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Resumen

La especie Lantana camara es utilizada por los habitantes de San Rafael Coxcatlan
para el tratamiento de enfermedades de posible origen infeccioso. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de L. camara. El material
vegetal se colectd en San Rafael Coxcatlan Puebla. A partir de la planta seca y
molida; mediante la técnica de maceracion en metanol se obtuvo el extracto herbal,
donde se obtuvieron 2 extractos uno polar y otro no polar. La actividad antimicrobiana
se evaluo utilizando la técnica de difusion en agar de Kirby-Bauer, frente a 22 cepas
bacterianas y 12 cepas de hongos, la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se determinaron mediante la técnica de
dilucién en agar, para la determinacion de la Concentracion Fungicida Media (CFso) ¥y
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se utilizé el método de inhibicion del
crecimiento radial. El extracto hexanico present6 actividad antimicrobiana frente a 15
cepas bacterianas (3 cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 2 cepas de
Bacillus subtilis, Enterococcus feacalis, 3 cepas de Vibrio cholerae, Enterobacter
aerogenes, 2 de Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli),
nueve cepas levaduriformes (5 cepas de Candida albicans, 2 cepas de C. tropicalis,
C. glabrata y Cryptococcus neoformans). El extracto metandlico presentd actividad
solo en 5 cepas bacterianas (2 cepas de S. aureus, S. epidermidis FESC y 2 de V.
cholerae ). Ambos extractos no presentaron actividad frente a hongos miceliados. Las
cepas Gram negativas son mas sensibles al efecto del extracto hexanico. Los
resultados obtenidos tienden a validar el uso en la medicina tradicional de L. camara
para el tratamiento de enfermedades de origen infeccioso.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Lantana camara, medicina tradicional.
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INTRODUCCION.

Desde tiempos antiguos los grupos humanos han utilizado las plantas para su
consumo Yy uso curativo, contra los padecimientos de enfermedades (Sierra 2009).
Nuestros antepasados investigaban la importancia de conocer profundamente las
propiedades alimenticias, curativas y toxicas de las plantas y animales que los
rodeaban. Esto, con el paso del tiempo los llevo a la tarea de implementar una serie
de instrumentos e ideas para poder utilizar los recursos naturales que las plantas les
ofrecian. Uno de sus tantos descubrimientos son los grandes conocimientos
etnobotanicos que hoy en dia conocemos. La medicina tradicional suele utilizarse
para tratar o prevenir algunos sintomas y enfermedades cronicas, asi como para
mejorar la calidad de vida, también se ha utilizado para tratar y cuidar a pacientes con
enfermedades potencialmente mortales. La medicina tradicional es un elemento
cultural con profundas raices en todas las civilizaciones. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, entre 66 y el 85% de la poblacién del planeta recurre a la

herbolaria para curar diversos padecimientos y enfermedades (OMS, 2004).

Uno de los principales conocimientos que hoy en dia tenemos gracias a nuestros
antepasados son las plantas medicinales que son consideradas como el primer y mas
antiguo remedio que el ser humano utiliza desde sus origenes, para el cuidado de la
salud y que a la vez nos favorecen, en aspectos como la nutricion, alimentacién, asi
como la aplicacién dentro de la medicina alternativa o naturista la cual engloba todo
tipo de productos naturales, destacando en las plantas, el uso de ciertos derivados
como fibras y las hojas para fines de investigacion y conservacion (Pacheco et al.,
2006).

Los productos naturales, son compuestos obtenidos de las plantas medicinales, que
han sido ampliamente utilizadas desde tiempo atrds. Aunque los avances

tecnoldgicos y de sintesis organica fina han ido desplazando cada vez mas su uso por
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sustancias sintéticas. Los consumidores prefieren a las plantas medicinales, de esta
manera, se ha observado como ha crecido su consumo Yy utilizacion, dando paso a un
desarrollo importante de la industria de plantas medicinales a nivel mundial (Pacheco
et al., 2006).

En una gran variedad de paises se mantiene la utilizacion de la medicina tradicional,
la cual esta enfocada al estudio del conocimiento de las drogas medicinales. Esta ha
sido una herramienta muy importante en los avances de la medicina y asi mismo,
para la cura de diferentes enfermedades usandose las plantas y sus productos como
infusiones, tés, unguentos, etc; para controlar algunos malestares en el ser humano.
La mayor parte de los pueblos con culturas tradicionales, como lo es el caso de
México, disponen de una enorme riqueza de conocimientos en la herbolaria aplicada

al tratamiento de numerosas enfermedades (Aragon et al., 2009).

Como resultado de un llamado realizado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1977, para recuperar la “medicina tradicional” y validar el conocimiento que
sobre ella se tenia con el debido rigor cientifico . En muchos paises del mundo, se
comenz6 a producir un cambio importante en cuanto al estudio y empleo de las

plantas medicinales (Pacheco et al., 2006).

Gran parte del territorio mexicano ha sido identificado como un centro de gran rigueza
y alta fragilidad ecoldgica, donde existen grandes variedades de especies endémicas.
Como resultado de su ubicacidon geografica y compleja topografia asi como su
variedad de climas; se le considera un pais megadiverso (Vega, 2008).

Como consecuencia de la gran variedad de condiciones ambientales que existen en
nuestro territorio, en las plantas se encuentra también una amplia gama de sustancias
guimicas. Los principios activos se deben precisamente a los compuestos quimicos
de algunas plantas que las hacen atiles como medicamento, y pueden encontrarse en
todo el individuo o solo en algunas de sus estructuras. Su concentracion y calidad
dependen de diversos factores como la edad del organismo, el clima, la época del

afo, el tipo de suelo y la humedad, entre otros (Ocegueda et al., 2005).
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Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecoldégica porque participan en los procesos
de adaptacion de las plantas a su ambiente, como el establecimiento de la simbiosis
con otros organismos, en la atraccion de insectos polinizadores, dispersores de las
semillas y frutos etc. La sintesis activa de MS se induce cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas tales como: a) el consumo por herbivoros, b) el
ataque de microrganismos: virus, baterias y hongos, c) la competencia por el espacio
de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas, d) la
exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abiotico. Los MS también reciben el
nombre de productos naturales los cuales tienen un importante y significativo valor
medicinal ademas de econdmico, derivando éste ultimo en su uso en la industria
cosmeética, alimentaria y farmaceéutica. Un gran nimero de los productos naturales,
que ya se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir
enfermedades, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas,

potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc (Avalos et al., 2009).

Los metabolitos secundarios se clasifican en aquellos que contienen a) nitrégeno,
incluyen a: los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos,
cianogénicos y glucosinolatos. Y b) Los no nitrogenados: terpenoides, poliacetilenos,
policétidos y fenilpropanoides. (Jiménez et al., 2003).

En la medicina tradicional se han empleado una gran variedad de especies para el
tratamiento de diversas enfermedades de todo tipo entre las cuales la familia
Verbenaceae y especialmente las especies del género Lantana se encuentra bien

representado (Garcilazo, 2003; Hernandez et al., 2005).
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Diversos estudios de Lantana camara se han reportado (Apéndice 1) en el siguiente

cuadro se muestran algunos realizados en diferentes partes del mundo.

Cuadro 1. Antecedentes de Lantana camara

Autor Ao | Aportacion

Verpoorte, 1982 | Reporta que el extracto etandlico de las hojas
presentan actividad antimicrobiana contra
Bacillus subtillis siendo inactivo frente
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.

Aguilar et al. 1994 | El Instituto Mexicano del Seguro Social
reporta,del género Lantana, a L. frutilla como
antidiarreica, L. involucrata para el vomito y L.
vetulina para aliviar el dolor de estbmago. L.
camara para aliviar diversos males

estomacales
Barre 1997 | En distintos trabajos reportaron que las hojas
Valsaraj 1997 | presentan actividad contra Staphylococcus
Chariandy 1999 | aureus, S. epidermidis, Salmonella
typhimurium, E. coli, Pseudomonas

aeruginosa, B. subtillis y Salmonella typhy, no
se encontr6 actividad contra Enterococcus
faecalis

Chariandy et al. 1999 | En Trinidad y Tobago Lantana camara es
utiizada en el tratamiento de afecciones
respiratorias y gastrointentinales asociadas a
infecciones bacterianas
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Ngassoum et al.

1999

Reportaron la composicion quimica de el aceite
esencial obtenido de las hojas y flores de
planta cultivada en Madagascar y Camerun.
Los principales componentes encontrados en
el aceite de Lantana originaria de Camerdn
fueron el arcurcumeno (25%), el R-cariofileno
(13%) y el epdxido de cariofileno (7%), junto
con otros sesquiterpenos. El aceite de
Madagascar fue rico en la davanona (15%) y
[3-cariofileno (12%).

Silva

1999

Estudiaron la composicién del aceite esencial
proveniente de la Region Amazoénica del Norte
de Brasil, y hallaron que el limoneno (17%), el
a-felandreno (16%) y el sabineno (9%), junto
con el germacreno D (13-28%), el 3-cariofileno
(11%, los curcumenos (27-31%) y el
zingibereno (15- 19%) fueron componentes
mayoritarios en estos aceites

Sharma

2000

Comprobaron la actividad hepatotoxica de los
lantadenos (triterpenoides pentaciclicos)
aislados de las hojas

Akhtar et al.

2000

Comprobaron la actividad antihelmintica del
aceite esencial siendo el a-selineno,
isolongifoleno, B-gurjuneno y ©&-cadineno sus
componentes principales

Deenay Thoppil

2000

Mostraron que el aceite esencial posee una
amplia actividad antibacteriana y antifangica

Ghisalberti

2000

Hace una revisibn completa de todos los
compuestos aislados de esta especie y otras
del género. Se puede destacar como
antibacterianos los &cidos camarinico y
lantanico y el triterpeno acetato de ursolato
contra Staphylococcus aureus y Salmonella

thypi

Laxminarain et al.,

2000

Se dedicaron al estudio de los componentes de
la raiz aislando altas concentraciones de acido
oleandnico, lantadeno A, acido camarico, B-
sitosterol y su glucosido el acido pomaonico.
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Kirimuhuzya et al., 2009 | Trabajaron con tres cepas de Mycobacterium
tuberculosis con extracto metandlico el cual
mostré actividad contra las tres cepas
probadas, y concluyeron que L. camara tiene
principios activos contra la tuberculosis

Justificacion.

Desde tiempos antiguos la medicina tradicional ha sido de gran importancia para el
ser humano en diferentes aspectos como lo es alimentacion, herramientas para
construccion, artesania y medicinal siendo este ultimo de gran interés, sin embargo,
considerando a México un pais megadiverso son pocos los estudios cientificos que se
han abordado con la gran diversidad de especies que habitan en el, tal es el caso de
L. camara, que es utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de
enfermedades de origen infeccioso es por eso que en el presente trabajo evalué la
actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifiingica) ya que no existen reportes para

esta especie que habita en México

De esta manera se estaria validando su uso en la medicina tradicional mexicana y de

la misma manera se contribuye al conocimiento de la especie

Debido a que en otros paises, se tienen registros de Lantana camara como agente
antimicrobiano, se espera que en este trabajo los resultados coincidan con

investigaciones anteriores.
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Objetivo General
Evaluar la actividad antibacteriana y antifangica de L.camara
Objetivos Particulares:

e Obtener extractos de diferente polaridad a partir de la planta seca

e Determinar el rendimiento de los extractos de L. camara

e Evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y antifungica de los
extractos de L. camara.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracion
Bactericida Minima (CBM), Concentracion Fungicida Media (CFsp) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) de el o los extracto (s) activos de L.
camara

e Evaluar el efecto del extracto activo sobre el crecimiento de dos poblaciones
bacterianas

e l|dentificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el

extracto activo
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METODOLOGIA
Area de coleta

La planta se colect6 en el municipio de San Rafael Coxcatlan, En Noviembre del 2010
(Apéndice 1). La determinacion de la especie se realizé por la M. en C. Edith Lopez
Villafranco del Herbario IZTA de la FES lIztacala y un ejemplar fue depositado en el

mismo, teniendo como numero de colecta HCM 09
Obtenciéon de los extractos

Los extractos se obtuvieron a partir de la parte aérea de L. camara por el método de
maceracion (Dominguez, 1973) mediante el uso de solventes de diferente polaridad
(hexano y metanol). Los extractos se filtraron y el exceso de solvente se destildé a
presion reducida. Se determind el rendimiento total por diferencia de peso (Apéndice
3).

BIOENSAYOS
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana

Para la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se utilizo la técnica de
difusién en agar de Kirby - Bauer (Koneman, 1996), se realiz6 cada ensayo por
triplicado. Los sensidiscos se impregnaron con 2 mg del extracto a probar como
control positivo, se utilizaron sensidiscos impregnados con 25 pg de cloranfenicol y
como control negativo se emplearon sensidiscos impregnados con 10 pL de cada uno

de los disolventes empleados (Apéndice 4).
Microrganismos Utilizados:

Bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 12398, Staphylococcus
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epidermidis, Bacillus subtilis donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES
Cuautitlan (UNAM). Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Streptococcus pneumoniae aislada de un caso clinico donadas por el
Hospital Angeles (Metropolitano). Staphylococcus aureus Multiresistentes (78,75,83)

aisladas de un caso clinico dondas por la CUSI.

Bacterias Gram-negativas: Vibrio cholerae NO-01,Vibrio cholerae INDRE 206 aislado
de agua contaminada, Vibrio cholerae aislado de un caso clinico (estas cepas
corresponden al grupo 01, productor de enterotoxinas, serotipo Inaba, biotipo El Tor),
Vibrio cholerae CDC V12, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Enterobacter
aerogenes, fueron donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan
(UNAM), Yersinia enterocolitica, fue donada por el laboratorio de analisis clinicos de la
CUSI de la FES lIztacala (UNAM), y Salmonella typhi ATCC 19430. Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 53218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica, Serratia mercescens aisladas de casos

clinicos, donadas por el Hospital Angeles (Metropolitano).

Evaluacién cuantitativa de la actividad antibacteriana

La concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Bactericida Minima se
determinaron utilizando la microtécnica de dilucion en agar (Koneman, 1996). Cada
ensayo se realizé por triplicado. Las concentraciones para cada bioensayo fueron
0.0312, 0.065, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0 mg/mL, se utiliz6 cloramfenicol
como control positivo a diferentes concentraciones (0.001-0.15ug/mL) (Apéndice 5).

Efecto del extracto sobre la curva de crecimiento de microorganismos

Para la evaluacion de las curvas de sobrevivencia bacteriana se utilizo el método
propuesto por Kubo y col 1993 (Modificado por Avila, 1996), se evaluaron dos cepas
bacterianas una Gram positiva (S. aureus), una Gram negativa (E. coli ) y un
organismo levaduriforme (C. albicans), contabilizando un total de 24 horas divididos

en 9 tiempos. Se utilizaron las concentraciones siguientes: ¥2 CMI, CMI, CBM y un
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grupo control (Kubo et al., 1993 citado en Avila, 1996) (Apéndice 6).

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

Para la evaluacién cualitativa de la actividad antifungica de los extractos de L. camara
sobre los hongos filamentoso se utilizdé el método cualitativo de inhibicion del
crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). Se utilizaron sensidiscos impregnados con 2
mg del extracto a evaluar, los controles negativos fueron sensidiscos con 10 pL de
hexano y metanol en como control positivo se utilizaron discos con 10 pg de
ketoconazol (Apéndice 7). Para la evaluacion de la actividad antifangica sobre hongos
levaduriforme se utilizé el método de difusion en agar de Kirby-Bauer, pero utilizando

agar papa dextrosa (PDA), y como control positivo nistatina ( 20 pg/ disco).
Microrganismos Utilizados:

Hongos Filamentosos: Fusarium sporotricoides ATCC NRLL3299, Fusarium
moniliforme, Trichophyton mentagrophytes donadas por el laboratorio de Fisiologia
Vegetal de la UPIBRO de la FES lztacala (UNAM) Fusarium moniliforme CDBB-H-
265, Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112, Aspergillus niger CDBB-H-179,
Rhizoctonia solani donada por el INIFAP, Celaya, México. Rhizoctonia lilacina CDBB-
H-306

Levaduras: Candida albicans aislada de un caso clinico, donada por el laboratorio de
Andlisis Clinicos FES lztacala (UNAM). Criptococcus neoformans, C. albicans ATCC
10231, C. albicans ATCC 14065, donadas por la FES Cuautitlan (UNAM), C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis aisladas de casos clinicos, donadas por el Hospital Angeles

(Metropolitano).
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Caracterizacion fitoquimica del extracto activo

El extracto se analiz6 mediante pruebas cualitativas de presencia y/o ausencia de
alcaloides, fenoles, glicésidos, monoterpenos, esteroles y sesquiterpenlactonas
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Pruebas cualitativas para la identificacion de metabolitos secundarios

en el extracto de la especie en estudio (Dey y Harbone, 1989; Dominguez, 1973).

Grupo Reactivo Coloracion
Alcaloides Dragendorff Precipitado café
Fenoles Cloruro feérrico Azul o verde
Glicosidos Molish Anillo morado
Monoterpenos Vainillina en acido Azul
Esteroles y saponinas sulfurico Azul, verde
Sesquiterpenlactonas Lieberman-Burchard Naranja o rojo
Prueba de Baljet

Analisis estadisticos

A los resultados obtenidos de los bioensayos de la actividad antibacteriana se les
realizé un analisis de varianza factorial, en donde los factores fueron: tratamientos,
cepas bacterianas; mientras que para la actividad antifungica se realiz6 un analisis de
regresion de concentracion del extracto contra inhibicion del crecimiento radial, para

cada especie, con el paquete de computo Minitap version 15.
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RESULTADOS Y ANALISIS

La planta Lantana camara L., conocida como “Cinco negritos rojos” se colectd en la
region de San Rafael Coxcatlan Puebla durante el mes de Noviembre de 2010. Se
deposité un ejemplar identificado en el Herbario IZTA de la FES-Iztacala UNAM. Los

datos generales se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Datos etnobotanicos de L. camara L.

Familia. Verbenaceae
Nombre cientifico Lantana camara
Nombre comun Cinco negritos
Numero de colecta HCM 09

Parte utilizada Parte aérea
Forma de uso Té o infusion.

Diarrea, malestares

Afeccidn estomacales, cicatrizacion de
heridas
Colector Héctor Cervantes.
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Rendimiento del extracto

El rendimiento de las dos fases tanto hexanica como metandlica se encuentra en el
cuadro 4. Como se puede observar la particion metandlica tuvo un mayor rendimiento

(2.1335 g) mientras que la fase hexanica fue de (1.739 g)

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos de Lantana camara

Particion Peso (9). %
Matanolica (polar) 2.1335 1.82
Hexanica (no polar) 1.739 1.48

El mayor rendimiento del extracto metandlico se puede atribuir que la planta presenta

un porcentaje mayor de compuestos polares como por ejemplo glicésidos, taninos etc

Evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se
presentan en los cuadros 5 y 6, en donde se puede observar el promedio y la
desviacion estandar de los halos de inhibicion en las 22 cepas bacterianas desafiadas
tanto con el extracto hexanico como con el extracto metandlico. La prueba cualitativa
arrojo que el extracto hexanico presentd mayor actividad, mientras que el extracto

metandlico solo presento actividad en cinco cepas.

En el caso de las bacterias Gram positivas se encontré actividad en 7 de las 8
probadas para el extracto hexanico, mientras que para el metandlico solo se registré

actividad en 3 de ellas
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Cuadro 5. Actividad antibacteriana en cepas Gram positivas de Lantana camara L.

Bacteria Cloramfenicol Extracto Hexanico Extracto Metanolico

B. subtillis 29.33+ 2.62 8.00 + 0.00 Na

E. feacalis 29212 21.67+1.70 6.00 + 0.00 Na

S. aureus ATTCC 9.00 £ 0.00 Na
29213 27.60+0.11 9.00 £ 0.00 10.00 £ 0.00
S. epidermidis FES C 7.00 £1.00 Na Na

S. aureus Mr 48 6.00 £ 5.30 Na

B. subtilis Fes C 16.00 £ 0.47 8.00 + 0.00 10.00 £ 0.00
S.aureus Mr 75 9.00 £ 0.00 8.00 £0.00
S. aureus Mr 83

Simbologia: B. subtillis

= Bacillus subtillis, Enterococcus feacalis 29212 = E.

feacalis 29212, Staphylococcus aureus ATTCC 29213= S. aureus ATTCC 29213,
Staphylococcus epidermidis FES C= S. epidermidis FES C, Staphylococcus aureus
Mr 48= S. aureus Mr 48, Bacillus subtilis Fes C= B. subtilis Fes C, Staphylococcus
aureus Mr 75= S.aureus Mr 75, Staphylococcus aureus Mr 83= S. aureus Mr 83

Cuadro 6. Actividad antibacteriana en cepas Gram negativas de Lantana camara

Bacteria Cloramfenicol Extracto Hexanico Extracto Metandlico
V. cholerae agua 10.00 £ 1.00 7.00 £ 0.00 Na
V. cholerae cc 27.67+0.47 7.00 £ 0.00 8.00 + 0.00
P. aeruginosa 7.33+0.60 5.00 £ 0.00 Na
V cholerae Tor 6.66 + 0.60 12.0 £0.00 8.00 + 0.00
E. aerogenes 19.33 £ 0.47 6.66 + 0.60 Na
E.coli 9.00 + 0.00 Na Na
P. aeruginosa cc 7.33+0.60 9.666 + 1.00 Na
S. typhi 25.67 £ 0.47 Na Na
Y. enterocolitica HA 25.67 +0.47 10.00 £ 0.00 Na
E. coli ATTCC 53228 9.00 + 0.00 17.00 £ 0.00 Na
E. cloacoe 23.00 + 0.47 Na Na
E. aerogenes cc 12.00 £ 0.47 Na Na
P. mirabilis. 13.33+4.16 Na Na
Y. enterocolitica 8.33+0.60 Na Na
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Simbologia:.HA= Hospital Angeles, cc= caso clinico

Las bacterias Gram negativas presentaron mayor actividad para el extracto hexanico
ya que presentd actividad en 8 de 14 cepas desafiadas; por otro lado el extracto
metandlico solo presentd en dos cepas.

En la Figura 1, podemos observar de manera general la actividad presentada en
ambos extractos y en ambos tipos bacterianos.

@® Extracto Metandlico

@  Extracto Hexanico
18
16 -
14 -
12 - _ =

10 - d 1, —I

Halos de inhibicién (mm)

5 o o
1
|
—

Cepas Bacterianas

Figura 1. Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de los extractos
de L. camara. Simbologia: B.s = Bacillus subitillis, E. feacalis =Enterococcus
faecalis, B.s FESC = Bacillus subtilis FESC, S.a. 29213= Staphylococcus aureus
29213, S.e. FESC= Staphylococcus epidermidis FESC, S.a. 75 = Staphylococcus
aureus 75, S.a. 83= Staphylococcus aureus, Vch. agua= Vibrio cholerae aislada de
agua contaminada, Vch. Cc= Vibrio cholerae aislada de caso clinico, P.a.e
=Pseudomonas aeruginosa, Vch tor=Vibrio cholerae biotipo ElI Tor, E.a.e.=
Enterobacter aerogenes, E. coli 532286= Escherichia coli 532286, Y.e. HA= Yersinia
enterocolitica, P.a.e. cc= Pseudomonas aeruginosa aislada de caso clinico
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Los resultados obtenidos en la prueba cualitativa muestran que el extracto hexanico
presenté actividad antibacteriana frente a 15 cepas (7 Gram positivas y 8 Gram
negativas) 3 cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 2 cepas de Bacillus
subtilis, Enterococcus feacalis, 3 cepas de Vibrio cholerae, 2 cepas de Pseudomona
aeruginosa, Yersinia enterolitica, Enterobacter aerogenes y Escherichia coli. Esta
tltima fue la cepa que mostro los halos de inhibicion mas grandes (17.66 + 2.081
mm) y Pseudomonas aeruriginosa la que mostré los halos de inhibicion mas
pequefios (5.33 + 4.1 mm). (Figura 1). Por otro lado el extracto metandlico present6
muy poca actividad siendo S. epidermidis y S. aureus las que presentaron los
mayores halos de inhibicion con un promedio de (10.00 + 0.71 mm ) debido a lo

anterior en las siguientes pruebas solo se trabajo el extracto hexanico.

En la figura 2 se observa el diagrama de caja donde se representa los halos de
inhibicién de las cepas bacterianas que se utilzarén y que tuvieron actividad con
extracto hexanico; donde la cepa que present6 la mediana mas grande fue B.subtillis
FESC con 10.00 mm, mientras que P. aeruginosa fue la que presentd la mediana
mas pequefia con 5.00 mm. El analisis de varianza ANOVA determin6é que existen
diferencias significativas (F=14.25 P=0.000). en cuanto halos de inhibicion de las

cepas evaluadas.
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Figura 2. Halos de inhibicién con extracto hexanico de L. camara.

Simbologia: Igual a la anterior

En cuanto al tipo bacteriano podemos observar en la figura 3; que las bacterias
Gram negativas tuvieron mayores halos de inhibiciébn en comparacion con las Gram

positivas

90 -

80 -
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50 - I
40 -
30 -
20 -
10 -

Halo de inhibicion (mm)

Gram positivas Gram negativas

Figura 3 . Efecto del extracto hexanico de Lantana camara en bacterias Gram

positivas y Gram negativas.
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En la figura 4 se presenta el diagrama de caja que cual indica las diferencias del
promedio en cuanto a los halos de inhibicién por tipo bacteriano, de acuerdo con el
analisis de varianza que se llevé a cabo, no se encontraron diferencias significativas
(F=0.51, P=0.480). Como se observa En esta figura hay dos asteriscos los cuales
representan los halos de inhibicion que se salieron por completo del rango

establecido, ya que las cepas probadas mostraron mucha similitud en sus halos de

inhibicion.
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T T
negativa positiva
tipo bacteriano

Figura 4. Actividad antibacteriana del extracto hexanico de L. camara

Evaluaciéon cuantitativa de la actividad antibacteriana
Los resultados obtenidos en la evaluaciéon cuantitativa de la actividad antibacteriana

se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Bactericida
Minima (CBM) del extracto hexanico de Lantana camara L.

Bacteria MIC (mg/mL ) CBM (mg/ mL)
B. subtillis 0.250 0.500
B. subtilis FES C 0.125 0.250
E. feacalis ATCC 29212 0.500 0.750
S.aureus ATCC 29213 0.500 0.750
S.epidermidis FESC 0.125 0.250
S.aureus Mr 75 0.500 0.750
S.aureus Mr 83 0.500 0.750
V. cholerae agua 1.000 2.000
V. cholerae cc 0.500 0.750
P. aeruginosa 0.500 0.750
V. cholerae Tor 0.250 0.500
E. aerogenes 0.500 0.750
E.coli ATTCC 53228 0.0625 0.125
Y. enterolitica HA 0.500 0.750
P. aeruginosa cc 0.500 0.750

Simbologia: Igual a la anterior

En la prueba cuantitativa para ver la concentracion de CMI'Y CBM se pudo observar
gue las bacterias mas sensibles al extracto hexanico fueron E. coli y B. subtilis ya que
en el caso de E. coli requiere de una concentracién igual a 0.0625 mg/mL para inhibir
su crecimiento drasticamente, mientras que para B. subtilis inhibié su crecimiento a
una concentracion de 0.125 mg/mL. Por otro lado las que presentaron una menor
sensibilidad fueron S. epidermidis y V. cholerae aislado de agua contaminada ya que
ambas requieren 2.00 mg/mL para inhibir de manera drastica su crecimiento (Figura
5). De manera general puede decirse que en cuanto a los valores cuantitativos 9

cepas tuvieron una CMI de 0.750 mg/mL de las cuales 4 son Gram positivas y 5 Gram
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negativas por lo cual se reporta que las més sensibles al extracto hexanico fueron las

cepas Gram negativas
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Figura 5. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida Minima (CBM) del
extracto hexanico de L. camara. Simbologia: Igual a la anterior

Curvas de sobrevivencia bacteriana

El efecto del extracto hexanico sobre las curvas de crecimiento tanto de S. aureus y
E.coli se observa en la figura 6 y 7, donde se muestra claramente un efecto
bacteriostatico ya que a concentraciones iguales a CBM o menores se logra disminuir
las poblaciones bacterianas. Se puede observar que en las primeras 5 horas, el
extracto de L. camara, logra disminuir las unidades formadoras de colonias UFC, sin
embargo pasado este tiempo la poblacion bacteriana logra recuperarse. Esto puede
deberse a que se utilizo el extracto hexanico el cual es no polar y al momento en que

interacciona con el caldo donde se diluyo la bacteria, no es facil que se solubilice, lo
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cual a su vez permiti6 que algunas de las bacterias permanecieran vivas y se
siguieran reproduciendo ocasionando un incremento de la poblacion a las 9 horas.
Pero no alcanzando un crecimiento logaritmico tipico bacteriano, por lo anterior no

hubo muerte celular, pero se considera un efecto bacteriostatico del extracto

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, puede decirse que L. camara es un
buen agente antimicrobiano, ya que a las diferentes concentraciones interrumpe el
crecimiento tanto en S. aureus como en E. coli, permitiendo de esta manera que el

sistema inmunologico actué eliminando la poblacién de dichas bacterias.

O R N W b 1 OO N 0O O
1

0 5 10 15 20 25
Tiempo (hr)

Log del nimero de sobrevivientes
(UFC/mL)

=0—TESTIGO =li=1/2 MIC MIC ==¢=CBM

Figura 6. Efecto del extracto hexanico de L. camara sobre la curva de
crecimiento de S. aureus. Simbologia: UFC: unidades formadoras de colonias; hr:
horas; %2 MIC= 0.0625mg/mL; MIC= 0.125 mg/mL; CBM = 0.25 mg/mL.
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Figura 7. Efecto del extracto hexanico de L. camara sobre la curva de
crecimiento de E. coli. Simbologia: UFC: unidades formadoras de colonias; hr:
horas; %2 MIC= 0.0625mg/mL; MIC= 0.125 mg/mL; CBM = 0.25 mg/mL.

Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

Los resultados obtenidos en la evaluacién cualitativa de la actividad antifungica
mostraron que no hay actividad en hongos miceliados. Sin embargo el extracto
hexanico presentd actividad en 9 cepas levaduriformes las cuales se muestran en el
cuadro (8), mientras que para el extracto metandélico no hubo registro de actividad
antifiingica, es por eso que de igual manera para las pruebas posteriores solo se

utilizé extracto hexanico

Como se observa C. albicans ATCC 14065 tuvo los halos de inhibicibn mas grandes
11.00£0.00 mm, mientras que C.albicans donada por la FESC, C. glabatra y C.
albicans ATCC 10231 fueron las que presentaron los halos de inhibicibn mas

pequefios 7.00£0.00 mm, como se muestra en el cuadro 8.

Ximena Gabriela Méndez Coronel 23



Cuadro 8. Actividad cualitativa del extracto hexanico de L. camara en
organismos levaduriformes

Levadura Nistatina Extracto hexanico Extracto
metanolico

C. albicans MCC 9.33+0.58 10.00 = 0.00 Na

C. glabrata 7.67 £0.58 7.00 £ 0.00 Na

C. albicans ATCC 9.67 £ 0.58 7.00 £ 0.00 Na
10231

C. tropicalis 9.00£1.00 10.00 £ 0.00 Na

C. albicans URO 9.33+0.58 10.00 £ 0.00 Na

C. albicans CUSI 9.33+0.58 10.33 £ 0.00 Na

C. albicans ATCC 11.83 £ 2.02 11.00 + 0.00 Na
14065

C. tropicalis MCC 9.00£1.00 10.00 £ 0.00 Na

C. glabatra FESC 9.33+£0.58 7.00 = 0.00 Na

Simbologia: C. albicans MCC= Candida albicans aislada de un caso clinico, C.
glabrata = Candida glabrata, Ca ATCC 10231= Candida albicans aislada de un caso
clinico, , C. tropicalis = Candida tropicalis, C. albicans URO= C. albicans aislada de un
urocultivo, C. albicans cc =Candida albicans donada por la CUSI, C. albicans ATCC
14065 = Candida albicans aislada de un caso clinico, C. tropicalis MCC= Candida
tropicalis aislada de un caso clinico, C. albicans FESC = C. albicans donada por la
FESC.

En la figura 8 se puede observar el diagrama de caja que representa como es que se
comportaron los halos de inhibicion que arrojaron las cepas de C. albicans donde se
puede notar que las cepas que presentaron un comportamiento similar fueron C.
albicans ATCC 10231. C. glabatra con una mediana de 7.00 mm. La cepa que

presentd los mayores halos de inhibicion fue C. albicans ATCC 14065 con una
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mediana de 11.00 mm. Se aplicé un analisis de varianza donde se obtuvo que Ssi

existen diferencias significativas en los halos de inhibicion ANOVA (F=69.58,

P<0.000).

Cabe resaltar que como se observa en (Cuadro 8), ninguna de las cepas
levaduriformes present6 actividad frente al extracto metandlico por lo cual el analisis

de varianza se hizo de un solo factor.
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Figura 8. Halos de inibicion en actividad antifingica de L. camara

Evaluacidon cuantitativa de la actividad antifungica

Los resultados obtenidos en la evaluacion cuantitativa de actividad antifingica se
muestran en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentraciéon Fungicida Minima del
extracto hexanico de Lantana camara L. en levaduras

Levadura MIC ( mg/ mL) CBM (mg/ mL)
C. albicans MCC 0.250 0.500
C. glabrata 0.250 0.500
C. albicans ATCC 10231 0.250 0.500
C. tropicalis 0.125 0.250
C. albicans URO 0.250 0.500
C. albicans CUSI 0.250 0.500
C. albicans ATCC 14065 0.062 0.125
C. tropicalis MCC 0.250 0.500
C. albicans FESC 0.500 0.750

Simbologia: Igual a la anterior

En la prueba cuantitativa, los organismos levaduriformes que presentaron mayor
sensibilidad al extracto hexanico fueron C. albicans ATCC 14065 con una MIC de
0.062 mg/ mL y C. tropicalis la cual inhibié su crecimiento a un concentracion de 0.125
mg/ mL, por otro lado la que presenté mayor resistencia fue C. albicans FESC con
una MIC de 0.500 mg/ mL

El efecto del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento de C. albicans se
muestra en la figura 9.
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Figura 9. Efecto del extracto hexanico de L. camara sobre la curva de crecimiento de
C. albicans. Simbologia: UFC: unidades formadoras de colonias; hr: horas; ¥2 MIC=
0.0625 mg/mL; MIC= 0.125 mg/mL; CBM = 0.25 mg/mL.

Como se puede observar en la figura 9 en el caso de C. albicans que es un organismo
levaduriforme también se presentd un efecto fungistatico, lo cual nos indica que L.
camara tiene un gran alcance como antimicrobiano, ya que si no logra inhibir
totalmente el crecimiento de la levadura, si logra disminuir la poblacion, permitiendo
que se active el sistema inmunoldgico. Y aunque se muestra una cierta recuperacion
en la actividad bacteriana, debe considerarse que al igual que las bacterias se utilizé
el extracto hexanico el cual es no polar por lo cual pudo darse este cambio en el

proceso de la cinética

No se encontr6 actividad antifingica en los siguientes hongos; Fusarium
sporotricoides ATCC NRLL3299, Fusarium moniliforme, Trichophyton mentagrophytes
donadas por el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UPIBRO de la FES Iztacala
(UNAM) Fusarium moniliforme CDBB-H-265, Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-
1112, Aspergillus niger CDBB-H-179, Rhizoctonia solani donada por el INIFAP,
Celaya, México. Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306
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RESULTADOS DE PRUEBAS FITOQUIMICAS.

En la parte fitoquimica se llevaron a cabo diferentes pruebas cualitativas de algunos
grupos de metabolitos secundarios, obteniendo los resultados que se muestran en el

cuadro 10.

Cuadro 10. Pruebas cualitativas de metabolitos secundarios

Tipo de metabolito secundario Resultado
Alcaloides (Dragendorff y Meyer) Positivo
Glicosidos (Molish) Positivo
Fenoles (Cloruro férrico) Negativo
Terpenos (Vainillina) Positivo

Los resultados arrojados por las pruebas cualitativas para determinar que grupos de
metabolitos se encuentran en L. camara se obtuvo que contiene alcaloides, glicosidos

y terpenos, sin embargo no hubo presencia de fenoles.

Discusién general.

La especie Lantana camara conocida como cinco negritos rojos en San Rafael
Coxcatlan Puebla, es una planta con una amplia distribuciéon en el mundo y en México
(ver apéndice 1- figura 5). Las propiedades de las plantas de su género han sido
utilizadas en la medicina tradicional con fines terapéuticos (Ghisalberti, 2000),
principalmente para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, como casos de

diarrea y dolor de estbmago (Hernandez et al., 2005)
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En otros lugares del mundo la usan como infusion para ayudar a la cicatrizacion mas
rapida de las heridas, para vomito, colicos o simplemente para aliviar diversos
malestares estomacales (Avila 1996). Por este motivo en los Ultimos afios se ha
considerado a este género como un campo fructifero en la investigacion
farmacoldgica, sin embargo son escasos los estudios fitoquimicos y farmacoldgicos
gue se han realizado (Pascual et al., 2001). Lantana camara ha sido muy utilizada en
la medicina tradicional en diferentes partes del mundo, para tratar una gran variedad
de enfermedades (Ross, 1999), aunque no en México se han abordado de manera
escasa investigaciones sobre Lantana camara por lo cual surgi6 el interés de validar

su uso medicinal y estudiar su actividad antimicrobiana.

En cuanto al rendimiento de los extractos de L. camara el extracto metandlico fue el
que tuvo un mayor rendimiento con un 1.82 % en comparacion con el extracto
hexanico 1.48 % (Cuadro 4). Estos resultados indican que L. camara presenta en
mayor cantidad compuestos polares.El alto rendimiento del extracto metandlico puede
ser debido a que la planta sintetiza mayor cantidad de compuestos polares

(glucosidos, flavonoides, etc).

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de la actividad antibacteriana,
en la parte cualitativa, el extracto hexanico de L. camara presentd actividad en ambos
tipos de bacterias como muestran los cuadros 5 y 6; ya que logro inhibir
principalmente 7 bacterias Gram positivas y 8 Gram negativas siendo E. coli la que
mostro los halos de inhibicion mas grandes (17.00 £ 0.00 mm) y P. aeuruginosa la
que obtuvo los méas pequefios (5.00 + 0.00 mm). Para saber exactamente a que
concentracion se inhibian se hicieron las pruebas cuantitativas, en donde se pudo
observar que la bacteria mas sensible al extracto hexanico de L. camara fue E. coli
con una Concentraciéon Minima Inhibitoria de 0.0625 mg/mL y que por el contrario las
mas resistentes fueron S. epidermidis y V. cholerae con 2.00 mg/ mL, lo cual
concuerda con lo reportado por Cruz y colaboradores (2010) ya que el extracto
etanadlico de las hojas de L. camara no presento actividad frente a E.coli; sin embargo
en el presente estudio se reporté que las pruebas arrojaron resultados positivos para

E.coli lo cual concuerda con Barre (1997) y Chariandy y colaboradores en 1999
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donde en diferentes trabajos reportaron que las hojas de L. camara si presentaron

actividad contra E. coli.

Verpoorte y colaboradores en (1982) Reporta que el extracto etandlico de las hojas
presentan actividad antimicrobiana contra Bacillus subtillis siendo inactivo frente
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida

albicans

De manera mas general las bacterias Gram negativas presentaron mayores halos de
inhibicion (9.29 + 0.6 mm) en comparacion con las Gram positivas (7.85 £ 5.30 mm).
Lo cual indica que coincidiendo con otras investigaciones esta planta se reporta como
eficaz ante bacterias Gram negativas (Valsaraj 1997; Samy y Ignacimuthu, 2000), al
igual que Navon en el 2005 quien reportd que el extracto de L. camara tuvo una
mayor actividad en bacterias Gram negativas. Nuestros resultados son consistentes
con los estudios previos realizados por Deena y Thoppil, donde se verificé el potencial
antibacteriano de L. camara principalmente en cepas Gram negativas. Puede ser que
en el caso de las cepas Gram positivas el compuesto activo no alcance el sitio blanco
de accion o bien, alguna de sus estructuras impida el paso del principio activo al
interior de la célula bacteriana (Soto, 2003), esto podria deberse a las diferencias en
la composicién de las paredes celulares de cada grupo de bacterias (Madigan et al.,
2004).

El efecto del extracto hexanico de L. camara sobre las curvas de crecimiento de S.
aureus, E.coli y C. albicans es bacteriostatico ya que aunque existieron ciertos
cambios en las UFC no se logro inhibir por completo el crecimiento de la poblacion
(figura 6, 7y 9).

Diversas especies de la familia Verbenaceae, han mostrado tener actividad
antimicrobiana contra E. coli y S. aureus (Lemos et al., 1990). En el 2009 Sharma y
colaboradores reportaron actividad antimicrobiana de L. camara proveniente de la

India contra S aureus debido a la alta presencia de flavonoides en esta planta.

Se sabe que la familia Verbenaceae contiene sesquiterpenos y han demostrado su
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amplia actividad antifungica, la cual se ha relacionado con su grupo a-metileno-y-

lactona,(Barrero et al., 2000)

En cuanto a la actividad antifingica cualitativa el extracto hexanico presento actividad
en nueve organismos levaduriformes, en los cuales el mayor halo de inhibicién fue de
C. albicans ATCC 14065 11.00+ 0.00 mm y los menores para C. albicans FESC, C.
albicans ATCC 10231, Ca. glabrata con 7.00+ 0.00 mm.

Mientras que en la evaluacion cuantitativa se observé que al determinar MIC y CFM
(cuadro 9) C. albicans ATCC 14065 fue la mas sensible al extracto hexanico mientras
que C. albicans FESC fue la mas resistente. Nuestros resultados concuerdan con
Pardo y colaboradores quienes en el 2011 con una fraccién de los tallos de L. camara
reportaron que presentd actividad antifangica frente a la cepa de C. albicans. Sin
embargo en otro estudio realizado por Rani y colaboradores en el 2012 se reporta que
L. camara no presento actividad antifingica frente a C. albicans . Esto puede deberse
a los quimiotipos que son las variaciones en la composicion quimica de metabolitos
secundarios en plantas de la misma especie (Ruiz et al., 2007). La composicion de los
extractos esta sujeta a variables tales como: técnica de extraccion, tratamiento o
almacenamiento del material vegetal y condiciones geobotanicas de crecimiento
(Stashenko et al.,2004)

En cuanto a las pruebas cualitativas que se hicieron para metabolitos secundarios se
encontré que el extracto hexanico tiene alcaloides, glicésidos y terpenos, sin embargo
no hubo evidencia de fenoles; lo cual difiere de lo reportado por Kong y colaboradores
en el 2006 quienes reportaron que L. camara produce &cidos fendlicos. En un estudio
realizado por Ambika y colaboradores (2003) mencionan que las hojas, raices y frutos

de esta planta contienen principalmente alcaloides aromaticos y compuestos fendlicos
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Conclusiones.

Lantana camara present6é actividad antimicrobiana frente a cepas Gram positivas,

Gram negativas y hongos levaduriformes.
Las cepas Gram negativas son mas sensibles al efecto del extracto hexanico

No se presentd actividad en hongos filamentosos como: Fusarium sporotricoides
ATCC NRLL3299, Fusarium moniliforme, Trichophyton mentagrophytes donadas por
el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UPIBRO de la FES Iztacala (UNAM)
Fusarium moniliforme CDBB-H-265, Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112,
Aspergillus niger CDBB-H-179, Rhizoctonia solani donada por el INIFAP, Celaya,
México. Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306

Los resultados obtenidos tienden a validar el uso en la medicina tradicional de L.
camara para el tratamiento de enfermedades de origen infeccioso

PERSPECTIVAS

Realizar otros estudios para saber exactamente cual es la estructura quimica del o los
compuestos que le confieren actividad antimicrobiana y saber especificamente su

mecanismo de accion
Evaluar la toxicidad del extracto hexanico a diferentes niveles de organizacion

Realizar estudios comparativos de los extractos y aceites de las distintas partes de

Lantana camara

Hacer estudios espacio-temporales en cuanto a la composicidon y concentracion de

metabolitos.
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Apéndices
Apéndice I.
VERBENACEAE

La especies medicinales de esta familia, se emplean como infusiones, extractos o
simplemente consumiendo algunas de sus partes; La Familia Verbenaceae
comprende tanto especies silvestres como naturalizadas, es una grande familia
botanica de plantas que incluye tanto arboles, plantas tropicales, arbustos y hierbas;

se distribuyen en en Centro y Sur de América, Asia, y Europa. (Rzedowsky,1978)
Lantana camara.

La especie Lantana camara es nativa de América tropical, en la actualidad se
encuentra ampliamente distribuida y es cultivada como planta ornamental. La infusion
de las hojas es utilizada como ténico y estimulante. En México es utilizada para el

tratamiento de infecciones intestinales.

La hojas frescas son utilizadas en la medicina tradicional de Filipinas para el
tratamiento de las heridas. Mientras que el cocimiento de las hojas es empleado
localmente en casos de tifia, furunculosis, dermatitis, etc; oralmente es empleado

como antipirético (Barre et al., 1997)
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Figura 10 . Lantana camara

Lantana camara es un arbusto lefioso perenne, fuertemente oloroso , de 1 a 5 m de
altura; tallos con cuatro angulos con espinas curvas; hojas opuestas; ovaladas a
ovadas lanceoladas; de 2.5 a 10 cm de longitud, 1.75 cm de ancho, acuminadas,
inflorescencias de 2,5 cm de didmetro generalmente amarillas o rosadas cuando

abren, pueden variar en color y se disponen en racimos

Lantana camara se conoce comunmente como carrasposa, santo negrito, cinco
cincos, morita, pasaruin, lampana, alantana, flor de San Cayetano, alfombrilla
hedionda (Michoacan), cinco negritos (Chiapas), confite, confite negro, sonora roja
(Sinaloa), confituria, confiturilla (Sonora, chihuahua), confiturio (Baja California),
frutillo, matizadilla, sonoba, sonora (Jalisco), tres colores (Michoacan), ufia de gato
(Morelia), zapotillo (Oaxaca), chancanquilla (San Luis Potosi), peonia negra
(Tamaulipas), siete colores, Martinez, 1979). Alfombrilla hedionda, chichiquelite,
lantana, negritos, orozuz del pais, salvia real y venturosa (Rzedowski y Rzedowski,
2003).

En el Bajio también se usa para referirse a esta especie como balsamillo, frutilla,
hierba del pinolillo, hierba del viento, orozuz, yerba del aire; en el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan se reporta hierba amarga y en Veracruz se usa flor de nauchi, mocototol,

mozoquite, palabra de mujer, poteo, sapotillo, hierba mora, confitura
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La decoccion de las hojas es empleada en las afecciones del estbmago y en los
resfriados; la de la raiz, para purificar la sangre y en enfermedade hepaticas. Las
flores y la raiz se emplean como expectorante en la bronquitis, la tos y el asma. Toda

la planta en infusion se usa como emenagogo y antiséptico (Stashenko et al., 2003)

Distribucion en México
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Figura 11. Distribucién de Lantana camara en México
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Apéndice 2
Area de estudio.

El valle de Tehuacan-Cuicatlan forma parte de la regidn xerofitica mexicana
(Rzedowski, 1978) y se localiza en la parte sureste del estado de Puebla y noroeste
de Oaxaca, entre los 17° 39" y 18° 53" la latitud norte y los 96° 55" y 97° 44" de
longitud oeste; cuenta con una extensién aproximada de 10,000 Km 2, presentando
diversas comunidades vegetales como son: bosque tropical caducifolio, bosque

espinoso, bosque de encino, bosque de pino-encino, pastizal y matorral xerofilo.

San Rafael Coxcatlan.

La localidad de San Rafael se encuentra situada en el municipio de Coxcatlan Puebla.
Sus coordenadas geograficas son los paralelos 18° 12" y 18° 14’latitud norte y los
meridianos 97° 07" y 97° 09" longitud oeste. El clima corresponde a un tipo seco,
arido con lluvias en verano y temperatura media anual de 22 (Médina, 2000). Los
tipos de suelo predominantes son regosoles calcareos, regosoles éutricos y

xerosoles.

Apéndice 3.
Método de maceracion (Dominguez, 1973).

El material vegetal seco y pulverizado se coloca en un matraz y se agrega el
solvente apropiado, de acuerdo al extracto que se desea obtener (hexano, acetato de
etilo, metanol, etc). Se deja reposar durante 24 horas para obtener el maximo
rendimiento, posteriormente se filtra el extracto y el exceso de solvente se destila a
presion reducida. La extraccion se realiza cuantas veces sea necesario, hasta que el
solvente se observe transparente. Finalmente se determina el rendimiento total

cuando el solvente se evapora en su totalidad
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Apéndice 4.

Método de difusion en agar de Kirby-Bauer (Método modificado de Koneman et al.,
1996).

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los

extractos y los aceites esenciales, el método es el siguiente:

El cultivo estandar el agar Mueller Hinton (Bioxon),se utiliza ya que promueve el
desarrollo de la mayoria de las cepas bacterianas clinicamente significativas. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm, si es mas
fino las sustancias a evaluar tienden a difundir més en direccion lateral aumentando el
tamafo de las zonas de inhibicidn; por el contrario, un agar de mas de 4 mm de
espesor producen una mayor difusion del antibiético hacia abajo, con tendencia a

estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

El in6culo se prepara tocando las superficies convexas de 4 o 5 colonias de
apariencia semejante al de los microrganismos a ensayar, se sumerge el asa en 10
mL de caldo Mueller Hinton (Bioxon), se enjuaga bien en el liquido para descargar
todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a 37° C
durante aproximadamente 24 horas, 0 hasta que la tubidez del medio sea equivalente
al estandar No. 0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentracion de

aproximadamente 1.5 X108 bacterias por mL

El estandar 0.5 de Mc Farland se prepara afiadiendo 0.5 mL de cloruro de bario a
99.5 mL de H,SO, 0.36 N. La comparacion de turbidez entre el estandar y el caldo
con los organismos en estudio de pueden efectuar observandolos contra una cartulina

blanca con lineas negras horizontales o con un espectrofotdmetro a 660 nm.

Si la suspension de organismos es menos turbia que el estandar, se vuelve a incubar
el tubo; si por el contrario, la suspension de organismos es mas turbia que el
estandar, se aflade solucion salina al 0.9% hasta igualarlas. Una vez logrado esto se
sumerge un segundo hisopo estéril y seco en la suspensién bacteriana y antes de

retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared
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interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de
Mueller Hinton. Previamente se deja que la placa alcance la temperatura ambiente. Es
aconsejable mantener la tapa entre abierta para permitir la evaporacion de cualquier
exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente se siembra mediante estrias
en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en &ngulos de

aproximadamente 60° luego de cada estria.

Una vez seco el inoculo, la placa de agar Mueller Hinton esté lista para la aplicacion
de las muestras, a las que se les evaluo la actividad antibacteriana. Para la aplicacion
de sustancias se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro, hechos de papel
Whatman del No. 5. Cada sensidisco se impregna con 2 mg de las sustancias a

evaluar.

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias se colocan en la superficie del agar manualmente, utilizando una pinza

estéril.

Como control negativo para los bioensayos, se utilizan sensidiscos impregnados con
10 uL de los solventes utilizados para la extraccion (metanol y hexano), dejandolos
evaporar durante 24 horas, al igual que los experimentales. Como control positivo se
evalla la sensibilidad de las cepas bacterianas a sensidiscos impregnados con 25 ug

de cloramfenicol

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de susceptibilidad,
se colocan en una incubadora (aparato de laboratorio E-51 con termostato) a 37° C,
sin mayor tension de CO,. Es preciso evitar presién de CO,, debido a que se puede
formar acido carbonico en la superficie humedecida del agar, provocando un
descenso del pH. El desarrollo de algunos microrganismos es inhibido a pH acido, lo
cual tiende a estrechar falsamente las zonas de inhibicion. Asi mismo, la actividad de
diversos antibioéticos puede aumentar o disminuir con la caida de pH, produciéndose

diferencias en las velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicién

Para la interpretacion de resultados, las zonas de inhibicion se miden con una regla
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de calibracibn en mm. En todos los casos, la prueba se hace por triplicado y se

reportan los valores promedio en mm.

Apéndice 5
Método de dilucién en agar (Método modificado de Koneman et al., 1996)

Para estos bioensayos se evalluan diferentes concentraciones de los extractos que
resultan con actividad antibacteriana (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/mL),
para ello se prepara una solucién patron y con base en esta se toman las alicuotas
correspondientes, las cuales se agregan a 20 mL de agar Mueleer Hinton, a una
temperatura de 45 ° C, con la finalidad de obtener las concentraciones sefialadas.
Una vez agregada cada concentracion del extracto, la mezcla se agita rapidamente

para obtener una dispersidon homogénea y se colocan en cajas Petri

El inéculo consiste en una suspension bacteriana con una concentracién de 1.5 X108
bacterias por mL. Se toma el in6culo con la ayuda de un hisopo estéril, el cual se
sumerge en la suspension bacteriana y se elimina el exceso de liquido antes de
retirarlo, haciéndolo rotar contra la pared interna del tubo que contiene el inéculo, este
se coloca sobre las placas con los extractos con diferentes concentraciones, tocando
la superficie del agar por punteo. Este procedimiento se realiza tres veces, que

corresponden a tres repeticiones

Como control positivo se utilizan placas sin extracto y como control negativo se usan
cajas con los diferentes solventes de acuerdo con el volumen de las alicuotas

utilizadas

Las placas se incuban a 37°C durante 24 horas. La interpretacién de resultados se
realiza considerando como CBM aquella concentracién en la que ya no se observa
crecimiento bacteriano y como CMI la concentracion que antecede a la CBM y que
aun presenta crecimiento bacteriano, aunque en menor proporcion comparado con el

grupo control.
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Apéndice 6
Método cualitativo de inhibicion de crecimiento radial (Wang y Bun, 2002)

En el ensayo contra hongos filamentosos se llevo a cabo en cajas Petri, que
contendrdn 20 mL de agar Czapek, posteriormente se inocularon 5 mm de didmetro
de micelio del hongo a ensayar. Los discos fueron impregnados con 2 mg/mL del
extracto a probar. Las placas se van a incubar a 23° C durante 72 horas o hasta que

el crecimiento micelial se haya desarrollado

Apéndice 7
Método cuantitativo de inhibicién de crecimiento radial (Wang y Bun , 2002)

En el ensayo contra hongos filamentosos se llevo a cabo en cajas petri, que contenian
20 mL de agar Mueller Hinton, con las siguientes concentraciones: 0.065, 0.125,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 mg/mL, posteriormente se inocularon 5 mm de
diametro de micelio del hongo a ensayar. Las placas se incubaron a 23°C durante 72
horas o hasta que el crecimiento micelial se haya desarrollo. Se evalué la sensibilidad
de las cepas experimentales con sensidiscos de Ketoconazol a las giuientes
concentraciones 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.70, 14.00, 28.00 pg/mL. Con una
regla se midio el crecimiento del hongo para calcular el porcentaje de inhibicién. En

todos los casos esta prueba se realizd por triplicado.

Apéndice 8
Curva de sobrevivencia bacteriana (Avila, 1996)

Estas curvas se realizan para estudiar el efecto de los extractos vegetales, la

metodologia es la siguiente: En primer lugar se prepara el indculo bacteriano,
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tocando las superficies convexas de 4 o 5 colonias de apariencia semejante al de los
microrganismos a ensayar, se sumerge el asa en 10 mL de caldo Mueller Hinton
(Bioxon), se enjuaga bien en el liquido para descargar todo el material y luego se
retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a 37° C durante aproximadamente
24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estdndar No. 0.5 de
Mc Farland. Esto equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 X10°

bacterias por mL.

Con la ayuda de una micropipeta, se inocula 0.1 mL de la suspension de bacterias en
los tubos que contienen el antimicrobiano (extracto). Este estara a una concentracion
igual a la CBM y sus mdltiplos medios, esto es la CMI y la mitad de la CMI. La
concentracion final debe ser de aproximadamente 1X10° UFC/mL de caldo en cada

tubo. Los tubos se incuban en una estufa sin presién de CO, a 37° C

Durante los primeros cuatro tiempos, se muestrea cada hora (To-0, T31-1, T,-2, T3-3,
T4-4) (tiempo-horas transcurridas); en los tiempos cinco y seis , se muestrean cada
dos horas (Ts-6, Ts-8), para el tiempo siete se muestrea después de cuatro horas (T+-
12) y el tiempo ocho se muestre después de doce horas (Tg-24). Para determinar las
UFC en cada tiempo, se realizan dos diluciones de cada concentracion en solucion
salina estéril y se siembran en placas con agar para permitir su crecimiento. Estas se

incuban durante 24 horas a 37°C

Una vez trascurrido el tiempo de incubacion de las diluciones de los tratamientos, se
cuenta el numero de UFC y se grafica el Log del nimero de sobrevivientes Vs tiempo,
para determinar el niamero de impactos necesarios para que se produzca la
inactivacibn o muerte bacteriana, prolongando la zona lineal de la curva de

supervivencia, hasta su insercion con el eje de las ordenadas.
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Apéndice 9
Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios
Terpenos ( Dominguez, 1973; Bruneton, 2001)

La relacion entre el isopreno y los terpenoides es empirica ya que en la ruta
biogenética de los terpenoides no se ha identificado al isopreno, el conocimiento de
la unidon de dos o mas unidades isoprenoides y del isopreno como un componente de
la estructura de los terpenoides, ha sido de gran ayuda en la elucidacién de las
estructuras de muchos de los productos naturales, entre ellos aceites esenciales y
carotenoides

La vainillina es el componente mas importante de la vainilla. En estado natural se
encuentra bajo la forma de un glicosido que es hidrolizado por un proceso
fermentativo que elimina la molécula de azlUcar. Muchos terpenos son componentes
de los aromas florales, como el mirceno (mirto), geranial (geranio) y las iononas

(violetas)
Determinacion

Se utilizo reactivo de Vainillina (antes de usarlo, se mezclaron 2 volumenes de
vainillina al 10 % en etanol con &cido clorhidrico concentrado). Se emplearan placas
de silica gel 60 Fy54 de 1.5 cm de ancho por 8.5 cm de largo, colocando una pequefia
muestra del extracto hexanico a un cm del borde y se dejo saturar la camara
cromatografica con la fase movil y se coloco el cromatéfilo dentro de la cAmara y se
mantuvo ahi hasta que avanzo unos 6 cm. La vainillina es el reactivo que se utilizo ya

gue se sabe que reacciona con los terpenos
Fenoles (Dominguez, 1973)

Los fenoles son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado C6-C3-C6
como se encuentra en la flavona ,aurona, chalcona, flavonona, flavanonol, flavonal,

flavandiol 3,4 atocianidina, catequina, isoflavona y neoflavona.
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Se conocen unos 900 flavonoides naturales; se encuentran extensamente distribuidos
entre las plantas, tanto libres o como glicésidos; estos ultimos contribuyen a darle
color a las flores, frutos y hojas. Los flavonoides presentan todos los matices de
solubilidad, desde totalmente solubles en agua hasta insoluble en ella pero soluble en
éter etilico.

Los flavonoides son sintetizados por humerosos grupos de plantas y con excepcion
de algunas flavonas localizadas en las alas de mariposa, probablemente por

digestidn, se puede decir que no se les encuentra en animales.

Los poliglicésidos son muy solubles en agua y escasamente solubles en la mayoria
de los disolventes organicos. La posicion ocupada por la porcion de azucar influye en
la solubilidad de la molécula y su capacidad para formar lacas insolubles con los

metales
Determinaciéon

Una pequefia muestra del extracto hexanico un poco diluido se usé y se le agrego
cloruro férrico. En caso de que sea positivo para fenoles se obtendra un precipitado

verde o bien azul intenso

Alcaloides. (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001)

Los alcaloides se pueden identificar por reacciones coloridas y de precipitacion con
reactivos que contienen sales de metales pesados como el reactivo de Dragendorff y
el de Mayer. Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases
vegetales nitrogenadas con accion fisiologica mas o menos intensa sobre los

animales.

Aungue se han encontrado unos 50 alcaloides en érganos animales solo 12 de estos

no se han encontrado en vegetales y por definicion se acostumbra a excluirlos del

grupo
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Los alcaloides aparecen en muy diversas familias de plantas, unos 256 en los hongos,
algas y otros vegetales inferiores. De las gimnospermas se han aislado unos ciento
quince alcaloides, dentro de las angiospermas se encuentran las monocotiledéneas.
Estas han aportado 488 alcaloides. En tanto que de las dicotiledoneas se han
obtenido unas 3600. La mayoria de los alcaloides se localizan en los vegetales como
sales de acidos orgéanicos. En ciertas plantas hay un acido especial asociado a los
alcaloides. Asi el acido esta unido a los alcaloides de la quina, el &cido mecdnico con
los del opio y el acido aconitico con las aconitinas. Algunos alcaloides se encuentran
en forma de glucosidos, otros se hallan en forma de ésteres de acidos orgénicos de
complejidad variable. Aunque con frecuencia se agrupan los alcaloides de acuerdo a
su procedencia botanica por otra parte es mas racional clasificarlos de acuerdo con

alguno de los 254 tipos estructurales en que

Desde hace algunos afios se ha tratado de identificar la funcién de los alcaloides en
las plantas, y se les ha considerado como productos terminales del metabolismo del
nitrdgeno. Algunos alcaloides contienen grupos funcionales especificos que pueden
determinarse por reactivos asi los alcaloides con hidroxilos fenélicos pueden dar
coloraciones con el cloruro férrico o las sales de arildiazonio. Los alcaloides ind6licos
daran coloracion azul con el reactivo de urk (B dimetilamino densalheido en &cido
sulfurico al 65%) los del tropano daran coloracién con el reactivo de vitalli (evaporar
material con HNO3; fumante, luego KOH etandlica). Se han desarrollado marchas para
averiguar a qué grupo de estructuras pertenece un alcaloide, mediante la aplicacién

sisteméatica y ordenada de reactivos especiales.

Debido a que los alcaloides son muy heterogéneos existen diferentes pruebas de
coloracién para demostrar su presencia. Para esta investigacion, se usara el reactivo

de Dragendorff al igual que el reactivo de Mayer.

En el caso del Reactivo de Dragendorff si hay presencia de alcaloides, se obtendra un

precipitado anaranjado

Por otro lado, con el reactivo de Mayer se observara un halo blanco en el extracto de
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ser positivo para alcaloides (Dominguez, 1973).

Glicésidos (Miller,2001)
Reaccion de Molisch (Identificacion de Carbohidratos)

La presencia de carbohidratos en una muestra se pone de manifiesto por la reaccién
de Molisch, que a cierto punto es la reaccién universal para cualquier carbohidrato. Se
basa en la accion hidrolizante y deshidratante del acido sulfarico sobre los hidratos de
Carbono. En dicha reaccion el acido sulfdrico cataliza la hidrélisis de los enlaces
glucosidicos de la muestra y la deshidratacion a furfural (en las pentosas) o
hidroximetilfurfural (en las hexosas). Estos furfurales se condensaran con el alfa naftol
del reactivo de Molisch (reaccion de Molisch) produciendo una fase de color parpura,

en caso positivo de presencia de carbohidratos (Miller, 1959).
Procedimiento

Para el caso de los glicosidos se disolvera el extracto en metanol y se le agregara un
poco de alfa-naftol y después se vertira acido sulfarico resbalandolo por las paredes,

obteniéndose asi un precipitado rojo-violeta
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