UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

Evaluacion #z witro de el efecto inhibitorio de los
prncipios activos de  Eryngium carlinae v Lupinus
montanys en microorganismos patogenos del hombre

TESIS QUE PARA
OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGO -

Maximina Martinez Romero-

Gabriel Ramirez Gonzales,

Director de tesis:

M. en C. Maria de Jesus Sanchez Colin

Septiembre, 2006




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



'

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”

DIRECCION

JEFE DE LA UNIDAD DE
ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que la alumna MARTINEZ ROMERO MAXIMINA, con numero de cuenta
40109373-5 de la carrera de Bidlogo se le ha fijado el dia 12 del mes de septiembre de 2006
a las 14:00 hrs. para presentar examen profesional, el cual tendra lugar en esta Facultad con

el siguiente jurado:

PRESIDENTE M. en C. MANUEL FAUSTINO RICO BERNAL. /{%f%

VOCAL M. en C. MARIA DE JESUS SANCHEZ COLIN. », ﬂ
SECRETARIO BIOL. RUBEN ZULBARAN ROSALES. W " )
SUPLENTE M. en C. BARBARA SUSANA LUNA ROSALES. /4%14/7
SUPLENTE M. en C. PATRICIA RIVERA GARCIA. s

El titulo de la tesis que presenta es: Evaluacion in vitro de el efecto inhibitorio de los
principios activos de Eryngium carlinae y Lupinus montanus en microorganismos
patogenos del hombre.

Agradecere por anticipado su aceptacion y hago propia la ocasién para saludarle.

f§3dolyadns

R SI}NQHE&ﬂUiZ
DIRECTORD I RECCION =

RECIBI BO
OFICINA DE EXAMENES BIOL. MARICELA ARTEAGA MEJIA

PROFESIONALES Y DE GRADO JEFA DE CARRERA



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA”

DIRECCION

JEFE DE LA UNIDAD DE
ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que el alumno RAMIREZ GONZALEZ GABRIEL, con nimero de cuenta
9517954-2 de la carrera de Bidlogo se le ha fijado el dia 12 del mes de septiembre de 2006
a las 16:00 hrs. para presentar examen profesional, el cual tendra lugar en esta Facultad con

el siguiente jurado:
PRESIDENTE M. en C. MANUEL FAUSTINO RICO BERNAL. /%4://
VOCAL M. en C. MARIA DE JESUS SANCHEZ COLIN. %

SECRETARIO B|OL. RUBEN ZULBARAN ROSALES.

SUPLENTE M. en C. BARBARA SUSANA LUNA ROSALES.

7
SUPLENTE M. en C. PATRICIA RIVERA GARCIA. é;

El titulo de la tesis que presenta es: Evaluacion in vitro de el efecto inhibitorio de los
principios activos de Eryngium carlinae y Lupinus montanus en microorganismos

patogenos del hombre.

Agradecereé por anticipado su aceptacién y hago propia la ocasién para saludarle.

§3¥01¥34ny

MTRO. JUAN FRANCISCO $A RUIZ
DIRECTORMW CION

RECIBI
OFICINA DE EXAMENES
PROFESIONALES Y DE GRADO

BIOL. MARICELA AR'.I'EAGA MEJIA
JEFA DE CARRERA



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

AGRADECIMIENTOS

A Dios y a la vida por tener la oportumdad de conocer este mundo tan
maravilloso.

A mis padres:
Juan Martinez Romero y Natividad Romero Bernabé
y a mus hermanos;

Alejandra, Félix, Juan, Leticia, Matilde, Olivia y Rolando

Por haberme apoyado incondicionalmente en las decisiones de mi vida, por
su paciencia, comprension, por los valores y principios de la vida, por su
amot, por haber confiado en mi, ya que sin su apoyo no lo hubiera podido
lograr.

A Toda mi familia por ser lo mas importante que tengo en la vida y por
todos sus consejos.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por haber
proporcionado los medios para mi formacién profesional.

A la Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza y 2 sus profesores que participaron con ensefianzas y consejos
en mi formacién profesional.

A los profesores que me apoyaron para llevar a cabo este trabajo; M. en C.
Manuel Faustino Rico Bernal, M. en C. Maria de Jests Sinchez Colin,
Biol. Rubén Zulbarin Rosales, M. en C. Birbara Susana Luna Rosales
y M. en C. Patricia Rivera Garcia.

A todos mis amigos de la generacién 2001-2005, por haberme acompafiado
y aconsefado en los momentos de duda en mi vida.

A todos aquellos que participaron en mi vida cotidiana durante mi

carrera universitaria, y que por no dejar a nadie fuera de una larga lista y
por falta de espacio no los menciono esperando me disculpen.

CON GRAN RESPETO Y CARINO, A TODOS
GRACIAS

MAXIMINA MARTINEZ ROMERO




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

A la persona mis importante en mi vida:

Gracias por soportay y perdonar s errores,
por estar siempre a i ladb,
por pensar en .
por creer en mi.

Gracias a la vida,
gue me ha dadp tanto;
me ba dadp la risa
_y e ba dado el lanto.

Asi yo distingo
dicha de guebranto,

los dos materiales
gue forman mi canto;
_y el canto de ustedes,
que es el misimo canto;

_y el canto de todps,
que es mi propro cario.

Gracias a la vwida que me ha dado tanto.

Con el mas eterno amor. .. tu hijo:

Gabriel




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

DEDICATORIAS

A todas aquellas personas que tengan la oportunidad de consultatlo pues
estoy segura que servird como base para realizar otro trabajo.

A las dos personas que mas admiro y respeto en este mundo mis padres:
Juan Martinez  Romero y Natividad Romero Bermabé por haberme brindado la
oportunidad de superarme.

Con admiracién, respeto y alegria dedico este trabajo a mis hermanos y
hermanas, tios y tias, primos y primas, sobrinos y sobrinas.

A todos s compatieros y amigos, tanto de la escuela como fuera de ella, por
que todos necesitamos confiar en alguien.

A cinco personas que empiezan a conocer el maravilloso mundo y que
espero ayudar de alguna manera para que sean prosperos en el camino de la
vida:

Victor Manuel, i sobrino
Hugo Armando, mi sobrino
Jorge Armands, i sobrino

Juan Daniel, mi sobrino

¥ Valeria Carolina, mi sobrina

CON AMOR, CARINO Y RESPETO

MAXIMINA MARTINEZ ROMERO

1



Facultad de Estudios Supetiores Zaragoza

“Dedico este trabajo a toda mi familia, por ser el pilar
sobre el cual se exigen mus suefios”
Grabriel

A mi madre por haberme dado la vida y con ello el regalo mas preciado que
uno puede tener.

A mis hermanos Rosa, Domi, Soila, Guadalupe y Jesus, por todos sus
esfuerzos y sacrificios, los cuales espero compensar en parte, con este logro
que también es suyo. A mi tia (mi Unica tia), por haberme brindado su apoyo
cuando la necesite.

A mi hermana Domi, por todo cuanto sacrifico por nosotros, sus hermanos.
A Lupita, por tener ese corazon tan noble, compasivo y lleno de fe. A mi
hermano Jests, por su coraje y determinacion.

A todos mis nifios (mis sobrinos y sobrinas), por que cada una de sus sontisas
es una inyeccion de alegria e flusiones en mi corazon.

A todos mis amigos (no, acabo la lista), por todos los momentos (ahora
recuerdos) que compartimos juntos, y por que espero vengan muchos mas.

A mis maestros, por todo cuanto me ensefiaron y olvidaron ensefiarme.

A todo aquel que cree en st mismo, y que lucha por lograr sus suefios dedico
este trabajo y comparto este poema.

Piu avanti!

No te des por vencido, ni ain vencido,
no te sientas esclavo, ni atn esclavo;
trémulo de pavor, piénsate bravo
y arremete feroz, ya mal herido.

Ten el tesén del clavo enmohecido,
que ya viejo y ruin vuelve a ser clavo;
no la cobarde intrepidez del pavo
que amaina su plumaje al primer ruido.

Procede como Dios, que nunca llora,
o como Lucifer, que nunca reza,
o como el robledal cuya grandeza
necesita del agua y no la implora .....

i Que muerda y vocifere vengadora,
ya rodando en el polvo tu cabezal
Abnafuerte

v



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

INDICE
Pagina
LISTA DE IMAGENES ix
LISTA DE CUADROS X
LISTA DE GRAFICOS xt
RESUMEN 1
ABSTRAC 3
INTRODUCCION 5
CAPITULOL:
MARCO TEORICO
Importancia de las areas naturales protegidas 8
Plantas medicinales 9
Las plantas medicinales a través de los siglos 12
La medicina moderna y el resurgimiento de las plantas 14
medicinales en México
Perspectivas 16
CAPITULO II:
DEL EXTRACTO VEGETAL AL PRINCIPIO ACTIVO
El principio activo 18
Meétodos de extraccidn de los principios activos en las plantas 20
Meétodos de identificacién de los principios activos 23
Efecto antimicrobiano de los principios activos (antibioticos) 25
El antibiograma 26
Antecedentes de la accién antimicrobiana de las plantas 28
medicinales
CAPITULO III:
CARACTERISTICAS DE LAS PLANTAS
Eryngiuvm carlinae
Nombres comunes 31
Clasificacion cientifica 31
Descripcién botanica 31
Composicion quimica 32




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Uso medicinal
Habitat
Distribucién

Lupinus montanus
Clasificacion cientifica
Descripcién botanica
Composicién quimica
Uso medicinal

Otros usos

Habitat

Distribucién

CAPITULO IV:

CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS

Bactenias

Hongos

Medios de cultivo
Técnica de siembra

CAPITULO V:

ZONA DE RECOLECTA

Parque Nacional Izta —Popo
Ubicacién geografica

Clima

Tipo de vegetacion

Tipo de suelo

Problematica del parque

CAPTITULO VI:

OBJETIVOS

General
Particulares

CAPITULO VII:

HIPOTESIS DE TRABAJO

Caso 1: Erynginm carbnae
Caso 2: Lupinus montanus

32
33
33

34
34
34
35
35
35
35

37
39

42

45

47
49
50

52
52

54
54

vi



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

CAPITULO VII:
FASE DE CAMPO

Sttio de muestreo
Recolecta del matenial vegetal y muestreo del suelo

CAPITULO IX:

FASE DE LABORATORIO

Determinacién de propiedades fisicas y quimicas del suelo
Determinacidn de especies vegetales presentes en el area de
estudio

Procesamiento de las plantas y obtencion de la tintura vegetal
Obtencion de extracto en peso seco

Preparacion de concentraciones e impregnacién de sensidiscos
Cepas de microorganismos

Estandarizacion del indculo microbiologico

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Analisis de espectroscopia de infratrojo

CAPITULO X:

FASE DE GABINETE
Andlisis estadistico

CAPITULO XI

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de las propiedades fisicas y quimicas del suelo
Rendimiento estructura vegetal — extracto (peso seco)

Pruebas de sensibilidad con extractos vegetales obtenidos a partic
de Eryngium carlinae

Espectros IR de Erynginm carlinae

Pruebas de sensibilidad con extractos vegetales obtenidos 2 partir
de Laupinus montanns

Espectros IR de Lupinus montanus

CAPITULO XII:

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

56
56

58
58

59
60
60
60
61
62
62

64

66
67
69

85

100

108

111




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

APENDICE

Datos estadisticos (Erynginm carbinae)
Datos estadisticos (Lupinus montanus)
Antibiogramas obtenidos con Erynginm carbinae
Antibiogramas obtenidos con Lupinns montanus

119
125
129
130

viid



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

LISTA DE IMAGENES
Numero
1. Erynginm carlinae
2. Laupinus montanus
3. Parque Nacional Izta-Popo
4. Zona de muestreo en la regién Paso de Cortés
5. Espectro Infrarrojo de los extractos de flor (Eryngium carlinae)
6. Espectro Infrarrojo de los extractos de raiz (Eryngium carbnae)
7. Espectro Infrarrojo de los extractos de tallo (Eryngium carlinae)
8. Espectro Infrarrojo de los extractos de flor (Lapénus montanus)
9. Espectro Infrarrojo de los extractos de fruto (Lapinus montanus)

10. Espectro Infrarrojo de los extractos de hoja (Lupinus montanns)

11. Espectro Infrarrojo de los extractos de raiz (Lupinus montanns)

12. Espectro Infrarrojo de los extractos de tallo (Lapinus montanus)

Pagina
32
35
45
56

87

88
100
101
102
103
104

X



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Numero

LISTA DE CUADROS

Estado actual y perspectivas de las plantas medicinales
en México

Escala de McFarland
Resultados del analisis de muestras compuestas de suelo

Cantidad y rendimiento obtenido para Ernyngium carbnae
(tintura vegetal)

Cantidad y rendimiento obtenido para Lupinas montanus
(tintura vegetal)

Resultados del tamafio promedio de los halos de
inhibicién en pruebas de sensibilidad con bacterias y
hongos, utilizando los extractos obtenidos a partir de
Erynginm carlinae.

Resultados del tamafio promedio de los halos de
inhibicién en pruebas de sensibilidad con bacterias y
hongos, utilizando los extractos obtenidos a partir de
Laupinus montanus.

Pagina

61
66

67

67

69

90




Facultad de Estudios Supetiores Zaragoza

LISTA DE GRAFICOS

4

Namero

Grafico 1. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Mycobacterinm phlei causados por extractos de flor.

Grafico 2. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Mycobacterinm phlei causados por extractos de hoja.

Grafico 3. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Mycobacterinm phlet causados por extractos de raiz.

Grafico 4. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Mycobacterium phlei causados por extractos de tallo.

Grafico 5. Interaccidon Estructura — Concentracion sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultivos de Mycobacterium phis.

Grafico 6. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Streptococcus B-hemolitico causados por extractos de flor.

Grafico 7. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Streptococcus B-hemolitico causados por extractos de hoja.

Grafico 8. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Streptococcus f-hemolitico causados por extractos de raiz.

Grafico 9. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Streptococcus B-hemolitico causados por extractos de tallo.

Griafico 10. Interaccién Estructura — Concentracién sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultvos de  Strprococcns B-
bemolitico.

Grifico 11. Tamaiios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida albicans causados por extractos de flor.

Grafico 12. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Candida albicans causados por extractos de raiz.

Griafico 13. Interaccidn Estructura — Concentracidn sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicion en cultivos de Candida albicans.

Grafico 14. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de flor.

Pagina

71

71

72

72

73

74

74

75

75

76

77

77

78

79




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Grifico 15. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de hoja.

Grafico 16. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida frusei causados por extractos de raiz.

Grafico 17. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de tallo.

Grafico 18. Interaccidon Estructura — Concentracién sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida kruset.

Grafico 19. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Cryptococcus neoformans causados por extractos de raiz.

Grafico 20. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Geotrichum spp., causados por extractos de flor.

Griafico 21. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Geotrichum spp., causados por extractos de raiz.

Griafico 22. Interaccién Estructura — Concentracién sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Geotrichum spp.

Grafico 23. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterinm xerosis causados por extractos de flor.

Grafico 24. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterinm xerosés causados por extractos de fruto.

Grafico 25. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterinm xerosis causados por extractos de hoja.

Grifico 26. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterinm xerosis causados por extractos de raiz.

Grafico 27. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterinm xerosis causados por extractos de tallo.

Griafico 28. Interaccién Estructura — Concentracion sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicion en cultivos de Corynebacterium xerosis.

Grafico 29. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Streptococcus B-hemolitico causados por extractos de flor.

79

80

80

81

82

83

83

84

92

92

93

93

93

94

95




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Grifico 30. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Streptococcus B-hemolitico causados por extractos de raiz.

Grafico 31. Interaccién Estructura — Concentracion sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Strgprococcns f-
bemoliico.

Grifico 32. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de fruto.

Grifico 33. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krasei causados por extractos de hoja.

Grifico 34. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de raiz.

Grifico 35. Tamaiios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Candida krusei causados por extractos de tallo.

Grafico 36. Interaccidn Estructura — Concentracidn sobre el tamafio
promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida kruses.

95

96

97

97

98

98

99

it



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

RESUMEN

En los paises desarrollados se observa un creciente interés en la generacion
de medicamentos de origen vegetal, a su vez, en paises como el nuestro se
realiza desde hace tiempo, investigaciones cuyo objetivo es conocer el
potencial terapéutico de la flora mexicana.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto inhibitorio de los
principios activos de dos especies vegetales que crecen dentro de un Area
Natural Protegida, conocida como Parque Nacional Izta-Popo, Erynginm
carlinae y Lupinus montanus en microorganismos patogenos del hombre. La
zona de muestreo de la presente investigacion se sitia en Paso de Cortés, en
las coordenadas geograficas: latitud N. 19° 05" 0.4”", longitud oeste 98° 37°
8.15"" a una altitud de 3700 msnm.

Las plantas colectadas se sometieron a un proceso de desinfeccion,
posteriormente se pesaron por estructura (flor, hoja, ratz, tallo y fruto) y se
preparé una tintura mediante el Método Galénico, de cada una de las
estructuras por planta. Se preparo una serie de diluciones (por planta y
estructura) hasta alcanzar las concentraciones de 30, 60, 90 y 120 mg / ml,
para después realizar los antibiogramas con las cepas bacterianas:
Corynebacterinm xerosis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Streptococcus f—hemolitico, S taphylococcus aurens y Mycobacterinm phleé; y los hongos:
Candida albincans, Candida tropicalis, Candida Fkrusei, Candida stellatoidea,
Cryptocaccns negformans y Geotrichum sp. Todo lo anterior se realizo en medio de
cultivo Mueller Hinton (bacterias) y Agar Dextrosa Saboraund (Hongos),
mediante el Método de Difusion Kirby-Bauer y la técnica de Barty, con un
total de 7 repeticiones para cada antibiograma. En cada caso se evalu6 la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) en la que tuvo efecto el extracto
vegetal sobre el patogeno.

Los resultados fueron los siguientes: Eryngium cariinae y L@irzw montanus
crecen en suelos de tipo Andisol compartiendo el nicho ecolégico con Pinus
hartwegii 'y pastos del género Mublenberga.

Se encontré que los extractos obtenidos raiz de Eryngium carlinae presentaron
un mayor efecto inhibitorio de tipo fungicida al inhibir el crecimiento de
Candida albincans (CMI 30 mg/mL), Candida krusei (CMI 60 mg/mlL),
Cryptococcus negformans (CMI 90mg/mL) y Geotrichum sp. (CMI 90mg/mL), y
solo presentaron efecto antibacteriano sobre las especies Mywbacteninm phiei
(CMI 30mg/mL) y Streprococcus B-bemolitico. (CMI 60mg/mL). Por otra patte,
en los antibiogramas realizados con extractos de las estructuras de Lapinus
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montanss, se encontré que se presenta efecto antimicrobiano, ya que la
bacteria Corynebacterium xerosis y €l hongo Candida krusei fueron sensibles a los
extractos de todas las estructuras vegetales (CMI 30 mg/mL), mientras que
la bacteria Streptococcus -bemolitico solo fue inhibida por los extractos de raiz
(CMI 30 mg/mL).

Finalmente, se realizo un analisis de espectroscopia de infrarrojo a los
diferentes extractos de cada planta, encontrando la presencia de los
siguientes grupos funcionales: alcohol, alcano, amina, amonio, aminoacidos,
cetonas, éteres, ésteres, grupos metilo y grupos aromaticos.

Palabras Clave: Plantas medicinales, Principio activo, Antibiogramas,
Concentracion Minima Inhibitotia (CMI).
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ABSTRAC

In the developed countries a growing interest is obsetved in the generation
of medications of vegetable origin, in tum, in countries like ours is carried
out for some time, investigations whose objective is to know the therapeutic
potential of the mexican flora.

This work had as objective to evaluate the inhibiting effect of the active
principles of two vegetable species that grow inside a Protected Natural
Area, well-known as National Park Izta-Popo, that is; Eryngium carlinae and
Lupinus montanus in pathogenic microorganisms of the man. The zone of
sampling of the present investigation is located in Paso de Cortés, in the
geographical coordinates: latitude N. 19 ° 05" 0.4”", west longitude 98 ° 37°
8.15"" to an altitude of 3700 msnm.

The plants collected wete put under a disinfection process, later were
weighed by structure (flower, leaf, root, shaft and fruit) and got ready a dye
by means of the Galénic Method, of each one of the structures for plant.
Has prepares a series of dilutions (for plant and it structures) until reaching
the concentrations of 30, 60, 90 and 120 mg / mil, stops later to catry out
the antibiograms with the bacterial strains: Corynebacterium xerosis, Escherichia
coli, Enterococcus  faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcns - [Fhemobitico,
Staphylococcns anreus and Mycobacterium phlei; and the fungus: Cindida albincans,
Céndida tropicalis, Cindida kruses, Cindida stellatoidea ,Cryptococcus neoformans,
Geotrichum sp. All the previous mentioned one catries out medium cultivation
Mueller Hinton (bactenia) and Agar Dextrosa Saboraund (fungus), by means
of the Diffusion Method Kitby-Bauer and the technique of Barry, with a
total of 7 repetitions for each antibiograma. In each case the Inhibiting
Least Concentration was evaluated (ILC) in the one that had effect the
vegetable extract on the pathogen.

The results were the following: Erynginm carlinae and Lupinus montanus, grows
in Andisol type soils, sharing the ecological niche with Pinus hartwegti and
grasses of the gender Mublenbergia.

It was found that the extracts obtained root of Eryngium carkinae presented a
bigger effect inhibiting of fungjcidal type when inhibiting the growth of
Cindida albincans (ILC 30 mg/mL), Candida krusei (ILC 60 mg/mL),
Cryptococcns negformans (ILC 90mg/mL) and Geotrichum sp. (ILC 90mg/mL),
and they only presented antibacterial effect on the species Mycobacterium phiei
(ILC 30mg/ml) and Srrepococcns P-hemolitico. (ILC 60mg/mL). In the
antibiograms carried out with extracts of the structures of Lupinus montanus,
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it was found that antimicrobial effect is presented, since the bactena
Corynebacterinm xerosis and the fungus Cdndida krusei were sensitive to the
extracts of all the vegetable structures (ILC 30 mg/mL), while the bacteria
Streptococcus B - hemolytic was inhibited by the root extracts (ILC 30 mg/mL).

Finally, one carries out an analysis of infrared spectroscopy to the different
extracts of each plant, finding the presence of the following functional
groups: alcohol, alkane, amine, ammonium, amino acids, cetones, ether,
esters, groups methyl and aromatic groups.

Key Words: Medicinal plants, Active principle, Antibiograms, Inhibiting
Least Concentration (ILC).
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INTRODUCCION

Las Areas Naturales Protegidas son un elemento clave para lograr la
conservacion y proteccion de la biodiversidad y de los recursos naturales de
un pais (Dominguez, 2002). Estos territorios se dedican fundamentalmente
a la proteccién de las especies silvestres y a la investigacion cientifica mas
que al disfrute publico, y se convierten en verdaderos “laboratorios
vivientes” donde los cientificos observan a los otganismos en su habitat
natural (CONABIO, 2002). En estas areas existen gran cantidad de especies
y fenémenos que no han sido estudiados a fondo, a esto hay que aunar que
muchas de estas especies resultan ser Unicas de una regién en particular.

Desde hace ya mucho tiempo la comunidad cientifica a nivel mundial
centra su atencion en este tipo de regiones, teniendo como base en sus
investigaciones, la conservacioén de estos espacios, pero de igual manera,
evaluando posibles beneficios que puede obtener el hombre de organismos
que en ellas se encuentren, logicamente, esto ultimo a través de la
generacion de conocimiento y no de la explotacién del sistema. Sin
embargo, a pesar de la proteccion oficial que les garantizan los gobiernos,
los parques y reservas nacionales de todo el mundo se enfrentan a amenazas
procedentes 1mas alli de sus limites. Estas amenazas van desde la
explotacion forestal, la actividad minera y el pastoreo hasta el crecimiento de
la presion demogrifico en sus alrededores. (CONANP, 2004). Frente a este
panorama, paises con gran biodiversidad como el nuestro, requieren de una
mayor investigacién cientifica, capaz de integrar no solo los aspectos de
funcionalidad de un ecosistema u organismo, sino también su posible
utilidad en beneficio del hombre.

En este sentido desde hace algunas décadas, la investigacion de plantas
medicinales a nivel mundial ya no es vista como un simple (sin que lo sea)
rescate  cultural sino, como wuna relevante actividad cientifica,
constituyéndose como una alternativa viable en el desarrollo de nuevas
técnicas terapéuticas y en la obtencion de moléculas bioactivas que se
manifiesten en diferentes mecanismos de accién (FAO, 1997, Bye y Linares,
1999).

En los paises desarrollados, se observa un creciente interés en la generacién
de medicamentos de origen vegetal, a su vez, en paises como el nuestro se
realiza desde hace ya mucho tiempo investigaciones con el objetivo de
conocer el posible potencial terapéutico de la flora mexicana. De tal forma,
el uso de plantas medicinales lejos de verse desplazado ha cobrado fuerza
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en los tltimos tiempos y es previsible un gran aumento de la demanda del
medicamento herbolario.

Desafortunadamente, como todas las Areas Naturales Protegidas de nuestro
pais, el Parque Nacional Izta-Popo (sitio en el que se colecto el material
vegetal) sufre un proceso de deterioro causado por la presién que ejercen las
poblaciones aledafias por el aprovechamiento de los recursos, como lo son
la tenencia de la tierra, la tala clandestina, cambios de uso de suelo,
incendios forestales, entre otras tantas razones (CONANP 2004). Estos
acelerados procesos de aculturacién y de destruccidén de ecosistemas
determinan la necesidad de intensificar la investigacion floristica y
etnobotanica en México, debido a que la pérdida de especies puede ser
mucho mis ripida que la generacién de conocimiento.

Este trabajo pretende aportar el conocimiento basico de las propiedades
medicinales de dos especies de plantas herbaceas, Eryngium carlinae y Lupinus
montanus recolectadas en una ANP (Parque Nacional Izta — Popo), mediante
el estudio de la sensibilidad ## #ifro de microorganismos que afectan la salud
humana, a los principios activos de estas plantas. La importancia de este
estudio radica en dos puntos esenciales: primeramente, se trata de dos
especies vegetales que se presentan en una Areas Naturales Protegidas, la
cual pese a las adversidades a las que se enfrenta, genera las condiciones
naturales adecuadas para su desarrollo. El hecho de obtener estas plantas en
su estado natural es fundamental, debido 2 que con ello se evita algin tipo
de sesgo en la informacién final, cosa que quiza no sucederia si se trabajase
con las mismas especies cultivadas antropogénicamente, ya que estas
pudiesen haber sido tratadas con fertilizantes quimicos o plaguicidas que
alterasen en uno u otro modo la quimica de la planta.

En el caso de Eryngium carlinae del estudio de una planta que ha sido y sigue
siendo ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana para la
mitigacién de un sinnimero de malestares (Martinez, 1992; Argueta, 1994,
SEMARNAT, 2004). Por otro lado, y en contraste a lo anterior, se estudi6 a
la especie Lupinus montanus, planta de la cual no existe estudio alguno de sus
propiedades medicinales, no asi a nivel agricola. El hecho de que no existan
este tipo de estudios resulta desconcertante, pues desde ya hace muchos
afios se sabe que algunas variedades de Lapinus son evitadas como alimento
animal por presentar un sabor amargo, el cual se debe tanto a los principios
amargos que presenta, como a las altas concentraciones de alcaloides, siendo
ambos, componentes activos de las plantas medicinales con accién
farmacoldgica.
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Importancia de las Areas Naturales Protegidas

La cubierta vegetal de México es una de las mas variadas de la Tietra, pues
en su territorio estan representados practicamente todos los grandes biomas
que se han descrito, desde los desiertos, donde la hostilidad y aridez del
entorno apenas permite el desarrollo de vida, hasta las bellas y frondosas
selvas; desde la vegetacion netamente tropical de las zonas bajas y calientes,
hasta los gélidos paramos de alta montafia. Aunado a esto, se cuenta con
grandes extensiones de pastizales, bosques caducifolios y de coniferas
(Rzedowski, 1983).

Esta gran diversidad, sin embargo, se ve amenazada por el crecimiento
demografico, tala clandestina, cambios de uso de suelo, entre tantos otros
males. Debido a ello se han creado al igual que en muchas partes del planeta,
zonas de resguardo, conocidas comiinmente como Areas Naturales
Protegidas, las cuales estin sujetas a regimenes especiales de proteccién y
desarrollo para asegurar la conservacion de su biodiversidad.

La regulacién de muchas areas protegidas en el mundo prohibe de manera
estricta la caza de animales, el acopio y cosecha de vegetales o cualquier
actividad dentro o fuera de un drea protegida que ponga en riesgo la
conservacion de la misma.

Centrandonos en el tema de la flora, es evidente la importancia de este tipo
de areas, ya que si bien, el mimero de trabajos de investigacién floristica se
ha incrementado, el conocimiento de la vegetacion del pafs dista mucho de
ser perfecto y queda atin mucho por hacer. Un claro ejemplo de esto es la
falta de estudios experimentales acerca de las propiedades medicinales de
muchas plantas que han sido utilizadas tradicionalmente de manera
“empirica” (en el sentido de han sido utilizadas como remedio y no como
un medicamento) y que ain mds, se encuentran dentro de zonas protegidas.

De esta manera las Areas Naturales Protegidas deben jugar un importante
papel en el desarrollo nacional, en multiples formas, como por ejemplo, y
sin ser limitativo: posibilitando a través de la investigacion cientifica un
mejor conocimiento de nuestros recursos a fin de hacer mis apropiado su
manejo y utilizacion en beneficio del ecosistema y del ser humano.
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Plantas medicinales

Una planta medicinal es una planta que, en uno o mas de sus Organos
contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que
son precursores para la hemisintesis quimico-farmacéutica (Cafigeral y Vila,
1998, Pérez, 2001).

“Actualmente se han registrado en México (Cuadro 1) alrededor de 4 000
especies con atributos medicinales (15% de la flora total). Este numero
coincide con lo informado en varias regiones del mundo por especialistas en
la materia, quienes consideran que una de cada siete especies posee alguna
propiedad curativa. Sin embargo, se calcula que en México, y en todo el
mundo, la validacién quimica farmacoldgica y biomédica solo se ha evado a
cabo en 5% de estas especies” (CONABIO, 2002)

Cuadro 1. Estado Actual y Perspectivas de las Plantas Medicinales en México

Especies medicinales identificadas y registradas .
Especies medicinales validadas farmacolégica y clinicamente 250
Especies medicinales empleadas por la poblaciéon mexicana 3,500 a 4,000
Especies medicinales utilizadas regularmente (sin procesar) 1,500
Especies medicinales usadas intensivamente (sin procesar, 250
mezcladas o procesadas)

Especies medicinales silvestres que se y colectan 3,600
Especies medicinales que se cultivan en el huerto familiar o en 370
cultivos comerciales

Especies medicinales amenazadas 35

*Fuente: CONABIO 2002

Dependiendo de su naturaleza quimica, las sustancias activas de los
vegetales determinan un efecto terapéutico sobre el organismo humano. Al
igual que otros productos medicinales contemplados en las farmacopeas, se
dividen en grupos, segun sea su campo de accién, aunque una misma planta
se puede utilizar para mas de un tratamiento; de hecho suele ser asi en la
mayoria de los casos. En muchas ocasiones se asocian con varias plantas
diferentes para reforzar la accion terapéutica (Caiigeral y col., 1997).
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Atendiendo a esas acciones las plantas medicinales se dividen en las
siguientes clases:

Amargas: Son plantas que tienen influencia sobre la funcién gistrica, pero
sobre todo en caso de inapetencia; son por tanto aperitivas. Existen varios
tipos de ellas, las cuales se emplean siempre antes de las comidas: amargas
puras como la Genciana, Centaura menor o Trébol acudtico, amargas aromaticas
como la Artemisa, Angélica o el Acorv, amargas astringentes como la Cortega de
Condurango, Gtiles por presentar un ligero efecto astringente eficaces en
catarros y gastritis ligeras; amargas mucilaginosas como el Tusilago y el

o

Cifiamo.

Astringente: Se trata de plantas con alto contenido en taninos, que poseen
capacidad para actuar sobre la epidermis o las mucosas. También ejercen un
efecto de drenado del tejido y una accién antiinflamatoria. Plantas con este
tipo de substancias son el Ardndano, Hipérico, Salvia, Tormentilla, Margarita (Gtil
en la dermatosts, eccemas e inflamaciones), Vendnica, Pulmonaria, Cortezas de
Roble y de Sanuce, Bardana, Hepdtica, Nogal, Orégano, Agripaima, Hisopo, entre
otras muchas.

Antidiaforética: Son plantas que reducen la transpiracion excesiva. Entran
en este grupo la Saliia, Valrianay Belladona, en aplicaciones internas; y Noga/
o Corteza de Robk, en aplicaciones externas.

Carminativas: Las plantas con efectos carminativos ejercen una beneficiosa
influencia sobre la evacuacion de los gases intestinales, contracciones
dolorosas y los calambres que se producen en los musculos lisos del
intestino. Ademis de reducir Ia tension dolorosa, frenan el desarrolio de las
bactenias responsables de las fermentaciones. A este tipo de plantas
pertenecen las drogas que contienen substancias espasmoliticas como la
Manzanilla, Ands, Hinojo, Enebro, Menta pipenita, S alvia, Mekiloto, etcétera

Diaforética o sudorifica: Se trata de plantas que facilitan la transpiracion.
Entran en este tipo el Gordolobo, Satico negro, Manzanilla, Tilo, Fumaria, Hojas de
Grosellero negro, Ulmaria, Verdnica, Bardana, o la Trinitaria.

Diuréticas: Son plantas que favorecen o aumentan la cantidad de orina
eliminada. Son ligeramente desinfectantes y utiles frente a las afecciones de
las vias utinanias, pequefios calculos y sedimentos en la orina. Entre las
plantas diuréticas podemos citar el Brego, Boksa de pastor, Cardo santo, Hoja de
Abedul, Ratz de Bardana, Ortiga, Agripalma o Capuchina.

10
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Expectorantes: Se trata de plantas medicinales que facilitan la
expectoracién. Son sobre todo plantas mucilaginosas (aunque también
pueden contener saponinas y aceites esenciales), las cuales se hinchan en
presencia de agua permitiendo humedecer la zona de la laringe; su accidén
reduce la tos y la inflamacién.

En el caso de las substancias con propiedades eméticas (saponinas sobre
todo), permiten aumentar las secreciones de los bronquios y glandulas
bronquiales, provocando nduseas que en ocasiones son incluso deseables,
aunque en dosis elevadas pueden ser vomitivas.

Por otro lado, los aceites esenciales debido a su capacidad de volatilizarse a
través del aparato respiratorio, excitan las mucosas y facilitan la disolucion
de las mucosidades y por tanto la expectoraciéon. Son ademis algo
desinfectantes y relajantes de las contracciones de los musculos lisos
bronquiales.

Entre las plantas con propiedades expectorantes, expectorantes emeéticas y
expectorantes estimulantes, se encuentran el Gordolobo, Malya, Malyavisco,
Lilantén, Gatuiia, Hinojo, Hojas de Menta, Tomillo, Serpol y semilla del Lino.

Vulnerarias: Las drogas con efectos vulnerarios tienen la capacidad de
reducir las inflamaciones a la vez que aceleran la renovacién de los tejidos
dafiados. Por ejemplo, la Manzanilla, Mekioto v la Caléndula cicatrizan las
heridas y curan las enfermedades de la piel; el Bregp actia como
anttinflamatorio de las vias urinarias; el Romerm es antirreumatico.

En Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis los vegetales se encuentran en la
mayoria de las formas farmacéuticas, se administran por todas las vias y para
todos los drganos, lo que pone de manifiesto que ‘U herbolaria tenia un lugar
importante como fuente de principios actives para la preparacion de remedios y
medicamentos” (Sanchez e Islas, 1997).

11
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Las plantas medicinales a través de los siglos

La utilizacién de las plantas por las sociedades humanas tiene una extensa e
interesante historia; desde sus inicios los vegetales fueron clasificados y
agrupados segun sus diversas necesidades (Dominguez, 1979; Estrada, 1992;
Gallardo, 1994; Lozoya, 1994).

El registro historico mas remoto pertenece a la cultura egipcia, de ello dan
cuenta antiguos papiros que datan del afio 2725 a.c. en los cuales se revela
la curacién de cuarenta y ocho casos clinicos con plantas medicinales. En la
antigua Grecia el uso de las plantas fue ampliamente difundido por los
griegos entre los cuales Hip6crates y Galeno son los mas reconocidos y
considerados por la histonia como los padres de la medicina occidental. La
herbolaria tiempo después, pasa del pueblo griego al romano, y de estos
ultimos  a los reinos que surgieron tiempo después como el de Hispania

(Espafia).

A principios del siglo VIII, la medicina en la Espafia se ve altamente
influenciada por médicos del Asia Menor (debido a la invasién musulmana
de la que son sujetos) quienes retoman los conocimientos de Hipdcrates y
Galeno, adhiriendo a ellos los conocimientos propios del pueblo arabe y lo
difunden al mundo contemporineo de su época (Lozoya, 1990; Aguilar y
Camacho, 1994).

Por su parte en la América Precolombina existia una historia herbolaria de
por lo menos 3,500 afios y que segun diferentes autores a la fecha podra
tener entre 4,000 y 5,000 afios de antigiiedad, sin embargo es muy probable
que los primeros hombres de América seguramente venian de Asia y trafan
consigo una cultura herbolaria y esto se entiende si se compara la
cosmovision de sus pueblos que son muy similares (Villalba, 2000).

Después de la expulsion musulmana de Espafia y de la unificacién de los
reinos de esta Gltima (1474 -1516), se llevan a cabo viajes en busca de
nuevas rutas maritimas con el fin de mejorar el intercambio comercial con
Asia, la historia como se sabe marca el sorpresivo descubrimiento de un
nuevo continente que mas tarde serfa llamado América . Es en este
momento en el cual la historia mundial da un vuelco impresionante
centrando su atencién en la conquista del nuevo tertitorio, dando como
resultado el mestizaje y con ello el sincretismo de culturas que por supuesto
incluye su conocimiento médico donde la herbolaria indigena juega un papel
fundamental en la cronologfa de esta historia.

12
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A principios del siglo XVII una vez consumada la caida de Tenochtitlan, los
frailes evangelizadores acompafiados de indigenas traductores levantaron un
importante censo de las plantas y sus propiedades curativas, situacion que se
documenta en el libro “ Libellus Medicinalibus Indorwm Herbis ” mejor
conocido como "Cddice Badiano” escrito y traducido al latin por un médico
indigena, sin embargo esa es s6lo una muestra del conocimiento terapéutico
de las plantas que tenian nuestros antepasados, ya que mayas, nahuas,
mixtecos y zapotecos, por mencionar a los principales grupos de aquella
época, tenian amplios conocimientos en estos topicos (Lozoya,1999).

Producto de la mezcla de culturas, inicia el surgimiento de una nueva raza, la
mestiza, desafortunadamente esto conlleva entre otras cosas a una
desvirtuacion del conocimiento herbolatio que se tenia antes de la
conquista. Afortunadamente no desaparece. De esta forma el conocimiento
terapéutico de las plantas tomé dos destinos: el primero pasa a formar parte
de la teoria de los principios activos que con el tiempo y una compleja
historia forma parte de la medicina al6pata y la otra paso a formar parte de
la cultura comin y es conocida como herbolaria tradicional.

Una vez que el mestizaje dio identidad nacional a todo lo largo y ancho de
México, la tradicién herbolana paso a formar parte del conocimiento
popular y este se albergd en los campesinos e indigenas que conocian las
plantas silvestres y sus propiedades terapéuticas.

Amplios y arraigados son los conocimientos tradicionales con los que
cuentan muchas comunidades de nuestro pais, conocimiento que ha sido
adquirido y transmitido de generacién en generacién en sitios donde aun
hoy dia se carece de centros de atencidbn médica y donde dicho
conocimiento y la conservacién de sus recursos naturales siguen siendo
utilizados como la primera, y en muchas ocasiones, como la tnica opcién,
para atender sus padecimientos.

La herbolaria forma parte del México que se niega a ser globalizado y
emerge como un elemento operativo y viviente de nuestro patrimonio
cultural, enlazando tiempos y espacios.

13
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La medicina modemna y el resurgimiento de las plantas medicinales en
México

La quimica de sintesis durante el pasado siglo, dio origen a2 una nueva
alternativa para encontrar cura a un sinfin de padecimientos y por ello su
uso se extendi6 a nivel mundial. De 1930 a 1970 se produjo una drastica
disminucién en el uso de sustancias naturales con propiedades medicinales.
Esto fue provocado por la produccidn, a gran escala, de productos
sintéticos con caracteristicas similares o aparentemente de mayor eficacia
curativa. Sin embargo, al presentarse un resurgimiento de enfermedades que
se creian erradicadas (malaria, parasitosis diversas, tuberculosis, etcétera), asi
como la creciente incidencia de cancer y la aparicién del mortal sida, se ha
considerado necesario y urgente intensificar la busqueda de nuevas
sustancias particularmente en las plantas de las que se tienen pruebas de sus
virtudes medicinales (CONABIO, 2002).

No obstante, 2 finales de la década de los sesentas el mundo de la medicina
se percatd de las reacciones adversas que generaban algunos de sus
productos, ademas de verse en la impostbilidad de sintetizar todos los que
se requetian. Por ejemplo, hasta 1970 sélo el 20 por ciento de las medicinas
se obtenfan por sintesis y el resto ain utilizaba productos provenientes de
las plantas medicinales (Mattinez, 2000).

Bajo este contexto, México sigui6 los pasos modemizadores de la medicina
y se unié a la corrente dominante que buscaba desarrollar solo
medicamentos de sintesis. Sin embargo, la investigacién en productos
vegetales continud en otros paises, sobre todo, de Europa y Asia, pese a que
en México la investigacion médica formal de estos recursos se habia
iniciado durante la época del porfiriato, en las dos Ultimas décadas del siglo
XIX. Asi, como parte de la reforma educativa promovida por el gobierno,
se habia fundado la Sociedad Mexicana de Historia Natural. En esta
mstitucidn se realizaron trabajos sobre la flora mexicana que consisti6 en la
recoleccion y clasificacion de algunas plantas medicinales, dando como
resultado una compilacién sobre las propiedades farmacoldgicas de las
plantas mexicanas mas importantes, desafortunadamente este conocimiento
s6lo se convirtié en un cumulo de archivos olvidados.

No es sino hasta finales de la década de los afios 70°, cuando las plantas
medicinales vuelven a adquirir importancia en el pais, luego de que el
gobierno federal a través del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
reforzo la atencién de cerca de 10 millones de campesinos que carecian de
los mecanismos de cotizacion caractetisticos de la seguridad social. El
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programa se denominé IMSS-COPLAMAR (actualmente se llama IMSS-
Oportunidades) y se disefid para proporcionar entre otras cuestiones,
servicios médicos basicos a las poblaciones indigenas mas apartadas de los
centros urbanos y muy dispersas en el territorio nacional, desde entonces se
ha tenido acercamiento a una prictica milenaria de atencion a la salud, la
medicina tradicional.

EI IMSS fue la primera institucion del Sector Salud en incorporar un cuerpo
de investigadores para atender el estudio de la medicina tradicional mexicana
y especialmente la flora mexicana desde un punto de vista cientifico. Desde
1981 incorpord en sus espacios y presupuesto al Centro de Investigacion en
Medicina Tradicional y Herbolania, actualmente, Centro de Investigacién y
Desarrollo de Fitomedicamentos que se ubica en Xochitepec, Morelos
(Almaguer y col., 2003).

Actualmente en México el uso de plantas medicinales constituye una
expresién de la diversidad étnica y cultural de nuestro pais. La prictica
herbolaria constituye a su vez un referente bioldgico, al expresar en su
materia vegetal la diversidad botanica y ecoldgica de nuestro pafs. La
riqueza de recursos con que trabajan nuestros curadores populares refleja
la variedad de regiones fisiogrificas existentes en México. Asi, existen cerca
de 30 000 diferentes especies de plantas con flor, de las cuales se ha
calculado que no menos de una quinta parte cuenta con propiedades
medicinales significativas (Bye y Linares, 1999).
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Perspectivas

La evolucion del desarrollo selectivo de medicamentos, luego de haberse
caracterizado por partir de mecanismos meramente empiricos, implica
actualmente un proceso experimental de validacién. El proceso de
extraccion del principio activo en biomedicina se hace patente con
propuestas de revaloracion de las plantas medicinales planteadas por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la cual reconoci6 la importancia
de este tipo de recursos terapéuticos y generd un programa de promocion
de la medicina hetbolaria.

En 1977, la OMS promovié una serie de recomendaciones para la
regularizacion de los medicamentos herbolatios, estas propuestas reconocen
la realidad del uso de las plantas medicinales en un sector muy amplio de la
poblaciéon mundial. Dentro de ésta serie de recomendaciones se halla un
apartado concerniente a los programas de investigaciones multidisciplinarias
en el que se establece entre otros puntos; la realizacién de diversas
actividades en materia de investigaciones de las plantas medicinales tales
como la identificacién y clasificaciéon de las plantas, la fitoquimica, la
farmacologfa, y los ensayos de laboratorio clinicos con fines terapéuticos; asi
como la validacion de los procedimientos terapéuticos tradicionales (OMS,
1979).

Hace ya casi tres décadas que la OMS ha venido planteando la revaloracion
de la medicina tradicional y de sus recursos; sin embargo esta revaloracion
ha delimitado poblacional e ideologicamente a esa medicina, sin alterar de
manera sustancial el cauce de la farmacoterapia dominante en si.

La contraposicion ideal de “lo empirico” con “lo cientifico” en la
biomedicina se expresa de manera sintética en el uso terapéutico de los
vegetales; lo primero como “remedio” y lo segundo como “medicamento™;
lo empirico, en la utilizacién integral de las plantas medicinales como
extractos totales, y lo cientifico en la busqueda, identificacién y aplicacién de
los principios activos a partir de ellas (Ibid. Pag. 11)
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CAPITULO II

DEL EXTRACTO VEGETAL
AL PRINCIPIO ACTIVO
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El Principio activo

El valor medicinal de una planta curativa se debe a la presencia en el tejido
de la planta de una o algunas sustancias quimicas (principio active) que
ejercen una accidon farmacoldgica en el ser humano o los seres vivos en
general. Los principios activos de las plantas medicinales son sustancias
que la planta ha sintetizado y almacenado en el curso de su crecimiento.
Este tipo de sustancias no se distribuyen de una manera uniforme por toda
la planta, pues se concentran preferentemente en las flores, hojas, o raices,
aunque en algunas ocasiones también se pueden encontrar contenidos en
semillas, frutos y corteza.

Sin embargo no todos los productos metabdlicos de las plantas tienen
propiedades con valor medicinal. En todas las especies estan presentes al
mismo tiempo principios activos v sustancias indiferentes. Muchos de los
principios activos son sumamente complejos y de algunos ain se
desconocen su naturaleza quimica (Pahlow, 1984; Rombi, 1991).

Generalmente, los principios activos de las plantas pueden ser sustancias
simples (como alcaloides) o bien mezclas complejas (resinas, aceites
esenciales, etcétera). Los compuestos mas comunes son azicares y
heter6sidos (azicar mas un compuesto sin azicar), que pueden ser
glucésidos, galactdsidos, etcétera Otros componentes activos de las plantas
son lipidos, gomas, mucilagos, principios amargos, taninos, balsamos,
oleorresinas, acidos organicos, enzimas y vitaminas.

Los aceites esenciales tienen varios componentes tales como: terpenos o
compuestos aromaticos, a menudo contienen alcoholes, cetonas, aldehidos,
fenoles, ésteres, éteres, nitrOgeno y azufre, asi como otros compuestos.
Muchos son altamente germicidas, esto debido a la volatilidad y capacidad
de penetrar en el protoplasma, sin embargo algunos son insolubles en agua,
como para ser importantes en medicina como antisépticos.

Las gomas son polimeros de varios azucares, mientras que las resinas son
productos generados a partir de la oxidacién de los aceites esenciales; ambos
se utilizan como purgantes y ungiientos. Los aceites grasos se emplean en
emulsiones y como purgantes (William, Thompson, 1980).

En estudios preeliminares se pueden utilizar muestras de 1 2 1000 g, y
orientarse a localizar cualitativa o cuantitativamente uno o vatios principios
activos. Los métodos pueden ser:

18



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

a). Histologicos, o sea, de observacién del comportamiento de
cortes de tejidos frente a ciertos reactivos que formen colores o den
precipitados.

b). Quimicos, tratamiento de extractos con agentes cromogenos,
substancias que forman precipitados, etcétera

¢). Fisicoquimicos, uso de cromatografia, localizacion de ciertas
bandas de absorcion en el infrarrojo.

d). Bioldgico, evaluacion del efecto de extractos sobre cultivos de
microorganismos, 6rganos aislados, tejidos, entre otros (Dominguez,
1979). Esta se puede realizar de varias formas y a varios niveles,
dependiendo del objetivo de estudio. Se puede realizar a través de
un tamizado (soreening) farmacoldgico, en sistemas 7z vivo, en animales
integros normales o en aquellos a los que se les ha incluido
experimentalmente  un padecimiento determinado o bien en
sistemas ## vitro (Estrada, 1992).
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Métodos de extraccion de los principios activos en las plantas

Los protocolos de investigacién establecidos por la OMS, incluyen el
fraccionamiento de productos activos vegetales mediante el cual se obtienen
extractos de polaridades distintas conteniendo substancias que exhiben
propiedades de solubilidad diferente a las que exhibirdn de manejarse en
forma pura. Por lo tanto, se debe abordar también el problema de la
preparacién adecuada de suspensiones para cada extracto obtemidos con
disolventes comunes (agua, etanol, metanol, benceno, cloroformo, etcétera).
Una regla general, Gtil para resolver el problema de preparar suspensiones o
dispersiones acuosas de los extractos obtenidos con distintos disolventes, es
que los extractos polares presentan menos problema que los disolventes no
polares.

Para obtener las sustancias activas de las plantas medicinales, se recurre
frecuentemente a la técnica de la extraccidon. Este proceso consiste en
incorporar las sustancias activas de una planta a un liquido, de acuerdo a los
lineamientos de la OMS, todos los extractos primarios que sean sometidos a
evaluacion biologica deben ser preparados con agua, o bien con mezclas de
esta con etanol, ya que son estos los disolventes mas frecuentes y
disponibles.

En los extractos hidroalcohdlicos, el alcohol se debe eliminar del percolado
mediante concentracion iz vacuo, manteniendo la temperatura del bafio por
debajo de los 60° C. Conforme se evapora el alcohol, se puede precipitar
algo de matenal insoluble, dado que no es posible predecir si el material
insoluble es o0 no activo, se debera utilizar el concentrado completo (Estrada
1992). Al someter un extracto a prueba biologica, este debera presentar de
preferencia en forma solida, ya que permite la estandarizacioén de las dosis.

De igual manera también existen otras técnicas de extraccién, dependiendo
de la textura o componentes de las plantas. A continuacién se describen
brevemente algunas técnicas de uso frecuente.

Tisanas: Las tisanas se obtienen tratando las partes vegetales de interés
medicinal preferentemente con agua como vehiculo extractivo (en ocasiones
también se recurre a alcoholes y aceites). Las plantas que se destinan a la
preparacion de tisanas, se deben acondicionar previamente con los utensilios
adecuados, ejemplo con tamices o mallas; para picar, moler o pulverizar al
tamafio adecuado para el uso que se le vaya a dar. El polvo formado durante
la operacion de fraccionar las plantas no se debe aprovechar. Las dosis
suelen estar prescritas en la farmacopea; para ello se deben pesar los
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ingredientes por separado, empezando por las drogas mas abundantes que
no contengan frutos y semillas, y mezclandolas al final. Se debe tamizar
adecuadamente y volver a mezclar, despreciando el polvo resultante.

Segin como se aplique el agua, las tisanas se pueden obtener de varias
formas, las mas comunes son la infusion, maceracién y decoccion.

Infusion: Es una de las formas mas populares y clasicas de extraccion para
obtener una tisana. Es muy adecuada para las drogas aromaticas, ya que los
aceites esenciales que contienen se evaporan a temperaturas mayores que las
precisas para preparar la infusién.

La infusion se realiza sumergiendo las pattes troceadas de la planta en una
cantidad de agua hirviendo (dependiendo de la planta pueden ser partes
enteras, como las semillas del lino); se deja reposar unos 15 minutos
removiendo de vez en cuando y se filtra a continuacion mediante un tamiz o
papel de filtro. Las dosis generales (excepto para drogas toxicas que deberan
determinarlas un médico) son aproximadamente de un gramo de planta por
cada 10 ml de agua.

Maceracion: Es una extraccion que se realiza a una temperatura ambiente
de entre 15° y 20°. El liquido para la solucién puede ser agua o alcohol, pero
en ocasiones también se emplean vinos blancos o tintos. Normalmente, la
maceracion en alcohol o vino se puede alargar sin temor a interferencias
bacteriologicas, no asi en agua, que puede fermentar o formar moho; de
todas formas los tiempos concretos de maceracion vienen también
determinados por el tipo de droga a extraer. En lineas generales las drogas
que contengan mucilagos, como el Malyavisco o €l Lino, se maceraran durante
una media hora aproximadamente; por su parte, las amargas y aromaticas
entre las dos y doce horas. Las dosis a macerar, siempre en términos
generales, ser a razon de una parte de planta por veinte de liquido.

Decoccién: se trata de una extraccidon en agua de determinadas partes
vegetales, a la cual se le da un cierto tiempo de ebullicién. Dependiendo de
la consistencia de las partes a extraer, se daran tiempos de decoccién mas o
menos largos; generalmente, las raices, hojas, flores y pedinculos foliados se
hierven en agua durante unos 15 minutos, mientras que las ramas y otras
partes mas duras pueden precisar hasta una hora, tiempo durante el cual
deberi ir reponiéndose el agua evaporada. Una vez hecha la decoccién hay
que filtrar el liquido mediante un pafio, exprimiendo bien el liquido de las
partes cocidas.
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Digestion: este procedimiento es adecuado con aquellas partes vegetales
mas duras, o que contienen substancias poco solubles. Para ello se
introducen las partes a extraer en un recipiente con el liquido previamente
calentado a las temperaturas indicadas; se mantiene durante un periodo que
puede oscilar entre media hora y 24 horas, agitando el envase regularmente.

Extractos: los extractos son substancias, mas bien concentradas, obtenidas
mediante maceracién en determinados liquidos, como agua, alcohol, éter, o
mezcla de éstos.

Aguas aromidticas: son aguas medicinales con alto contenido en aceites
esenciales, a las cuales se les afiaden liquidos alcohdlicos; se utilizan a partir
de los 30 dias de su preparacion.

Método Galénico: Consiste en la extraccién de los principios activos de
plantas frescas a través de la obtencién de la tintura vegetal mediante la
maceracion con alcohol durante un determinado tiempo (dependiendo de la
parte vegetal a tratar, por ejemplo: flores, tallos, corteza, etcétera). Una vez
hecho lo anterior, se procede a obtener el principio activo mediante un
proceso de destilacion.
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Métodos de identificacion de los principios activos

Una vez que los extractos se han preparado, se someten a un proceso de
separacién utilizando una o la combinacién de dos o mas técnicas
cromatograficos (Harbore, 1984), de las cuales las mas comunes son:

Cromatografia en papel (PC): se aplica a constituyentes solubles en agua
como catbohidratos, aminoécidos, acidos nudleicos, 4cidos y bases organicas
y compuestos fendlicos.

Cromatografia en capa fina (TLC): es aplicable para separar los
componentes lipidicos, esteroides, carotenos, terpenos, y quinonas simples.

Cromatografia gas-liquido (GLC): aplicable principalmente a compuestos
volatiles como acidos grasos, hidrocatburos, monoterpenos, sesquiterpenos
y azufrados.

Cromatografia de liquidos altamente presurizada (HPLC): analoga ala
cromatografia de gases en su sensibilidad y habilidad de proveer datos
cualitativos en una sola operacién. Pero difiere en que la fase estacionaria
estd unida a un polimero poroso y la fase mévil es forzada a una presion
alta, su ventaja es que su operacion se realiza a temperatura ambiente por lo
que los compuestos no estan sujetos 2 una posible descomposicion térmica
en su manejo.

Ademis, el uso de técnicas cromatograficos con distintos adsorbentes, la
inclusién de otras técnicas como la didlisis y la electroforesis han permitido
aislar principios activos muy polares como glicanos y glicoproteinas de los
extractos acuosos de varias plantas (Estrada 1992). Para la identificacion y
caracterizacion de los compuestos se utiizan fundamentalmente Ia
espectrometria de masas, la espectrometria infrarroja, ultravioleta y de
resonancia magnética nuclear, que en conjunto dan informacién de las
caracteristicas estructurales de un compuesto (Selemink, 1980, Creswell y
col., 1979) y para solidos cristalinos, la difraccién de Rayos X.

Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja constituye también, un instrumento
indispensable para la obtencién de datos estructurales de sustancias
organicas, se aplica como técnica analitica y cualitativa en sistemas
organicos. La aplicacién analitica de esta valiosa técnica se centra en el
espectro cualitativo dentro de la quimica orginica, para conocer
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compuestos quimicos desconocidos y asi obtener informacion sobre la
presencia o ausencia de grupos funcionales presentes.

El espectro infrarrojo de una sustancia es unico. La técnica de infrarrojo es
muy atil para la comprobacién de la identidad de preparaciones organicas a
gran escala y para controlar los procesos de produccion continuos (Levine,
1986; Mortcillo, 1972; Manfred, 1997; Pretch, 1998). Para tal efecto se utiliza
un espectrometro de IR, registrindose a pattir de una solucidn cloroférmica
en tetracloruro de carbono o la muestra preparada en nujol o en estado
solido en una pastilla de bromuro de potasio, este ultimo consiste en
pulverizar la muestra, afladir bromuro de potasio y continuar moliendo
hasta que la muestra se haya mezclado por completo. La mezcla se transfiere
2 una matriz (papel secante), que es luego evacuada para eliminar el aire
atrapado. Posteriormente se comprime hasta obtener un disco claro por
aplicacién de presiones entre 1000 y 3000 Kg. /cm’. La muestra obtenida
por este procedimiento puede colocarse directamente en el
espectrofotometro. El papel secante actia como soporte de la muestra.
Después de examinar la muestra por via espectral, la pastilla puede desecarse
o conservarse en una bolsa de plastico bien cerrada.

Otras técnicas que ayudan en la identificacién de los principios activos son:
la formacidon de derivados, la semisintesis o la sintesis total de los
compuestos aislados son muchas veces imprescindibles para determinar
completamente su estructura, asi como las reacciones especificas que
presentan algunas sustancias por sus grupos funcionales.
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Efecto antimicrobiano de los principios activos (antibiéticos)

El concepto de antibidtico se emplea para definir sustancias que presentan
actividad antimicrobiana, extraidas de estructuras organicas vivientes o
sintetizadas de manera artificial.

Los principios activos de las plantas son los precursores basicos de una
gran cantidad de antibidticos presentes en la actualidad (Fernandez y Nieto,
1982, Cowan, 1999). Una vez que el principio activo ha sido aislado y ha
sido probada su eficacia en cualquiera de los ensayos previamente
mencionados, el paso siguiente consiste en identificar la(s) molécula(s)
causantes de tal efecto y sintetizarla de manera artificial.

El mecanismo de accién de los antibidticos puede abarcar distintos niveles,
desde lesionar de forma selectiva la membrana celular en algunas especies de
hongos o bacterias, hasta bloquear la sintesis de proteinas bacterianas

(Bergoglio, 1993).

En lineas generales y en funcién sobre su forma de actuar sobre los
microorganismos, se habla de dos grandes grupos de antibidticos.

Antibi6ticos primariamente bactericidas: Estos ejercen una accion letal e
irreversible sobre el microorganismo, provocando lalisis y por ende la
muerte inmediata del patégeno. Este tipo de lisis se obtiene segin diversos
mecanismos moleculares provocados por el antibidtico en el interior del
MIiCLOOLgANMiSmMo.

Los antibidticos bactericidas pueden lesionar de forma selectiva la
membrana celular en algunas especies de hongos o bacterias; también
pueden bloquear la sintesis de proteinas bacterianas, por ejemplo, la
anfotericina, un firmaco antifingico, altera la estructura quimica de la
membrana celular de algunos hongos, permitiendo la entrada de algunas
toxinas e impidiendo la entrada de ciertos nutrientes vitales para el hongo.
Otros actian inhibiendo la sintesis de moléculas bacterianas intracelulares
como el ADN (Acido Desoxirribonucleico), el ARN (Acido Ribonucleico),
los ribosomas o las proteinas.

Antibi6ticos primariamente bacteriostiticos: Inhiben el crecimiento
pero no matan al microorganismo, permitiendo que las propias defensas del
huésped puedan eliminar a las bacterias (Bergoglio, 1993)
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El antibiograma

El aislamiento de un agente infeccioso a partir de un paciente no es con
frecuencia suficiente para establecer la terapia adecuada. Muchas bacterias y
algunos hongos presentan resistencia a los agentes antimicrobianos y algunos
virus han desarrollado resistencia a los agentes antivirales mas actuales. Los
patrones de resistencia cambian en forma constante y no importa lo
rapidamente que se introduzcan los nuevos agentes terapéuticos porque los
microbios parecen siempre dispuestos a superatlos.

Ya que no se puede predecir la susceptibilidad de las bactenas, hongos y virus
a los agentes antimicrobianos, con frecuencia es necesario estudiar la
sensibilidad individual de cada patégeno a estas drogas, pudiéndose elegir
entonces el agente apropiado (el mis activo contra el patdgeno, el menos
toxico para el huésped, con las caracteristicas farmacologicas apropiadas y el
mis econdmico), que proporciona mayores posibilidades de una evolucion
favorable.

Una vez efectuada la identificacion del microorganismo, es necesario efectuar
las pruebas de susceptibilidad 2 los antimicrobianos (antibiograma). El primer
objetivo del antibiograma es medir la sensibilidad de una cepa bacteriana que
se sospecha es la responsable de una infeccién a uno o varios antibiticos. En
efecto, la sensibilidad ## #iro es uno de los requisitos previos para la eficacia i
viw de un tratamiento antibidtico (Reyes y col,, 1998, Crespo, 2002). El
antibiograma sirve, en primer lugar, para onentar las decisiones terapéuticas
individuales.

El segundo objetivo del antibiograma es el de seguir la evolucién de las
resistencias bacterianas. Gracias a este seguimiento epidemiologico, a escala
de un servicio, un centro de atencion médica, una regién o un pais, es como
se puede adaptar la antibioterapia empirica, revisarse regularmente los
espectros clinicos de los antibidticos y adoptarse ciertas decisiones sanitarias,
como el establecimiento de programas de prevenciéon en los hospitales
(Cacho,1997).

Se han descrito tres pruebas de gran valor para la determinacion rutinaria de
los antibidticos; la de diluciones seriadas en un medio liquido, la de diluciones
seriadas en un medio sélido y la de difusién en placa que utiliza el método de
Kirby -Bauer el cual permite determinar la sensibilidad de un microorganismo
a diferentes antibiéticos. Es importante tener en cuenta que para realizar el
antibiograma el microorganismo debe encontrarse puro. El método de Kitby
-Bauer es el mas ampliamente usado, este método es una prueba de difusion
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en discos de papel (sensidiscos) embebidos en concentraciones de soluciones
de antibibticos y que subsecuentemente se han dejado secar.

Cuando se siembra una placa con un cultivo en particular de bactenas u
hongos y se colocan discos con antibidtico sobre la supetficie de la placa, el
antibidtico se difundira hacia el medio de cultivo. Si el cultivo es sensible a un
antibidtico se presenta una zona de inhibicién de crecimiento, alrededor del
disco que contenga ese antibidtico, si el microorganismo es tesistente al
antibidtico se observa desarrollo hasta legar al disco y en algunos casos, por
debajo de éste. Este es acaso, el método mds comun para probar el efecto
antimicrobtano de los extractos de plantas medicinales (Estrada, 1992).

Algunos de los microorganismos que se utilizan con mayor frecuencia so:
Staphylococcus - aureans, Escherichia b, Psendomonas aureaginosa, Mycobacterinm
smegmatts y Candida albicans, (Guerrero y col,, 1988, Gonzalez y col., 1988,
Estrada, 1992).
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Antecedentes de la accién antimicrobiana de las plantas medicinales

Martinez y col. (1996), evaluaron la actividad antimicrobiana de un
extracto fluido al 40 % de Psidium gnajava L., utilizando una bateria
minima de cepas de microorganismo que incluyeron Stagphylococcus
anreus 'y Bacillus subtilis como Gram-positivo, Egherichia cok 'y
Pseudomonas aeruginosa como Gram-negativo y la levadura Candida
albicans mediante el método de difusion en agar. Los resultados
obtenidos indicaron una respuesta antibacteriana baja y un ausente
efecto antifingico.

Martinez y col. (1999), estudian la actividad antimicrobiana de
diferentes concentraciones de un extracto fluido (etanol al 80 %) de
hojas de Schinus terebinthifolins Raddi (copal), utilizando una bateria
minima de cepas de microorganismos que incluyeron Staphylococcns
anreus, como Gram-positivas Escherichia coli y Psendomonas aernginosa,
como Gram-negativa y la levadura Candida albicans, mediante el
método de difusion en agar. Los resultados obtenidos indicaron que
ain a la menor concentracion del 1 % se aprecia inhibicidn del
crecimiento de todos los microorganismos y la respuesta se
incrementa gradualmente con la concentracion hasta el 80 %.

Rivero y col. (1997), demuestran la actividad antifingica iz uitro
frente a hongos filamentosos de los extractos acuoso y alcoholico de
hojas de pino macho (Pinus cartbaea), se realiza un estudio por el
método de difusion en agar y se enfrentan éstos a diferentes especies
de hongos como Microspornm gypsenrn, Trichaphyton mentagrophytes,
Microsporum canis v Trichophyton rubram, llagando a la conclusién de
que el extracto acuoso y los extractos fluidos alcohdlicos al 25 y 50
% no presentaron actividad antifingica frente a estas especies de
hongos y que los extractos fluidos alcohdlicos al 75 y 100 %
presentaron actividad antifingica estadisticamente similar a la
nistatina frente al M. canis y T. rabram.

Nieva y col. (2000), realizan una serie de andlisis de sensibilidad
(antibiogramas) con extractos etandlicos de propdleos de diferentes
regiones fitogeograficas de la Republica Argentina, aplicando el
método de Kirby -Bauer 2 cultivos de las bacterias Staphylcocous
anreus, Streptococcus pyogenes, Streptococens agalactiae, Enterococeus faecalis,
Klebsiella pnenmoniae, Servatia marcescens, Acinetobacter sp, Stenotrophomonas
maltophilkia, Psendomona aernginosa ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC
25922.
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Todos los propéleos estudiados mostraron actividad antibacteriana
sobte las bacterias Staphylococcus  anrens, Streptococcus  pyogenes,
Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecalis.

¢ Hemindez y Rodriguez (2000), evaldan la actividad
antimicrobiana de 3 especies vegetales que crecen en Cuba (Odmum
basilicum L., Ocimum tenuiflorum L. y Cymbopogon citratus (DC) Stapf. ),
aislando extractos fluidos mediante el método de diluciones seriadas
dobles en medio liquido. Los resultados obtenidos con el extracto de
O. Basilinm L pusieron de manifiesto que de las especies
microbianas estudiadas las mas sensibles resultaron ser las bacterias
Gram-positivas. También resultaron sensibles la levadura Candida
albicans, €l dermatofito T. mentagrophytes y de los Gram-negativas solo
Ps. aernginosa 'y P. vnigarss.

Respecto O. zenuiflorum L. las bacterias Gram-positivas fueron las
mis sensibles, siendo el B. swbtilis el germen mis inhibido.
Finalmente con el extracto de C. airatus (DC) Stapf también B.
subtilis mostrd mayor sensibilidad, seguido en orden decreciente por
el hongo dermatofito T. mentagrophytes. Con relacién a las bacterias
Gram-negativas solo P. vufgaris result6 inhibido por dicho extracto.

* Rojas y col., evaluaron en el afio 2003, la presencia de actividad
antibacteriana de un extracto acuoso al 20 % de las hojas de Boldoa
purpurascens frente a cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Se empled el método de difusion radial en medio
agarizado con cortes cilindricos. St bien, no se detectd actividad
inhibitonia sobre ninguno de los 22 cultivos bacterianos probados se
llego a la conclusion de que el efecto beneficioso obtenido en las
enfermedades renales se debe a la propiedad diurética de los
extractos y no a una accioén directa sobre los microorganismos.

e Guerra y col,, en el afio 2003 evaltan la actividad antimicrobiana
ity de diferentes formulaciones elaboradas a partir de Semna alata
(Caesalpinaceae), empleando el método galénico y el método de
diluciones en medio liquido. Demostrando el potencial
antimicrobiano de S. alata, frente a los dermatofitos M. canis y T.
mentagrophytes y la levadura C. albicans.
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CAPITULO III

CARACTERISTICAS DE LAS
PLANTAS
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Caracteristicas de las plantas a estudiar
Eryngium carlinae Delar
Nombres Comunes

Hierba del sapo

Kokixukurhi (purépecha)

Motita de sapo

Tiamo Kuatr (purépecha)

Clasificacién Cientifica (USDA, 2006)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Apiales

Familia: Apiaceae
Género: Erynginm
Especie: Erynginm carlinae

Descripciéon Botinica

Planta perenne, glabra, por lo general baja, a veces caulescente y entonces
decumbente a erecta, de 5-50 cm. de alto; raiz pivotante, en ocasiones
dividida o en fasciculos; tallos uno o varios, sencillos © con ramificaciones
divaricadas; hojas basales en roseta densa, sobre peciolos alados,
envainadores en la base, hasta de 2 cm. de largo, mucho mis cortos que la
lamina, que es oblanceolada, de 3-10 cm. de largo por 0.5-2 cm. de ancho,
apice obtuso, borde setoso o espinuloso-aserrado a pinnatifido, calloso, base
atenuada, enervacion pinadamente reticulada, hojas caulinas semejantes a las
basales, las superiores opuestas, sésiles, a veces profundamente partidas,
inflorescencia cimosa, en ocasiones repetidamente ramificada, cabezuelas
pedunculadas, de y color azul, violetas o blancas, ovoides, de 6-10 mm de
latgo por 5-7 mm de didmetro, bracteas 8 a 12, extendidas, ovadas a
oblanceoladas o linear-lanceoladas, de 8-18 mm de largo por 2-7 mm de
ancho, agudas, enteras o espinoso-aserradas cerca del dpice, con la cara
abaxial verde y la adaxial blanquecina o amarillenta, de largo igual o mayor
que las cabezuelas, bractéolas subuladas, de 2-4 mm de largo, curvadas, mas
latgas que el fruto, como de 1 a 3 bractéolas, por lo general enteras o cast
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enteras, 2 veces ausentes; sépalos ovados, de 1-2 mm de largo, pétalos
espatulados, de alrededor de 1 mm de largo; estilos un poco mis cortos o
poco mis largos que los sépalos; fruto ovoide o subgloboso de 1-2 mm de
largo, densamente papiloso, con las papilas iguales o subyligales (Imagen 1)

Imagen 1. Eryngium carlinae

Composicién Quimica

Materia grasa, aceite esencial, resina acida, resina neutra roja, principio
amargo, glucosa, mucilago, potasa, sosa, cal, hierro y magnesia; acido
sulfiirico, clorhidrico, fosférico y carbonico ( Mattinez, 1992)

Uso Medicinal

La parte aérea de la planta se usa en padecimientos del rifién. Ademas, el té
se usa contra la congestion del pecho y en padecimientos gastromtestinales.
La parte aérea es usada en lavados vaginales y punzadas en el oido. Se usa
también para inflamaciones causadas por golpes.

La planta completa se usa hervida y tomada como agua de uso en
empachos, de esta misma manera se combaten algunas enfermedades
venéreas. El cocimiento de la Hierba del Sapo més Tepozan (Buddkia spp.)
© se toma en casos de fiebre y prurito. Se usa para inflamaciones por golpes y
en lavados vaginales (SEMARNAT, 2004).

El jugo de la raiz o el cocimiento concentrado de la misma, como diurético,
afrodisiaco y para provocar las contracciones de la matriz. También se
recomienda contra la gonorrea, para cuyo mal hacen una complicada
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mixtura de esta hiertba con, raiz de tejocote, hojas de pingiiica, batbitas de
coco, doradilla, raiz de malva, espiga de llante, golondrina, cabellitos de
elote, palo de tres costillas, se toma hervido, en ayunas, en realidad es una
mezcla de diuréticos y emolientes (Ibid. Pag. 29).

Hibitat

Crece de manera arvense, ruderal y en claros donde ha sido dernbada la
vegetacion original. Se llega a presentar en bosques de encino, pino, pino-
encino, de Junipero e incluso en bosque meséfilo. Se le encuentra entre los
1700 a 2800 msnm en terrenos algo perturbados (SEMARNAT, 2004).

Distribucién

Chihuahua: Reportada para el estado, pero sin registro municipal.

Jalisco: Cuautitlan.

Michoacan: Tzintzuntzan, Zacapu, Zinapécuaro, Zitécuaro, Contepec,
Chilchota, Churintzio, Erongaricuaro, Jiquilpan, Lagunillas, Madero,

Angangueo, Morelia, Patzcuaro, Quiroga, Los Reyes, Salvador Escalante,
Tlalpujahua.
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Caracteristicas de las plantas a estudiar

Lupinus montanus. H:B: K

Clasificaciéon Cientifica (USDA, 2006)

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Famikia: Fabacea

Género: Lupinns

Especie: Laupinus arbustos var. montanus

Descripcién Botinica

Planta perenne de 30 a 100 cm, tallo hueco de 4 a 15 mm de diametro,
puberulento con pelos finos, aplicados; estipulas de 3 a 10 cm de largo,
anchamente membranosas, peciolos de 6 a 20 cm de largo, foliolos 10 a 14,
linear-elipticos a oblanceolados, agudos, mucronados, los mayores de 5.5a 14
cm de largo, de 6 a2 30 mm de ancho, en el haz esparcida y extendidamente
estrigosos esparcidamente noduloso-canescentes a pilosos en el envés; racimo
de 8 a 30 cm de largo con las flores verticiladas o espatcidas, bracteas de la
parte inferior de 16 a 30 mm de largo, las supenores reducidas; labio inferior
del caliz delgado, arqueado de 8 2 9 mm  de largo, lanceolado, canescente por
fuera, finamente sericeo por dentro cerca del apice, labio superior ovado,
bidentado, de 7 mm de largo, bractéolas de 1.5 2 3 mm de largo; estandarte
glabro, suborbicular, de 11.5 2 14 mm de largo, de 11 a 12 mm de ancho, mas
ancho por encima de la parte media, aplicado a lo largo de de 8 mm, reflejo
en 6.5 mm, alas de 12.8 a 15 mm de largo, quilla con papilas diminutas por
encima de las ufias en la mitad inferior del margen del arco, el angulo de 95 a
100° : 6vulos de 6 a 8: legumbres de 4 2 5 cm de largo de 9 a 10mm de ancho,
encorvandose hacia arriba y hacia fuera, finalmente canescentes a pilosas.
Plantas Herbaceas con hojas compuestas palmeadas. Inflorescencias densas
con flotes de color morado (Imagen 2).

Composicién Quimica
La lupanina, lupinina, saponinas, taninos, flavonoides, terpenoides,

glucdsidos, gomas, ceras, resinas, mucilagos y algunos alcaloides, los cuales
producen una importante hepatotoxicidad.
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Imagen 2. Laptnus montanus

Uso Medicinal
No reportado
Otros Usos

Se utiliza como fertilizante natural, debido a su alto contenido de nitrogeno.
En algunos sitios es utilizado para crear cercas vivas.

Habitat

Crece asociado con bosque de pino y pastos alpinos como: Mulembergia spp.,
en alturas que van desde los 2900 hasta 3980 msnm (Sanchez y Lopez,
2003).

Distribucion

Se encuentra presente en otros estados como Hidalgo, Veracruz, en el
Parque Nacional el Chico, Parque Nacional Cofre de Perote entre 3500 y
4000 m de altitud, Parque Nacional de Orizaba respectivamente; Asi como
en las partes altas del Nevado de colima, principalmente en bosques de
coniferas entre los 3000 y 4000 msnm (Oropeza y col., 2000)
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CAPITULO IV

CARACTERISTICAS DE 1.0OS
MICROORGANISMOS
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Bacterias

Corynebacterium xerosis. bacilo no esporulante, Gram-positivo. Habita
en las membranas mucosas de la piel tanto en hombres como en animales a
manera de parésitos, en el tracto respiratorio alto, en el gastrointestinal
(flora orofaringea) y urogenital en los seres humanos. Se considera como un
patégeno que provoca infecciones oportunistas (Koneman, 1997).

Enterococcus faecalis: compuesto por cocos Gram-positivo dispuestos
tipicamente en parejas y cadenas cortas. Se encuentran prncipalmente en el
tracto respiratorio alto y el intestino delgado, pero se encuentra en mayor
cantidad en el intestino grueso. Es causante de infecciones en el tracto
urinatio. Son capaces de causar endocarditis bacteriana (Koneman, 1997).

Escherichia coli: bacillo Gram-negativo que pertenece a la familia de las
Enterobacteriaceas. Esta bacteria se encuentra en el tracto intestinal de los
mamiferos. La especie comprende varios grupos que se establecen segin su
actividad. Las especies de Escherichia coli oportunistas producen
infecciones s6lo st abandonan el colon. Otros grupos producen hasta el
90% de las diarreas infantiles y la denominada diarrea del viajero. Esta
ultima no es grave, pero la gastroenteritis aguda de los nifios puede provocar
la inflamacién de la mucosa intestinal, dando lugar a deshidratacion grave y
heces purulentas. Escherichia coli es un organismo adecuado para la
investigaciéon por su crecimiento ripido y porque su cultivo es sencillo
(Koneman, 1997; Murray y col., 1997). '

Mycobacterium phlei: células compuestas por bacilos rectos o curvos que
se ramifican o forman de filamentos, Gram-positivo. Se encuentra en el
ambiente, en animales de sangre fria y en los de sangre caliente. En el
genero Mycbacterinm encontramos a los causantes de la tuberculosis (M.
tubercalosts) y la lepra (M. leprae) (Murray y col,, 1997).

Streptococcus mutans: Gram-positivo unicelular se encuentra presente
dentro de la cavidad oral, en el tracto unnario, en el intestino, fiebre
reumatica, glomérulonefritis, endocarditis bacteriana, faringjtis, participa en
la formacidn y la patogenia de la caries dental. Se considera como el principal
agente cariogénico y formador de la placa dental (Burmeo y wl, 1986; Mouton,
1995).

Streptococcus p-hemolitico: causante enfermedades como la amigdalitis
aguda bacteriana, la fiebre escarlatina y la fiebre reumatica. Pertenece a los
grampositivos es responsable de la mayoria de las infecciones humanas;
como la erisipela, fiebre puerperal e infecciones generalizadas, endocarditis
bactentana y fartingitis (Ross, 1985; Murray y col.,, 1997).
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Staphylococcus aureus: Gram-positivo unicelular que causa enfermedad
mediante la produccién de toxinas o invasién directa y destruccién del
tejido. La bactetia Sigphylococcus anress es un patdgeno comuin en el ser
humano que se localiza principalmente en las mucosas y la piel. Puede
originar abscesos y foranculos en la piel ademis de provocar osteomielitis,
endocarditis y otro gran numero de infecciones (Koneman, 1997; Murray y
col.,, 1997).
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Hongos

Candida sp.: se trata de un grupo de hongos primitivos, miembros de la
familta Cryptococcaceae, muy esparcidos por la naturaleza. Las infecciones por
Candida consisten en micosis, SON Organismos patdgenos oportunistas capaces
de causar infecciones profundas. Entre las especies de Candida encontradas
en la cavidad bucal se tienen las siguientes; Candida albincans, Candida kruses,
Candida stellatoidea y Candida tropicales (Larone, 1995; Koneman, 1997; Ramirez,
y col,, 2003)

Candida albincans: se considera como miembro de la flora normal de las
mucosas de la boca, la faringe, las fosas nasales, y la vagina. Se considera
como un hongo oportunista pues da onigen a la candidiasis o moniliasis
(cutinea y paroniquia), en individuos débiles y diabéticos, infecciones cronicas
o agudas, pueden afectar cualquier parte del cuerpo, aunque generalmente
ataca meninges, piel (intertrigo, paroniquia y onicomicosis) pericardio y
pulmones (Gonzélez y Cameros, 1996). Esta especie es la mas cultivada con
mayor frecuencia para estudios en los laboratorios (Larone, 1995; Koneman,
1997; Ramirez y col., 2003).

Candida krusei: se considera como un hongo oportunista, pues da origen a
la candidiasis o monoliasis (cutinea y peroniquia) en individuos débiles y
diabéticos. Ocasionalmente produce infecciones como la endocarditis o
diarreas infantiles, afectando la piel (Koneman, 1997; Ramirez, y col., 2003).

Candida tropicalis: presenta menos blastoconidios que C. @lbicans, por lo
general nacidos individualmente o en pequefios cimulos y mas espaciados
que los de C. albicans. Provoca infecciones en el hombre y en animales tales
como; mucocutaneas: boqueras, muguet, perianal, la endocarditis o diarreas
infantiles (Larone, 1995; Koneman, 1997, Sutton, 1998; Ramirez y col,
2003).

Cryptococcus neoformans: se trata de una levadura que se encuentra
generalmente en el suelo y se reproduce en excretas de aves como las
palomas. El contacto con este tipo de hongo puede provocar una enfermedad
conocida como meningitis criptocécica muy a menudo afecta a personas
nmunosuprimidas y entre los factores de resgo se encuentran: SIDA,
linforna y diabetes. Su incidencia es de 5 por cada millon de personas,
(Larone, 1995).

Geotrichum sp.: en el organismo humano se han aislado del aparato
respiratorio, cavidad bucal y aparato digestivo, pero también se han
encontrado en otras partes del cuerpo, este organismo patdgeno causa graves
lesiones sobre todo a nivel bucal (Larone, 1995; Koneman, 1997). Produce la
geotricosis que es una enfermedad por lo general cronica y poco frecuente, es
un habitante micotico comun de la parte superior de los aparatos respiratorios
y digestivo (Velasco y Tay, 1986; Murray y col.,, 1997).
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Medios de cultivo

Uno de los sistemas mis importantes para la identificacién de
microorganismos es observar su crecimiento en sustancias alimenticias
artificiales preparadas en el laboratorio. El matenial alimenticio en el que
crecen los microorganismos es el Medio de Cultivo y el crecimiento de los
microorganismos es el cultivo (Jiménez, 1999).

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial
debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de
humedad y presién de oxigeno adecuado, ast como un grado correcto de
acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrentes y
factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo
Microorganismo contaminante.

La mayoria de las bacterias patogenas requieren nutrientes complejos similares
en composicion a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso, la base
de muchos medios de cultivo es una infusién de extractos de came y Peptona
a la que se afiadiran otros ingredientes. El agar es un elemento solidificante
muy empleado para la preparacién de medios de cultivo.

Algunas de las condiciones generales para el cultivo de microorganismos son:
a) Temperatura

Los microorganismos mesofilos crecen de forma Optima a
temperaturas entre 15 y 43°C. Otros como los psicrofilos crecen a
0°C y los temdfilos a 80°C o incluso a temperaturas supenores
(hipertemofilos). En lineas generales, los patégenos humanos crecen

en rangos de temperatura mucho mas cortos, alrededor de 37°C, y los
saprofitos tienen rangos mas amplios.

b) Esterilidad del medio

Todos los medios de cultivo deben estar perfectamente estériles para
evitar la aparicién de formas de vida que puedan alterar, enmascarar o
incluso impedir el crecimiento microbiano normal del o de los
especimenes inoculados en dichos medios. El sistema clasico para
esterilizar los medios de cultivo es el autoclave (que utiliza vapor de
agua a presion como agente esterilizante)
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Atendiendo a su utilidad prictica, los medios de cultivo se pueden clasificar
ef:

Medios para aislamientos primarios: Para usos generales, no selectivos,
para cultivo de una amplia variedad de organismos dificiles de hacer crecer. A
menudo estan enriquecidos con materniales como: sangre, suero, hemoglobina,
glutamina, u otros factores accesonios para el crecimiento de las bacterias.
Este tipo de medios de cultivo es el mas usado en las pruebas de sensibilidad,
debido a su riqueza en nutrientes, lo cual permite la pronta proliferacién de
bacterias y hongos. Dentro de este tipo de medios de cultivos tenemos el
Agar de Sabourand (para hongos), y el Muller—Hinton (para bacterias),
(Jiménez, 1999).

Selectivos: (pueden ser de moderada o de alta selectividad) se afiaden
sustancias que inhiban el crecimiento de ciertos grupos de bactenas,
permitiendo a la vez el crecimiento de otras. Variando la sustancia afiadida se
modifica el tipo y grado de selectividad (Mac Conkey, Kanamicina-
Vancomicina)

Enriquecidos: Ralentizan/suprimen el crecimiento de la flora competitiva
normal potenciando el cultivo y crecimiento deseado (Selenito, medio con
Vitamina K).

Para aislamientos especializados: Formulaciones nutritivas especiales que
satisfacen requerimientos de grupos especificos de bacterias, ayudando a su
identificacion (Lowenstein) (Roger y col,, 1996)

Diferenctales: formulaciones especiales en las que se estudian las
peculiaridades fisiolégicas (nutticion y respiracion sobre todo) especificas de
las bactenias. Seleccionando los medios adecuados se puede llegar a la
identificacién de casi cualquier bactenia.
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Técnica de siembra
Técnica de Kirby — Bauer

Esta técnica consiste en la estandarizacion del inoculo de cultivo, mediante
una escala turbidimétrica, en la cual, se enumeran varios tubos de ensayo,
dependiendo de la concentracién de microorganismos que contenga cada
tubo de la escala. El indculo se ajusta a un patrdn de referencia mediante la
comparacién visual, o por espectrofotometria, haciendo coincidir la
absorbancia.

La escala utilizada y aceptada mundialmente, es la de McFarland (Montiel y
Guzman, 1997).

Técnica de Barry

Consiste en la siembra inmediata tras el vertido del medio de cultivo en la
placa. Para ello, se tiene un medio de cultivo fundido, especifico para bacterias
(Agar Muller — Hinton) y hongos (Agar de Sabouraund), en el cual se vertera
el in6culo microbiologico estandarizado con la escala antes mencionada y se
dejara solidificar. Esta técnica es utilizada, por ejemplo para la determinacién
de la Concentracién Minima Inhibitoria (Koneman, 1988)
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CAPITULOV

ZONA DE RECOLECTA
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Parque Nacional Izta—-Popo

El 29 de octubre de 1935 se emitié el decreto que establece al Parque
Nacional Iztaccihuatl -Popocatépetl. El objetivo que perseguia la creacién
de este parque era el de proteger las cuencas altas hidrograficos relacionadas
con los Valles de México, Puebla, Tlaxcala y Morelos; la conservacion de los
suelos, la vegetacion forestal, asi como la flora y la fauna de la regién
mencionada.

Sin embargo, el Parque Nacional Izta-Popo, pasé de 59,913.93 hectireas a
25,679 hectareas en 1947, cuando se emitid un segundo decreto, donde se
declaraba la constitucion de la Unidad Industrial de Explotacién Forestal
con la finalidad de abastecer las fabricas de papel “San Rafael” y “Loreto y
Pefia Pobre”, estableciendo que la cota de 3,600 msnm servia como limite
inferior del Parque, cabe sefialar que los limites del Parque se modificaron
con miras a beneficiar la industria papelera del pais (CONANP, 2004).
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Ubicacién geogrifica

El Parque Nacional Iztaccthuatl -Popocatépet se localiza en los limites de
los estados de México, Puebla y Morelos, el parque queda comprendido
dentro del macizo montafioso denominado Sietra Nevada, mismo que
flanquea el oriente de la Cuenca de México en el area de confluencia de los
estados de Puebla, México y Morelos. El Parque Nacional Izta—Popo forma
parte de la provincia fistografica conocida como Sistema o Eje Volcanico
Transmexicano, presenta importantes elevaciones entre las cuales se
destacan el Iztaccthuatl y el Popocatépetl, con alturas miximas de 5,280
msnm y 5,482 msnm respectivamente, constituyen dos de las cumbres mas
elevadas del pais. Se ubican entre las coordenadas geograficas 18°59” y
19°16°25” de latitud norte y 98°34’54” y 98°16’25” de longitud oeste
(Imagen 3)
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Imagen 3. Parque Nacional Izta-Popo. Comisién Nacional de Areas Naturales
Protegidas, CONAP, 2004.
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Clima

El Parque tiene una de sus caracteristicas principales en tomo a las diversas
condiciones climaticas, debido a su topografia y ubicacion. La variedad de
clima abarca desde un clima de tipo templado himedo hasta un clima frio a
muy frio.

De acuerdo con su latitud, el Parque se ubica en la regién de los vientos
alisios en una zona donde predominan las circulaciones de tipo convectivo
local, lo cual hace posible una gran estabilidad meteorologica durante la
mayor parte del afio. Sin embargo, a pesar de que durante el verano el pais
recibe la influencia de los vientos provenientes del Caribe y del Atantico,
los cuales inciden con vientos humedos que son altamente favorables; en
cambio, durante el invierno, el cinturén de altas presiones y la faja de
vientos del Este, son desplazados hacia el Ecuador, con lo que se forman
vientos del Oeste sobre las partes altas del pais y debido a que son mas
secos que los vientos alisios, durante esta época la Altiplanicie tiende a
tornarse mas seca (CONANP, 2004).
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Tipo de Vegetacién

En el Parque y de acuerdo a su ubicacién, los bosques responden
principalmente a gradientes altitudinales y de topografia, como es el caso
entre cafiadas himedas y secas, lo que hace posible encontrar una gran
diversidad de habitat, como en las partes bajas donde se presenta el bosque
de pino, bosque de pino-encino, bosque de oyamel y pastizales amacollados
(CONANP, 2004). De acuerdo con la clasificacion de Rzedowski los
principales tipos de vegetacion son:

Bosque de pino: En el Parque Nacional Izta-Popo, Zoquiapan y Anexas
crecen varias especies de pinos, se presentan basicamente 2 estratos: uno
superior, arboreo y otro inferior con pastos amacollados, escasos atbustos y
hierbas.

En general, de los 2500 m a los 4,000 m se encuentran bosques
perennifolios del género Pinmus, en la franja mas alta predominan el Pinus
hartwegti, seguido de Pinus montezumae, Pinus psendostrobus y Pinus rudss,
acompafiados algunas veces por Pinus kiophylla y Pinus teocote. A veces se
presentan conviviendo con QOuercus, Juniperos o Alnus, en suelos Andosol o
Litosol.

Bosque de oyamel: Entre los 2,500 m y 3,500 se encuentran bosque de
Abies religiosa (Oyamel); acompafiado en ocasiones por Pinus ayacabuite, Alnus
Jorullensis, Quercas lanrina, Salix oxylepis, Prunus serotina 'y Cupressus lindleyi.

Bosques mixtos: Entre los 2,500 m y los 3,500 m también se pueden
apreciar combinaciones de Bosques Mixtos como los de Pino-Aile y Aile-
Pino o bien el de Pino-Encino; donde las combinaciones pueden ser de
varias especies de pinos y Alus jornllensis, o bien asociaciones de Pinus
mezclados con diversas especies del género Qwercus.

Piramo de altura: En cuanto al estrato vegetal inferior, por arriba de los
4,000 msnm, éste es formado por pastizal alpino de gramineas amacolladas
tales como Mublenbergia macroura, M. guadridentata, Festuca toluecensis, F.
Amplissima y Calamagrostis toluensis. Asi como en un nivel rasante, algunas
especies de musgos. A partir de aqui se puede encontrar el llamado paramo
de altura con todas las caracteristicas de un ecosistema de tundra, donde se
presentan las especies mencionadas entreveradas con arenas volcanicas y
piroclastos.

Bosque mesdfilo de montaifia: Considerando el area de influencia del
Parque, el bosque mesofilo progresa en las innumerables cafiadas que
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aparecen entre las cotas de los 2,500 a los 2,800 msnm, se presenta en
manchones discontinuos protegido de la fuerte insolacién y vientos.
Presentan suelos profundos, ricos y himedos durante todo el afio, son
petennifolios aunque con algunos elementos caducifolios. Se caracterizan
por la enorme diversidad de especies vegetales y de la fauna, y por la
convivencia de elementos caractetisticos de la flora neartica y neotropical.
Como resultado de esta diversidad, en la zona estin representados el 44.13
% de las 2,071 especies reconocidas para el valle de México.

Estrato arbustivo: En la zona donde predominan los diversos tipo de
bosques se pueden encontrar arbustos creciendo bajo los arboles entre los
cuales se destacan la escobilla (Bacharis conferta), la jarilla verde (Semedio
salignus), 1a jarilla blanca (Senecio cinerarioides), la hietba del angel (Eupatorinm
pasenarense), el cardosanto (Cirvium ebrenbergis) v la hietba del sapo (Erynginm
carlinae).

Estrato herbiceo: De entre los componentes herbaceos del estrato inferior
se destacan los jarritos (Pemstemon roscus y P. gentianoides), 1a hietba del pollo
(Commelina alpestris) y algunas especies del salvias como la begoma (Begonia
gracélis), gordolobo (Graphalinm oxcyphyllum) y Lupinus montanus.
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Tipo de Suelo

Las unidades de suelo presentes en el area del Parque son (CONANP,
2004):

Litosoles: suelos sometos, con menos de 0.1 m de espesor, formados sobre
tepetates y que conservan las caracteristicas del material parental. Aunque
esos suelos pueden estar asociados con regosoles y andosoles en ciertas
areas muy restringidas, generalmente, son poco desarrollados debido a la
velocidad de percolacién del agua que impide el establecimiento de algin
tipo de vegetacion, lo que aunado al clima presente a altitudes mayores de
4,000 msnm, dificulta el desarrollo del suelo.

Regosoles: suelos formados a partir de matenial suelto como arena, grava o
piedra; se localizan, dentro del Parque a altitudes por debajo de los 3,900 m
y normalmente son pobres en contenido de materias organicas y nutrientes.

Andisoles: este tipo de suelos derivan de cenizas volcanicas trecientes, por
lo que son suelos ligeros con alta retencién de humedad y buen contenido
de nuttentes, asi como con un alto contenido de materia organica; por su
contenido de materia organica y la proporcién de vidrios volcanicos
presentes, pueden formar andosoles humicos, que se presentan en areas
forestales poco alteradas; también pueden formar andosoles vitricos en
zonas con vegetacion de coniferas, cuando presentan mis del 60% de
vidrios, ceniza volcanica y texturas gruesas.

Cambisoles: suelos mejor desarrollados, con horizontes A y B bien
definidos, pero pobres en contenido de nutrientes; presentan potencial para
el desarrollo forestal, con adecuadas pricticas de manejo para la
conservacién de suelo y captacion de humedad.

Fluvisoles: suelos formados en cafiadas, escutrimientos y zonas de
depésitos de material reciente; de textura gruesa, su fertilidad es baja debido
al escaso contenido de nuttientes.
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Problemaitica del Parque

El Parque Nacional Izta-Popo, sufre un proceso de deterioro causado por la
presion que hacen las poblaciones aledafias para el aprovechamiento de los
recursos, a continuacion se presentan las principales causas que segun la
CONANP estin generando una presién para el manejo adecuado del
Parque.

Tenencia de la tierra, tala clandestina, incendios forestales, cambio de uso de
suelo, aunado a la cercania con la gran metrdpoli v la contaminacién
atmosférica que ésta genera.
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CAPITULO VI

OBJETIVOS

51



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

General

Evaluar 7z vitro el efecto inhibitorio de los principios activos de Erynginm
carlinae 'y Lupinus montanus en microorganismos patogenos del hombre.

Particulares

Determinar las caracteristicas fisicas (color, textura, humedad, densidad
aparente y real) y quimicas (materia organica, pH real y potencial) del suelo
donde crece Eryngium carlinae y Lupinus montanus dentro de la zona de
estudio.

Obtener el extracto vegetal de cada una de las estructuras (hoja, tallo, raiz,
flor y fruto) de las plantas.

Determinar la estructura vegetal y su Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) con mayor efecto sobre la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos a tratar (bacterias: Corynebacterinm xerosis, Enterococcns faecabs
Escherichia coli, Mywbacterium phlei, Streptococcus mutans, Streptococcns -hemolitico,
Staphylococcus  anrens; hongos: Candida albincans, Candida kruset, Candida
stellatoidea, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans y Geotrichum spp.)

Determinar cualitativamente la composicién quimica del extracto vegetal
(principio activo) obtenido en cada caso.
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CAPITULO VII

HIPOTESIS DE TRABAJO
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Caso 1: Eryngium carlinae

Asumiendo que en las hojas de una planta se realiza una de las mis activas
sintesis quimica, se considerara éste Organo como la estructura en donde se
obtendra la mayor concentracién del principio activo en Eryngium carlinae,
por tal motivo, estd presentard un mayor efecto inhibitorio en el desarrollo
de los microorganismos patogenos.

Caso 2: Lupinus montanus

Los alcaloides ejercen actividad farmacoldgica sobre diversos terrenos, entre
los cuales encontramos a las enfermedades causantes por pardsitos
microbianos Debido a que Lupinus montanus presenta este tipo de
compuestos, se esperara una acciéon inhibitoria en los microorganismos
patogenos a estudiar.
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CAPITULO VIII

FASE DE CAMPO
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Sitio de muestreo

Se realizaron tres visitas mensuales al Parque Nacional Izta-Popo durante el
periodo comprendido entre septiembre — noviembre del 2004.

El sitio de muestreo se ubicé geograficamente entre las coordenadas 19° 05’
04” de latitud norte y 98°37° 8.15” de longitud oeste, a una altitud de 3700
msnm. El 4rea de muestreo fue de aproximadamente 314 m * (Imagen 4).
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Imagen 4. Zona de muestreo en la regién Paso de Cortés

Recolecta del material vegetal y muestreo del suelo

Se realiz6 un perfil de la vegetacion que consisti en la determinacion de
especies vegetales presentes en el drea de estudio. Algunos ejemplares
fueron prensados y llevados a laboratorio para su posterior determinacion
(Sanchez, 1980; Rzedowsky, 2001), siguiendo la metodologia clasica
(Gavifio, 1975).

Una vez realizado lo antedor, se efectio la recolecta de los organismos
vegetales (entre 10:00 am. y 12:00 p.m.) que se analizaron en el presente
estudio, a saber; Eryngium carlinae y Lupinus montanus. Después se limpiaron y
fueron almacenadas en bolsas de papel estraza, a fin de evitar algin tipo de
contaminacion.

Para la conclusion de esta etapa, se colectaron muestras de suelo obtenidas
de 5 diferentes puntos (a una profundidad de 20 cm) con la finalidad de
obtener una muestra compuesta de aproximadamente 1 kilogramo, para su
posteriormente analisis de propiedades fisicas y quimicas.
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CAPITULO IX

FASE DE LABORATORIO
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Determinacién de propiedades fisicas y quimicas del suelo

Se realiz6 la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas de las
muestras de suelo obtenidas, de la siguiente forma:

Propiedades fisicas: (Chapman y Pratt, 1988)
Color (comparacién con Tablas Munsell)
Textura (Método de Bouyoucus)
Densidad real y aparente (método de la probeta y picnémetro)
Humedad (Método Gravimétrico)
Propiedades quimicas (Jackson y Beltran, 1964; Chapman y Pratt, 1988),

Determinacién de la concentracion de materia organica (Walkley
and Black)

pH (potenciémetro)
Determinacién de especies vegetales presentes en el drea de estudio
Se procedi6 a la determinacién de las especies vegetales recolectadas en

campo mediante el uso de claves taxonémicas (Sanchez, 1980; Rzedowsky,
2001).
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Procesamiento de las plantas y obtencion de la tintura vegetal

Las plantas a estudiar se dejaron secar a la sombra, en un petiodo de 4-5
dias. Se separaron en cada una de sus estructuras (tallo, hoja, raiz, flor y
fruto). Se peso cada estructura y posteriormente se lavo con jabdén
biodegradable y cloro, en una proporcion 1:100, a fin de eliminar elementos
no deseados (Sincholle y col., 1987; Alfaro y col.,, 2000), como bacterias y/o
hongos. Finalmente se sometieron a un proceso de extraccion de tintura
mediante el Método Galénico, el cual consistib en 1a maceracién alcohdlica
de las estructuras vegetales analizadas, en frascos de color ambar. La
cantidad de alcohol utilizado en cada caso dependi6 del peso y masa de las
estructuras analizadas.

Transcurrido un periodo de 15 dias se realizé el filtrado de la tintura y se
midié la cantidad obtenida, para posteriormente depositarla dentro de
frascos color ambar.
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Obtencitén de extracto en peso seco

Se obtuvo el extracto en peso seco de cada estructura a través de la
destilacion én vacno de la tintura vegetal previamente obtenida, para ello se
utilizo un equipo rota-vapor con un bafio maria a una temperatura de 60° C
a una presi6n de vacio de 10 bares . El sustrato obtenido fue embasado en
frascos esténles y color 4mbar.

Preparacion de concentraciones e impregnacion de sensidiscos

Se preparo una serie de cuatro diluciones (por estructura vegetal) de extracto
seco disuelto en alcohol bajo las siguientes concentraciones: 30 mg/mL, 60
mg/mL, 90 mg/ml.,, 120 mg/mL.

Al mismo tiempo, se prepararon sensidiscos de papel Whatman No. 41 con
un didmetro de 6 mm, los cuales fueron estenlizados en autoclave y
posteriormente impregnados con las concentraciones arriba mencionadas.

Cepas de microorganismos

Las cepas utilizadas en las pruebas de inhibicién antimicrobiana, se
obtuvieron del banco de cepas de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Algunas de éstas forman parte de una bateria minima que se han utilizado
pata este tipo de estudios como Escherichia co, Staphylococcus anrens'y Candida
albicans.
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Estandarizacion del inéculo microbiolégico

Previamente a todo lo anterior se realizé la estandarizacion del inéculo
microbioldgico mediante el método de Kirtby-Bauer y la escala de
McFatland (Montiel y Guzman, 1997) que se presenta a continuacion en el
siguiente cuadro.

Cuadro 2. Escala de McFarland

No.de BaCl; 1.0% H28041.0%MI | No. aprox. de bacterias
tubo MI representadas X 10°/mL

1 0.1 9.9 300

2 0.2 9.8 600

3 0.3 9.7 900

4 04 9.6 1,200
5 0.5 9.5 1,500
6 0.6 9.4 1,800
7 0.7 9.3 2,100
8 0.8 9.2 2,400
9 0.9 9.1 2,700
10 1.0 9.0 3,000

Posteriormente se llevo a cabo la siembra del inculo por medio del método
de Kitby - Bauer y la técnica de Barry (Agar Muller- Hinton para bacterias,
y Agar de Saboraund para Hongos) en cajas Petri, tomando como
referencia el tubo niimero uno de la escala de McFarland.

61



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Posteriormente se evalué el efecto inhibitorio del extracto de cada
estructura de la planta en cada una de las concentraciones antes
mencionadas. Para ello se aplic una prueba de sensibilidad por el Método
de Difusion en Agar (realizandose una serie de ocho repeticiones por
ensayo) (Allen y Baker, 1976; Cacho, 1997). En este paso, se y colocaron en
cada una de las cajas, 4 sensidiscos impregnados con las 4 soluciones
mencionadas para cada estructura mas un sensidisco testigo impregnado con
alcohol. Finalmente se incubaron las cajas a 35-37 ° C durante 18 a 48
horas.

Transcurrido un periodo de 18 horas en el caso de las bacterias, y 48 horas
en el caso de los hongos, se midieton los halos de inhibicion (incluyendo el
area del sensidisco) observando de manera casi inmediata la parte vegetal
con mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de los microorganismos asi
como la concentracién minima inhibitoria de los mismos (bacterias:
Corynebacterinm xerose, Escherichia cofi, Enterococcns faecalis, Mycobacterium phlei,
Streptococcus  mutans, Streptococcus f-hemolitico, Staphilococcus anreus, hongos:
Candida albincans, Candida kruses, Candida stellatoidea. Candida  tropicalis,
Cryptococcus  neoformans Geotrichum sp) (Ross, 1985; Murray y col, 1997;
Koneman, 1997; Granados y Vilaverde, 1997).

Anglisis de espectroscopia de infrarrojo

Finalmente se analizo la composicién quimica del extracto vegetal (bajo la
técnica de la pastilla de bromuro) obtenido en cada estructura de la planta
mediante el andlisis de espectrometria infrarroja en un Espectrofotémetro
en el Infrarrojo con Transformados de Fourier, de la marca PERKIN
ELMER, modelo 1600.

Todos los pasos que componen la fase de laboratorio se efectuaron para
ambas especies vegetales.
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CAPITULO X

FASE DE GABINETE
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Anailisis estadistico

Primeramente los resultados promedio fueron integrados en un cuadro a
modo de resumen, al mismo tiempo se obtuvieron los histogramas
correspondientes, a fin de obtener un panorama general del
comportamiento de los datos.

Los resultados se examinaron mediante un analisis de varianza de dos
factores fijos: Estructura y Concentracién, en un disefio aleatorio de tipo
factorial completo (Marques, 1988), mismo que dependié de los resultados
obtenidos.

Los tratamientos en los cuales se dividieron cada uno de los factores fueron
los siguientes:

A. Estructura ' B. Concentracién
Flor 30 mg/mL

Hoja 60 mg/mL

Raiz 90 mg/mlL

Tallo 120 mg/mL

Una vez conocida la existencia de diferencia entre los resultados, mediante
un andlisis de varianza, se aplicé una prueba de diferencia significativa
minima de Fisher (DSM), a fin de conocer cual de los pares de medias
causaba la diferencia. Esta prueba se aplico tanto para los resultados
obtenidos para el factor Estructura, como para el factor Concentracioén.

El nivel de confianza aplicado fue del 95% con un o = 0.5, con lo cual el
margen de error se minimiza.

! En el caso del factor Estructura para Lapinus montanus se tuvo ademis, la
categoria Fruto.
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CAPITULO X1

RESULTADOS Y DISCUSION
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Determinacién de las propiedades fisicas y quimicas del suelo

En el cuadro 3 se observan los valores obtenidos para el analisis de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo presente en la zona de muestreo.

Cuadro 3. Resultados del Analisis de Muestras Compuestas de Suelo

Propiedad Resultado
Color Gris oscuro 10YR
Densidad aparente 0.93 g/cc
Densidad real 2.08 g/cc
Porcentaje de porosidad 55.22
Textura Franco Arenosa
Porcentaje de arena 65
Porcentaje de hmo 20
Porcentaje de arcilla 15
pH real 5.12
pH potencial 4.65
Porcentaje de materia orginica 4

Los datos obtenidos en el analisis anterior, revelan caracteristicas propias de
suelos del tipo Andisol; color oscuro indicador de un alto contenido de
matetia organica; presenta una baja densidad aparente (0.93 g/cc) con un
alto porcentaje de porosidad (55.22%), con lo cual se puede deducir una
buena circulacion de gases, aunado a esto el espacio poroso permite el
crecimiento radicular mediante lo cual se favorece el establecimiento de la
vegetacion (Parissi, 1979; Chapman y Pratt, 1988; Moreno 1996) . La textura
corresponde al tipo franco- arenoso, de ahi que la densidad aparente sea
baja y el alto porcentaje de porosidad, esto implica sin embargo, una baja
retencion de agua. Los valores obtenidos de pH (5.12 y 4.65) son reflejo de
suelos acidos, esto se debe al elevado contenido de materia organica que
presentan (4 %), debido también, al origen volcanico de este tipo de suelo
(Jackson y Beltran, 1964; Aubert, 1985).

La vegetacion presente en el sitio de muestreo estaba conformada por la
especie artbustiva: Eryngium carlinae; la herbacea: Lupinus montanus y la
arbotea: Pinus hartwegis.
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Rendimiento estructura vegetal — extracto (peso seco)

Los cuadros nimero 4 y 5 incluyen los resultados obtenidos para la
obtencién de los extractos en peso seco, a partir de la tintura vegetal de
Erynginm carlinae y Lupinus montanus tespectivamente, por medio del Método
Galénico y la destilacion iz vacuo. La primer columna incluye la estructura de
la planta, 1a segunda columna, la cantidad de gramos sometida al proceso de
extraccion, la columna siguiente hace referencia a la cantidad de alcohol
utilizado para cubrir la estructura en cada caso, en la cuarta columna se
presenta la cantidad de extracto seco obtenida en cada caso luego del
proceso de destilacion. Finalmente, en la dltima columna hace mencion del
porcentaje de rendimiento obtenido en cada caso.

Cuadro 4. Cantidad y rendimiento obtenido pata Eryngium carfnae (Tintura vegetal)

Estructura Peso seco Alcohol Extracto en Porcentaje de
© afiadido (ml) pesoseco(g) rendimiento

Hoja 30 1020 4 13
Tallo 28 1080 3 11
Flor 72 1300 7 10
Raiz 37 845 3 8

Cuadro 5. Cantidad y rendimiento obtenidos para Lagénus montanss (Tintura vegetal)

Estructura  Peso seco Alcohol Extracto en Porcentaje de
@ afiadido (mL) peso seco (g) rendimiento

Flor 41 700 11 27
Hoja 160 1264 8 5
Raiz 205 660 10 5
Fruto 126 700 3 2.5
Tallo 444 1260 4 1
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En el caso de Eryngium carlinae no se tomo en cuenta el fruto, debido a que
este no estaba en formacién durante el periodo de recolecta de la planta.
La cantidad pesada de las estructuras fue variable en ambas plantas debido
al peso y tamafio de las mismas.

Tanto para el caso de Erynginm carlinae como para Lupinus montanus se
observo una perdida de alcohol debido a evaporacién y a la retencion de
alcohol por parte de las estructuras vegetales.

Los resultados para la obtencion de los extractos en peso seco, muestran que
para el caso de Eryngium carknae (cuadro 4) el mayor rendimiento respecto la
biomasa de la estructura vegetal pertenecié a la hoja (13 %), seguida de tallo
(11%) , flor (10%) y raiz (8%). Mientras que en Laupinus montanus (cuadro 5) el
mayor rendimiento se alcanzo en flor (27%), seguida de hoja y tallo (5%
respectivamente), fruto (2.5 %) y finalmente raiz (1%).

Este tipo de informactén es muy valiosa toda vez que sirve de base para
conocer el rendimiento de los extractos que se obtendri a partir de una
cantidad determinada de material fresco, con ello se evitara, en ensayos
posteriores el desperdicio del mismo.

Otro punto importante es el hecho de que no existen estudios que relacionen
las propiedades farmacoldgicas de las plantas medicinales con el tipo de suelo
donde crecen. Los cuadros 4 y 5, permiten conocer el rendimiento obtenido
en la relacion estructura vegetal - extracto (con potencial farmacoldgico) en
dos plantas que han sido poco estudiadas, creciendo en un suelo de tipo
andisol. Esto puede abrir nuevas lineas de investigacién, en las cuales se
evalué si la accidén farmacoldgica de los extractos de estas plantas, se vea
influenciado por el tipo de suelo donde crecen.
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Pruebas de sensibilidad con extractos vegetales obtenidos a partir de
Eryngium carlinae

En el cuadro 6 se presentan los resultados de los antibiogramas que se
obtuvieron con cada una de las concentraciones preparadas a partir de los
extractos de flor, hoja, raiz y tallo, sobre el crecimiento de los
microorganismos analizados. En la primera columna se indica el nombre de
los microorganismos sometidos a las pruebas de sensibilidad, mostrando en
primera instancia la baterfa de bactetias y en segundo lugar la bateria de
hongos.

Cuadro 6. Resultados del tamafio promedio de los halos de inhibicién en pruebas
de sensibilidad con bacterias y hongos, utilizando los extractos obtenidos a partic

de Eryngium carbnae.
Estructura
Microorganismo | Flor Hoja Raiz Tallo
Concentraciones (mg/mlL)
30 &0 90 120 30 {4 90 120 30 60 0 120 30 60 90 120
Corynebacterium o]olojJololololololololo e ol]o
erosis
Escherickia cok ofoJofJolololololoJotololoJo]ofeo
E nterococcus fagmé:; 0 ] 0 Q0 Q¢ Q [4] [ 0 0 0 0 0 0 0 0
Mycobacterium phiei
60 1606318416263 [64167|60163}165172]67]65]| 70|72
RY t,@tom tans 4] 4] ] V] 0 0 0 0 0 Q 0 0 0 0 1} 0
Streptococcus B
o 60 | 61|64 |68 |60{60|64]67]|62|61]64)65|60]|60]62]63
hemolitico
RY t@}y]oma;w 0 0 0 ] 0 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aureus
Candida albincans
60j6ol61]63]0 o |0 o |6s3ie67}73|76f0 Jo |0 |oO
Candida krusei
6116316464 |61]61162|64)160]63]|66}71]61]162]63 ;66
Candida stellatoidea 0 0 0 [} 0 0 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 ] o]
Candida W&; 0 0 0 0 0 o] 0 0 0 0 [¢] 0 0 0 0 0
Cryptococens
0 0 0 0 0 0 0 0] 601 60] 62|67 0 0 0 0
necforrans
Geotrichum sp
611606316810 0 0 0 60 [ 61165}681]0 0 0 0
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Como se puede apreciar en el cuadro anterior, las soluciones analizadas de las
estructuras de Eryngium carfinae en sus diferentes concentraciones, presentan
principios activos que actdan de forma inhibitoria tanto en bactenas
(Mycobacterium phiei 'y Streptococcns f -hemolitic)) como en hongos (Candida
albincans, Candida krusei, Cryprococcns neoformans y Geotrichum sp.), teniendo en
estos ultimos un rango de inhibicién mas amplio que en bacterias.

De igual forma, se observa que los extractos con un mayor rango en el efecto
inhibitorio del desarrollo de los microorganismos se obtienen de la raiz, ya
que esta fue eficaz en la inhibicion de 2 de las 7 bacterias sometidas a la
prueba (Mycobacterium phlei v Streptococcns f -hemolitico) y 4 de los 6 hongos
analizados (Candida albincans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans y Geotrichnm
sp). En contraste con lo antetior, los extractos obtenidos a partir del tallo,
presentaron un menor margen de accion antimicrobiana, ya que sélo fueron
efectivos en las pruebas realizadas con la bacteria: Mycobacterium phles, y el
hongo: Candida kruset.

Finalmente, las pruebas de sensibilidad resultaron negativas en todos los
ensayos para los siguientes microorganismos; Bacterias: Corynebactzrium xerosis,
Enterococcns  faecalis, Escherichia b, Streptococcus mutans, Staphylococcus anress,
Hongos: Candida stellatoidea 'y Candida tropicalis. Esto se puede deber a que los
principios activos presentes en los extractos de la planta no son especificos
para la inhibicién de los microorganismos mencionados o también, a la
necesidad de dosis mis elevadas para la obtencién de un efecto positivo.

En las siguientes paginas se presentan de manera grifica los ensayos en los
que alguna(s) de las concentraciones presentd efecto inhibitorio en el
crecimiento del microorganismo sometido a la prueba de sensibilidad.
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Mpycobacterium phlei

El grifico 1, presenta los tamafios promedio de los halos de inhibicion
obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Mycobacterium phlei con los
extractos de flor, bajo cuatro diferentes concentraciones. Como se puede
apreciar, la concentracién de 120 mg/mL presentd los mayores halos de
inhibicién, estadisticamente esta concentracion presenta diferencias en los
resultados obtenidos respecto de las demas concentraciones (p=0.0000), en
las cuales el resultado es muy parecido (apéndice 1., cuadro 1.a)

10

Halos (mm)

30 60 90 120
Concentraciones
mg/mL

Grifico 1. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Mycobacterium
Phlei causados por extractos de flor.

En el grafico nimero 2, se muestran los tamafios promedio de los halos de
inhibicién conseguidos en cultivos de Mycobacterium phlei con los extractos
derivados de hoja. Al igual que en el caso anterior, bajo la concentracién de
120 mg/mL se presentaron los mayores halos de inhibicién respecto de las
demas concentraciones (p = 0.0000), en las cuales el resultado es semejante
(apéndice 1., cuadros 1.2y 1.c).
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Grafico 2. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Mywbacterium
phlei causados por extractos de hoja.
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Los graficos 3 y 4, muestran el promedio de los tamafios de halos de
inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Mywbacterium
Phlei con los extractos de raiz y tallo respectivamente. En ambos casos, bajo
la concentracion de 120 mg/ml se obtuvieron los mayores halos de
inhibicién (p = 0.0000), esta concentracién fue estadisticamente diferente a
las otras tres concentraciones, en las cuales se observa una variacidon minima
(apéndice 1, cuadros 1ay 1.c).
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Grifico 3. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Mywbacterium
phlei causados por extractos de raiz.
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Grifico 4. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Mywbacterium
phlei causados por extractos de tallo.
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En el grafico 5, se observan los valores promedio del tamafio de los halos de
inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Mywbacterium
Dphlei. En este caso, en el grifico se brinda un panorama general de la
interaccidn Estructura-Concentracion sobre el tamafio del halo, bajo un
disefio factonial 4 x 4.
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Grifico 5. Interaccién Estructura — Concentracidn sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicion en cultivos de Mycobacterium phiei.

Se puede afirmar que los extractos vegetales de Eryngium carlinae, presentan
principios activos con caracteristicas bactericidas. Luego del anilisis
estadistico, se puede aseverar que a un nivel de confianza del 95 % no
existe diferencia entre la capacidad bactericida que tienen los principios
activos de cada estructura vegetal (p=0.2031), sin embargo, si existe
diferencia estadistica entre los efectos causados por las concentraciones de
los extractos (p=0.0000).

St bien bajo la concentracién de 120 mg/mlL se encuentran los mejores
resultados (en todos los casos), uno de los objetivos de este estudio
consistid en hallar Ia Concentracién Minima, bajo la cual se logra el efecto
inhibitorio. Segun el dato arrojado por la prueba de Diferencia Significativa
Minima de Fisher (DSM) con un a = 0.5, la CMI fue de 30 mg/mL
(apéndice 1., cuadro 1.c).

Observando la grafica anterior podemos apreciar que desde la
concentracion de 30 mg/ml (CMI) se presentan halos de inhibicién en
todos los casos, pero, es justamente a partir de los extractos de tallo de
donde se obtienen los mejores resultados, por lo cual se puede sugerir a esta
como la estructura mas adecuada (al menos a la concentracién mias baja
estudiada) para inhibir el crecimiento de esta bacteria (apéndice 1., cuadro
1b). Ta interaccién Estructura—Concentracién no presenta efecto
(p =0.0837) sobre el tamafio de los halos de inhibicién (apéndice 1, 1.a).
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Streptococcus S-hemolitico

En los grificos 6 y 7, se presentan los tamafios promedio de los halos de
inhibicion obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a  S#eprococcns f-
hemolitico con los extractos de flor y hoja, respectivamente.
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Grifico 6. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Szeprocvecus p-
hemolitico causados por extractos de flor.
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Grifico 7. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Streprococcus -
bemolitics causados por extractos de hoja.

Estadisticamente no existi6 diferencia entre los resultados que arrojaron los
antibiogramas realizados con los extractos de flor y hoja. En ambos casos se
puede afirmar que los extractos de estas estructuras, presentan principios
activos de caracter bactericida. Respecto al factor de concentracidn, se
puede afirmar que existe diferencia (p=0.0000) entre las concentraciones de
90-30, 90-60, 90-120, 120-30, 120-60, no asi entre las concentraciones de 30-
60, en las cuales el resultado fue similar para ambos casos (apéndice 1.,
cuadro 2.¢c).
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En los siguientes graficos (8 y 9), se presentan los tamafios promedio de los
halos de inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a
Streptococeus -hemolitico con los extractos de raiz y tallo, respectivamente.
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Grifico 8. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Streptococcus §-
hemolitico causados por extractos de raiz.
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Grifico 9. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Steprococcus -
bemolitico causados por extractos de tallo.

Existe evidencia estadistica para afirmar con un 95 % de confianza, que los
resultados obtenidos en antibiogramas realizados con los extractos de tallo,
son menos eficaces (p=0.1343) que los obtenidos con raiz, flor y hoja
(apéndice 1., cuadro 2.b). Al igual que en el caso anterior se puede aseverar
que los extractos de estas estructuras (raiz y tallo), presentan principios
activos de caracter bactericida.

Respecto al factor de concentracién (p= 0.0000), los resultados fueron los
mismos a los anteriormente mencionados para flor y hoja (apéndice 1.,
cuadro 2.c).
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En el siguiente grifico, se observan los valores promedio del tamafio de los
halos de inhibicién obtenidos bajo la interaccién de los factores
Estructura-Concentracién en la prueba de sensibilidad aplicada a
Streprococcus B-hemolitico bajo un disefio factonial 4 x 4.
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Grifico 10. Interaccion Estructura — Concentracion sobre el tamaiio promedio de
halos de inhibicion en cultivos de  Streptococcus §-bemolitico.

Los analisis de varianza realizados para este ensayo indican que 2 un nivel de
confianza del 95% no existe diferencia significativa (p=0.1343) entre los
efectos causados por principios activos de flor, hoja y raiz, no asi en el caso
de tallo, en los cuales los resultados reflejan una menor eficacia (apéndice 1.,
cuadro 2.a).

La finalidad de este estudio fue hallar la estructura con mayor efecto
inhibitorio (lo cual se refleja en el tamafio de los halos) y su concentracion
minima. Observando la grafica anterior, se puede ver que bajo la menor
concentracién analizada (30 mg/mL), es justamente con los extractos de
raiz, con los cuales se obtienen los halos de inhibicién mas grandes, en
comparacion con los demas extractos bajo la misma concentracién. St bien,
estadisticamente no se puede establecer que los extractos de raiz sean los

mas eficaces, si se puede establecer la concentracion de 30 mg/mL como la
CMI (apéndice 1., cuadro 2.2).

Bajo esta CMI, resulta indistinto tomar los extractos de flor, hoja y raiz, ya
que los resultados esperados, serfan estadisticamente similares. Sin embargo,
asoctando este dato con los obtenidos en el rendimiento del extracto por
estructura (véase cuadro 4), resultaria mas conveniente utilizar los extractos
obtenidos de hoja. Finalmente, la interaccién Estructura-Concentracién
(apéndice 1. cuadro 2.a) no presento efecto sobte el tamafio de los halos
(p=0.2289).
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Candida albicans

Los grificos 11 y 12, muestran los tamafios promedio de los halos de
inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida albicans
con los extractos de flor y hoja, respectivamente.

Halos (mm)

Concentraciones
mg/ml

Grifico 11. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
albicans causados por extractos de flor.

Halos (mm)

Concentraciones
mg/mL

Grifico 12. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de Candida
albicans causados por extractos de raiz.

En este ensayo los resultados sélo fueron positivos bajo la aplicacién de los
extractos obtenidos de flor y raiz. En cuanto a tallo y hoja, la prueba de
sensibilidad present resultados negativos.

Los halos de mayor tamafio se obtuvieron bajo la concentracién de 120
mg/ml en ambos casos (p=0.0002), pero fueron mas evidentes en los
ensayos realizados con extractos de raiz, tal y como se observa en las
graficas anteriores.
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En el grafico 13, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibicién obtenidos bajo la interaccién de los factores
Estructura -Concentracion en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida
albicans bajo un disefio factorial 4 x 2.
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Grifico 13. Interaccion Estructura — Concentracién sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicién en cultivos de Candida albicans.

Los resultados de los ensayos mostraron diferencia al 95 % de confianza
(p= 0.0000) entre los efectos causados por los extractos de flot y raiz sobre
el tamafio de los halos de inhibicién (apéndice 1., cuadros 3.2 y 3.b). Al
mismo tiempo, se presentd diferencia entre los efectos causados por el
factor concentracién (p=0.0002). La CMI para raiz fue de 30 mg/mL.

Al igual que en los casos anteniores, la interaccion de los factores Estructura
— Concentracion no present6 efectos sobre el tamafio de los halos de
inhibicién (p= 0.0869).

En un estudio experimental, similar al realizado, Martinez y col. (1999),
observan la inhibicién del crecimiento de Candida albicans al someterla a
pruebas de sensibilidad con diferentes concentraciones de un extracto fluido
(etanol al 80 %) de hojas de Schinas terebinthifolins Raddi (copal).

Por otro lado, Hemandez y Rodriguez, en el afio 2000, asilan extractos
fluidos de O. Basilicum L mediante el método de diluciones seriadas dobles
en medio liquidos. Los resultados obtenidos con el extracto pusieron de
manifiesto que de las especies microbianas analizadas, Candida albicans
resulté ser la mas sensible. Esta especie es la causante de la candidiasis,
cuyas forma patolégica se manifiesta como una micosis a nivel de boca y
tracto digestivo y a veces a nivel vaginal.
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Candida krusei

Los grafico 14 y 15, muestran el promedio de los tamafios de halos de
inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida krusei
con los extractos de flor y hoja respectivamente.
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Grifico 14. Tamaiios promedio de halos de inhibicion en cultivos de Candida
krusei causados por extractos de flor.
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Grifico 15. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
krusei causados por extractos de hoja.

Estadisticamente no existié diferencia entre los resultados que arrojaron los
antibiogramas realizados con los extractos de flor y hoja (apéndice 1.,
cuadro 4.b). En ambos casos se puede afirmar que los extractos de estas
estructuras, presentan principios activos de caracter fungicidas.
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Respecto al factor concentracién, se puede afirmar que existe diferencia
{p= 0.0000) entre las concentraciones de 60-30, 90-30, 90-120, 120-30, 120-
60, no asi entre las concentraciones de 60-90, en las cuales el resultado fue
similar para ambos casos (apéndice 1., cuadro 4.c).

Los siguientes graficos, muestran el promedio de los tamafios de halos de
inhibicidn obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida krusei
con los extractos de raiz y tallo respectivamente. En ambos casos, bajo la
concentracion de 120 mg/mL se obtuvieron los mayores halos de
inhibicién, esta concentracion fue estadisticamente diferente a las otras tres
concentraciones, en las cuales se observa una variacion minima (apéndice 1.,
cuadro 4.c).
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Grifico 16. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
krusei causados por extractos de raiz.
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Grifico 17. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
krusei causados por extractos de tallo.
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Estadisticamente existié diferencia significativa (p=0.0042) entre los
resultados que arrojaron los antibiogramas realizados con los extractos de

raiz en comparacién con los de hoja, flor y tallo (apéndice 1., cuadros 4ay
4b).

En el grafico 18, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibicion obtenidos bajo la interaccién de los factores
Estructura -Concentracion en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida
krusei bajo un disefio factorial 4 x 4.
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Grafico 18. Interaccién Estructura — Concentracién sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicién en cultivos de Candida krusei.

Los mayores halos de inhibicién de estos hongos patdgenos, se presentaron
bajo la concentracién de 120 mg/mlL en todos los casos (p=0.0000),
sobresaliendo los hallados en raiz (apéndice 1., cuadros 4.2 y 4.b)).

A un nivel de confianza del 95 %, la raiz muestra diferencias significativas
en el efecto antifingico respecto de los otros tratamientos (apéndice 1.,
cuadro 4.b), la CMI de esta estructura fue de 30 mg/ml..

La interaccion de los factores Estructura — Concentracién presentd efectos
significativos sobre el tamafio de los halos de inhibicién (p= 0.0150).

Candida krusei se encuentra dentro de la cavidad bucal, provocando micosis
que incluso pueden afectar el tracto digestivo (Koneman, 1997, Ramirez,
Millan, Luna , 2003 ; Larone,1995). Con este tipo de andlisis experimental se
pueden vislumbrar nuevas alternativas para combatir dicho organismo.
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Cryptococcus neoformans

El grifico 19, presenta los tamafios promedio de los halos de inhibicién
obtenidos en la prueba de senstbilidad aplicada a Crytococens neoformans con
extractos obtenidos a pattit de raiz de Erynginm carlinae.
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Grafico 19. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de  Cryprococens
negformans causados por extractos de raiz.

En el caso de Cryptococeus negformans sdlo se observo efecto antifingico en
los ensayos realizados con extractos de raiz. Para tallo, hoja y flor los
resultados fueron negativos en todos los casos. Esto puede deberse a una
mayor concentracion de aminas en la raiz (véase espectro de infratrojo de
raiz), mismas que sirven de precursores para otro tipo de sustancias de
mayor complejidad (alcaloides, por ejemplo) y que a su vez, presentan
accién farmacolégica.

Estadisticamente la concentracion de 120 mg/mlL fue diferente 3 las demds
concentraciones (apéndice 1., cuadro 5.b). La concentracion minima
inhibitoria (CMI) en este caso, fue para raiz, de 30 mg/mlL.

El contacto con este tipo de hongo puede provocar una enfermedad
conocida como meningitis criptococica muy a menudo afecta a personas
inmunosuprimidas y entre los factores de resgo se encuentran: SIDA,
linfoma y diabetes. Este tipo de estudios pueden servir de base para un
posterior analisis con mayor especificidad.
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Geotrichum spp.

Los graficos 20 y 21, muestran el promedio de los tamafios de halos de
inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Geotrichum spp.,
con los extractos de flor y raiz respectivamente. En ambos casos, bajo la
concentracion de 120 mg/mL se obtuvieron los mayores halos de
inhibicidn, esta concentracion fue estadisticamente diferente a las otras tres
concentraciones (p= 0.0000), en las cuales se observa una variacién minima
(apéndice 1., cuadro 6.c).
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Grafico 20. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de  Geosrichum
5pp., causados por extractos de flor.
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Grifico 21. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Geotrichum
$pp., causados por extractos de raiz.

En el caso de Geotrichum spp., slo se observo efecto antifingico en los
ensayos realizados con extractos de flor y rafz. Para tallo y hoja los
resultados fueron negativos en todos los casos.
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En el grifico 22, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibiciéon obtenidos bajo la interaccién de los factores
Estructura -Concentracién en la prueba de sensibilidad aplicada a Geotrichum
spp., bajo un disefio factorial 4 x 2.
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Grifico 22. Interaccién Estructura — Concentracidn sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicién en cultivos de Geazrichar spp.

Los extractos obtenidos a partir de flor y raiz de Erynginm carlinae,
presentaron principios activos con caracter antifingico. A un nivel de
confianza de 95 %, existi6 evidencia estadistica para afirmar que el tamafio
de los halos de inhibicién no se vio afectado por el origen del extracto
vegetal (p=0.3635), dicho de otra manera, se pueden utilizar extractos de
flor o raiz (bajo una misma concentracion) y los resultados no presentarian
diferencia estadistica (apéndice 1., cuadros 6.a y 6.b).

Respecto al factor concentracion, el tamafio del halo si se ve afectado por
la concentracion de dicho extracto. En el grifico anterior se puede apreciar
claramente que la concentracién de 120 mg/mlL fue diferente a las demas
concentraciones, esto se corroboré al aplicar la prueba de DSM de Fisher
(apéndice 1., cuadro 6.c). La CMI en este caso fue de 30 mg/mlL, tanto para
flor como para raiz.

Bajo esta CMI, resulta indistinto tomar los extractos de flor o raiz, ya que
los resultados esperados, setian estadisticamente similares. Sin embargo,
relacionando este dato con los obtenidos en el rendimiento del extracto por
estructura (véase cuadro 4), resultaria mids conveniente utilizar los extractos
obtenidos de flor.

Finalmente, la interaccién Estructura-Concentracion no presento efectos
sobre el tamafio del halo de inhibicién.
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Espectros IR de Eryngium carlinae

En quimica organica, los compuestos de un cierto tipo se clasifican, bien por
su capacidad para transformarse en una reaccidén particular, como
desplazamientos, sustituciones, etc., bien por los grupos funcionales presentes
en ellos (hidroxilo, cetona, etcétera), esto es la base del andlisis de infrarrojo.

En las paginas siguientes, se presenta el espectro infrarrojo de las moléculas
organicas presentes en los extractos de cada una de las estructuras vegetales
analizadas. Este espectro, suministra informacién meramente cualitativa
acerca de los componentes de las moléculas, por lo cual es imposible saber la
concentracion de cada uno de ellos.
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Flor

La siguiente imagen representa la composicion quimica de los extractos
obtenidos a partir de flor de Eryngium carknae, analizada mediante la técnica
de la pastilla de bromuro.
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Imagen 5. Espectro Infrarrojo de los extractos de flor (Eryngium carfinae)

Segin la longitud de onda registrada (Creswell, Runquist y Campbell. 1980),
la composicién quimica de dicho extracto es la siguiente:

3383.5 amina primaria

2925.4 OH asociado, «- aminoacido, NH4

2844.9 OH asociado, a- aminoacido, NH4

1734.3 aldehidos

1718.2 aromatico

1653.8 NH, («- aminoacido), esteres en forma de quelato (C=N)
1458.1 alcano (C-C) aromitico

1075.3 sin valor practico, cetona, Ester (C-O-C-OC)
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Raiz

En la imagen que a continuacién se presenta corresponde al andlisis
espectroscopico de los extractos obtenidos a partir de raiz de Eryngum
carlinae.
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Imagen 6. Espectro Infrarrojo de los extractos de ratz (Eryngium carlinag)

Segun la longitud de onda regjstrada (Ibid. Pag. 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3395.5 NH, amina secundaria, grupo funcional alcohol
3011.1 alqueno

2925.7 alcano

2854.5 aldehido, alquilo

1716.2 aromatico, aldehido aromatico

1463.2 alcano

1377.7 grupo metilo

1027.8 éter

921.8 compuesto conC, P, O

87



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tallo

La siguiente imagen corresponde al analisis espectroscopico de los extractos
obtenidos a partir de tallo de Erynginm carknae.
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Imagen 7. Espectro Infrarrojo de los extractos de tallo (Eryngium carknae)

Segun la longitud de onda registrada (Ibid. Pag. 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

Composicion quimica:

3319.1 grupo OH, polimeros, amina
2923.9 alcano

2853.0 aldehido

1738.0 aromatico

1659.6 aromatico

1599.7 aromatico

1256.4 éter

1049.4 éter
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En los espectros de infrarrojo anteriores se pueden observar diversos
grupos funcionales, algunos de ellos son precursores de sustancias tales
como los alcaloides (los cuales ejercen actividad farmacolégica sobre
diversos tetrenos, entre los cuales encontramos 2 las enfermedades
causantes por parasitos microbianos) y protoalcaloides, formados por
aminas sencillas o primarias (Bruneton, 1993).

También se observa la presencia de aminas (3395.5), sobre todo en el
espectro de raiz. Coincidentemente, fueron los extractos de este 6rgano
vegetal los que presentaron un margen de accién farmacologica mayor, ya
que actuaron como inhibidores en el 100% de los ensayos positivos.

Las aminas se pueden considerar como productos de desechos en las
plantas. Sin embargo si la planta no lo libera, son transportadas a otras
partes de la planta, en especial a los meristemos (James, 1967; Rojas, 1980;
Deiter, 19809; Devlin, 1982; Salisbury, 2000). Esto sugiere una posible
respuesta a el ¢Por qué se obtiene un mejor efecto inhibitorio con los
extractos de raize, ya que como lo marca la literatura, es en esta parte donde
se da una mayor concentracién de aminas, mismas que sirven de
precursores para otro tipo de sustancias de mayor cornplepdad ¥, que a su
vez, presentan accion farmacolégica.

En el caso de los ésteres presentes en los espectros, existen algunos
ejemplos de aplicaciones médicas importantes (Evans, 1991). El nitrito de
etilo es diurético y antipirético. El nitrito de amilo se usa en €l tratamiento
del asma bronquial y de las convulsiones epilépticas, y como
antiespasmodico. La nitroglicerina y el nitrito de amilo producen la
dilatacién de los vasos sanguineos, disminuyendo por tanto la presién
sanguinea. El chaulmugrato de etilo se ha empleado en el tratamiento de la
enfermedad de Hansen.

Dentto del grupo funcional de la cetona, también, se encuentran ejemplos
de principios activos como el alcanfor (C,;H,;O) obtiene del alcanforero,
(Cinnamomnm camphora), que crece en Asia y en Brasil. Utilizado en medicina,
en linimentos y otros preparados debido a sus cualidades antisépticas y
anestésicas.

Los alcoholes, aldehidos, ésteres de acidos carboxilicos y otros compuestos
asi formados contribuyen a la gran diversidad quimica que se presenta en el
grupo de los terpenos, los cuales a su vez forman parte de los aceites
esenciales de muchas plantas medicinales (Mulet, 1997).
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Pruebas de sensibilidad con extractos vegetales obtenidos a partir de
Lupinus montanus

En el cuadro 7 se presentan los resultados de los antibiogramas que se
obtuvieron con cada una de las concentraciones preparadas a partir de los
extractos de flor, hoja, raiz y tallo, sobre el crecimiento de los
microorganismos analizados. En la primera columna se indica el nombre de
los microorganismos sometidos a las pruebas de sensibilidad, mostrando en
primera instancia la bateria de bacterias y en segundo lugar la bateda de
hongos.

Cuadro 7. Resultados del tamafio promedio de los halos de inhibicién en pruebas
de sensibilidad con bactetias y hongos, utilizando los extractos obtenidos a partir
de Laupinus montanys.

Estructura
Microorganismo | pjoe Fruto Hoja Raiz Tallo
Concentraciones (mg/mlL)

Bacterias 30 | 60 [ 90 | 120 | 30 | 60 | 90 | 120 | 30 | 60 | 90 | 120 | 30 | 60 | 90 | 120 | 30 | 60 | 90 | 120
Corynebacterium 798387196 | 75| 78| 84| 89 | 81 85|01 101 9095|909 105] 72| 76| 83 | 86
Xerosis
Fscherickia coli olojojoflolololo]lofole|[o o]ojo]ojo|o]olo
Enterococous faecalis | 0 | 0 o [ o fofofo]ofoflofolo|foJoJo[ofJoJo]o][o
Mycobacterumphlei | 0 | 0 [0 [ 0o |oJoloofofolojo|ofo|o]ofJo]o]o]o
S Ireplococcus miutans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0
Strptococcus B-| 63 |72 |77 8i [0 o o[ o6 [o oo o [78|sofor|us|{o[o[0] o
hemolitico
Staphylococcus ojfefolojojlolofolojfofofjojojojojoljojo]o]| o
aurews
Candida albincans olololoJofo|o|]o[o]JoJof]o [oJoJo] o fo]o]ol]o
Candida krusei o oo o |7s|77|83]8s|[78|8a|88] o1 [89]92]93] 93 [75]| 76| 8b]| 84
Candidasiellatoidea | © | © | 0] 0 {0 |O0]Jo]o]JoJo|o]o |o|o|]o] o |o]o|o]|o
Candida tropicaks o] o]o| oo o] o 0 o JoJo|o] o oo
Cryplococcus olololo|lojolofoloflofo| o ]o]o|o] o o] o
neoformans
Geotrichum sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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La actividad antimicrobiana éz uitro de Lapinus montanus no ha sido
investigada anteriormente. Por tanto, este tipo de resultados sirven como
base para estudios posteriores. Por otra parte, el hecho de que los extractos
obtenidos de la estructuras de esta planta presenten actividad inhibitoria
sobre algunos microorganismos, sugiere la presencia de principios activos de
interés farmacolégico.

En el cuadro anterior, las soluciones analizadas de las estructuras de Laupinus
montanss en sus diferentes concentraciones, presentan principios activos que
actuan de forma inhibitoria en las siguientes bactentas: Corynebacterinm xerosis
y Streptococcus B- hemolitico y en el hongo: Candida kruses.

Se puede observar que los extractos con mayor efecto inhibitorio en el
desarrollo de los microorganismos se obtienen de la raiz, ya que esta
presenta un mayor rango de accién farmacologica respecto de los extractos
obtenidos a partir de las otras estructuras.

Las pruebas de senstbilidad resultaron negativas en todos los ensayos para
los siguientes microorganismos; Bactenias: Enterococous faecalis, Escherichia cof,
Mycobacterinm phlei, Streptococens mutans, Staphylococcns anrens, Hongos: Candida
albicans, Candida stellatoidea, Candida tropicalis, Crjptococcus neoformans y
Geotrichum  sp. Esto se puede deber a diversos factores, entre los que se
tienen los siguientes: los principios activos de la planta no son especificos
para la inhibicién de los microorganismos estudiados; es necesario realizar
antibiogramas con dosis mas elevadas.

En las siguientes paginas se presentan de manera grafica los ensayos en los
que alguna(s) de las concentraciones presentd efecto inhibitorio en el
crecimiento del microorganismo sometido a la prueba de sensibilidad.
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Corynebacterium xerosis

En los grificos 23, 24, 25, 26 y 27, se representan los tamafios promedio
de los halos de inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a
Corynebacterium xerosis bajo los efectos causados por principios activos
presentes en extractos de flot, fruto, hoja, raiz y tallo respectivamente.

Como se puede apreciar en cada una de los graficos, los extractos vegetales
de cada estructura presentaron principios activos de caracter bactericida,
mismos que actian desde la concentracibn mas baja analizada de (30
mg/mL).

A su vez, los mayores halos de inhibicién se obsetvan, en todos los casos,
bajo la concentracién de 120 mg/mL (p=0.0000) (apéndice 2., cuadro 1.c.)

Halos (mm)
OANWDENDNODOO

30 60 90 120

Concentraciones
mg/mL

Grifico 23. Tamaitos promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterium xerosis causados por extractos de flor.

Halos (mm)

30 60 90 120

Concentraciones
mg/mL

Grifico 24. Tamafios promedio de halos de inhibicidn en cultivos de
Corynebaderiam xsrosis causados por extractos de fruto.
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Grafico 25. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de
Corynebacterinm xerosis causados por extractos de hoja.
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Grifico 26. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebacterium xarosis causados por extractos de raiz.
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Grafico 27. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de
Corynebactzrium xerosis causados por extractos de tallo.
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En el grifico 28, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibicién obtenidos bajo la interaccion de los factores
Estructura -Concentracién en la prueba de sensibilidad aplicada a
Corynebacterinm xerosis bajo un disefio factonal 4x 5.

11.2F Estructura
— flor
= — fruto
E 102 F — hoja
‘6’ -~ raiz
= 92F < — tallo
s
821 -
72k =

0.03 0.06 0.09 0.12
Concentracion (mg/ml)

Grifico 28. Interaccién Estructura — Concentracién sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicion en cultivos de Corynebacterinm xerosis.

En este caso se puede apreciar, segun se muestra en el grafico, que los
principios activos de todas las estructuras analizadas actian como
antibacterianos desde una concentracién de 30 mg/mL. Se puede observar
también que el mayor didmetro en los halos de inhibicién se logra en todos
los casos a una concentracién de 120 mg/ml. para todas las estructuras
estudiadas (p=0.0000), sobresaliendo los producidos por raiz y hoja
(apéndice 2., cuadro 1.2).

Con base a los analisis de varianza podemos afirmar que a un nivel de
confianza del 95 % existe diferencia (p=0.0000) entre la capacidad
bactenicida que tienen los principios activos de las estructuras analizadas
(apéndice 2., 1.b), con excepcidén de la pareja fruto-tallo.

Los mejores resultados se obtuvieron (en todas las concentraciones) a partir
de los principios activos de raiz. Se puede afirmar que en este caso, la
concentracién de 30 mg/ml funciona como la CMIL

La interaccién Estructura—Concentracién no presentd efectos significativos
sobre el tamaiio de los halos de inhibicién.
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Streptococcus S-hemolitico

Los graficos 29 y 30, muestran el promedio de los tamafios de halos de
inhibicion obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a  Szrprococcus §-
bemolitico  con los extractos de flor y raiz respectivamente. En ambos casos,
bajo la concentracién de 120 mg/ml se obtuvieron los mayores halos de
inhibicidn, esta concentracion fue estadisticamente diferente a las otras tres
concentraciones (p=0.0000), en las cuales se observa una variacién minima
(apéndice 2., cuadro 2.c).

Los extractos de las tres estructuras restantes (fruto, hoja y tallo) no
presentaron efectos inhibitorios bajo ninguna de sus concentraciones.
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Grafico 29. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Swreptococcus
[B-bemolitico causados por extractos de flor.
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Grafico 30. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de Sweptococcas
B-temobitic causados por extractos de raiz.
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En el grifico 31, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibicion obtenidos bajo la interaccion de los factores
Estructura-Concentraciéon en la prueba de sensibilidad aplicada a
Streptococcus B-hemolitico bajo un disefio factonial 4 x 2.

123
1.3
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9.3
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73
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Grifico 31. Interaccion Estructura — Concentracién sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicién en cultivos de  Streprococcas §-bemolitico.

Los resultados de los ensayos mostraron una diferencia significativa al 95 %
de confianza (p=0.0000) entre los efectos causados por los extractos de flor
y raiz (apéndice 2., cuadros 2.a y 2.b), siendo raiz la estructura que presenta
mayor efecto antibacteriano bajo sus cuatro concentraciones en
comparacion con los resultados obtenidos bajo las cuatro concentraciones
de flot, tal y como lo muestra la grafica anterior.

Respecto a la variable concentracién, se observaron diferencias entre lo
efectos causados sobre el tamafio del halo (p=0.0000). La prueba de DSM
(apéndice 2, 2.b) muestra la diferencia entre los pares 30-90, 30-120, 60-90,
60-120. La Concentracién Minima de Inhibitoria para raiz fue de 30
mg/mL. La interaccién Estructura-Concentracién no presento efectos
significativos sobre el tamafio del halo.

El Streptococcus $-hemolitico produce enfermedades como la ernisipela, fiebre
puerperal e infecciones generalizadas, endocarditis bacteriana y la faringjtis
(Ross, 1985; Murray y col,, 1997), de ahi la importancia de estos resultados.
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Candida krusei

En los grafico 32, 33, 34 y 35, se representan los tamaifios promedio de los
halos de inhibicién obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a
Candida krusei bajo los efectos causados por principios activos presentes en
extractos de fruto, hoja, raiz y tallo respectivamente.

A excepcion de los ensayos realizados con los extractos de flor bajo sus
diferentes concentraciones, en todos los casos restantes se obtuvo una
respuesta positiva, ya que los principios activos de fruto, hoja, raiz y tallo,
presentaron actividad antifingica desde la concentracién de 30 mg/mL. A
su vez, los mayores halos de inhibicién se observan, en todos los casos, bajo
la concentracion de 120 mg/mL (p= 0.0000).

10

Halos (mm)
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Griafico 32. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
&rusei causados por extractos de fruto.
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Grafico 33. Tamafios promedio de halos de mhibicidn en cultivos de Candida
krusei causados por extractos de hoja.
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Grifico 34. Tamafios promedio de halos de inhibicion en cultivos de  Candida
krasei causados por extractos de raiz.
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Grifico 35. Tamafios promedio de halos de inhibicién en cultivos de Candida
kruset causados por extractos de tallo.

Como se puede apreciar en cada una de los graficos, los extractos vegetales
de cada estructura presentaron principios activos de caricter antifingico,
mismos que actiian desde la concentracién mas baja analizada.
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En el grafico 36, se observan los valores promedio del tamafio de los halos
de inhibicién obtenidos bajo la interaccion de los factores
Estructura -Concentracion en la prueba de sensibilidad aplicada a Candida
kruset bajo un disefio factorial 4 x 5.

95F Estichira

— T
. —
ol f P ~* 1 — da
X * /-/ ] — e
g1 F flk
// o
-~ /

<

003 006 0oe 012

53

Halo {rorn)

-t
w0

1l aa by

-l
piY
T
I

Concertracion (mg/ml)

Grifico 36. Interaccién Estructura- Concentracion sobre el tamafio promedio de
halos de inhibicién en cultivos de Candida kruses.

Los resultados de los ensayos mostraron una diferencia significativa al 95 %
de confianza (p=0.0000), entre los efectos causados por los extractos de las
estructuras vegetales analizadas (apéndice 2., cuadro 3.2) siendo raiz la
estructura que presenta mayor efecto antbacteriano bajo sus cuatro
concentraciones en comparacion con los resultados obtenidos bajo las
cuatro concentraciones de fruto, hoja y tallo, respectivamente (grafico 35).
También existié diferencia significativa entre los efectos causados por las
distintas concentraciones (p=0.0000), con excepcion de las parejas 30-60 y
90- 120 (apéndice 2., cuadro 3.c). La interaccion Estructura-Concentracion
no presento efectos sobre el tamafio de los halos de inhibicion.

La CMI determinada para raiz fue de 30 mg/mL.
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Espectros IR de Lupinus montanus

Flor

La siguiente imagen representa la composicién quimica de los extractos
obtenidos a pattir de flor de Lupénus montanus, analizada mediante la técnica
de la pastilla de bromuro.

W\»Wﬂ?ﬂ .u/m

s.02 . . . ‘
4808 3600 2008 1668 ot
33%94,1,2923.2,26855.8,1735.9, 1654. 2, 1610.6, 1458. 6, 1256. 4, 11639.2=

Imagen 9. Espectro Infrarrojo de los extractos de flor (Lupinus montanas).

Segun la longitud de onda registrada (Ibid. Pig. 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3394.1 OH asociado

2923.2 alcano

2855.8 NH3, a-aminoicido, OPH asociado
1735.9 cetona, o -haldgeno

1654.2 cetona (3-dicetona enolizada:

1610.6 cetona, B-dicetona quelada:

1458.0 alcano aromatico

1256.4 alcano, sin valor practico

1169.2 sin valor practico

1073.4 éter o éster
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Fruto
En la imagen numero 10 se presenta el espectro infrarrojo de la composicién

quimica de los extractos obtenidos a partir de fruto de Laupinus montanss,
analizada mediante la técnica de la pastilla de bromuro.

BN [ Vs
VR
U W

17.18

3000 2008 1028 ot
3383.5,8921.2.26855.8,1648. 7, 1616.68, 1458.8, 1398. 1, 1871.2,836.9=

Imagen 10 Espectro Infrarrojo de los extractos de fruto (Laupinus montanus)

Segun la longitud de onda registrada (Ibid. Pag, 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3383.5 amina primaria
2921.2 OH asociado, alcano
2855.8 NH3, o -aminoacido
1616.0 cetona

1458.0 alcano aromatico
1398,1 sin valor practico
1071.2 éter

836.9 aromatico monosustituido
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Hoja

La imagen siguiente corresponde el espectro infrarrojo de la composicion
quimica de los extractos obtenidos a partir de hoja de Lagénus montanus.

=T

18.20 v y v
4500 3600 2000 o 1698 ot
3328.1,2925.4,26855.6, 1653.4, 1616, 8, 1587. 4, 1363. 2, 1279.7, 1830. 3=

Imagen 11 Espectro Infrarrojo de los extractos de hoja (Lupinus montanus)

Segin la longitud de onda registrada (Ibid. Pag. 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3338.1 amina alifatica

2925.4 alcano, 4cido (OH) alifatico C-CH2-C
2855.8 alcano, acido (OH) alifatico C-CH2-C
1653.4 Ester, aromatico

1616.8 cetona, (C=C alfa, -insaturada)
1507.4 amina, aminoacido

1363.2 compuesto con NO2

1279.7 éter aromatico

1030.3 éter
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Raiz

En la imagen nimero 12 se presenta el espectro infrarrojo de la composicion
quimica de los extractos obtenidos a partir de raiz de Lupinus montanus.

T s 2] M"‘\.‘

AT

£2.49

3080 2080 1000 on-t
3269.9,2922.4,2844,5, 173@. 4, 1785.7, 1685.1, 1468.9,1392.6, 1849. 4=

Imagen 12 Espectro Infrarrojo de los extractos de raiz (Lapinus montanus)

Segun la longitud de onda registrada (Ibid. Pag, 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3269-9 OH (ac. Carboxilico) asociado. Amida secundaria
2922 4 C-CH2-C

2844.9 alcano (2 bandas)

1730.4 aldehido alifatico

1708.7 aldehido aromatico cetona ciclica

1605.1 enoles C=C (alqueno), a-amida

1468.9 aromatico

1392.6 sin valor practico, SO2

1049.4 éter, amina aromatica

Compuesto con S, O, S=0
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Tallo

El espectro infrarrojo que a continuacién se presenta, corresponde a el
analisis de IR de los extractos obtenidos a partir de tallo de Lapinus
montanus, analizada mediante la técnica de la pastilla de bromuro.

50.284

%7 M

B7.19

2009 2669 1088 o
3383.6,2926.3, 1653.8, 1617.8, 1458. 1, 1359. 3, 1673.8.669. 7=

Imagen 13 Espectro Infrarrojo de los extractos de tallo (Lupinus montanas)

Segun la longjtud de onda registrada (Ibid. Pag. 85), la composicién quimica
de dicho extracto es la siguiente:

3383.6 amina primaria

2926.3 alcano, OH asociado;
1653.8 éster, alqueno aromatico
1617.0 aromatico, cetona
1458.1 alcano, aromatico

399.3 sin valor practico

1073.8 éter, o éster

669.7 sin valor practico
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Al igual que en los analisis espectroscopicos de Erynginm carlinae, en Lupinus
montanus se encontraron diversos grupos funcionales, algunos de ellos
precursores de sustancias tales como los alcaloides, de los cuales se sabe;
ejercen actividad farmacoldgica sobre diversos terrenos, entre los cuales se
encuentran  a las enfermedades causantes por parasitos microbianos
(Bruneton, 1993).

Los alcaloides vegetales son un grupo importante de sustancias que pueden
representar productos finales del metabolismo nitrogenado de los vegetales
superiores. La mayoria de estas sustancias ejercen efectos fisiologicos. Cast
todos los alcaloides se pueden relacionar estructuralmente con los
aminoacidos, a través de hipotéticas reacciones en las que participan por
ejemplo: la mutilacion, descarboxilacion o reacciones en las que intervienen el
formaldehido o los formiatos.

Existe un grupo de alcaloides que se relacionan con la higrina este compuesto
es la atropina (éster a-fenilglicolico de la tropina), que es de gran importancia
farmacoldgica.

Por otro lado, se observa en los espectros de raiz, hoja y tallo, la presencia
de amidas, las cuales son derivados de un acido carboxilico por sustitucion
del grupo —OH del 4cido por un grupo —NH,, —NHR o0 —NRR (siendo
R y R radicales orginicos). Formalmente también se pueden considerar
derivados del amoniaco, de una amina primaria o de una amina secundaria
por sustitucion de un hidrégeno por un radical acido, dando lugar a una
amida primaria, secundatia o terciaria, respectivamente. Las amidas también
se utilizan mucho en la industria farmacéutica.

En el caso de Lupinus montanus, se sabe que las raices absorben nitrogeno del
suelo y atmosférico en forma de nitratos (NO,), debido a la presencia de
nédulos fijadores que encierran bacterias del género Rbispbinm (Rojas, 1980,
Deiter, 19809; Devlin, 1982; Salisbury, 2000). . Esto incrementa la
concentracion de sustancias nitrogenadas en la raiz, mismas que pueden ser
las causantes del efecto inhibitorio en los antibiogramas realizados.

Dentro del grupo funcional de la cetona, se encuentran ejemplos de
principios activos como el alcanfor (C,¢H,O) obtiene del alcanforero,
(Cinnamomum camphora), que crece en Asia y en Brasil. Utilizado en medicina,
en linimentos y otros preparados debido a sus cualidades antisépticas y
anestésicas.
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En el caso de los ésteres, algunos de ellos son compuestos que tienen
aplicaciones médicas importantes (Evans, 1991). El nitrito de etilo es
diurético y antipirético. El nitrito de amilo se usa en el tratamiento del asma
bronquial y de las convulsiones epilépticas, y como antiespasmddico. La
nitroglicerina y el nitritoc de amilo producen la dilatacién de los vasos
sanguineos, disminuyendo por tanto la presién sanguinea.

Los alcoholes, aldehidos, ésteres de acidos carboxilicos y otros compuestos
(presentes en los espectros de Laupinus montanus) contribuyen a la gran
diversidad quimica que se presenta en el grupo de los terpenos, los cuales a
su vez forman parte de los aceites esenciales de muchas plantas medicinales

(Mulet, 1997).

Los terpenos son una serie de compuestos naturales que formalmente se
pueden considerar polimeros del isopreno. El isopreno (2-metid-1,3-
butadieno), de formula empirica C;H,, es un hidrocatburo doblemente
insaturado (alqueno) que se emplea como bloque unidad de cinco catbonos
en la biosintesis de los terpenos, activado por fosforilacién, en forma de
isopentenilpirofosfato (isopreno activo) (Allinger, 1988). Dentro de los
terpenos con actividad farmacoldgica, tenemos al f-carvteno y al o- caroteno,
los cuales son tetraterpenos que se encuentran en la mayor parte de las
estructuras de una planta.
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CAPITULO XII

CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Erynginm carlinae 'y Lupinus montanus crecen (dentro de la zona de
recolecta) en suelos del tipo Andisol, compartiendo el nicho
ecologico con Pinus hartwegii y pastos del género Mublenbergia.

Si bien es cierto que no existen estudios que relacionen el tpo de
suelo con la concentracién de principios activos en la planta, resulta
16gico pensar que las caracteristicas edafoldgicas pueden influenciar
en la bioquimica vegetal Esto puede abrir nuevas lineas de
investigacion, en las cuales se evalué la accién farmacolégica de los
extractos de estas plantas, cultivadas en distintos tipos de suelo.

Por otro lado, se tiene que el mejor rendimiento obtenido en la
relacion: estructura vegetal (peso fresco) - extracto (peso seco) para
Eryngium carlinae fue encontrado en la extraccion realizada en hoja
(13 %), el menor rendimiento se obsetvo en raiz. Este tipo de
informacién es muy valiosa toda vez que sirve de base para conocer
el rendimiento de los extractos que se obtendra a partir de una
cantidad determinada de material fresco, con ello se evitaria, en
ensayos posteriores el desperdicio del mismo.

Los extractos vegetales de las estructuras de Erynginm carlinae
presentaron ptincipios activos con un mayor efecto inhibitorio de
tipo fungicida al inhibir el crecimiento de Candida albincans, Candida
kruses, Cryptococcus neoformans y Geotrichum sp., 'y sOlo presentaron
efecto antibacteriano sobre las especies Mycwbacterium phlei y
Streptococcus B-hemolitico. Los extractos con un mayor rango en el
efecto inhibitorio del desarrollo de los microorganismos se obtienen
de la raiz, ya que esta fue eficaz en la inhibicién de 2 de las 7
bactenias sometidas a la prueba (Mycobacterium phles v Streptococcns f -
hemolitico) y 4 de los 6 hongos analizados (Candida albincans, Candida
krusei, Cryptococcus meoformans y Geotrichum sp.). En contraste con lo
anterior, los extractos obtenidos a partir del tallo, presentaron un
menor margen de accién antimicrobiana, ya que solo fueron
efectivos en las pruebas realizadas con la bacteria: Mycobactzrium phiei,
y el hongo: Candida krusei.

Dentro de los resultados positivos en las pruebas de sensibilidad
para bactenas y hongos, existi6 diferencia entre los efectos causados
por los principios activos de cada estructura vegetal.
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Los principios activos de tallo, resultaron ser los de mayor eficacia
en la inhibicion del crecimiento de Mycobacterinm phiei.

Por otro lado, los principios activos de raiz actuaron en la inhibicién
del 100% de los resultados positivos, presentando diferencia
(respecto de los principios activos de las demas estructuras) en los
hongos: Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans y
Geotrichum sp. En todos los casos la concentracién minima inhibitoria
fue de 30 mg/ml..

En el caso de la bacteria: Strgptococcus [-hemolitico, y el hongo:
Geotrichum spp. No hubo diferencia estadistica entre los efectos
producidos por principios activos de flor-hoja-raiz y  flor-raiz,
respectivamente, aunque al igual que en los casos anteriores, si hubo
diferencia entre los efectos causados por las concentraciones de los
principios, siendo en ambos casos de 30 mg/mL.

De acuerdo al rendimiento obtenido en la relacidn: estructura
vegetal (peso fresco)-extracto (peso seco), lo mas conveniente seria
utilizar los extractos de hoja (13%) para la inhibicidn de Streprococcus
[-hemolitico y los de flor (10%) contra Geotrichum spp.

Las pruebas de sensibilidad resultaron negativas en todos los
ensayos para los siguientes microorganismos; Bacterias:
Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Streptococcus
mutans, Staphylococcns anreus, Hongos: Candida stellatoidea y Candida
tropicals.

La hipotesis planteada en principio, no se cumplio, ya que si bien, es
en la hoja donde se observa el mejor rendimiento en cuanto a la
obtencidn de extracto vegetal, su efecto antimicrobiano fue menor al
obtenido con los extractos de raiz, y s6lo en un caso (Streprococons §-
bemolitic)) presentd resultados similares a los obtenidos con esta
ultima.

Respecto a los resultados obtenidos con Lupinus montanus, €l mejor
rendimiento obtenido en la relacién: estructura vegetal (peso fresco)
- extracto {peso seco) fue encontrado en la extraccion realizada en
Flor (27%), el menor rendimiento se obtuvo en tallo (1%). Los
extractos vegetales de  las estructuras de Lupinus montanus
presentaron principios activos con un mayor efecto inhibitorio de
tipo bactericida al inhibir el crecimiento de Corynebacterium xerosis y
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Streprococcus B-bemokitico, v s6lo presentaron efecto fungicida sobre la
especie Candida kruses.

Dentro de los ensayos realizados con los extractos obtenidos de
Flor, Fruto, Hoja, Raiz y Tallo de Lupinus montanus, se determino que
en la relacidén estructura — concentracion — efecto inhibitorio, la
estructura que presento mayor eficiencia fue raiz, la cual resulto ser
estadisticamente (con un 95 % de confianza) la mas eficaz. Dentro
de los resultados positivos en las pruebas de sensibilidad para
bacterias, la CMI fue de 30 mg/mlL para los extractos de raiz
aplicados. Dentro de los resultados positivos en las pruebas de
sensibilidad para hongos, la CMI fue de 30 mg/mL para raiz.

Las pruebas de sensibilidad resultaron negativas en todos los
ensayos para los siguientes microorganismos; Bacterias: Enterococcns
Jaecalis, Escherichia coli, Mycobacterinum  pbles, Streptococcns  mutans,
Staphylococens  anrens; Hongos: Candida albicans, Candida stellatoidea,
Candida tropicalis, Cryjptococcns negformans v Geotrichum sp. Esto puede
deberse a diversos factores, entre los que tenemos los sigutentes: los
principios activos de la planta no son especificos para la inhibicién
de los microorganismos estudiados, es necesario realizar
antibiogramas con dosis mas elevadas.

La hipotesis planteada en un inicio, fue corroborada, ya que como
pudimos apreciar, los extractos vegetales de ciertas estructuras de
Lupinus montanus presenta principios activos que actian como
antimicrobianos.

Los espectros infrarrojos permiten (tanto en el caso de Eryngium
carlinae 'y Lapinus montanus) conocer la composicion quimica de los
extractos vegetales, a fin de correlacionarlos con los componentes
presentes en la planta, y con su posible accién farmacologica, de la
cual aun se desconocen muchas cosas, haciendo patente la necesidad
de estudios de mayor especificidad.
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Apéndice

Datos estadisticos (Eryngium carlinae)

1. Mycobacterium phlei

3)

Analysiz of Variance for Haloe = Type III Sums of Squazes

Jouxce 3um of Jquares Df Mzan Square F-Ratie P-Ualue
MAIN EFTECTS

A: Concentracidn 25 . 949456 2 §.81487 9.10 0.0000
B:Estrustura 4. 53461 2 1.51154 1.58 0.2021
INTERACT I ON3

4B 15.3495 g 1.70549 1.76 a.0829
RES IDVAL 108.514 1z 0. 958872
TOTAL (CORRECTED) 154.842 27

Mualtifactor ANOVA - Halo

Maltiple Range Tests for Hale by Estructura

Method: ¢5.0 percent LSD

EZstructura Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

Hoja 32 5.415863 0.174C04 X

raiz 32 6.52813 0.174C04 XX

flor 32 6.59375 0.174GC04 XX

talleo 32 5.91563 0.174C04 X’

contrast Difference +/- Limits

Hoja - flor -0.278125 0.487574

Hoja - raiz -0.1125 0.487%74

Hoja - tallo *~0.5 0.487574

flor - raiz 0.165625 0.487574

floxr - tallo -0.221875 0.487574

raiz - tallo -0.3875 «~ 0.487574

9

Multiple Range Tests for Halo by Concentracidn

Method: 95.0 percent LSD

Concentracién Count LS Mean LS Sigma Homogenecous Groups

0.03 32 6.25938 0.174004 X

0.06 32 @.31562 0.174004 X

0.09 32 6.58125 0.174004 X

0.12 32 7.39688 0.174004 X

Contrast Difference +/~ Limits

0.03 - 0.06 -0.05625 0.487574

0.03 - 0.0% -0.321875 0.487574

0.03 - 0.12 *~1.1375 0.487574

0.06 -~ 0.09 -0.265625 0.487574

0.06 - 0.12 *-1.08125 0.487574

0.09 - 0.12 *-0.815625 0.,487574
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2. Streptococcus B-hemolitico

a)

Mnalysis of Variance for Halo - Type IlI Sums of Jquaxes

Source Sum of Squazes DE HMean Jquare F-Batio P-Value
HAIN EFTECTS

A: Concentraciin 6. 091838 3 2.02063 16.26 0.0000
E: Estructura 0.6325 3 0.210822 1.90 0.1343
INTERACT 10HD

&B 1.33187 2 0. 147986 1.33 0.228%
RE3 IDUAL 12 .4525 112 0.1111582
TOT AL (CORRECTED) 20 .5087 127

b)

Mul tiple Range Tests for Halo by Estructura

HMethod: 95.0 pexcent L3D

Estructura Count L3 Mean LS Bigma Homogensous GIoups
Tallo 3z 6.17158 0.05894946 X

Hoja 22 6.30928 0.0589446 xx

Rais 22 6.32513 0.05894946 4

Flex 22 5.35213 0.05894356 X

Contrast Differsnce +/~ Limitcs
Floex ~ Heja 0.04375 0. 155168
Floxr ~ Raix 0.025 G. 155168
Flox -~ Talle *0.18125 0.165168
Hoja - Rais -0.01875 0. 165168
Heja - Talle 0.1278 0.165158
Rais - Talle 015528 0. 165158

- i e

9

Multiple Range Tests for Halo by Concentracién

Method: 95.0 percent LSD

Concentracién  Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
0.03 32 6.075° 0.0589446 X

0.06 -32 6.10313 0.0589446 X

0.09 32 6.375 ¢.058%44e6 X

0.12 32 6.60938 0.0589446 X

Contrast Difference . +/- Limits
0.03 ~ 0.06 ~0.028125 0.165168
0.03 - 0.09 *-0.3 0.165168
0.03 -~ 0.12 *~0,534375 0.165168
0.06 -~ 0,09 *-0.271875 0.165168
0.06 - 0.12 *~0.50625 0.165168
0.09 - 0.12 *-0,234375 0.165168

120



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

3. Candida albicans

)

Analysis of Variance for Hale -~ Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares DF Hean Square F-Ratia P-Ualue
MARIN EFFEETS

fAEstructura 11.9825 4 11.9825% 45.5h 8.so08
B:Concentracidn 6.13187 3 2.04396 7.82 8.e882
INTERACTIDNS

fAB 1.865 3 8.681667 2.38 0.0869
RESIDUAL 14,685 56 8.261339

TOTAL (CORRECTED) 38.47h% 63

b)

Hultiple Range Tests for Ralo by Estructura

Hethod: 95.8 percent LSD

Estructura Gount LS Hean LS Sigma Homogeneous Groups

Flor 32 6.15937 6.6963786 X

Raiz 32 7.82188 0.0083786 X

Contrast Difference +/- Limits

Flor - Raiz *—8.8625 8.256821
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4, Candida krusei

a)

analysis of Variance for Halec - Type III Sums #f Sgquares

Soutce

MRIK EFFECTS
A:Cansenkracidn
B:Estructura

INTERACTICNS
AB

Sum of Squares Gf Mean Sguare
5.34937 3 1.78312
1.32062 3 D.306B73

2.37 3 0.283333
12.18 112 G.10875

RESIDUAL

b)

- .

Mulrifacror AHOVA - Halo

Multiple Rarge Tasts for Hala by Estruotura

Meched: 53,0 percent LED

Tstructura Zount L5 Msan LE HSigma

Hoja 32 8.2%

Tallo 32 . 34687 ¢ O9RESE] 3
Floz 32 G,3%313 L. 0382561 b4
fAaiz 3z 6,k% C.05B2%81 i
Contrast Difference
Tiar - Heja G, 133125

Flar - Raiz “-3.182875
Tlog - Talle 0. 30825

Hzja - Raiz *=D.3

Hajz -~ Tallico -3.0%£875
Raiz - Talle *0,.803125

9

Multiple Range Tests for Halo by Concentracidn

Method: 95.0 percent LSD

Concentracién Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Grcups
0.03 32 6.10313 0.0582961 X

0.06 32 6.3 0.0582961

0.09 32 6.43125 0.0582961

0.12 32 6.66562 0.0582961

Contrast Difference +/- Limits
0.03 - 0.06 *~0.196875 0.163351
0.03 - 0.09 *~0.328125 0.163351
0.03 - 0.12 *~0.5625 0.163351
0.06 ~ 0.09 -0.13125 0.163351
0.06 - 0.12 *~0.365825% 0.163351
0.09 - 0.12 *-0.234375 0.163351
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5. Cryptococcus neoformans

2

ANQVA Table for Halo by Concentracién

aAnalysis of Variance

Source Sum of Sguares Df Mean Square F-Ratic p-Value
Between groups 2.70844 3 0.902812 11.44 C¢.00C0
Within groups 2.20875 28 0.0788839

Total (Corr.) 4.91719 31

b)

Multiple Range Tests for Halo by Concantracién

Method: 95.C percent Tukey HSD
Concentracién Count Mean Homogenecus Groups

0.03 - 0.08 a.0 $.383439
0.03 - 0.03 ~0.25 0.385439
0.03 -~ 0.12 *-0.7.25% 0.383499
0.06 - 0.09 -0.25 0.383493
0.056 - 0.12 *-0.7125 0.383499
0.0% -~ 0.12 *-0.4625 0.382493
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6. Geotrichum spp.

%)

Analysis of Variance for Halo - Type I1I Sums of Squares

Source Sum of Sguares Df Mean Square F-Ratio pP-value
MAIN EFFECTS R
A:Concentracién 6.37688 3 2.12562 12.69 0.ccoe
B:Estructura 0.140625 1 0.140625 0.84 0.3635
INTERACTIONS
AB 0.171875 3 0.0572917 0.34 0.735G
RESIDUAL 9.38 56 0.1675
TOTAL {CORRECTED) 16.0694 63
b)
Multiple Range Tests for Halo by Estructura
Method: 95.0 percent LSD
Estructura Count LS Mean L5 5igma Eomogeneous Groups
Flor 32 €.3312S 0.07234¢9 X
Raiz 32 €.425 0.072349 X
Contrast Difference +/~ Limits
Flor - Raiz -0.09375 (.204866
0
Multiple Range Tests for Halo by Concentracién
Method: 95.0 percent LSD
Concentracién Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
0.03 16 6.09375 0.102317 X
0.06 i6 6.09375 0.102317 X
0.09 16 6.46875 0.102317 X
0.12 18 6.85625 G.102317 X
Contrast Difference +/- Limits
0.03 - 0.06 0.0 0.289865
0.03 - 0.09 *~0.375 0.289865
0.03 - 0.12 *~0.7625 0.289865
0.06 - 0.09 *-0.375 0.289865
0.06 - 0.12 *-0.7625 0.289865
0.09 - 0.12 *-0.3875

0.289865
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Datos estadisticos (Lupinus montanus)
1. Corynebacterium xerosis

3

Analysis of Variance for Halo - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratic P-Value

MAIN EFFECTS

A:Concentracidn 58.2389 3 19.413 45,93 0.0000
B:Estructura 64.4654 4 16.11&4 38.13 0.0000
INTERACTIONS
aAB 2.47381 12 0.20615 0.49 0.9192
RESIDUAL 59.1686 140 0.422633
TOTAL (CORRECTED) 184.347 159
b)

Multifactor ANOVA - Halo

Multiple Range Tests for Halo by Estructura

Method: 95.0 percent LSD

Estructura Count LS Mean LS Sigma Homoger.eous Croups
tallo 32 7.9787% 0.1214923 X

fruto 32 8.1875 0.114923 X

flor 32 . 8.56875 0.114923 X

hoja 32 9.015¢3 0.114923 X

raiz 32 9.76563 0.114923 X

Contrast ' Difference +/- Limits
flor - fruto *Q0.95 0.321322
flor - hoja *-0.328125 2.321322
flor - raiz *~1.07813 0.321322
flor - tallo *0.70875 0.321322
fruto - hoja *-0.828125 0.321322
frutp - rxaiz *-1.57813 0.321322
frute - tallo 0.20875 0.321322
hoja - raiz *~0.75 C.321322
hoja - tallo *1.03688 ¢.321322
raiz - tallo *1.78688 0.321322
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9

Multiple Range Tests for Halo by Concentracién

Method: 95.0 percent LSD

Concentracién Count LS Mean LS Sigma Homogenesous Groups
0.03 40 7.9705 0.10279 X

D.06 40 B8.4125 0.10279 X

0.09 40 8.9375 0.10279 X

0.12 40 9.5875 0.10279 X

Contrast Difference +/- Limits
0.03 -~ 0.06 ’ *~0.442 0.287399
0.03 - 0.09 *-0.9867 $.287399
0.03 - 0.12 *-1.617 0.287399%
0.06 - 0.09 *-0.525 0.287399
0.06 - 0.12 *-1.175 0.28739%
0.09 - 0.12 *-0.85 0.287339%
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2. Streptococcus f-hemolitico

3)

analysis of Variance for Halo - Type IIL Sums of Squares

Source Sum af
MAIN ETFECTS

A:Concentracion 8,218 i 21.0%2%% B3.22 0.3350
B:ESLIUCTULA £4.3 1 4.0 155,058 9.0
THTERACTIONS

AS 9.4082 3 3.13542 3.56

RESIEIAL 13,375 o6 0.3339125%
TOTHEL (CORRSCTED) 135.0 a3

b)

Multifactor ANCVA - Halo

Multiple Range Tests for Halo by Estructura

Method: 95.0 percent LSD

Estructura Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
flor 3z 7.375 0.101262 X

raiz 32 9.375 0.101262 X

Contrast Difference +/- Limits
flor - raiz *-2.0 0.286876
9

Multiple Range Tests for Halo by Concentracién

Method: 95.0 percent LSD

Concentracién Count LS Mean L3 Sigma Homogereous Groups
0.03 16 7.0625 0.143205 X

0.06 - 16 8.125 0.143205% X

0.09 1ls 8.458875 0.1432C5 X

0.12 16 9.84375 0.143205 X

Contrast Difference +/- Limits
0.03 - C.06 *-1.0625 0.405703
0.03 - 0.09 *~1.4062% 0.4057¢3
0.03 - 0.12 *-2.78125 0.405703
0.06 - 0.09 -0.34375 0.405703
0.06 - 0.12 *-1.71875 0.405703
0.09 - 0.12 *-1.375 0.4057C3
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3. Candida krusei

)

Analysis of Variance for Hale -~ Type III

Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A:Estructura 32.1621 3 10.7207 26.41 0.0000
B:Concentracién 13.1934 3 4.39779 10.83 0.0000
INTERACTIONS .
AB 3.5957 9 0.399523 0.98 0.4572
RESIDUAL 45.4688 112 0.405971
Multiple Range Tests for Halo by Estructura
Method: 95.0 percent LSD
Estructura Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
tallo 32 7.92188 0.112835 X
fruto 32 8.07813 0.112635 X
hoja 32 8.59375 0.112635 X
raiz 32 9.20313 0.112635 X
Contrast Difference +/- Limits
fruto - hoja +-0.5156253 0.315613
fruto - raiz *-1.125 0.315613
fruto - tallo 0.15625 0.313613
hoja - raiz *-0.609375 0.315613
hoja - talle *0.671875 0.315613
raiz - tallo *1.28125 0.315613
9
Multifacter ANOVA ~ Halo
Multiple Range Tests for Halo by Ccncentracidn
Method: 95.0 percent L3D
Corcentracién Count L8 Mean LS Sigma Homogeneous Groups
32 8.01563 0.112635 x
32 8.26563 0.112635% X
32 8.75 0.112635 X
32 8.76563 0.112635 X
Contrast Difference +/~ Limits
0.03 - 0.06 -0.25 0.315613
0.03 - 0.09 *-0.734375 0.315613
0.03 - 0.12 *-0.75 0.315613
0.06 - 0.09 *-0.484375 G.315613
0.06 - 0.12 *-0.5 C,315613
0.09 - 0.12 -C.015625 C.315613
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Antibiogramas obtenidos con Eryngium carlinae

Mycobacterium phlei (raiz) Cryptococcus neoformans (raiz)

Streptococcus S-hemolitico (raiz) Candida krusei (raiz)
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Antibiogramas obtenidos con Lupinus montanus

Corynebacterium xerosis Stgreptococcus - hemolitico
(raiz) (flor)

Candida krusei (raiz)
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