como purgante, T.

apollinea en Israel para aliviar célicos.*

D) Metabolitos aislados

El estudio fotoquimico del género Tephrosia demuestra la presencia de numerosos
compuestos ente los cuales se encuentran, principalmente, flavonoides y rotenoides, asi

como ptercarpanos, esteroides y triterpenos.

Tiempo atrés algunas especies de este género han sido explotadas industrialmente para la
obtencidn de rotenoides y compuestos relacionados para la fabricacion de insecticidas no

toxicos para mamiferos.

Recientemente algunas especies de Tephrosia fueron analizadas quimicamente,
reportando la presencia de rotenoides y flavonoides relacionados en: T. carrolli, T.
cinerea, T. abbotiae, T. pringlei, T. nitens, T. watsoniana y T. sinapou, que ubican al
género como fuente potencial para la obtencion de metabolitos. Los rotenoides son
compuestos isoflavonoides de gran interés por sus propiedades biologicas, que se

encuentran principalmente en varias plantas pertenecientes a la familia Papilinoidae.

Entre los 59 rotenoides descritos hasta la fecha algunos de ellos, se caracterizan por su

alta actividad insecticida y piscicida, asi como por su reducida toxicidad en mamiferos.

Con respecto a los flavonoides encontrados en las especies mexicanas es interesante
sefialar que estos generalmente se encuentran prenilados en posicion C-8 del nucleo base,
pudiendo encontrarse como grupo prenilo o en forma ciclica hacia la posicién C-7 para

originar un furano sustituido o un dimetil-cromeno con diferentes grados de oxidacion.
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En la especie T. crassifolia se encuentran los siguientes compuestos:

e Abbotina

e Crassichalcona
e Crassifolina

e Hildgartol

e Metil glabranina
e Metil hildgartol

e Metil obovatina
e QOaxacacina

e Sacarosa

e Sitosterol

e Stigmasterol

e Tephromicrocarpanona

e Tephrowatsina B
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Figura 2. Flavonoides aislados de Tephrosia crassifolia.
Gobmez, 2001



BREVE HISTORIA DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibioticos han sido reconocidos como el descubrimiento mas importante de la
medicina, un detalle interesante es que su descubrimiento fue anterior al establecimiento
de muchas de las culturas actuales, por otro lado los antibidticos fueron empleados aun
antes de ser descubiertos, antiguos documentos reportan la aplicacion de prendas
impregnadas con sustancias naturales para ayudar a sanar, antrop6logos han descubierto

trazas de tetraciclina en momias de Nubia de miles de afios de antigliedad.

La quimioterapia moderna se presenta en tres eras:

La primera de 1600 a 1900, que involucra el uso de la corteza de la Chinchona spp en el
tratamiento de la malaria. La quinina que es el ingrediente activo fue aislada hasta 1820.

La segunda (la era sintética) al principio de 1900, en la cual se sintetizaron varias
sustancias que se emplean en el tratamiento de infecciones bacterianas, la primera
sustancia sintetizada fue la piocianina, un pigmento azul producido por Pseudomonas
aeruginosa, la cual reduce el crecimiento de otras bacterias in vitro, cuando se ha
empleado in vivo se ha encontrado inestable y tdxica; problemas semejantes se han
encontrado con el Salvarsan, usado en el tratamiento de la sifilis, y el Prontosil, activo

contra estreptococos in vitro.

La tercera era, (1940 - actualidad) posiblemente el evento méas importante en el
descubrimiento de los antibiéticos sucedié alrededor de 1940 cuando Florey y su equipo
descubrieron su potencialidad. Aunque Alexander Fleming descubri6 la penicilina en
1929, fue hasta 1940 cuando Florey y su equipo descubrieron su potencialidad, ésta al
principio llamada “droga milagrosa” era tan escasa que la penicilina tenia que ser
reextraida de la orina para su uso subsiguiente, al principio, en la era de los antibidticos,
este valioso agente era facilmente disponible al publico en diferentes preparaciones
incluyendo, cremas nasales, jarabes e incluso cremas cosméticas. Para 1955 la mayoria
de los paises restringieron su empleo solo por prescripcion médica, pero su uso masivo
ya habia ocurrido, lo que llevo a la resistencia generalizada. Una respuesta a esta

resistencia vino con la meticilina al principio de 1960 esta penicilina semisintética no
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era vulnerable a las enzimas bacterianas que degradaban a la penicilina. Otros
antibioticos derivados salieron al mercado pero este avance fue sobrepasado por la

resistencia bacteriana a todos los antibidticos disponibles.

Hoy en dia las mayores causas de mortalidad en las culturas occidentales son:
enfermedades cardiovasculares, cancer, desordenes nerviosos, e infecciones
microbioldgicas. En los pueblos indigenas, donde la vida es diferente, otras
enfermedades los aquejan, como los son, diarrea, complicaciones en el parto e
inflamaciones son considerados como los mas importantes para sobrevivir. EI papel que

desempefian las enfermedades bacterianas en estas culturas no puede ser sobreestimado.

Es solo hasta cerca de 1940 que hemos visto la presencia y produccion exponencial de
antibioticos y la necesidad de nuevas formulaciones continGa pero a paso mas lento. Los
descubrimientos de nuevas drogas se presentan solo con pequefias modificaciones
estructurales de los ya existentes, pero nuevas iniciativas para hallar realmente

antibioticos novedosos son necesarias y ésta es la meta para el nuevo milenio.
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RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

El abuso de drogas usualmente nos trae a la mente imagenes de personas de bajos
recursos, sucias, en la calle o de jovenes ricos en fiestas. El uso de heroina, cocaina,
marihuana e incluso antidepresivos es considerado como antisocial. Recientemente el
uso de la eritropoyetina en los atletas se ha considerado como elemento para

descalificarlos y suspenderlos de sus competencias.

La mayoria de nosotros estamos de acuerdo con que usamos demasiado las drogas para
que nos ayuden a disminuir o incrementar el apetito, controlar la depresion y el estrés y
en general hacer nuestra vida mas soportable. Pero solo algunos de nosotros
consideramos la sobre utilizacion de lo antibidticos como un abuso. El abuso de estos
compuestos puede representar aun mayores consecuencias mundiales para ambos tanto

humanos como animales que todos los narcéticos empleados.

Casi desde el inicio de la era de los antibioticos, la resistencia ha sido el mayor de los
obstaculos para el tratamiento exitoso, dificilmente cualquier grupo de antibidticos que
ha sido introducido no presenta resistencia bacteriana. La resistencia bacteriana ha sido
minimizada como problema simplemente por que no es conocido 0 no es reconocido,
antes de 1970 se creia que el problema de las infecciones bacterianas estaba resuelto. Al
mismo tiempo que se pensaba esto, Staphylococcus aureus presentd resistencia a la

bencilpenicilina y a la meticilina, solo quedé la gentamicina para su tratamiento.*®

Al inicio del nuevo siglo las cosas se ven muy diferentes. Ya al menos tres especies
bacterianas capaces de causar enfermedades que comprometen la vida (Enterococcus
faecalis, Mycobacterium tuberculosis y Pseudomonas aeruginosa) presentan resistencia
a mas de 100 antibidticos disponibles excepto por la vancomicina. La vancomicina es el
antibidtico de dltima opcion para el tratamiento de infecciones resistentes, en los
ultimos afios se han encontrado cepas de Streptoccocus pneumoniae y Staphylococcus
aureus que son resistentes a este antibiético. Con la presencia de estos reportes y los
nuevos casos que aparecen continuamente, una ufia enterrada, una cortada o una herida
podrian causar la muerte. Lo que esta pasando es que alrededor de un tercio de los

antibidticos recetados son innecesarios.’
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Aunque el descubrimiento de antibidticos ha sido exponencial desde 1940, no se han
descubierto nuevas drogas después de 1961 y todas las drogas que han sido lanzadas al

mercado desde la década de 1960 son modificaciones de los antibidticos que ya existian.

Esto significa que las bacterias que aprendieron como resistir un miembro de una clase
quimica de antibidticos no han tenido que aprender mucho al hacerse una modificacién
de los mismos.*® La introduccién de la sintesis organica permiti6 el incremento del uso
de los antibidticos, que fue acompafiado de un incremento en la resistencia

estafilocéccica a la meticilina y enterocdccica a la vancomicina.'?

Reportes recientes han mostrado un incremento de la resistencia bacteriana de bacterias
qgue infectan a la comida causada por el uso irracional de antibidticos como
conservadores. Otro topico de la resistencia recae en el uso de genes resistentes como
marcadores en organismos genéticamente modificados (GMOs). El problema radica

cuando los GMOs son introducidos al ambiente.

Hay dos campos de trabajo el dia de hoy, el hospital y la comunidad, los cuales no estan
separados. Los pacientes han sido descargados desde el hospital a su comunidad y
aquellos con infecciones comunes han sido hospitalizados. La facilidad de trasladarse de
los organismos resistentes a diferentes lugares hace de esto un problema global. Como
resultado de este problema creciente y peligroso, el Centro de Control de Enfermedades
(CDC), la Organizacién Mundial de Salud (WHO)* y los grupos de salud locales han
iniciado programas de vigilancia. Algunos de estos programas han venido monitoreando
la resistencia por décadas y muchas compafiias farmacéuticas han apoyado programas
internacionales de vigilancia. A pesar de estos esfuerzos es evidente que es necesaria

mayor atencién.!’

Uno de los grupos bacterianos mas grandes es el que comprende la familia de
Enterobacteriaceae, misma que contiene mas de 120 especies. Las que estan agrupadas

en generos entre ellos los mas patdgenos incluyen Klebsiella, Enterobacter y Serratia.

También incluye Escherichia, Proteus, Salmonella, Shigella y Yersinia. Estos miembros
han sido encontrados en diferentes ubicaciones y han sido asociados con practicamente
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todo tipo de infecciones, abscesos, neumonia, meningitis, septicemia y otro tipo de
infecciones locales en conjunto estos organismos son responsables de una sexta parte de
las infecciones nosocomiales. Internacionalmente estos organismos han causado
erupciones hospitalarias significativas en Francia, Alemania, Australia, Reino Unido,

Grecia, Tunez y Estados Unidos.

Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana (%) de patdégenos nosocomiales

Wise, 1998
Agente antimicrobiano E. coli K. pneumoniae E. aerogenes E. cloaceae

Cefuroxima 95 91 77 59
Ceftazidima 96 92 81 77
Cefotoxima 98 89 77 67
Ceftriaxona 97 96 75 77
Pipercilina-tazobactama 95 87 74 77
Imipenem 97 98 95 97
Gentamicina 97 95 97 96
Ciprofloxacina 96 88 88 93

La produccion de beta-lactamasas por microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae ha sido reconocida por afios desde 1970, la resistencia a los beta-
lactamicos, trimetroprima-sulfametoxazol (TMP/SMX) y a los aminoglucosidos, ha
causado erupciones de infecciones nosocomiales. Desde 1980 salen al mercado agentes
de amplio espectro, los que incluian cefalosporinas de segunda y tercera generacion y

las aminopenicilinas.

Pronto fue evidente que en estos organismos evolucionaron sus propias beta-lactamasas
en respuesta a la presion ambiental y esas enzimas son conocidas como beta-lactamasas
de amplio espectro (ESBLs). Estas enzimas pronto inactivaron agentes como la
cefoxitina, estas ESBLs destruyen mas a la segunda y tercera generacion de
cefalosporinas pero también tienen actividad contra diversos agentes como acido
clavulanico, tazobactama, y sulbactama. Esta resistencia puede incluir resistencia a

otros antibiéticos (ver tabla 3).%°
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Esta habilidad para crear nuevas mutaciones y enzimas inactivadoras de beta-lactamicos
dan a estos organismos un escudo protector bajo el cual pueden causar significativa

morbilidad y mortandad.

Hasta el momento se han identificado varios mecanismos por los cuales las bacterias
adquieren resistencia a los antibi6ticos y comprenden: la inhibicion dependiente de
enzimas, la modificacién de la permeabilidad de la pared bacteriana, la extraccion del
antibiotico, la alteracion de los sistemas de transporte, la modificacion del blanco
ribosomal y el cambio en la estructura de las proteinas "blanco” (tanto en el citoplasma

bacteriano, como a nivel de la pared).

Hay muchas pruebas que avalan la posicion de que el consumo total de antimicrobianos
es el elemento fundamental de la seleccion de la resistencia. No obstante, la relacion
entre uso y resistencia no constituye una simple correlacion, ya que, en particular, poco
se conoce sobre la contribucion relativa del modo de empleo (dosis, duracion del
tratamiento, via de administracion, intervalo entre dosis) en comparacion con la del
consumo total. Paraddjicamente, el uso insuficiente debido a falta de acceso, dosis
inadecuadas, incumplimiento o productos de mala calidad pueden ser tan importantes en
cuanto a la resistencia como el uso excesivo. Sin embargo, no se discute que el uso
inadecuado de antimicrobianos no da los resultados terapéuticos esperados y se asocia
con la generacion de resistencia. Por las razones anteriores, el mejorar el uso de estos
farmacos debe ser una prioridad si se ha de controlar la aparicién y diseminacion de la

resistencia.

Entre los farmacos que se falsifican con mas frecuencia se encuentran los
antimicrobianos.?* El uso de medicamentos falsificados puede tener repercusiones
clinicas graves en cuanto a fracasos de tratamiento y prolongacion de la enfermedad e
incluso, aumento del sufrimiento. La aplicacion de medidas concertadas para reducir la
distribucion de medicamentos falsificados sobrepasa el alcance de este documento y
requiere que se ponga en marcha otro conjunto de intervenciones. Las autoridades
nacionales e internacionales deberan colaborar para garantizar la aplicacion de las leyes

pertinentes.
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Solo recientemente se ha comenzado a ver la resistencia como un tema de importancia
para la sociedad y, desde el punto de vista econdmico, como un elemento negativo
externo al &mbito sanitario. La decision individual de tomar farmacos antimicrobianos
(ya sea decision del consumidor o de este con la persona que le receta el medicamento)
a menudo hace caso omiso de la posicion de la sociedad y del servicio de salud. La
aparicion implacable de la resistencia a los antimicrobianos afecta el costo de la
atencion de la salud en todo el mundo. Asimismo, la pérdida de eficacia de ciertos
tratamientos por causa de la resistencia a los antimicrobianos aumenta el sufrimiento
humano, contribuye a la pérdida de productividad y, a menudo, a la mortalidad. Si bien
la informacién sobre el costo de la resistencia es escasa,?* hay cada vez més consenso

sobre los siguientes puntos:

» En muchas regiones, es tan alta la tasa de prevalencia de la resistencia a los farmacos
que se encuentran mas al alcance de la mano y son méas baratos, que la eficacia clinica
de tales medicamentos ya es limitada. Esto presenta decisiones dificiles. Por un lado, se
puede gastar el dinero en farmacos baratos pero ineficaces. Por otro, se podria utilizar
medicamentos mas eficaces y mas caros para dar tratamiento a una fraccion de la
poblacion que lo necesita. La tercera opcion es aumentar el gasto en atencién de la

salud.

» Cuando el tratamiento no es eficaz, suben los costos, debido a que se prolonga la
enfermedad y aumenta la frecuencia y el periodo de las hospitalizaciones. Ademas, los
agentes patdgenos resistentes presentes en el ambito hospitalario generan infecciones

nosocomiales, el control de las cuales es caro y su erradicacion, extremadamente dificil.

* La utilizacion de farmacos antimicrobianos fuera del &mbito de la medicina humana
también tiene repercusiones en la salud de las personas. La prevalencia de
microorganismos resistentes entre animales destinados al consumo humano tiene graves
consecuencias de indole financiera, tanto para el productor agropecuario como para el
consumidor. Los agentes patdgenos resistentes presentes en algunos productos
alimentarios, especialmente en la carne, pueden causar infecciones humanas cuyo
tratamiento es dificil. A esto se suma la pérdida de confianza del publico en la inocuidad
de los alimentos, que afecta la demanda de tales productos y tiene consecuencias
potenciales graves para el sector agropecuario.
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Si bien algunos estudios han dado indicacion de que es posible reemplazar los clones

resistentes con otros susceptibles, 2 24

por lo general la resistencia toma mucho tiempo
en revertir; también puede ser irreversible. Lo anterior es una indicacién de la necesidad
de poner tempranamente en préctica intervenciones para detener el desarrollo de
resistencia, antes de que se convierta en problema. Cuanto antes se tomen estas
medidas, mas tardara en surgir y avanzar la resistencia. Asi, habra que intervenir antes
de que aumente la prevalencia de las infecciones resistentes, y tomar decisiones
mientras ain sea bajo el niamero de individuos afectados por ese tipo de infeccion. La
resistencia a los antibioticos recien se esta empezando a ver como una preocupacion de

la sociedad y, desde el punto de vista econémico, como un elemento negativo.?> %
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METODOS MICROBIOLOGICOS PARA SENSIBILIDAD
ANTIMICROBIANA

El método mas ampliamente empleado para la rutina clinica es la técnica de dilucion en
agar. Este facilita el reporte de la susceptibilidad del microorganismo en tres categorias:

(S) Susceptible, (1) Intermedio y (R) Resistente.

Una mejor medida de la susceptibilidad antimicrobiana es por la determinacién de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), esta definida como la concentracion mas baja

(expresada en mg/L) que inhibe el crecimiento microbiano.
Los métodos predominantes para la determinacién de CMI son: %’

e Técnica de dilucion en tubo.

e Técnica de microdilucion en placa de microtitulacion.
e Técnica de dilucion en agar.

e Técnica de difusion en placa.

o E-Test.

Técnica de dilucion en tubo

(Prueba se susceptibilidad por macrodilucién en caldo)

En el método de dilucion en tubo se utilizan una serie de tubos que contienen un medio
de cultivo estéril y varias concentraciones de cada uno de los antibi6ticos que se van a
ensayar. Todos los tubos se inoculan con el microorganismo que va a ser ensayado y se

incuban a la temperatura éptima de crecimiento del microorganismo.

Posteriormente se examinan los tubos para determinar en cuéles de ellos se ha inhibido
el crecimiento del microorganismo. También se calcula la CMI. Aquellos antibidticos
que tengan la CMI mas baja deberdn ser los que tengan la mayor actividad

antimicrobiana frente al patégeno.
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Técnica de microdilucion en placa de microtitulacion

La prueba de microdilucion es una adaptacion de la prueba macroscopica de referencia.
Puede probarse con facilidad gran numero de aislamientos contra multiples drogas, de
modo que el procedimiento esta bien adaptado al uso de rutina. Esta prueba suministra
mas informacion cuantitativa, que puede ser til en ciertas circunstancias, que la prueba
de difusion en discos de referencia. Puede emplearse en microplacas de 80, 96 0 mas
pozos dependiendo del nimero y concentracion de los antimicrobianos incluidos en la

prueba.

La ventaja de este sistema es que emplea volumenes pequefios de reactivos y permite un
gue un gran numero de bacterias sean probadas, relativamente rapido y barato ademas

de que se desechan menos residuos bioldgico infecciosos.

La desventaja principal es que microorganismos de especies fastidiosas no crecen en

este sistema.

Técnica de dilucién en agar

(Prueba de susceptibilidad por dilucion en agar)

El procedimiento de dilucion en agar, que es el segundo método de referencia, ha sido
exitosamente adaptado para uso de rutina en los grandes laboratorios mediante la prueba
de concentraciones seleccionadas de antibidticos. Se inocula una suspension
normalizada de bacterias en una serie de placas de agar, cada una con diferentes

concentraciones de antibioticos, incluyendo el rango terapéutico de la droga.
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Técnica de difusién en placa

(Prueba se susceptibilidad por difusién en discos o Kirby-Bauer)

En este método se incuba el microorganismo en una placa Petri con medio de cultivo
solidificado sobre la que se afiaden discos de papel impregnados con una cantidad
conocida de antibidtico. Después de la incubacion se observan en la placa la presencia
de zonas claras alrededor de los discos llamadas halos de inhibicion. La ausencia de un
halo significa que el microorganismo es resistente al antibidtico. Por el contrario y por

regla general, cuanto mayor es el halo mas efectivo es el antibidtico.

Este método se puede utilizar también para determinar la CMI al utilizar discos con

distintas concentraciones de un mismo antibiético.?®

1.6.5. E-Test

El E-Test es un método novedoso para la cuantificacién directa de la susceptibilidad
antimicrobiana empleando el método de difusion en agar. Se emplea una tira plastica de
50 x 5 mm, en el cual en un lado hay una escala exponencial continua y en el otro lado
hay una escala de CMI (mg/L). Cuando la tira es aplicada a la superficie de la placa,

inoculada con el microorganismo a probar, el cual ha sido colocado previamente.

Después de una incubacion adecuada, una zona eliptica de inhibicidn es producida y la
CMI es leida en donde la zona de inhibicion intercepta la tira. La ventaja de este método

es que se prepara rapido.”

Los factores que deben ser controlados bajo rigurosa estandarizacion son:

e Purezay densidad del in6culo bacteriano.
e Condiciones de la incubacion (temperatura y tiempo).

e Composicion del medio de cultivo.

Recomendaciones detalladas son publicadas periddicamente en diferentes partes del

mundo:
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e En Estados Unidos de América: National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) empleada globalmente, visitar: http://www.nccls.org/

e En Francia: Comité de L Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM, Clinical Microbiology and Infection, 1996, 2 Suppl1,
French Susceptibility Committee)

e En Dinamarca: Deutsches Institute fir Normung e.V.

e En Alemania y Suiza: DIN 58940 Medizinische Mikrobiologie, visitar
http://www.din.de/.

e En Gran Bretafia: British Society of Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(BSAC). BSAC Disc Diffusion Method for Antimicrobial Susceptibility
Testing, visitar. http://www.bsac.org.uk/.

e En Europa: European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST), visitar www.escmid.org/

La calidad de los organismos estandar debe ser evaluada a la par con el ensayo para

validar los resultados.
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FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
IN VITRO

Entre los factores que pueden afectar la actividad antimicrobiana in vitro, deben
considerarse, ya que influyen significativamente en el resultado de las pruebas los

siguientes:

pH del medio

Algunos medicamentos son mas activos a pH acido (por ejemplo, nitrofurantoina); otros

a pH alcalino (por ejemplo, aminoglucdsidos, sulfonamidas).

Componentes del medio

El sulfonato de polianetol sodico y otros detergentes anionicos inhiben a los
aminoglucosidos de manera notoria. EI PABA en extractos tisulares antagoniza a las
sulfanamidas. Las proteinas séricas fijan a las penicilinas en grado variable, yendo
desde 40 % para meticilina hasta 98 % para la dicloxacina. La adicién de NaCl al medio
aumenta la deteccion de la resistencia a la meticilina en S. aureus.

Estabilidad del farmaco

A temperatura de incubacion, varios agentes antimicrobianos pierden su actividad. La
clortetraciclina es inactivada rapido y las penicilinas de modo mas lento, mientras que
los aminoglucosidos, el cloramfenicol y la ciprofloxacina son considerablemente
estables durante periodos prolongados.

Tamario del inéculo

En general cuanto mas grande sea el inoculo bacteriano, mas baja sera la sensibilidad

aparente del microorganismo.

Duracion de la incubacion
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En muchos casos, los microorganismos no mueren cuando se exponen un tiempo corto a

los agentes antimicrobianos, sino que solo se inhibe su multiplicacion.
Actividad metabdlica de los microorganismos
En general, los microorganismos que tienen crecimiento rapido y activo son mas

sensibles a la accion de los medicamentos, que aquellos que se encuentran en fase de

reposo.?®
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ASPECTOS CUANTITATIVOS

Clinicamente, los exdmenes de susceptibilidad antimicrobiana in vitro son empleados

como guia para determinar la quimioterapia antimicrobiana, aunque la susceptibilidad

de un patogeno es impredecible.

Tabla 4 Rangos aceptables de CMI (mg/L) para cepas utilizadas en el control de los antibiogramas

realizados mediante técnicas de dilucion.

Picazo, 2000.

Antibidtico S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa

ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853

Amikacina 1-4 64-256 0.5-4 1-4
Ampicilina 0.5-2 0.5-2 2-8 -
Azitromicina 0.25-2 - - -
Cafaclor 1.4 - 1-4 -
Cefazolina 0.25-1 1-4 -
Cefuroxima 0.5-2 2-8 -
Cloranfenicol 2-8 4-16 2-8 -
Claritromicina 0.12-0.5 - - -
Eritromicina 0.25-1 1-4- - -
Gentamicina 0.12-1 4-16 0.25-1 0.5-2
Lomefloxacina 0.25-2 2-8 0.03-0.12 1-4
Meticilina 0.5-2 >16 - -
Ofloxacina 0.12-1 1-4 0.015-0.12 1-8
Penicilina G 0.25-1 1-4 - -
Teicoplanina 0.25-1 0.06-0.25 - -
Tetraciclina 0.25-1 8-32 0.5-2 8-32
Vancomicina 0.5-2 1-4 - -
Trimetroprima 1-4 <1 0.5-2 >64

La CMI no representa un valor absoluto, incluso bajo las mejores condiciones un

examen de dilucion no mostrara el mismo punto final cada vez que sea repetido pero da

una indicacion de la cantidad de antimicrobiano que al alcanzar el lugar de infeccion

inhibira al organismo. La tabla 4 da una indicacion de los valores de CMI de diferentes

antibidticos para cuatro diferentes bacterias.?

SALES DE TETRAZOLIO
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INDICADORES COLORIDOS ALTAMENTE SENSIBLES DE REACCIONES
ENZIMATICAS DE OXIDO REDUCCION

USOS

Frecuentemente se usan las sales de Tetrazolio como indicadores coloridos para la
deteccion de sistemas enzimaticos en donde se forman los equivalentes. Comparado con
el ensayo en UV de NAD(P)H, los métodos basados en sales de tetrazolio ofrecen una

sensibilidad més alta con un equipo mas simple.
ORIGEN

Las sales de tetrazolio usadas en la bioquimica y biologia celular son principalmente
derivados aromaticos de 1, 2, 3, 4-Tetrazol (sustituidos en posicién 2, 3, y 5). Ademas
de las sales de monotetrazolio hay también compuestos ditetrazolicos conformados por

dos anillos de tetrazolio unidos por un grupo difenil.

NN 2

3/4'(} " |

Figura 3. Monotetrazolio

SOLUBILIDAD EN AGUA

Las sales de tetrazolio solubles en agua son amarillentas y forman en su reduccion
pigmentos altamente coloridos conocidos como formazanes: Los monoformazanes
cambian de amarillo a rojo, mientras los diformazanes son normalmente azules y

cambian a negro.
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Figura 4. Ditetrazolio

Los formazanes de la mayoria de las sales del tetrazolio (por ejemplo MTT, INT, NBT
0 TNBT) son ligeramente solubles en agua, mientras XTT, WST 1, WST 3y WST 4
forman formazanes muy solubles en agua lo que habilita una determinacion cuantitativa

mas conveniente, en muchas aplicaciones.
REACCION
La deshidrogenasa toma un hidrogeno del sustrato y éste es transferido a un aceptor

usualmente una co-enzima NAD (P) H.%* A partir de la co-enzima se transfiere a la sal

de tetrazolio, que es reducido a su insoluble y colorido formazan.

NADH + TETRAZOLIO" > NAD" + FORMAZAN

g

Cloruro de p-iodonitrotetrazolio Formazan

Figura 5. Reaccién de formacién de Formazan
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APLICACIONES

Basicamente, se usan las sales de tetrazolio para la deteccion de actividad de la
deshidrogenasa o cualquier otro sistema enzimatico donde se generan equivalentes
redox, debido a este rasgo, son una herramienta académica sumamente util, en la

investigacion clinica, asi como para muchas aplicaciones de diagndstico, por ejemplo:

Ayuda en investigacion de cancer, biologia celular y molecular:
Para probar proliferacion y viabilidad de la célula asi como para las pruebas de

citotoxicidad. 3 3 3°

Diagnosticos enzimaticos y quimica clinica:

Para el ensayo de actividad de la deshidrogenasa y otros sistemas enzimaticos que
forman equivalentes redox; para la determinacion de concentraciones de substrato de
dehidrogenasa; para la deteccion de glucosa, etanol, glicerol y otros sustratos que

desarrollan los equivalentes redox en una reaccion acoplada.

Inmuno-histoquimica:

Para la deteccién de fosfatasa alcalina.

Histologia y patologia:
Para la deteccion histoquimica de la deshidrogenasa.

En los graneros:

Para probar la viabilidad de las semillas.*®
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Nitro)Bencensulfonico

43



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el principio de la era antibidtica los fendmenos de resistencia a estas sustancias
han sido descritos. Cabe destacar la importancia inicial de cepas de Staphylococcus
aureus capaces de degradar la penicilina y la posterior aparicion de esta misma bacteria
con resistencia a la meticilina. Inicialmente el problema fue resuelto con el
descubrimiento o sintesis de nuevas sustancias que eran capaces de controlar las
bacterias con este fendmeno, y aparecen medicamentos como los aminoglucésidos,
macrolidos, glicopéptidos, entre otros. Sin embargo, esto no es suficiente y cada vez
aparecen nuevos mecanismos que son dificiles de controlar por estos medicamentos. Se
ha encontrado que la prevalencia de organismos patdgenos humanos resistentes a los
antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibidticos que controlen éstos es mucho més lento. Son varias razones las que
explican este hecho: costo de la sintesis hasta el mercadeo del medicamento (US $100
millones a US $350 millones); falta de nuevos blancos para la accion de los antibidticos,

entre otras.

En una crisis como esta donde nos enfrentamos desesperadamente a la necesidad de
antimicrobianos novedosos los cuales no generen resistencia, parece légico voltear a los
productos que proporciona la naturaleza. Los secretos para su éxito han sido revelados
por siglos a partir de diversas fuentes. Se calcula que 58 % de todos los antibidticos se
obtienen de actinomicetos, 18% de hongos, 12% de plantas, 9% por bacterias y el
restante por algas, liquenes y animales. Aungue estos antibidticos son ahora sintetizados
por los laboratorios, ellos fueron originalmente obtenidos de organismos vivos. Por esta
razon el objetivo de este estudio es volver a la busqueda de antibidticos en los recursos
naturales, en especial en Tephrosia Crassifolia ya que se han extraido flavonoides de

ella'y con la esperanza de encontrarseles actividad antibidtica.
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OBJETIVO

Determinar la actividad antibacteriana de los compuestos Crassifolina (1), Hildgartol
(1), Tephromicrocarpanona (I11), Metil glabranina (IV) y Metil hildgartol (V) aislados
de Tephrosia crassifolia por el método de microdilucion en placa de microtitulacion

empleando INT como revelador de la actividad enzimatica.

44



HIPOTESIS

Dado que se ha comprobado que algunos compuestos que contienen grupos fendélicos
tienen actividad antibacteriana y que los flavonoides aislados de Tephrosia crassifolia

son compuestos que los poseen se espera que éstos tengan actividad antibacteriana.
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MATERIAL

MATERIAL DE LABORATORIO

Asa bacteriologica

Cajas de Petri de vidrio

Gradilla

Mechero Fisher

Portaobjetos

Puntas para micropipeta desechables
Tubos de ensaye con tapon de baquelita
Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL Costar
Jeringa Plastipak de 5 mL, 10 mL y 20 mL
Membrana tipo HA 0.45 um Milipore
Microplacas de 96 pozos Nunclon Surface
Micropipeta 100 pL Finnipipette

Vasos de precipitados 100 mL

Matraces Erlenmeyer 125 mL y 250 mL

Equipo

Sonicador. Sonics Vibracell Modelo VC 130PB

Microscopio Optico Leica Modelo DME

Espectrofotometro de microplacas. Awareness Technology INC. Modelo Stat Fax 3200
Potenciometro Cole-Palmer Intrument

Céamara digital Fotografica. Sony MVC-FD?7. Digital Mavica
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MATERIAL BIOLOGICO

Compuestos de Tephrosia crassifolia

Crassifolina (sustancia A), PM 660. C4,H4407

Hildgartol (sustancia B), PM 338. C,1H2,04
Tephromicrocarpanona (sustancia C). PM 336. C21H2004
Metil glabranina (sustancia D). PM 338. C,;H5,04

Metil hildgartol (sustancia E). PM 340. C,,H2404

Cepas de referencia

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Reactivos

Agua destilada

Violeta p-iodonitrotetrazolium (INT) (Sigma)
BaCl, (JT Baker)

H.SO,4 (JT Baker)

NaOH (JT Baker)

Na,HPO, (JT Baker)

KH,PO, (JT Baker)

HCI (JT Baker)

Medios de cultivo



Agar Mueller Hinton (Bioxon)
Caldo Meller Hinton (Bioxon)
Agar Soya Tripticaseina (Dibico)

Antibiéticos

Ampicilina Schering-Plough Lote: 20042566

Gentamicina Sulfato USP Schering-Plough Lote: 050339
Trimetropina BP 93 HELM DE MEXICO Lote: 200404272
Sulfametoxazol BP/USP HELM DE MEXICO Lote: 12920404
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METODOS

Preparacion de los compuestos a evaluar

Para cada una de las cinco muestras realizar el procedimiento siguiente:

Colocar 20 pg de la muestra en un vial, adicionar 1 mL de acetona, 9 mL de aguay 0.1
g de goma Gathi, para posteriormente emulsionar en un sonicador, de ésta solucién

tomar un mL y diluir con 9 de agua. Para obtener una concentracién de 200 pg/mL.

Preparacion de los antibiéticos

Ampicilina

Pesar 20 pg de ampicilina, diluir en 10 mL de Buffer de fosfatos pH 8.0, 0.1 M, después
tomar un mL, hacer una dilucion 1:10 con Buffer de fosfatos pH 6.0, 0.1 M. Para

obtener una concentracion de 200 pg/mL.

Trimetroprima
Pesar 20 pg de trimetroprima, diluir en 10 mL de &cido clorhidrico 0.05 N,

posteriormente tomar un mL y hacer una dilucion 1:10 con agua (concentracion de 200

pg/mL).

Sulfametoxazol

Pesar 20 pg de sulfametoxazol, diluir con 5 mL de agua caliente y una cantidad pequefia
de NaOH 2.5 M para disolver, después adicionar agua para completar 10 mL,
posteriormente tomar 1 mL y hacer una solucién 1:10 con agua (concentracion de 200

pg/mL).

Gentamicina
Pesar 20 pg de gentamicina, diluir en 5 mL de agua, posteriormente tomar un mL de

ésta solucion y hacer una solucién 1:10 con agua (concentracion de 400 pg/mL).

Cultivo de bacterias
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Las cepas de referencia conservadas en criotubos a — 20 °C, fueron activadas en cajas de
agar Mueller Hinton sometidas previamente 24 horas a prueba de esterilidad, mediante

una siembra masiva.

Incubar por 24 horas a 37 °C, realizar frotis de los cultivos con la tincion Gram y

examinar al microscopio.

Tomar una asada de la caja de petri y colocar en caldo Mieller Hinton e introducir a

incubacién hasta que alcanzar 0.5 de la escala de McFarland.

Determinaciéon de actividad antibacteriana

A cada uno de los pozos de la columna 1 a la 10 de una microplaca adicionar 50 pL de

caldo Mueller Hinton y 100 pL a la columna 11.

Después afiadir al pozo Al 50 pL de (1), al pozo A2 50 pL de (11), 50 pL de (I11) al
pozo A3, 50 uL de (1V) al pozo A4 y 50 pL de (V) al pozo A5.
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Al pozo A6 afiadir 50 pL de la solucion de ampicilina, al pozo A7 50 uL de la solucion
de gentamicina, al pozo A8 50 pL de la solucion de sulfametoxazol y al pozo A9 50 pL

de la solucidn de trimetroprima.

Del pozo A1l transferir 50 pL al pozo B1 después aspirar y ejectar tres veces, con una
micropipeta, del pozo B1 transferir 50 pL al pozo C1 repetir el mismo procedimiento en

los pozos siguientes y al llegar al pozo H1 descartar 50 L.

Realizar el mismo procedimiento con las columnas 2 a la 9.

Afadir a cada pozo de la columna 1 a la 10 una alicuota de 50 L de suspension

bacteriana correspondiente.

Incubar la microplaca a 37 °C durante 20 horas, para evitar evaporacion tapar la placa

herméticamente.

A todos los pozos de la microplaca adicionar 50 pL de INT, incubar durante 15
minutos, hacer la lectura correspondiente en el espectrofotometro a 630 nm, interpretar

los resultados. 37 38 3940, 41.42
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo son presentados en las siguientes tablas
producto de las lecturas obtenidas por el espectrofotometro de microplacas, los cuales
indican las absorbancias de cada placa.

Escherichia coli ensayol

Crassi- Hildgart | Tephro Metil Metil Ampi- Genta- Sulfa- Trime- Control Control
folina ol microcar | glabra- hildgart cilina micina metoxa- | troprima | + -
zol

055 0,387 0,514 0,755 [N
0,536 0,426 0,552 0,516 | 0,403 0,454 0,483 0458 0,569 0,707 [[NER
(7Y 0471 0528 051 | 0511 0509 0501 0,496 0,475 0,591 XA

0,462 0,369 0,395 0,323‘0,582 0,464

(N 053 0488 0,582 0562 0531|0523 0418 051 0,63
0591 048 051 0539|046 0523 0407 047 0458 0,53
AEEZY 0529 0,537 0,476 | 0,472 0,497 0,496 0,476 0581 0,423
0,597 0524 0,473 052 0,533 |3 053 0,597 0,592

0521

Escherichia coli ensayo 2
Metil Trime- Control +
hildgartol troprima

0,391 0,415 0,476 0,287 0,428 [
0,417 0,111 0552 0,523 0,751 3

YN 0,679 0,494 [JOIBE 0494 0,273 A
0560 ¥ 06 0517 058 0531 0557 0514 A
(Y] 0499 0,544 0,545 [ 0562 0,581 JNEA
0,662 [ EAOZAMOke] 0,824] 0,647 0,66 0,643]

0,738 0,633] 0,579 JIFEY 0,704]

Hildgartol Metil - - - Trime- Control + | Control -
glabra- ili ici - | troprima
nina

0,511 0,503 0,451 0,639 0,431 0,539 0,564
0,563 0,543 0,514 0,581 JNRZE) 0,644 0,545
0,528 0,632 0,7 0,655 FEXE] 0629 0,546 2B
0,621 0,634 0,532 0,59 0,614 0,669
0,643 0,659 IE] 0,667 0,643 0,662 JERY 0,632
0,593 0,644 0,558 0,631
0,528 0,584 0,577 0,622 0,665 &Y 0,626

0,667 0663 0,679 IINEHM 0,627




Pseudomonas aeruginosa ensayo 1

Hildgartol | Tephromi | Metil Metil Ampi- Genta- Sulfa- Trime- Control + | Control -
crocar- glabra- hildgartol | cilina micina metoxa- | troprima
nina zol

0,409 0,492 0,495 0,547 0,393 0,393 0,006 0,316
WRIOPYTEY 0,718| 0,581 R 0,715 NN Tadle}
EFE] 0439 0526 0,564 0,423 [ 0,025 B
0,541 YA 0555 0,474 [JlXE 0,057 IR
kY 0,712| 0,666 2N 0,599 NSl 0,65
0665 0,602| 0,694 [N R
0,493 0,555 INEE 0,561 JJI¥RE] 0539 0068 038 O,

1 0,589] 0,66] 0,597 Y 0,62 [T RRN AW LEY

Pseudomonas aeruginosa ensayo 2
Metil i- Genta- Sulfa- Trime- Control + | Control -
hildgartol | cili micina metoxa- | troprima

zol

0,379 0,299 0,359 0,361 0,502
0,525 0,391 0,614 0,306 0,676
0,572 0,588 0,624 0,391 0,612
0,561 WYY 0,728
0,633 0632 0,652 0525 0,613
0,673 XX 0623 0582 0479 0,573
0,596 0,587 0,637 0,465 0,485 0,566
0,618 I 0,524 0,382 0,533

Staphylococcus aureus ensayo 1
Hildgartol | Tephromi | Metil Metil Ampi- Genta- Sulfa- Trime- Control + | Control -
crocar- glabra- hildgartol | cilina micina metoxa- | troprima

panona nina

0,741 1,056 ey 0,814 0,319

0,591 0,937 pEmei¥@ 0,925 0,378

0,329

0,68 0,733 0,832 0,501

1,368 | 1,329 1,197 ekt 0,56

0,787 0,381

1,435 1,2 1,244 | 1,196 [eRiLYe]
1,071 1,17 | 1,126| 1,198 ENoRYARRENozEY 1,441

Staphylococcus aureus ensayo 2

Hildgartol | Tephromi | Metil Metil Ampi- Genta- - ime- Control + | Control -
crocar- glabra- hildgartol | cilina micina metoxa- | troprima
panona nina zol

1,015| 1,066] 1,119] 1,174 O 1,173| 1,42
0,979] 0,952| 0,933 FORIZARCFLT AR
1,01] 1,001 0,937 OGNS M AE]
0,695 0,787 0,494 0,203
e 0799 o2 o083
0,672 0,497 0,473
0,957 [N 0,892| 0,918 [oN:ENA
0,989] 0,971 0,988 1,001| 0,892 ]




DISCUSION

Cinco flavonoides aislados de Tephrosia crassifolia fueron estudiados para determinar
actividad antimicrobiana todos presentaron actividad significativa. La CMI no
representa un valor absoluto, incluso bajo las mejores condiciones un examen de
dilucion no mostrara el mismo punto final cada vez que sea repetido pero da una
indicacion de la cantidad de antimicrobiano que al alcanzar el lugar de infeccion

inhibira al microorganismo.

Crassifolina (1), PM 660. C4,H4407

Este compuesto frente a E. coli presentd una CMI de 25 pg/mL a 3.12 pg/mL, 3.12
ug/mL contra E. faecalis, 25 a 3.12 pg/mL contra Ps. aeruginosa y no presento frente a
Staph. aureus.

Hlldgartol (“), PM 338. C21H2204
Este compuesto mostrd actividad antimicrobiana contra E. coli (0.36-3.12 pg/mL) asi
como frente a Ps. aeruginosa (3.12 pg/mL), versus E. faecalis 0.78 pg/mL y 25 pg/mL

contra Staph. aureus.

Tephromicrocarpanona (111). PM 336. C,1H2004
La CMI contra E. coli fue de 1.56-25 pug/mL y de 12.5 pg/mL frente a Ps. aeruginosa,
12.5 pg/mL contra Staph. aureus y 0.78 pg/mL contra E. faecalis

Metil glabranina (IV). PM 338. C,1H2,04
Este compuesto obtuvo una actividad contra E. coli 0.78 pg/mL. 25 pg/mL contra E.

faecalis 0.36 pg/mL, y a su vez 6.25 pug/mL contra Ps aeruginosa.

Metil hildgartol (V). PM 340. CH2404

Este compuesto tuvo una actividad importante contra E. coli 0.78 pg/mL, E. faecalis
0.36 pg/mL y también contra Ps. aeruginosa de 0.78-3.12 upg/mL. La CMI contra
Staph. aureus fue de 1.56.
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CONCLUSIONES

En este estudio cinco flavonoides aislados de Tephrosia crassifolia fueron estudiados
para determinar actividad antimicrobiana, con base a que muchos de éstos compuestos

son producidos como respuesta a una infeccion en las plantas.

Los resultados obtenidos fueron mas que halagadores ya que no es facil encontrar
compuestos con actividad antimicrobiana, y tanto el hildgartol (1) y el metil hildgartol

(V) mostraron importantes actividades antimicrobianas contra bacterias gram negativas.

Tephrosia crassifolia es una posible alternativa terapéutica contra infecciones
bacterianas sobre todo el metil hildgartol (V) ya que mostré mayor correlacion con
antibidticos de eleccion contra E. coli y Ps. aeruginosa ampicilina y gentamicina

respectivamente.

Los estudios etnobotanicos de Tephrosia crassifolia pueden contribuir a que la ciencia

medica siga adelante para mejorar la vida humana.
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PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

El desarrollo de nuevas familias de antimicrobianos en las décadas de 1950 y 1960 y las
modificaciones de esas moléculas en las de 1970 y 1980 crearon una falsa sensacion de
seguridad y la creencia de que siempre podriamos adelantarnos a los agentes patgenos.
Al comenzar el nuevo siglo, esa complacencia nos estd costando muy cara. La
generacion de nuevos antimicrobianos se estd estancando y son pocos los incentivos

para elaborar otros nuevos que permitan combatir el problema mundial de la resistencia.

Es importante que nunca nos detengamos ante un nuevo conocimiento ya que nos
estancariamos en un cimulo de ideas obsoletas. Voltear hacia la botanica como fuente
de medicamentos es sumamente importante ya que esa es la piedra angular de la salud.
A su vez es importante que para mejorar nuestra salud tomemos medidas en diferentes
campos: los pacientes y comunidad en general, los que dispensan los medicamentos, los
laboratorios, los hospitales, los gobiernos y la industria farmacéutica, dentro de las

recomendaciones que se pueden hacer al respecto estan:

Educar a los pacientes y a la comunidad en general sobre el uso adecuado de los

antimicrobianos.

e Educar a los pacientes sobre la importancia de tomar medidas para prevenir las

infecciones, como la inmunizacién, la lucha contra los vectores, y otras.

e Ensefiar a los pacientes medidas sencillas para reducir la transmision de la
infeccion en el hogar y en la comunidad, como el lavado de manos, la higiene

alimentaria y otras.

e Educar al personal que prescriba o dispense antimicrobianos (incluido el sector
informal) sobre la importancia de usar adecuadamente estos farmacos y de

contener la resistencia.
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Promover programas educativos sobre el diagndstico y tratamiento correcto de
las infecciones comunes destinados a todas las carreras (formacion basica y de
posgrado) para profesionales de la salud, veterinarios y personal que prescribe y

dispensa antimicrobianos.

Mejorar la utilizacion de antimicrobianos mediante la supervision y el fomento
de buenas practicas clinicas, especialmente de las estrategias de diagnostico y de

tratamiento.

Garantizar la disponibilidad de servicios de laboratorio microbioldgicos que

correspondan al tipo de hospital, por ejemplo, secundario o terciario.

Velar por el desempefio y la garantia de la calidad de las pruebas de diagnostico,
de determinacion microbiolégica y de sensibilidad de los agentes patdgenos
fundamentales a los antimicrobianos, e informar oportunamente sobre los

resultados.

Garantizar el registro de los datos de laboratorio, de preferencia en una base de
datos; el uso oportuno de los datos para elaborar informes clinicos y
epidemioldgicos Utiles para la vigilancia de la resistencia de los agentes
patdgenos y las infecciones comunes, y la comunicacion de los resultados a las

personas que prescriben y al programa de control de infecciones nosocomiales.

Fomentar la cooperacion entre la industria farmacéutica, entes gubernamentales

e instituciones academicas para investigar nuevos medicamentos y vacunas.
Estimular los programas de desarrollo de medicamentos que traten de optimizar
los esquemas terapéuticos en cuanto a su inocuidad, eficacia y riesgo de

seleccion de organismos resistentes.

Establecer incentivos para que la industria invierta en investigacion y en el

desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos.
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Estudiar el establecimiento o aplicacion de procedimientos acelerados de

autorizacion para comercializar farmacos nuevos que sean inocuos.
Estudiar la aplicacién de un régimen de medicamentos que no tiene interés
comercial para las compafiias farmacéuticas cuando se disponga de uno y sea

pertinente.

Buscar formulas de asociacion innovadoras con la industria farmacéutica con el

fin de mejorar el acceso a los medicamentos esenciales mas nuevos.
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ANEXO 1

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

Agar Mueller Hinton

Pesar 6.20 g de medio de cultivo.
Disolver en 170 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121° C a 15 Ib de presion durante 15 minutos.

Vaciar en cajas de Petri estériles en condiciones asepticas.

Pesar 6.20 g de medio de cultivo.
Disolver en 170 mL de agua destilada.
Vaciar en tubos de ensayo, sterilizar a 121° C a 15 Ib de presion durante 15 minutos e

inclinar para formar el “pico de flauta”.

Preparacion de Agar Soya Tripticaseina.

Pesar 3.2 g de medio de cultivo.
Disolver en 80 mL de agua destilada.
Esterilizar 121° C a 15 Ib de presién durante 15 minutos.

Vaciar en cajas Petri en condiciones asépticas.
Preparacion de caldo Mueller Hinton.
Pesar 1.26 g de cultivo.

Disolver en 60 mL de agua destilada

Vaciar en tubos de ensayo. Esterilizar 121° C a 15 Ib de presion durante 15 minutos.

NOTA: Todos los medios de cultivo se sometieron a una prueba de esterilidad de 24 horas a 37 °C.
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ANEXO 2

PREPARACION DEL NEFELOMETRO DE Mc FARLAND

1. Preparar 10 tubos de ensayo del mismo tamafio que hayan sido cuidadosamente

lavados y enjuagados.

2. Preparar acido sulfarico puro al 1%.

Preparar una solucion acuosa de cloruro de bario puro al 1%.

4. Colocar en los tubos las cantidades de cada solucién indicadas en el cuadro

siguiente completando 10 mL por tubo.

La suspension de sulfato de bario formado corresponde aproximadamente, en el

intervalo estandar, a las concentraciones de una suspension homogénea de Escherichia

coli, segun la tabla siguiente.

Estandar No Volumen (mL)

BaCl, 0,048M (1,175% P/V)

H,S0,, 0,18 M (0,36 N) (1% V/V)

Equivalente en nimero
de bacterias/mL (X10°)

o
3]

0.05

9.95

0.1

9.9

0.2

9.8

0.3

9.7

0.4

9.6

0.5

9.5

0.6

9.4

0.7

9.3

0.8

1
2
3
4
5
6
7
8
9

9.2

0.9

9.1

=
o

1.0

9.0

Para inocular las microplacas se utiliza un patrén de turbidez al 0.5 de la escala de

McFarland.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

(GMOs)
(CDC)
(WHO)
(TMP/SMX)
(ESBLS)
(CMI)
(NCCLYS)
(PABA)
(NAD)
(NADP)
(NADH)
(NADPH)
(UV)
(TT)
(MTT)
(INT)
(WST1)
(WST3)
(WST4)

(BT)
(NBT)
(XTT)

(TNBT)

Organismos Genéticamente Modificados
Centro de Control de Enfermedades
Organizacion Mundial de Salud
Trimetroprim-Sulfametoxazol
Beta-Lactamasas de Amplio Espectro
Concentraciéon Minima Inhibitoria
National Committee for Clinical Laboratory Standards

Acido p-Aminobenzoico
Nicotinamida Adenin Dinucleétido
Fosfato de Nicotinamida Adenin Dinucle6tido

Dihidro Nicotinamida Adenin Dinucle6tido
Fosfato de Dihidronicotamida Adenin Nucle6tido
Ultravioleta
Cloruro de Trifeniltetrazolio
Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-Tiazolil(-2,5-Difenil-2H-Tetrazolio))
Cloruro de lodonitrotetrazolio
4-[3-(4-1odofenil)-2-(4-Nitrofenil)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-Bencen Disulfonato
4-[3-(4-lodofenil)-2-(2,4-Dinitrofenil)-2H-5-Tetrazolio]- 1,3-Bencen Disulfonato
Sal de 2-Benzotiazolil-3-(4-Carboxi-2-Metoxifenil (-5-[4-(2-Sulfoetilcarbamoil) fenil]-
2H-Tetrazolio))
Azul de Cloruro de Tetrazolio
Azul de cloruro de Nitrotetrazolio
Acido 3,3,-[(Fenilamino)Carbonil]-3,4-Tetrazolio-Bis(4-Metoxi-6-Nitro)
Bencensulfonico
Azul de Cloruro de Tetranitro Tetrazolio
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