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RESUMEN

Ef uso de fas plantas medicinales es una prictica arvaigada dentro de la medicing tradicional de
nuestro pais. Los purépecha son un grupo étnico que wtiliza remedios herbales para of tratamiento
de diversas enfermedades, El presente trabajo de investigacion, consistio en evaluar ki actividad
bioldgica, especificamente ¢l efecto anti-Vibrio cholerae de Jas plantas que esta etnia wtiliza para
¢l tratamiento de enfermedades gastrointestinales de probable origen infeccioso. Los resultados
indicaron que las plantas Lepechinia caulescens y Tanacetum parthenisay presentaron actividad
antibacteriana. Este efecto bioldgico se localizd en los aceites esenciales producidos por ambos
vegetales. Mediante téenicas cromatograficas y evaluacion microbiologica se logré aislar un
compuesto activo de cada aceite esencial. Los estudios espectroscapicos indicaron que ¢l alcanfor
(1, 7, T-trimetil biciclo- 2.2.1 -heptan-2-ona) es uno de los principios activos que cada planta

biosintetiza como un componente de sus aceites voltiles y que presenta actividad bactericida

sobre Vibrio cholerae.



INTRODUCCION

La poblacion mundiat estimada en la década de los ochenta fue alrededor de 4,790 mitlones de
personas, de éstas, ef 75 %6 habita en paises en vias de desarrolo. Las proyecciones demograticas

indican que fa poblacidn mundial serd de aproximadamente 7,600 millones en el afio 2,020
(Wijesekera, 1991),

El consumo de farmacos a nivel mundial (promedio anual) durante Ia década de los ochenta fue

def orden de 88,200 millones de dolares, de los cuales, cerca del 80 % del consumo corresponde a
los paises desarrollados (Anon, 1986).

Varias estimaciones indican que alrededor del 70 al 80 % de la poblacion de los paises
subdesarrolfados dependen parcial o completamente de las plantas medicinales, lo cual se traduce
a que mas de la mitad de fa poblacion mundial las usa. Las causas que se atribuyen a la continua
popularidad de los remedios herbales, particularmente en las regiones rurales de los paises en
desarrollo son las siguientes; }. La eficacia real de estos remedios comparada con las drogas
modernas, 2. La escasa prictica de la medicina moderna en zonas rurales, 3. La poca
disponibilidad de firmacos de patente en estas zonas, 4. Razones socioculturales y tradicionales

particularmente en las viejas culturas de Asia, el mundo arabe y lutinoamérica (Anand &
Nithyawand, 1984).

Después de varios siglos de uso empirico de preparaciones herbales, los primeros aislamientos de
principios activos (alcaloides, como la morfina, Ja estricning, la guining, cte.) en el siglo XIX
marcaron una hueva era en e} uso de las plantas medicinales y con esto nicid el estudio de a
quimica de los vegetales. Este interés decling debido al tremendo desarrollo de ta quimica de

sintesis y al de Ia fermentacion microbiana. En este periodo fite poco estudiado et campo de los



metabolitos secundarios de plantas medicmales desde o punto de vista fitoquimico. Sin
embargo, en la Oltima década, ha crecido considerablemente ef interés en el esudio de las
drogas obtenidas de las plamas. Algunas consideraciones ecoldgicas y el incremento de la
demanda de terapias no clasicas pueden ser algunas de las razanes de este renovado interes
De igual manera, la eficacia de un nitmera importante de preparaciones fitofarmacéuticas,
como ginkgo, el ajo o la valeriana ha sido demostrada mediante los mismos estudios
cientificos aplicados a otras drogas. Grandes compadias farmacéuticas han demostrado un
gran interés en las plantas superiores como una fuente de nuevas y prometedoras estiucturas
(Principe, 1989). Famsworth (1985) hizo una recopilacion del papel que han jugado las
plantas en et mundo moderno coma fuentes de drogas y en su estudio concluye que cerca del
25 % de los farmacos usados por el primer munda contienen principios activos extraidos de

las plantas superiores y esta situacion se ha conservado durante los Gtimos 25 afios.

Existen varias razones para continuar ¢} estudio de las plantas medicinales. En primer lugar,
sofo una pequefia fraccion de especies se ba estudiado adecuadamente, en segundo lugar, la
tradicion del uso de elfas en algunas regiones se estd perdiendo y con ello también se olvida
el conocimiento de la flora que pudiera ser Gtil como punto de partida para iniciar nucvas
investigaciones. Par altimo, con la degradacion del medio ambiente, muchas especies estan

desapareciendo sin haber sido estudiadas desde el punto de vista botanico y menos quimico.

Las plantas medicinales son usadas basicamente en dos formas; (a). Como mezclas complejas
que contienen un amplio mimero de constituyentes (las infiisiones, aceites esenciales, tinturas,
extractos, etc.) y (b). En forma quimicamente pura, definidos como principios activos. Los
compuestos puros son empleados cuando ¢stos exhiben fierte actividad especifica y/o tienen
pequeito indice terapéutico, requiriendo de precision y reproducibilidad cuando se dosifica.
Por otra parte, el uso de mezelas complejas es apropiado para plantas que exhiben una suave
o baja especificidad farmacologica o ¢n su defecto cuando los componentes (principios

activos) no se conocen, Estas preparaciones fitofarmacéuticas son muy populares en palses



con una fuerte tradicion herbolaria y con disposiciones legales que facilitan ¢l registo de

éstas (Hamburger & Hostettman, 1991).

En nuestro pais existen diferentes etnias que habitan las zonas rrales. Todas eflas utifizan fa
herbolaria, asi como otras practicas para la curacion de sus enfermedades; usa de estas etnas
es la purépecha que habita en ¢f Estado de Michaacdn. Los purépecha poseen canocimientos
de medicina herbolaria que se remonta a Ja época precortesiana, aunque también mucho de
este conocimiento lo adoptaron a partir de las ensciianzas de los misioneros franciscanos que
habitaron dicho lugar. El presente trabajo trata de explicar la actividad antimicrabiana
especificamente contra Vibrio cholerae | con base en un estudio quimico microbiologico de

algunas de las plantas que ellos utilizan contra infecciones gastrointestinales.



ANTECEDENTES

Vibrio choferae

Durante 1854, Pacini descubrio a Vibrio cholerae como una bacteria Gram-negativa
anaerobia tacultativa, en forma de baston, en ocasiones ligeranmente encorvada y con un
flagelo polar, a la que se Hamo en algin tiempo "vibrio coma". Es oxidasa positivo y
pertenece a la familia 11 Vibrionaceae, en la cual se incluyen los géneros: Vibrio, Aeromonas,

Plesiomonas y Photobacterium (Bauman & Shubert, 1984).

El género Vibrio comprende varias especies, entre las que se incluye Vibrio cholerae, agente
causal del colera; pertenece al grupo 01, que a su vez se divide en tres seratipos ¢ seravares:

QOgawa, Inaba e Hikojima. Estas se reagrupan en los biotipos Clésico y El Tor.

La especie tipo Vibria cholerae 01, agente que desarrolla el colera, es patogena por la
praduccion de una enterotoxina sensible al calor, que provoca los sintomas clasicos de esta

enfermedad (Holmgrem, 1982).

Generalmente se denomina al colera como colera asiatico o colera clasico; sin embargo, en
1906 se aislo una cepa hemolitica para sangre de ovinos y caprinos de scis peregrinos
estacionados en El Tor durante su peregrinacion hacia La Meca. A partiv de la dltima
pandemia desde los ailos 60', se ha seguido aislando este tipo de Vibrio y en la actualidad se
acepta que V. cholerae se divide en los biotipos ya sefalados, llamados Clisico y Ef Tor. Las

pruebas que se usan para separarlos son hemolisis en sangre de borrego, aglutinacion de



eritrocitos de pollo, sensibitidad a 50 unidades mternacionales (U1) de polimixing en medio

de Muiler-Hinton y patran de tisis a los fagos de Mukerjee (Barvet & Blake, 1991).

En cuanto a la tipificacion serologica, los antigenos lagefares "H" son homogéneos y
comuses i todos los vibrios, y existen mas de 70 variedades de antigenos somaticas. En la
prictica solo se utiliza el antisuero somatico para el grupo 01, Después de identiticar 01, se
subdivide en tres serotipos o serovares, que son; Inaba (antigenos A y C), Ogawa (antigenos

Ay B) ¢ Hikojima (antigenos A, B y C), este tltimo con pocos aislamientos (Giono, 1991).

Mukerjee y colaboradores desarrollaron dos esquemas de fagotipificacion para fos biotipos
clasico y El Tor de Vibrio cholerae, esto permite identificar con un alto grado de precision
las cepas. Propusicron cinco fagotipos principales de Vibrio cholerae (biotipo clasico), con
base en el patron de sensibilidad dado por cuatro grupos de vibridfagos aislados en las heces
de pacientes con cdlera. Hasta 1974, se abtuvo un esquema de tagotipificacion independiente
para los vibrios no 01, Nicolle, Gallut y colaboradoyes establecieron que el patron de
fagotipificacion del biotipo clasico difiere del correspondiente a Bl Tor, siendo diferentes
estos dos del patron dado por los vibrios no 01El esquema de fagotipificacion que se emplea
actualmente fire propuesto por Basu y Mukerjee en 1968 y consta de cinco grupos de fagos,

de los cuales se obtienen fagotipos para Vibrio cholerae El Tor. (Giono, 1991).

Las cepas de Vibrio cholerae 01 producen una toxina colérica cuya accion sobre kit mucosa
del intestino delgado es responsable de la diarrea caracteristica de la enfermedad. La toxina
colérica es una proteina oligomeérica (84 kDa) compuesta de una subumidad A (21 kDa), una
subunidad A; (7 kDa) y cinco subunidades B (10 kDa). Las subunidades B son responsables
de 1a fijacion de 1a toxina al receptor GM, en la membrana celular del epitelio del intestino
delgado. La subunidad A, activa el complejo enzimitico adenilato ciclasa, incrementando los
niveles intracclulares del AMPc que provocan ta hipersecrecion de sales y agua, dando como
consecuencia una diarrea isotdnica con respecto al plasma; es decir, con concentraciones de

Cl y Na' ligeramente inferiores a las del plasma. La concentracion de NaHCO; es
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aproximadamente ¢l dohle de la del plasma vy la concentracion de K es 3 a5 veces mayor

que la plasmatica.

Todos los serotipos producen enterotoxinas similares y el cuadro clinico ¢s semejanie
Algunos vibrios producen taxinas citoliticas, hemolisinas o bien ticnen capacidad invasiva

como la descrita para V. vulnificns.

Aunque fa susceptibilidad es variable, la aclorbidria gastrica aumenta ¢l riesgo de la
enfermedad. El colera clinico generalmente esta limitado a los grupos socioeconomicos mas
bajos. Ain en epidemias graves la tasa de ataque rara vez sobrepasa el 2%. La infeccion
provoca una respuesta seroldgica significativa de anticuerpos aglutinantes, vibriocidas y
antitoxicos y una mayor resistencia a la reinfeccion que es mas duradera contra el seratipa
homélogo. En las zonas endémicas, la mayoria de las personas adquieren anticuerpos al
principio de la edad adulta. La inmunidad activa parcial a la enfermedad es inducida por
vacunas anticoléricas existentes pero la proteccion no dura mds de 6 meses y no evila la

infeccion asintomdtica (INDRE, 1991).

EL COLERA EN MEXICO

A partir de 1883 se ha documentado la presencia de colera en México. En esa época su
diseminacion en toda la Repiblica se asocio a los desplazamientos poblacionales provocados
por las guerras. La cantidad de muertes provocadas por esta enfermedad llegd a tener mayor

relevancia en algunas zonas del pais que las provocadas por enfrentamientos armados.



Durante fa cpidemia de 1850, ¢f colera ocasiand aproximadamente 200.000 defuncianes
durante su pasa por ¢l territorio nacional. En 1855 reaparecio y durante 17 aios continud su
transmision sin interrupeion. Fue hasta 1883 cuando se registro el Gltimo caso (Bustamante,
1982).

El primer caso confirmado de colera por V. cholerae OF Inaba El Tor se detecto el 17 de
junio de 1991 en un hombre de 68 aiios, residente del municipio de San Miguel Sultepec,
Estado de México. Este evento desencadend uita serie de accianes de control y prevencion
que permiticron la deteccion de 27 casos adicionales en la zona, después de investigar cerca
de 2,500 viviendas, Una semana después (26 de junio) se identifico la transmision del colera
en el Valle de Tula, Hidalgo, en un nifio de § aitos de edad, lo que inicié la transmision al
interior def Estado y afectd a 13 localidades mas. En el transcurso de un mes (26 de julio) se

reportaron 50 casos en la entidad.

El tercer foco donde se presentd el colera fite en la zona de la Huasteca con 138 casos. En
forma paralela se foeron presentando brotes en Miahuatldn, Puebla y Ciudad Hidalgo,
Chiapas, para llegar a un total de 253 casos comunicados en los primeros 43 dias de
transmision de colera en el pais. Solo 23 % de los enfermos fueron hospitalizados y los casos
predominaron en ¢l sexo masculino (58 %) y en los grupos de edad mayores de 15 afios. A
dos meses de reportado e primer caso se identificaron 402 en cinco entidades, de los cuales
20 % requirieron hospitalizacion y solo 5 de ellos murieron. En el transcurso de 1991 se
observo un incremento en el namero de casos hasta el mes de octubire, a partir del cual se

noté un descenso importante en la notificacion hasta fines de diciembre (Sepilveda, 1992).

La diseminacion a otras entidades del pais respondio a la diversidad de vias de comunicacion
entre las zonas afectadas. La transmision del colera avanzd durante 1991 a 17 Estados donde

se detectaron 2,690 casos y se reportaron 34 defunciones. En 1992, la transmision -se
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disenind por 29 Fstados, reportindose un total de 8,162 casos y 99 defunciones. Los
Estados con mayor nimero de casos fueran Guerrero con 1,539, Campeche (1,282).
Yucatan (846), Chiapas (449), Michoacan (390), Tabasco (346), en donde se concentraron
69 % de los casos reportados. Cabe sefatar que solo 22 % de los casos requirieron
hospitalizacion. Sin embargzo. en o que respecta al interior de cada Estado, dicho poreentaje
de hospitalizacion nos habla tanto de Ia gravedad de los cuadros como det nivel de respuesta
por parte de los servicios de atencion, Las medidas de control adoptadas pernutieron que la

letalidad pay colera fuera de 0.9 %.

El grupo de edad mas afectado fue el de mayores de 25 aiios donde se agraparon 59 % de Jos
casos y 70 % de las defunciones. En relacion con la distribucidn por sexo, el padecimiento

predoming en el masculino (56 %) (Septitveda, 1992).

ANTIMICROBIANOS

Ei concepto de qué sustancias derivadas de un microorganisino vivo pueden matar a otro
(antibiosis) es casi tan antiguo camo fa misma ciencia microbiotogica, Mas aln, la aplicacion
de la terapéutica antibiotica, sin saber que era tal, es mucho mis antigua. Los chinos ya
conocian desde hace mds de 2,500 aflos las propiedades terapéuticas de la ciscarn
enmohecida de ta soja aplicada a carbuncos, forinculos e infecciones similares y usaban este
material para tratamientos estindar de estos trastornos. Durante muchos siglos. la literatura
médica ha ofrecido descripciones de efectos benéficos, medicamentos preparados con tierra y

diversos vegetales, en su mayoria muy probablemente fuente de mohos y bacterias

N



formadoras de antibioticos, o de sustancias inherentes a la quimica de las plantas (Castiglioni,
1941). En 1619 aparcce ¢f primer registro del tratamiento de fa malaria con un extracto de
corteza de cinchona, en este caso, el paciente era fa mujer del gobernador espaiiol de Peri
Otro descubrimiento realizado a partir de 1a flora sudamericana lo constituyo la eficacia de la
raiz de fa ipecacuana contra la disenteria amehiana. Hasta Jos primeros aitos de este siglo los
extractos de esta raiz y en tiempos mas recientes los alcaloides, quinina y emetina, derivados

de cllos, proporcionaban la inica quimioterapia curativa conocida.

Los primeros investigadores que reconocicront las potencialidades clinicas de los
microorganismos como agentes terapéuticos fueron Pasteur y Jaubert, que registraron sus
observaciones y conjeturas en 1877. Notaron que los bacilos de antrax crecian rapidamente
cuando se inoculaban en orina estéril, pero no se muhtiplicaban y morian pronto si una de las
bacterias "comunes” del aire se introducia en la orina al mismo tiempo. El mismo tipo de
experimento en animales produjo resultados similares. Dichos autores comentaron que la
vida destruye a la vida entre las especies inferiores, mds ain que en los animales y vegetales
superiores, y Hegaron a la sorprendente conclusion de que los bacilos de antrax podian
adininistrarse al animal en gran nimero sin enfermarlo, siempre que se dieran al misma
tiempo bacterias "ordinarias”. Declararon que esta obiservacion podia significar una gran

promesa para la terapéutica (Moellering, 1990).

En 1881, Tyndall en su obra "Ensayos sobre la inateria flotante del aire, en relacion con la
putrefaceion y la infeccion”, establecio que en algunos tubos que contenian una infusion
nutritiva con bacterias y que habian sido contaminadas por Penicillum glancum Jas bacterias
perdian su "poder de translacion” precipitando en o} fondo del tubo. Tyndall interpretd este
fendémeno como e} impedimento de} suministro de oxigeno a las hacterias por la pelicula
formada por el hongo. Emmerich en el afio de 1878, accidentalmente descubre que un
cobayo previamente inyectado con Streptococens pyogenes no padece el colera al ser

inyectado con el cultivo vinllento de Vibrio cholerae. Debido a esta observacion se logra
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evitar el antrax en animales de laboratorio administrando 8. pyogency previo al indcula de

facilluy authracis.

En 1889, Bauchard comunicd que la Psewdomonas acruginosa inhibia of desayolto det
antrax en ¢f congjo. A principios de este siglo, Bruhel descubre fa accion litica de algunos
actinomicetos sobre diversos microorganismos. Poco después, Enmerich y Low establecen
la accion protectora de cultivos filtrados concentrados y desprovistos de células, al observar
que destrutan al Corynebacterium diptheriae, estafilococos, estreplococos, newmococos,
gonacocas, Vibria cholerae y Shigella dysenieriae in vivo. Las observaciones de todos las
investigadores habian establecido of fendmeno de antibiosis, pero toma forma real hasta 1928
cuando Sir Alexander Fleming obscrvo fa inhibicion de crecimiento de bacterias por una
colonia de Penicillum notatum que actuaba como comtaminante dentro de sus cultivos,

Fleming en sus publicaciones propuso el posible uso clinico de fa sustancia producida en el

cultivo de P. notanm.

Al estallar Ia Segunda Guerra Mundial se inicla un programa a gran escala para fa produceion
y ensayo de fa sustancia que ahora conocemos como penicifina; asimismo, la industria y las
instituciones académicas se dedicaron al estudio de otros antibidticos. Este auge de la
investigacion dio como resultado el descubrimiento de Ja estreptomicing, auromicing y

cloramicetina, entre otros (Brock, 1978).

En los inicios de la produccion de antibioticos, se pensd que éstos no eran mas que el
resultado de una relacion ecoldgica fundmnental (antibiosis) entre organismos competitivos,
es decir, un fendmeno opuesto a la simbiosis. Sin embargo, existen varias razones para
descartar este punto de vista, puesto que: 1). Los microorganismos capaces de producis
antibioticos constituyen tan solo una minima parte de Ia totalidad de la poblacion microbiana

que se encuentra en las nwtestras de suelo, por lo que la produccion de estos compuestos no
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parece constituir ventaja alguna, desde o punto de vista evolutivo; 2). Las cepas que s¢
encuentran en 1 naturaleza producen solo cantidades minimas de antibioticos; para que la
produccion sea rentable es necesaria Ja seleccion de mutantes producidos por el hombre; 3).
La mayoria de lvs antibioticos se producen solo despucs de que se internmmge o crecimiento,
y na durante los procesos competitivos que se dan en la fase de mayor crecimiento (Atlas &
Bartha, 1981).

RESISTENCIA BACTERIANA A LAS DROGAS
ANTIMICROBIANAS

1. RESISTENCIA INTRINSECA Y ADQUIRIDA

La capacidad de las bacterias para resistir la accion de los agentes antimicrobianos es un
problema importante en la microbiologia médica. En términos practicos, se dice que existe
resistencia a algdn agente antimicrobiano cvando la bacteria no es inhibida a las
concentraciones de droga que se pueden administrar a un paciente. La resistencia bacteriana
puede clasificarse en dos aspectos: la intrinseca y la adquirida. La resistencia intrinseca se
refiere a Ja insensibilidad natural de la bacteria ante cierta droga y es una caracteristica innata
compartida por la imayoria o todos los miembros de una especie. En-cuanto a fa adquirida,
dsta se presenta en ciertas cepas de algunas especies bacterianas que han desarroliado la
habilidad para resistir una droga antimicrobiana, fa cual normalinente es efectiva contra esa

especie y/o especies (Guiney, 1986).

14



2. ASPECTOS GENETICOS DE LA RESISTENCIA MICROBIANA

Existen diferencias gendticas fundamentales entre los mecanisimos de resistencia intrinseca y
adquirida. La resistencia intiinseca es una propiedad penética estable codificada en el
cromosoma. La resistencia adquirida implica un cambio en ¢l DNA de la bacteria que se
expresa como una nueva forma fenotipica. Hay dos formas en que la vesistencia puede ser
adquirida: 1). Por mutacion del cromosoma bacteriano 6 2). Por adquisicion de nuevas

secuencias de DNA que codifiquen para la funcion de resistencia (Clewell, 1981).

2.1). Mutacién

Como muchos organismos, las bacterias poseen una compleja maquinaria enzimtica para
replicar DNA adecuadamente, corregir etrores y reparar dafios en ef cromosoma. Por esto, la
frecuencia de mutacion de un solo gen es baja, normalmente alrededor de 10° y 10” por
generacion. Ademas, muchas mutaciones son silenciosas o deletéreas para fa célula, y solo
los cambios en un locus génico especifico repercuten en la resistencia para un antibiotico.
Algunos antibioticos inhiben procesos bioquimicos esenciales en las células, las mwtaciones
que confieren resistencia estin usualmente fimitadas a aquetlas que dan como resultado una
proteina alterada que es menos susceptible al antibidtico pero que puede llevar a cabo su vital
funcion celular. Esto se debe a que las mutaciones para la resistencia a antibioticos son
eventos raros que solo ocurren con ciertos antibidticos, ejemplos de éstos son el icido
nalidixico, la rifampicina y fa estreptomicina. En cada uno de estos casos, un simple cambio
de un par de bases en et DNA resulta en una proteina alterada, con mucho menos afinidad

por un antibidtico, pero con una actividad enzimatica normal (Guiney, 1986).
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2.2). Adquisicion de nuevo DNA

El mayor simero de casos de resistencia adquiridit en bacterias de importancia médica es el
resultado de la adquisicion de nuevas secuencias de DNA que codifican la funcion de
resistencia. La ventaja obvia de este mecanismo para la célula bacteriana radica en el hecho
de que no se requicren cambios en componentes imprescindibles ya que, se adquicre
resistencia a partir de genes en estado preformado. Este mecanismo requiere transferencta
genética entre diferentes células bacterianas. Los nuevos genes de resistencia pueden estar
integrados en ¢} cromosoma bacterano y heredarse de manera estable de generacion en
generacion, o también pueden permanecer en un estado extracromosomico en ub plismido
bacteriano. Los plasmidos de resistencia a las drogas o plismidos "R" tienen particular
importancia, pues ellos pueden confenr resistencia a varjos antibioticos difesentes y también

pueden transferirse a otras bacterias.

Los plasmidos bacterianos son moléculas bicatenarias circulares de DNA que usualmente
existen fisicamente separadas del cromosoma bacteriano, Estas estructuras codifican para
varias propiedades de importancia médica, que incluyen cualidades de virulencia, produccion

de toxinas y resistencia a Jos antibioticos (Elwell & Shipley, 1980).

Debido al gran uso de antibidticos a partir de los afios cincuenta, los plismidos de resistencia
a las drogas se han difundido entre varias especies de bacterias. Del mismo modo que
codifican para la resistencia a las drogas, estos plasmidos tienen informacion genética para su

replicacion, incompatibilidad y transferencia por conjugacion.
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2.2,1 Transferencia de genes de resistencia en bacterias,

Los genes de resistencia a drogas son transferidos de una célula a otra por alguno de los tres
sistemas principales de imtercambio genético en las bacterias: conjugacion, transduccion y
transformacion. La transferencia puede ser de genes del cromosoma o de plasmidos por
algiin mecanisino de los antes citados, pera solo uno de estos mecanismaos predomina en una

especie bacteriana.

2.2.2, Conjugacion

La transferencia de DNA entre bacterias por comacto célula-célula es conocido como
conjugacion. La mayoria de estos sistemas de transferencia son codificados por plasmidos. E}
proceso de conjugacién ha sido extensamente estudiado en bacterias Gram negativas
particularmente en Escherichia coli (Willets & Skurray, 1980). Las células que contienen el
plasmido donante presentan apéndices filamentosos en su superficic Hamados pili sexualis que
se requieren para la transferencia. Una vez que los pili sexualis entran en contacta con la
bacteria receptora se forma un puente sexual por donde se llevard a cabo la transferencia.
Solo una cadena del DNA del plasmido se transfiere a la célula receptora, el DNA
monocatenario que en eslta fase esta presente en las dos células sirve como templado para la
sintesis de la cadena complementaria, de esta manera ambas células ya tienen una copia del
plasmido. Los plasmidos de miltiple resistencia a las drogas se pueden propagar rapidamente
et una pablacion bacteriana. La conjugacion también se lleva a cabo en las bacterias Gram
positivas, paticularmente en estreptococos aunque también en estafilocacos (Forbes &
Shaberg, 1983).
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Se ha descrito un sistema sexual en enterococos donde clertas cepas receptoras libres de
plasmidos producen "feromonas sexuales” que facilitan la adherencia de tas cclulas donadoras

y receptoras y favorece ef proceso de transterencia (Clewell, 1981).

2.2.3, Transduceion

Ciertos bacteriofagos pueden transferir resistencia antibiotica por transduccion, proceso en el
cual algunos genes de resistencia de un plasmido o de un cromosoma son corporados a las
particulas del fago e introducidas en otra célula bacteriana durante la infeccian viral. Algunos
fagos pueden realizar la transduccion de un plasmido completo de resistencia a los farmacos,
siempre y cuando ¢l tamaiio de la molécula de DNA no exceda el tamafio de la capside del
fago. La transduccion es un necanismo importante para la propagacion de plismidos
conjugantes, particularnmente en estafilococos (Novic & Morse, 1967). Es de hacer notar que
¢l rango de hospederos esta fimitado para Ia infeccion por fagos ya que éstos solo infectan

una sola especie o algin género de bacterias, por 1o tanto fa transduccion se fleva a cabo

entre bacterias cercanamente refacionadas.

2.2.4, Transformacion

Algunas bacterias pueden adquirir moléculas de DNA libre del entorno celular e incorporar
estas’ secuencias de DNA a su cromosoma en ¢l proceso Hamado transformacion. Las
bacterias que sufren este proceso y que son importantes desde el punto de vista médico son:
Haemophilus, Neisseria y Streptococens pneumoniae. Las bacterias transformables sufien
lisis espontaneas durante et crecimiento, y los genes de la resistencia a los antibioticos del
cromosoina pueden ser tomados por miembros sensibles a las drogas de la poblacion. De

igual forma que la transduccion, {a transformacion solo ocurre entre bacterias cercanamente
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relacionadas, debido a que ¢l DNA extraiio de otras especies no es consumido o es

rapidamente degradado en [a célula (Guiney, 1986).

2.2,5. Transposicion

De igual forma que ¢l intercambio genético entre bacterias, muchos genes de resistencia se
pueden intercambiar entre diferentes plasmidos y el cromosoma mediante el praceso de
transposicion (Kleckner, 1981). Un transposon de resistencia a las drogas consiste en uno o
mis genes de resistencia a antibioticos flanqueado en ambos lados de secuencias directas o
inversas de DNA redundante que contiene secuencias de insercion (S1). Los elementos SI
regulan el proceso de transposicion, en el que el transposon se duplica y las nuevas capias se
insertan en un plasmido diferente o en el cromosoma. Este mecanismo hace posible que los
genes de resistencia se difundan a plasmidos que ticnen diferentes propiedades o al
cromosoma si el plismido de resistencia es inestable en una célula hospedera panicular. Por
¢jemplo, Ia transposicion de un gene de resistencia a partir de un plasmido no conjugante a
uno conjugante provoca la ficil diseminacion de la resistencia en la poblacion bacteriana. Los
transposones son comunes en las poblaciones baceterianas, encontrandose tanto en bacterias
Gran-positivas como en Gram-negativas y codifican la resistencia de los mas importantes

grupos de antibioticos.



3. MECANISMOS BIOQUIMICOS DE LA RESISTENCIA

Los mecanismos bioquimicos de I resistencia intrinseca y adquirida es similar y puede
dividirse en cuatro categorias basicas: a). inactivacion de drogas, b). cambio en la

permeabilidad, c). alteracion del blanco y d). desviacion metabolica,

a). Inactivacion de drogas

Los fanmacos son inactivados por enzimas que modifican quimicamente al antibiotico de tal
manera que ya modificado no logra inhibir a la bacteria. La inactivacion es un mecanismo

importante de vesistencia para tres grupos de antibioticos: fi-lactamas, aminoglucosidos y

cloramfenicol,

b}, Cambio en Ia permeabilidad

El bloqueo de Ia permeabilidad reduce la cantidad de droga que pueda llegar al sitio blanco
de la célula. Las porinas (proteinas de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas)
pueden actuar como un tamiz molecular y excluir ciertos antibidticos del espacio
periplasmico. La permeabilidad de la membrana externa para un antibidtico varia
enormemente en las diferentes bacterias Gram-negativas, En enterobaclerias y Pyendomonas
aeruginosa, 1a membrana externa forma una barrera tmportante para varios antibidticos
{Zimmermann, 1980), mientras que en Neisseria fa membrana externa es muy permeable. Asi

pues, las propiedades de fa membrana externa son un determinante importante de la
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resistencia intriseca de las bacterias Gram-negativas. En contraste, las bacterins Gram-
positivas al carecer de membrana externa, los antibiaticos pueden tener libre accesa a la

pared y a la membrana celular.

¢). Alteracion del blanco

Gran parte de la resistencia intrinseca de las bacterias se debe a la poca afinidad del
antibidtico por su sitio blanco, usualmente es una proteina pero otras veces es el RNA o la

estructura de Ja membrana (Zimmermann, 1980).

d). Desvincion metabélica

La resistencia bacteriana a Iz trimetropina y sulfamidas, incluye cambios en el metabolismo
del folato (que es la via metabolica que inhiben estas drogas). La resistencia bacteriana a la
trimetropina mediada por plismidos se debe a la produccion de una nueva
dihidrofolatoreductasa que es altamente resistente a la inhibicion por trimetropina. Estos
genes de resistencia se encuentran localizados en transposones y estos a su vez en el
cromosoma o de manera aislada. La resistencia a las sulfamidas generalmente se debe a In
adquisicion de un plasmido que codifica una nueva dihidropteroato sintetasa que es insensible
a la inhibicidn de éstas. Estos genes de resistencia contra sulfamidas también se encuentran
de manera frecuente en transposones y estdn ampliamente distribuidos en las bacterias (Skold
& Widh, 1974).
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ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Se han realizado numerosas investigaciones sobre este tema y el resultado ha sido la
identificacion de una gran cantidad de compuestos. No es el objetivo de este capituto hacer
una revision exhaustiva de los agentes antimicrobianos que se han aislado de plantas, sino de

proporcionar una panordmica de los principales grupos de metabolitos secundarios a los que
sc les atribuye esta actividad.

En el caso de plantas terrestres inferiores como las briofitas (musgos y hepiticas); las
especies de hepdticas que han mostrado actividad son Frullania, Marchantia, Plagiochilla,
Porella y Radula, cabe hacer notar que del extracto lipofilico de Marchantia domingnensis
se aislo la marchantina A, que es un compuesto aromdtico (tetrafenilico) que inhibe ¢
crecimiento de bacterias Gram-positivas y negativas. Por otra parte, se ha reportado
actividad antibacteriana en algunas especies de musgos como Atrichmm, Dicrannm, Mninm,
Polytrichum y Sphagnm de los cuales se han aislado sustancias bactericidas de naturaleza
polifendlica (Asakawa, 1990). Los liquenes, poseen actividad bacteriostatica debido a ta
presencia del &cido Usnico y dcido vulpinico. En cuanto a las monocotitedoneas; ta planta mas
estudiada respecto a este tema ha sido el ajo cuya accion bactericida se debe al aminodcido
azufrado aliina (Trace, 1993). Las dicotiledoneas han sido el grupo mds estudiado debido a
que son las que generalmente se utilizan desde el punto de vista de fa medicina tradicional,
por lo cual es conveniente clasificar por grupo quimico los més representativo: que se han

aislado recientemente. Algunos ejemplos de éstos se muestran en las siguientes tablas:
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TERPENOS

ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Psorela juncea |S. aureus, Isoprenil aromatico Schmitt, A, et al
(1991)
M. smegmatis
Tanacetitm 8. aurens, 8. magatenon, | 1soprenil aromatico Goren, N. et al
argyroplpllum | B. subtilis, I. coli (1990)
Tanacetum B. subtilis, K. pnewmoniae | Lactonas sesquiterpénicas Goren, N. et al
densum (1992)
Jasania P. aeruginosa, B .subtilis ) Monoterpenos Hammerschmidt,
condicans FJ.etal. (1993)
Jasonia P. acruginosa, B. subtilis | Monoterpenos Hammerschmidt,
montang FJ. etal, (1993)
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PTEROCARPANOS

ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Erythrina S. aurens, M. smegmatis | Pterocarpanos Mitscher, L.A.
milodhraedii (1988).
QUINONAS
ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Karwinskia S. aurens, M. smegmatis }Dimetil benzocromonas  {Mitscher, L. A. et al.
humboldtiana (1985)
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LIGNANOS

ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO

Helichrysum Bucillus sp. Floroglicinol acetofenonas Tomas-Barberan, F. et al
italicum (1990)

S. epidermidis
Piper E. coli Fenilpropanoides Masuda T, et al. (1991)
sarmentosum

B. subtiliy
Magnalia S. anrens Difenil éter Nitao, J.K. et al. (1991)
virginiana

v

. epidermidis

)

Cercidiphyllum

B. subtilis

Fenil benzodioxano

Tada, M. y Sakurai, K.

Japounicum (1991)
E. coli
Rhynchosia B. subtilis Difenilos Khan, KA. & Shoeb, A
suaveolens (1984)
8. aurens
Plantago major | E. coli Glucésido-fenil propanvico  |Ravn, H. & Brimer, L.

(1988)

Myristica

argenteq

S. mutans

Diarildimetil-butano

Nakatani, N. et al. (1988)
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FLAVONOIDES

ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO

Psiadia B. cereus Flavonoides Wang, Y. et al. (1989)
trinervia
Gossypiun P. maltophilia }Flavonol-glucosidos Waage, S.K. (1984)
arboreum

E. cloacae
Flemingia 8. aurcus Flavonona Mitscher, L.A. et al. (1985)
stricta

M, smegmatis
Argrimonia &, aureus Catequina Kasai, 8. et al. (1992)
pilosa
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TANINOS

ORIGEN ACTIVQ TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Nuphar S. anrens Taninos hidrolizables Nishizawa, K. et al. (1990)
variegatim
P, vulgare
Machaerinm | P. maltophilis  { Tanino condensado Waage, S.K. (1984)
floribundi
GLUCOSIDOS
ORIGEN ACTIVO TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Ipomoen S. anrens, B. subtilis,{ Glucdsido hidroxidcido |Beeber, LW. et al
bahiensis S. faecalis, (1986)
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MECANISMOS DE ACCION DE COMPUESTOS
BACTERICIDAS DE ORIGEN VEGETAL

Aunque se ha aislado un nimero importante de compuestos activos, solo a muy pocos de
ellos se les ha determinado su mecanismo de accion. Dentro de éstos, figuran los flavonoides,

los taninos y los terpenos.

L. Flavonoides

Se ha observado que existe muerte bacteriana cuando hay flavonas en el medio de cultivo.
Estos compuestos inhiben la sintesis de DNA o RNA bacteriano por intercalacidn entre las
bases de la doble hélice debido a que estos compuestos tiencn una estructura planar similar a
las bases paricas y pirimidicas, ademis de poder formar puentes de hidrogeno con ellas, en
este caso las flavonas que han mostrado mayor inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos
son aquellas que presentan tres grupos OH en el anille B (por ¢jemplo, €l colorante
miricetina) (Mori et al., 1987),
on

on
Ho 0 oM

oH
OH 0

Estructura de la miricetina
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I, Taninos

La accion inhibitoria de estos compuestos se debe a los siguientes efectos: astringencia, accion

sobre membranas y competencia por metales.

a). Astringencia. Este efecto se ha estudiado de manera exhaustiva en ¢l caso de los taninos,
puesto que esta propiedad que posee este tipo de compuestos ha sido utilizada por el hombre para
curtir pietes. El caricter astringente de los taninos puede inducir la formacion de complejos
insolubles de enzimas y sustratos que las bacterias requicran para su crecimiento normal, Se ha
observado que muchas enzimas microbianas han sido inhibidas en cultivos libres de ¢élulas o bien
en ensayos con enzimas purificadas cuando son mezcladas con taninos. Las enzimas en las cuales
se ha visto este efecto son las peroxidasas y las glicosiltransferasas. Los taninos también pueden
afectar directamente el metabolismo de los microorganismos como lo sugiere ¢l cambio de
morfologia de Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli y Celluvibrio fulws que a bajas
concentraciones de taninos forman filamentos o cadenas mientras que las células en condiciones

normales crecen de manera individual (Scalbert, 1991).

b). Accion sobre membranas, Dentro de los efectos deletéreos de los taninos sobre los
microorganismos estd su accion sobre las membranas; Konishi, y cols. (1987) demostraron que el
dcido tanico a concentracion de 50 mg/l inhibe el transporte electranico membranal de
Photobacterium. La accion de los taninos en las bacterias puede ser similar a la observada en
fenoles sintéticos (como el o-difenilfenol) y el difenilalcano, compuestos que han sido muy usados

como desinfectantes,
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¢). Competencia por metales. Otro mecanismo de toxicidad de los taninos es su capacidad para
formar complejos con fos metales. Los sistemas biologicos incluyendo los microorganisimos son
altamente dependientes de los jones metdlicos presentes en el medio ambiente. Por ¢jemplo, b
infeccion en hunmnos por Escherichia coli se inhibe por la presencia de la factoferring. Muchos
de cstos compuestos presentan mds de dos grupos o-difenol en su molécula. Los taninos pueden
formar quelatos con varios iones metdlicos,como los iones Jérricos o clpricos. La natvraleza
multicatecdlica de los taninos permite la reticulacion y con esto la formacion de un precipitado
metal-tanino que hace inaccesible, de esta forma, fos iones metdlicos para el consumo bacteriano

(Scalbert, 1991)

111, Terpenos

Dentro de este grupo, quizi los compuestos mis estudiados sean las Jactonas sesquiterpénicas y
dentro de éstas las que poseen actividad antibacteriana son las que presentan grupos a-metileno,
y-lactona y carbonilo o, -insaturados. Estos grupos representan sitios receptores reactivos para
nucledfilos bioldgicos, en particular fos grupos tiol y los grupos amino. En consecuencia, este tipo
de lactonas sesquiterpénicas causan alquilacion irreversible de grupos tiol y amino esenciales para
algunas funciones enzimaticas, Los estudios de estructura-actividad haa demostrado que las
enzimas hacterianas como la fosfofructoquinasa, Ia DNA polimerasa y la timidilato sintetasa de k.

coli son inhibidas por estas lactosas (Fischer, 1991).
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LOS PUREPECHA

El término purépecha, plural de purembe, ¢s ¢l nombre con que se autodenomina este prupa,
también conocido coma tarasco. Los historiadares modernos sefiatan que et gemilicio tarasco
tiene una connotacion despectiva, aunque su significado no parece reflejar tal imencion, se
traduce literalmente como "suegro”, "sucgra” o “yermno”, térming que aplicaban los espaioles

a sus suegros indigenas, y €s10S a sus yernos.

Segin ta clasificacion lingiistica de Swadesh y Arana, ef purépecha pertenece al grupo maya-
totonaco, tranco purépecha; especialistas en la materia anotan gue esta lengua no parece
presentar parentesco cercano con las de otros grupos indigenas de México, y probablemente
se relacione con la lengua wintum del noroeste de Estados Unidos o ¢} quechua de

Sudamérica. También se designa a la lengua con fos nombres porhé y purhé (Meltado, et al.
1994).

Se han detectada ligeras variaciones dialectales o peculiaridades en cuanto a la pronunciacion
y el uso de ciertas palabras entre los residentes de distintos pucbios, cuestion que no impide

su entera comunicacion,

Para el aito de 1990, el censo peneral de poblacion y vivienda registrd, a nivel nacional, una
poblacion de 114,115 purépecha, de los cuales 19,280 acupaban el rango etareo de cero a
cuatro afios, y 94,835 el de cinco afios y més. De esta Ghtima cifra, 87,088 se concentraban en

el Estado de Michoacdn, y ¢l resto en diversos Estados del interfor de la Repiblica,
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destacando con poblacion migrante de este grupo el Distrito Federal, el Estado de México y

Baja California Norte

L territorio tarasco o purépecha se localiza en la region que Heva ¢l nombre de meseri
Purépecha-Uruapan, pertencciente al sistema volcanico transversal, ubicado en ¢l centro-
norte del Estado de Michoacin, de donde surgen pequefias corrientes fluviales que se unen al
rio Balsas o al rio Lerma, lugar mejor conocido como "La caiiada de los once pucblos”
Abarca los muinicipios Coenco, Charapan, Cherdn, Erongaricuaro, Nahuatzén, Paracho,
Parangaricutivo, Patzcuaro, Quiroga, Los Reyes, Tingambato, Tzintzuntzan, Uruapan,
Zacapu y Ziracuarétiro; ademds de los municipios de Chilchota, Jacona, Tangamandapio,
Tangancicuaro, Tingiiindin y Zamora, que se localizan dentro del Distrito de Riego de

Ciénegas de Chapala-Zamora (Mellado, et al. 1994).

El rango altitudinal que presenta el territorio purépecha va desde los 1,300 metros sobre el
nivel del mar (msnm) hasta alturas poco mayores a los 3,000 msmn; el clima predominante es
el tipico de las zonas montaiiosas del pais, es decir, templado subhtimedo con una temporada
lliviosa en la época caliente del afio, la precipitacion media anuat oscila alrededor de los
1,600 mm y la temperatura media anual es cercana a los 20°C. La zona sc encuentra
dominada par bosques mixtos donde las principales especies son pinos y encinos, ademas de
otros componentes arboreos de importancia, como el oyamel, cedro, junipero, aile y
liquidimbar, La fauna silvestre, terrestre y acudtica de la region constituye todavia un
elemento importante ¢n la dieta purépecha,, ademas de formar parte relevante del acervo de
remedios tradicionales. Son especies favoritas para la caza, el venado, coyote, zoiro, tejon,
tlacuache, mapache y pequefios mamiferos como el conejo, armadillo y zorrillo. Entre las
aves se encuentran la codorniz, torcaza, huilota, gallina de monte, chachalaca y pato silvestre.
En lo que respecta a la fauna acudtica, particularmente de la laguna de Patzeuaro, la

diversidad y abundancia de especies comestibles ha ido en decremento debido al alto grado

33



de contaminacion por la descarga del drengje de las poblaciones que hghitan en los islotes, sin

embargo, ain ¢s posible pescar charal, pez blanco, carpa y tilapia (Mellado, ctal. 199:4)

La principal actividad productiva de fa region es la agricultura, siendo los cultivos mis
comunes ¢f maiz, trigo, frijol, papa, haba, lenteja y cebada, ademas de drboles frutales como
durazno, aguacate, tejocote, limon, naranjo, guayabo, chitimoya, chabacano, manzana,
peron, capulin, membrillo, zapote blanco y granada raja, entre atros. La ganaderia tambicn
juega un papel fundamental en su economia, aunque en ¢época de secas los pastizales son
insuficientes, lo que representa un grave problema para los ganaderos. Por otra parte, hay
que destacar el papel de la silvicultura en la region, puesto que ademds de contar con la
mayor extension de bosques maderables de la entidad, se han establecido diversos tipos de
industrias relacionadas con la explotacion y pracesamiento de los productos del bosque,
como son aserraderos, fabricas y talleses de muebles, carpinterias y resineras. Asimismo,
sabresale Ja industria artesanal, considerada como una de las mis importantes y variadas del
pais. Elaboran diversos trabajos en madera, instrumentos musicales, articulos de herreria,
alfareria, tejido de sombreros, rebozos y sarapes de lana, y articulos de laca y cobre,
productas que venden en algunas centros comerciales como Patzcuaro, Quiroga, Paracho v

Uruapan.

No obstante, es necesario sefialar que la mayor parte de las localidades purépecha son
consideradas como zanas rurales expulsoras de poblacion y algunas con un alto grado de
marginacion. La tierra cultivable resulta insuficiente dada la gran cantidad de poblacidn, por
lo que muchos integrantes det grupo se ven obligadas a migrar hacia otras regiones del pais y

a los Estados Unidos en busca de empleo.

La comunicacion via terrestre estd conformada por una red de caminos de brecha y caminos

rurales conectados al sistema carretero estatal y federal, a través de Jos cuales es posible
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trasladarse a la capital del fistado y otras ciudades importantes de la entidad como
Apatzingdn, Zamora, Sthuaye, Ciudad Hidalgo y Ziticuaro. Sin cmbargo, ain existen
numerosos  asentamientos que estdn al margen de una buena comunicacion y, en
consecuencia, se encucentran relegados en el desarrollo socio-economico def Istado. Por otra
prte, vale la pena destacar que en Gltimas fechas, las cabeceras de Uruapan y Patzcuaro han
pasado de pueblos pesqueros y agricolas, a ser centros comerciales y turisticos, e incluso

figuran como ciudades importantes de Michoacin.

La vivienda generalmente consta de tres unidades principales: el dormitorio, la troje y la
cocina. Los materiales de construccion mas comunes son adobe, madera, tabicon y tabique.
La presencia de los servicios bisicos en la region varia de un municipio a otro; en general,
todas las cabeceras municipales cuentan con electricidad, agua entubada, drenaje, alumbrado
pliblico, mercados, transporte urbano, telecomunicaciones, escuelas, etcétera; sin embargo,
en fas rancherias y pablados mas alejados a los centros urbanizados, la ausencia de servicios

es notoria y sélo algunos gozan de electricidad y agua entubada,

Los servicios institucionales de salud estdn representados por clinicas del ISSSTE, IMSS y
SSA. Las dos primeras dan atencion a la poblacion derechohabiente, en tanto que la
Secretaria de Salud y las clinicas del IMSS-Solidaridnd, atienden a Ia fraccion no asegurada a

través de cerca de 300 unidades médicas rurales.

Es importante destacar la participacion de los terapeutas tradicionales, particularmente en
aquellos lugares donde los servicios de salud publica ain son deficientes. Actualmente
existen dos agrupaciones de médicos purépecha. La Organizacion de Médicos Indigenas de la
Cailada de los Once Pugblos Itsitsipikua Uitsakuecheri (OMICOP), fundada en 1990 y cuya
sede se encuentra en Cheran; cuenta con mas de 40 terapeutas tradicionales provenientes de

la Caflada de los Once Pueblos y parte de la meseta purépecha. Y la Organizacion de
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Médicos Indigenas Purépecha Tsinajpiticha (OMIP), creada en 1989 v con sede actual en
Patzeuaro, que agremia a mis de 50 médicos de trece comunidades de los municipios de

Cheran, Uruapan, Pitzeuaro, Tzintzuntzan y Erongaricuaro (Mellado, et al. 1994).

La importancia de los terapeutas purépecha se encuentra atestiguada desde los tiempos
precortesianos. Habitantes de diversos entornos ccologicos, los médicos purépecha son
profundos conocedores de una vasta flora medicinal con caracteristicas definidas, tanto en la
region lacustre como en la amplia meseta tarasca. En orden cuantitativo descendente, los
grupos de especialistas registrados en la OMIP fueron los siguientes: curanderos (tsinajpir,
shuhijki, eshperi), parteras (pikurpiri), sobadores (parhijpir), brujos (stkuame), hueseros (sesi
atsintani unincha, kuturantani uni), hierberas (mamar jarati huitzakua mitiasti, mamar jas
huitzakua, jamantspini) y especialistas que se dedican exclusivamente al tratamiento de la

caida de la mollera (ukata, traducido por los informantes como "mollera") (Sepliveda, 1988).

En cuanto al uso de plantas, los purépecha usan alrededor de 70 plantas para las
enfermedades mds comunes, pero para ftrastornos gastrointestinales las que utilizan
regularmente son ias siguientes: Arfemisia absinthiunt (Prodigiosa), Calendula officinalis
(Virreina), Lepechinia canlescens (Manrubio blanco) y Tenacetum partheninm (Acetilla 6

Santa Maria).
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DESCRIPCION BOTANICA DE LAS PLANTAS ESTUDIADAS

Artemisia absinthinum. Planta herbacea anual o perenne, hasta de 1.2 m de alto, muy
aromdatica al estrujarse, cubierta de pubescencia lanosa blanquecina; tallos simples o con
ramas erectas; hojas hasta de 2 cm de largo, pinnada o bipinnada divididas en 3 a 1}
sepmentos lincar-filiformes, revolutos;, cabezuelas erectas y subsésiles, agrupadas en
paniculas angostas, densas y foliosas;, involucro campanulado, sus bricteas t 15, las
exteriores lineares, las intermedias ovadas, las interiores mas largas, oblongas, de £ 2 mm de
largo; receptaculo hemisférico, pubescente; flores periféricas : 50, sus corolas oblicuas, de &
0.8 mm de largo; flores centrales de 6 a 12, fértiles, sus corolas de & 1 mm de largo,
rubulosas; oblongos, algo comprimidos, de 0.4 a 0.8 mm de largo, cafés, glabros. Nombre
comin: "Estafiate”. Localizacion: Pachuca y Real del Monte a Teotihuacin y Tepeapulco.
Alt. 2250-2500 m. Maleza nuderal y arvense; también en la vegetacion secundaria, Coalmila y

Zacatecas al Estado de México, Hidalgo y Verncruz (Nash & Williams, 1976).

Calendula officinalis L. Planta anual o perenne, hasta de 50 (70) cm de alto; tallos erectos o
semi-rastreros, mas o menos ramificados, pglanduloso-pubescentes, hojas  sésiles,
oblanceoladas a oblongas o espatuladas, hasta de 14(17) em de fargo y 4(6) cm de ancho,
obtusas o apiculadas en el dpice, subenteras a esparcidamente dentadas en el margen, més o
menos amplexicaulas en la base, glanduloso-pubescentes; cabezuelas solitarias agrupadas por
varias en los extrenios de las ramas, sobre pedincutos hasta de 10 ¢m de largo; involucro de
+ 25 brécteas linear-oblongas a linear-lanceoladas acuminadas en el apice, de £ 10 mm de

largo, con mirgenes escariosos angostos, glanduloso-pubescentes y ademas s menudo con
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pelos no glandulosos mas largos; flores Bguladas 25 a 50 o mucho mas en algunas plantas
cultivadas, sus laminas amanitlas o anaranjadas, de 1.6 a 3 om de largo, angostamente
oblongas; flores de disco + 60, sus corolas del mismo color o mis oscuras que las de las
flores liguladas, de + 4 mm de largo, infundibuliformes; aquenios exteriores (no siempre
presentes) lineares, provistos de pico, hasta de 15 mm de largo, los intermedios anchamente
alados (hasta de 7 mm de ancho), los interiores lineares, pero sin pico, todos pubescentes,
encorvados y tuberculados en el dorso. Nombre comin: "Mercadela”. Localizacion: Ciudad
de México, Xochimileo. Alt. 2250 m. Planta frecuentemente cultivada para orpato y a veces

escapada. Originaria del Antiguo Mundo (Rzedowski & Rzedowski, 1985).

Lepechinia canlescens (Ont.) Epl. (L. spicata Willd). Planta herbacea, perenne, a menudo en
colonias extensas, tallo ascendente, hasta de 80 cm de alto, simple o poco ramificado,
levemente pubescente; hojas con peciolos hasta de 1 a 3 cm de largo, las superiores sésiles,
limbo ovado a ovado-lanceotado, de 2.5 a 15 em de largo por 1.5 a 7 cm de ancho, ipice
agudo o ncuminado, margen crenado, base cuneada a truncada, escasamente pubescente,
inflorescencia en espiga terminal, apretada, bricteas anchamente ovadas, acuminadas, ciliz
acampanado de 6 a 8 wmm de largo, hasta de 12 mm en fruto, dientes linear-lanceolados,
pilosos, con puntitos resinosos, cristalinos; corola blanca, de 7 a 9 mm de largo, estambres
insertos en el tubo de la corola, inclusos, mericarpios ovoides, de mas o menos 2 mm de
largo, lisos, de color negro, Locatizacion: ampliamente distribuida en las partes montafiosas
mas homedas del Valle. Alt, 2250-3300 m. En bosque de coniferas o mixtos, en claros
cercanos a los bosques y a veces a fa orilla de arroyos o cerca de cultivos. Sinaloa y Durango
a Veracruz y Oaxaca, Guatemala. Nombre comin: "Manrubio". Esta planta se utiliza para el

tratamiento de malestares estomacales (Garcia Ziiga A. 1985).
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Hojas secas

Antemisia absinthium
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Calendula offlicinalis
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Marrubium vdgare 1. Planta herbacea perenne; tatto blanco lanoso, con pelos simples y
estrellados, erectos ascendentes, hasta de 1 m de alto, pero por Jo general mucho mis corto;
hojas con peciolo lanosos, de 0.5 a 3.5 em de largo, subsésiles las de la parte supetior, imbo
anchamente ovado u orbicular, de 1.5 a § am de targo por 1 a S am de ancho, apice obtuso o
redondeado, borde crenado, pubescencia lanosa, principalmente en el envés, inflorescencia en
densos verticilastros axilares, subglobosos, de mis o menos 1.5 cm de didmetro, con muchas
flores, bracteolas mds cortas que el cliz, con el apice recurvado; caliz tubular, 10-dentado,
de 3 a 7 mm de largo, dientes terminados en espinas ganchudas; corola blanca, de 5 a 8 mm
de largo, tubo incluso en el ciliz; filamentos subalados, anteras divergentes; estilo de 3 a 6
mm de largo; mericarpios ovoides, pardos de mas o menos 2.5 mm de largo, finamente
granulosos. Nombre comun: "Manrubio”, “martubio”. Localizacion: Se distribuye por todo el
Valle de México, cerca de poblados y orillas de caminos. Alt, 2250-2900 m. Maleza ruderal,
escapada de cultivo. Nativa de Eurasia, ahora de vasta reparticion. En algunos lugares es
utilizada como medicinal (Garcia Zifliga, A. 1985).

Tanacetum partheniim (1..) Sch. Bip. Planta herbacea perenne, muy aromatica al estrujarse,
hasta de 80 cm de alto, pubéreula en sus tallos mds jovenes, hojas e invohicros; tallos mds o
menas ramificados, erectos; hojas bipinnatifidas. de contorno eliptico, hasta de 8 cm de largo,
pecioladas;, cabezuelas por lo general numerosas en paniculas corimbiformes, sobre
pedinculos hasta de 8 cm de largo; involucro sublemisférico, sus bricteas mis o menos 50,
las exteriares lineares, as interiores oblongas, hasta de 4 mm de largo; recepticulo convexo
o hemisférico; flores liguladas 10 a 2} (o més en algunas formas cultivadas), sus corolas
blancas, las laminas oblongas, de 2.5 a 8 mm de largo, flores de disco mas o menos 250, sus
corolas amarillas, tubulosas de méis o menos 1.5 mm de largo; aquenios cilindricos, de mas o
menos 1.5 mm de largo, provistos de 5 a 10 costillas, glabros, vilano en forma de corona
diminuta. Nombre comun: "Santa Maria", "hierba de Santa Maria". Al. 2250-2550 m.
Especie nativa de Europa, frecuentemente cultivada como medicinal y ornamental; a veces

escapada aca y alla. (Garcla Ziitiga, A. 1985).
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Nanavbiuvm vuldgare

A: Aspecto de 1a planta. B: Flor. C: Vista
superior de 1a flor. C: Caliz. E: Corola y
estambres. F: Corte de una flor. G: Gineceo.
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Lepidium virginicum L. (L. inteymedinm Gray, L. medium Greene). Hierba anual o bienal,
generalmente erecta, pero a veces tendiendo a ser rastrera, de 15 a 70 am de alto; algo
pubescente; con un solo tallo saliendo desde la base o el tallo ramificado desde abajo; hojas
basales (generalmente ausentes en ejemplares con fiuto) de 5 a 15 am de largo por Fa § em
de ancho, pinnatifidas, hojas caulinas mas pequeiias, a veces pinnatifidas o lobadas, mis
comiinmente aserradas y en ocasiones enteras; flores sobre pedicelos | o 3 veces mas largos
que ¢l fruto; sépalos de | mm de largo; pétalos generalmente del tamafio de los sépalos o mas
grandes que éstos, rara vez ausentes o mas cortos que los sépalos; estambres 2 (a veces 4 6
6), silicuas de 3 a 4 mm de largo, ovales a casi orbiculares, glabras marginadas, con una
escotadura apical y en cuya base estd el estigma sésil. Nombre comin: "lentejilla”.
Localizacion: Especic de amplia distribucion desde Norte a Sudamérica, es sumamente
variable en sus caracteristicas morfoldgicas, por lo que se distinguen algunas variedades. Las
plantas del Valle de México corresponden a: L. virginicim var. pibescens (Greene) C.1.
Hitch (Segtn Villegas). Es una maleza muy frecuente tanto a la orilla de las banquetas y
terrenos baldios, como en caminos y terrenos de cultivo. Alt. 2250-3000 m, Esta variedad se

menciona de Estados Unidos hasta Centroamérica. (Rzedowski, G.C. 1979).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial anti-Vibrio cholerae de las plantas que usan los purépecha para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales de probable origen infeccioso, asi como aistar
y elucidar la estructura del o los compuestos activos de las plantas que muestren dicha

actividad biologica.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar mediante una encuesta qué plantas usan los miembros de la Organizacion de
Médicos Indigenas Purépecha (OMIP) para e tratamiento de enfermedades gastrointestinales

de probable origen infeccioso.

2.- Realizar la clasificacion botdnica y Ia clasificacion del conocimiento popular de fas plantas

seleccionadas para el estudio.

3.- Seleccionar aquellas plantas que posean actividad anti-Vibrio cholerae.

4.- Aislar y purificar el o los principios activos de fus plantas que presenten actividad

biologica.

5.- Realizar anilisis espectroscdpicos que permitan la elucidacion de las estructura quimica

del o los principios activos.

6.- Evaluar la actividad anti-Vibrio cholerae del o los principios activos.
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MATERIAL Y METODOS

1. ESTUDIO ETNOBOTANICO

Este estudio se llevd a cabo mediante encuesta a los curanderas-hierberos de la Organizacion
de Médicos Indigenas Purépecha, haciendo notar que las plantas que eflos utilizan fas tienen

sembradas en su jardin botdnico. La encuesta consistio en las siguientes preguntas:

1. Plamtas que utilizan para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales de probable
origen infeccioso. En este punto la pregunta fue dirigida en relacion al cuadro clinico mas
comun de este tipo de enfermedades, esto es, diarreas con fiebre, dolor abdominai con fiebre,

vamito, heces con sangre, etc.

2. Nowmbre comin de la planta.

3. Parte de Ja planta que utilizan.



4. Forma de preparacion de la planta {cocimiento, infusion, macerado, tintura, jugo, mezcla

con otras plantas, etc.)

5. Dosis

6. Epoca de colecta

7. Hora de colecta

1L, COLECTA PRIMARIA

La colecta se llevo a cabo de manera manual en el mes de mayo de 1991, se colectaron
ejemplares completos (aproximadamente medio kilo de cada uno de cllos) Jo cual se realizo
en el Jardin Boténico del Palacio de Huiiziméngari en 1a Ciudad de Pizcuaro, Michoacan.
Muestras de cada uno de los ejemplares se prensaron para su posterior identificacion en el
Herbario 1ZTA de la ENEP Iztacala, UNAM.
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IH. IDENTIFICACION

La identificacion de cada especie se realizo utilizando claves taxondmicas y fue Bevada a
cabo por la especialista Edith Lapez Villafranco, miembro del personal del Herbwrio 1ZTA
Los ejemplares identilicados se depositaron en dicho Herbario y se les asigno su nimero de

coleccion.

IV. BIOENSAYOS PRELIMINARES

1). PREPARADOS HERBALES. Se prepararon de acuerdo a la forma de uso comin. Las
plantas que utilizan los Purépecha para enfermedades gastrointestinales las preparan ya sea en

forma de cocimiento o en forma de infusion:

a). Cocimiento. Aproximadamente 50 g de la parte de la planta que se utiliza se sonete a
cbullicion en apua durante 20 minutos, Ja solucion se filtra, se deja enfiiar y se separa en dos
porciones. Con una de ellas se realizaron los bioensayos y con la otra se calcularon solidos

solubles,

b). Infusion. Se calienta a ebullicion agua (1 litro) y una vez que se aleanza dicho estado, se
Je agregan 50 g de la parte de Ia planta a ensayar, retirando inmediatamente de la fuente de
calor el recipiente de extraccion y tapindolo. La solucion se dejo enfriar, se filtrd y una parte

de ella se utilizo para los bioensayos, y a Ia otra sc le caleularon los solidos solubles.



2). CUANTIFICACION DE SOLIDOS SOLUBLES. Se realizo de acuerdo al método

propuesto por Gonzilez-Peiialosa (Gonzilez y Pefialosa, 1981), (ver apéndice p. 94).

3). MICROORGANISMOS UTILIZADOS. Vibrio cholerae CDC V12, Vibrio cholerae
INDRE 206 aislada de agua contaminada, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico (éstas
cepas corresponden al grupo 01, productor de enterotoxini, serotipo Inaba, biotipa El tor),
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Salmonella typhi
ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700.

4). EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA., El método que se utilizo
para evaluar la actividad antibacteriana en los ensayos preliminares y en la separacion del
principio activo fue el de difusion en agar (Kirby-Bauer). En los bioensayos preliminares se
utilizaron los preparados herbales antes descritos. EI método general se expone en o

apéndice (pag. 95), cada bioensayo se realizé por triplicado.

V. EVALUACION CUANTITATIVA

Para determinar Ja concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
inedia (CBM) se usd el método de dilucian en caldo (ver apéndice p. 98), cada bioensayo se

realizo por triplicado.



La curva de sabrevivencia y of efecto sobre ¢} crecimiento de las bacterias expuestas o los
praductos naturates aislados se hicieran de acuerdo a los métados descritas par Kubao, 1

(1993). (ver apéndice p. 100).

V1. AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS,

1.- Colecta Secundarin. Se colectaron aproximadamente 50 Kg. (peso himedo) de L.
canlescens en la carretera Pitzcuaro-Erongaricuaro y 10 Kg de 7. parthenium en el Jardin
botdnice del Palacio de Huitziméngari en Patzcuaro el dia 10 de agosto de 1991, el material

lo més fresco posible fue utilizado para la extraccion de Jos aceites esenciales,

2.- Extraccion. Los aceites esenciales se obtuvieron de acuerdo a la téenica de “arrastre de

vapor* (Ver apéndice, pag. 101).

3.- Aistamiento, Para separar los compuestos activos, s¢ usaron técnicas cromatograficas de

placa fina y de columna. Las caracteristicas de cllas se describen en el apéndice (p. 102),

4.- Elucidacion de las estructuras. La determinacion de las estructuras se Nevo a cabo
mediante los estudios espectroscopicos siguientes: Espectro de absorcion en la region del
ultravioleta y visible (200-800 nm), espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear,

el equipo y las condiciones de analisis se explican en el apéndice (p. 102).



RESULTADOS

L INVESTIGACION DE CAMPO

Las plantas usadas, los datos etnobotanicos asi como Ia parte de la planta usada, modo de
preparacion, dosificacion y época de colecta fueron proporcionados por miembros de la
Organizacion de Meédicos Indigenas Purépecha. La informacion obtenida se resume en los

siguientes cuadros:

Cuadro 1

Datos Generales de las Plantas Estudiadas

Nombre Cientifico Nimero de Registro| Nombre connin Familia
(Herbario Izta)

Artenisa absinthium L. 40,027 Prodigiosa Compositae
Calendula officinalis L. 40,028 Virreina Compositac
Lepechinia  caulescens 40,029 Manrubio Labiatae
(Ont) Epl.
Lepidinm virginicum L. 40,026 Lentejilla Cruciferae
Manrrubium vulgare L. 40,030 Manrubio blanco Labiatae
Tanacetum  parthenium 40,031 Acceitilla Compositac
(1.2) Sch. Bip.

oy
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Cuadro I

Datos Etnobotinicos Generales de las Plantas Estudiadas

Nombre Cientifico Parte usada de fa Forme de Epoca de colecta
planta preparacian

Artemisa absinthiwin L. | Toda la pante aérea Cocimiento Marzo-mayo
Calendula officinalis 1.. Flores Cocimiento Mayo-junio
Lepechinia  caulescens| Hojas-inflorescencia Infusion Julio-noviembre
(Ort) Epl.
Lepidiuns virginicum L. Raiz Cocimiento Marzo-octibre
Manrrubinm vulgare L. Hojas Infusion Tado el ailo
Tanacetum parthenium Tallos-hajas Infusion Mayo-septiembre
(L.) Sch. Bip.

I1. BIOENSAYOS PRELIMINARES
Para estos bioensayos se prepararon las plantas de acuerdo a la forma de uso (infusion o

cocimiento) y la evaluacion de la sensibilidad se Hlevo de acuerda al método de difusion en agar,

los resultados se muestran en fa tabla I;
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Tabla 1

Actividad Antimicrobiana de Plantas usadas por los Purépecha

Rendimiento | Concentracion Microorganismos problema *

Planta (%de solidos) | (ul/citindro) E. ¢ S.t S.b. ) E.oa | V.ch

Artemisa 6.61 200 - - - -

absinthinm

Calendula 5.79 200 - - B -

officinalis

Lepechinia 3.72 200 16:0.5 | 2110.5 { 14205 | 114£0.5 | 16+0.5

conlesceny

Lepidiuns 4.93 200 - - - - -

virginicum

Manrrubin 8.77 200 - . . .

m vilgare

Tanacetum 5.32 200 14405 | 15405 { 13405} 12405} 13205
partheninm v

Control - - 1740.5 | 1640.5 | 1840.5 | 16+0,5 | 20+0.5
positivo (C")

Control . .

negativo (C7)

* Halos de inhibicion en mm.

Simbologia: E.c.. Escherichia coli, SA: Solmonella  typhi, Sb.: Shigella  boydii,
E.a. Enterobacter agglomerans, V ch.: Vibrio cholerae CDC V12,

Nota: Las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 pl/cilindro no presentaron halos de inhibicion. Se
utilizd como control positivo discos de kanamicina de 30 pg. Ef control pegativo consistio en

agua destilada estéril.




A las 24 horas se repitio el bioensayo, pero en esta ocasion no se obtuvieron halos de inhibicion,
por lo que se dedujo que prabablemente las dos plantas que presentaron actividad en este primer
bioensayo tenian compuestos activos fotosensibles o que la actividad biologica se debia a
compuestos voldtiles (tomando en cuenta que las plantas activas se preparan en forma de
infusion). Para averiguar a cudl de estas 2 opciones correspondia la actividad de las dos plantas
activas se procedio a preparar infusiones de L. caulescens'y de 7. parthenitm en ausencia de fuz y
dejandolas reposar 24 horas, en todos los casos no se obtuvo evidencia de actividad
antimicrobiana, por lo que procedimos a separar los aceites esenciales de los dos vepetales activos
mediante la técnica de arrastre de vapor, obteniéndose un rendimiento de aceite de 0.052 % para
T partheninm y de 0.039 % para L. caulescens. Se evalud la actividad de los aceites esenciales,
haciendo notar que en esta fase de Ia investigacion se conto con dos cepas mis de V. cholerae que
fueron V. cholerae 01, aislado de agua y V. cholerae aislada de un caso ciinico; estas cepas fueran
donadas por ¢l Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica (INDRE). En estos
casos se realizaron 3 bioensayos (con intervalo de 24 horas entre cada uno de elios), en las tablas

I}y II se muestran los resultados.



Actividad Antimicrobiana de los Aceites Esenciales de L. caulescens

Tabla 1§

Dosificacion Microorganismos prablema *
pl/cilindro E.c. S, S.b. E.a. Viehi{t) | Viehi(a) | V.ehu(c)
12.5 - - - - RS£35S (12,5420 113,014
25 103415 - 12,0£1.0 110.0£1.0 [18.5¢0.7 [17.544.9 |16.0£2.8
50 12,6415 - 16,6415 {11.6£0.6 [25.0£0.5 121.045.6 |19.0428
' 19.541.0 1195830 [17.2413 [19.582.4 |18.244.5 [17.143.2 |16.642.2

* Halos de inhibicion en mm (imedia de 3 bisensayos).

Simbologia: Igual que la anterior con Ia adicion de V. ch.(a): Fibrio cholerae aislada de agua,

V. ch..(c): Vibrio cholerae aistada de un caso clinico. C* Kanamicina 30 pg, C* Aceite de olivo

estéril,




Tabla 111

Actividad Autimicrobiana de los Aceites Esenciales de T, partheninm

Daosilicacidn Microorganismos problemna *

pY/cilindro E.c. St S.b. Ea | Vieho(t) | Vieho(a) | Viehi(c)
12.5 12.342.3 112.0£0.5 116.045.6 {10.020.5 {35.632.1 117.6%8.7 {11.5¢£1.0
25 14.342.5 112.6£2.5 {17.543.5 [12.0£1.0 135.040.5 {20.6£7.5 }113.0£2.8
50 19.0£5.6 {15.6£1.5 120.040.5 {13.342.3 135.040.5 {25.644.9 { 17.0£1.4
’ 19.5£1.0 {19.543.0 {17.241.2 195224 1 18.244.5 |17.143.8 ] 16.612.2

* Halos de inhibicion en mm.

Simbologia: lgval que Ia anterior.

Una vez que se comprobd que Ja actividad antimicrobiana se encuentra en los aceites esenciales,
sc procedio a determinar Ja Concentracion Minima Inhibitoria (CM)) y la Concentracion
Bactericida Media (CBM) de dichos aceites mediante el método de dilucion en caldo; cada

bioensayo se hizo por triplicado, los resultados aparecen en la Tabla 1V. :
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Tabla IV
Concentriacion Minima Inhibitoria y Bactericida Media

de los Accites Esenciales de L. caulescens y T. partheninm

Bacteria L. canlescens T. partheninm
CMI (pl/m1) CBM (ul/ml) CMI (pl/ml) CBM (ptl/ml)

Escherichia coli 10.6.:4.6 16.010.5 53423 8.020.5
Shigella boydii 213492 20.619.2 16.040.5 18.6412.2
Sahmonella typhi 53.3+18.5 170.6£73.9 8.010.5 10.644.6
Enterobacter 13.344.6 16.0£0.5 53423 6.6134.6
agglomerans

Vibrio cholerae (1) 4.040.5 6.0£2.8 2.040.5 2.6%1.2
Vibria cholerae (a) 3.0£1.4 4.0+0.5 2.040.5 4.040.5
Vibrio cholerae (c) 4.0+1.0 4.010.5 3.3%1.2 8.0£0.5

De acuerdo a los resultados de estos bioensayos preliminares, se concluyd que la actividad
antimicrobiana se encontraba en los aceites esenciales y que In especie mas sensible a éstos era V.
cholerae, por lo que se considerd trabajar solamente con ésta en las siguientes etapas de la
investigacion debido a: 1), El bajo rendimiento que se obtenia en Ia extraccion de los aceites y 2).
La necesidad de obtener una cantidad adecuada de ellos para la fase de separacion y aislamiento

de los principios activos..
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I, ACTIVIDAD ANTI-Vibrio cholerae DE LOS ACEITES ESENCIALES

Una vez establecidos los pardmetros de CMI y CBM de los accites csenciales contra V. cholerae,
se procedio a determinar ¢l efecto de los mismos sobre el mimero de sobrevivientes, este
bioensayo se flevd a cabo mediante Ia téenica de dilucion (Cuantificacion de Unidades Formadoras
de Colonia) por muestreo a diferentes tiempos de la exposicion a fos aceites, Cabe hacer notar
que en este caso se tuva que trabajar con una poblacion inicial del orden de 5-8 x 10" UFC/ml
puesto que el indeuto inicial recomendado por Jones et al. que es de 10°7 UFC/ml, no permitia
hacer conteo alguno del nimero de sobrevivientes ya que a la hora de desafiar esta poblacion
bacteriana contra los aceites a una dosis igual a la Concentracion Minima Inhibitoria no habia una

sola UFC. Los resultados se muestran en la siguiente tabla,
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Efecto sobre of nimere de sobrevivientes de V. cholerae (t)

Tabla V

expitesta a los Aceites Esenciales de L. canlescens y 1. parthenium

L. canlescens

T. parthenium

Tiempo  (horas) No. Log. No. No. Log. No.
sobrevivientes sobrevivientes sobrevivientes sobrevivientes

(UFC/ml) (UFC/ml) A

0 5.56x 10* 8.745 8.50x 10* 8,93

1 1.80x 10° 8.250 460x 10" 8.66

2 5.00x 10° 6.690 2.55x 10° 6.40

3 5.00x 10° 5.690 1.50x 10° 4.17

4 1.60x 10° 4200 4,50 10° 3.65

5 0 0 0 0

Cepa bioensayada: V. cholerae (1) CDC V12

Dosis: 4 pl/ml de aceite esencial de L. canlescens

2 utnl de aceite esencial de T2 parthenita,

Las curvas de supervivencia correspondientes a la tabla anterior se muestran en la Gréfica 1.

A cada una de las curvas se les hizo anélisis de regresion por minimos cuadrados para determinar

si cada curva se ajustaba a una recta, los resultados se muestran en {as Grificas 2 y 3.
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GRAYFICA
CURVAS DE SURPERVIVENCIA DE I cholerae EXPUESTA A LOS ACEITES ESENCIALES
DE L caulescens Y 1. partheniun.
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GRAFICA 2
CURVA DE SUPERVIVENCIA DE V. cholerae (1) SOMETIDA A UNA
DOSIS DE A piml DE ACEITE ESENCIAL DE L. coufescens.
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GRAFICA 3
CURVA DE SUPERVIVENCIA DE V. cholerne (() SOMETIDA A UNA
DOSIS DE 2 pYml DE ACEITE ESENCIAL DE T, parthepium.
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IV. AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

Concluida la evaluacion de la actividad biologica de los aceites esenciales de las 2 plantas, se
procedio a separar los componentes activos, para lo cual primeramente se tuvo que seleccionar la
fase movil y la fase estacionaria mas adecuadas para fraccionar mediante cromatografia en placa
fina (CPF) dichos componentes.. Estos parametros fieron utilizados posteriormente en la
claboracion de la cromatografia en columna para separar las sustancias de cada aceite y asi poder
evaluar su actividad biologica. La fase estacionaria recomendada para la separacion de terpenos
por CCF, es la silica gel y las fases moviles se obtuvieron por pruebas de ensayo y error de una
serie de mezclas propuestas por Wagner et al. (1990) para la separacion de terpenos. Las fases
méviles fueron hexanos-éter etilico 8.7: 1.3 v/v para L. caulescens, 'y hexanos-acetato de etilo
9: 1 viv para 7. parthenium. En la separacion de los aceites de ambas plantas se obtuvieron 9

fracciones.

La siguiente tabla muestra el valor de los Rf obtenidos para cada fraccion:
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Tabla VI

Separacion por Cromatografia de Placa Fina de las Plantas con Actividad Biologica

L. caulesceny T, partheninm
Fraccion Rf Fraccion Rf
1 0.20 i 0.39
2 0.30 2 0.48
3 0.34 3 0.52
4 0.38 4 0.57
S 0.42 5 0.61
6 0.48 6 0.64
7 0.52 7 0.69
8 0.65 8 0.92
9 0.78 9 0.97

Al realizar la cromatografia en columna de los aceites esenciales de 7. parthenium se obtuvieron 8
fracciones y 10 fracciones en L. caulescens; en los dos casos se obtuvieron fracciones liquidas y
solidas (a temperatura ambiente). Cada fraccion se bioensayd contra las tres cepas de V. cholerae.
En cuanto a las fiacciones liquidas, ¢stas se bioensayaron a una dosificacion de 30 pl/cilindro y las
solidas se ensayaron a una concentracion de 800 pg/cilindro; en este caso, se utilizdé como
vehiculo y como control negativo el metanol al 20 %. Los ensayos de las fracciones de los dos
aceites esenciales se llevaron a cabo de acuerdo al método de difusion en agar. Los resultados se

muestran en las siguientes tablas.
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Talda VI

Evaluacian de Ia Actividad Antibacteriana de Ias Fracciones del Aceite Exencial

de L. canlescens

Microorganismios problemia (hala de inhibicion en mm)

Fraccion V. ch. 0} V. ch. cc V. ch. 1 Tor F.ch N° 01
1* - . - .
2 N - - N
3 R - - N
4 12.0£0.5 13.040.5 11.040.5 22.010.5
5 . . . .
6* 22.010.5 16.0£0.5 250105 25.020.5
™ 17.0£1.0 15.0£05 - 12.040.5
3 . - - -
9 . . N -
10 24,0105 16.030.5 22.040.5 12,0205
c 15.540.5 15.540.5 16.040.5 15.540.5

Clave: C' Kanamicina 30 pg, € McOH, Fraccion liquida (a temperatura ambiente), * Fraccion

solida (cristales a temperatura ambiente).
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Tabla Vill
Evaluacion de Ia Actividad Antimicrabiana de Ias Fracciones del Aceite Esencial

de T. partheninm

Microorganismas prablema (halo de inhibicion en mmn)
Fraccion V. ch. 01 V. ch. ce V. ch. El Tor

i - - -
2* 13.040.5 - 11.0£0.5
3 20.040.5 15.040.5 15.040.5
4* . . .
5 . . -
6 . - -
7 - - .
81’ - - -
c 22.0+1.0 20.0£1.0 250410
[0 - - -

Clave: lgual que la anterior.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las fracciones 4 y 6 de L. caulescens presentaron actividad
antibacteriana. Se decidio trabajar sélo con Ia fraccion 6 debida al bajo rendimiento obtenido en la
fraccion 4 (3 mg) y con ello a la imposibilidad de realizar ¢} estudio quimico correspondiente
ademds de que dicha fraccidn presentaba impurezas, En cuanto a los accites de 70 parthenium la
fraceion activa fue Ia F3. La F6 de L. condescens y 1a F3 de 7. partheninm fueron sometidas a
examen de pureza mediante cromatografia en capa fing, en ambos casos se encontaron 2 manchas,
par lo que se separaron Jos componentes mediante cromatografia en columna utilizando como
fase estacionaria gel de sflice, de malla 70-230 y como fase movil benceno-cloroformo 1: 1 viv

para la FG de L. caulescens y benceno para la F3 de T. parthenivan. En los 2 casos se separaron
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los conponentes evaluindose su actividad antibacteriana, de acuerdo a la técnica de difusion en

agar; los resultados se observan en Ja tabla IX.

Tabla JX

Actividad Antibacteriana de las Fracciones Puras

Microorganismos problema
Fraccién V.ehdt) V.el.(a) V.ch.(c)
6 (a) 14.510.5 19.54£0.5 15.540.5
Fs (B) - - -
F; (a) 14.540.5 19.510.5 15.540.5
F3 (b) - - -
C . - -
o 22.040.5 19.841.3 18.540.5

Clave: Fs (a) y Fs (B): Fracciones de L. canlescens; Fy (a) y Fs (b): Fracciones de 7. partheniun,

C MeOH y CHCl, C* Kanamicina 30 pg, (a) cristales, (b) liquido.

Como se puede observar en estos resultados, los cristales de ambas fracciones presentan la
actividad anti-Vibrio cholerae, debido a ello se procedid a determinar pureza y en sit caso,

elucidar la estructura.
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V. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA

En primer lugar se determind la pureza de los compuestos aislados por cromatografia en capa
fina, usando diversas fases moviles. En ningiin caso se distinguicron compuestos con impurezas
puesto que se revelaron como manchas tnicas. Los dos compuestos aislados presentaran igual RE
por lo que se pensé que se trataba de la misma sustancia. Una vez comprobada su pureza, se

determinaron los siguientes parametros: Punto de fusion, espectro de absorcidn en el ultravioleta-
visible.

Los resultados fueron:
Punto de fusion del compuesto aistado de L. canlescens = 176°C

Punto de fusion del compuesto aislado de 7. partheninm = 176°C

Los espectros ultravioleta-visible del principio activo aislado de ambas plantas mostraron un

maximo de absorcion a 295 nm, como se observa en las figuras 1 y 2:
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Estos resultados parecian indicar que se trataba del mismo compuesto; esto se comprobo al
determinar los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Protones y de BC que se le
realizaron al compuesto aislado a partir de la Lepeching canlescens y ol espectio de masas
obtenido a partir del compuesto de Tanacennm parthenium. En ambos casos, la interpretacion de
los espectros se hizo por comparacion con espectros conocidos y con la ayuda del Dr. Alfonso
Romo de Vivar, investigador de Instituto de Quimica de la UNAM vy especialista en la

clucidacion de estiucturas de compuestas de origen natural.

El espectro de RMN'H, permitio asignas las posiciones de los protones del compuesto aistado de

L. caulescens, las seiiales quimicas que se abservaron son:

|- Dos protones en campos bajos correspondientes a metileno vecino a un carbono carbonilico y
cuya sefial se presenta entre 20 y a 2.10 partes por milldn (ppm).

2.- Cuatro protones correspondientes a dos metilenos en 1.30-2.00 ppn.

3.- Un protdn correspondiente a un CH influenciado por carbonilo entre 2.3 y 2.4 ppm.

4.- Tres protones de metilo a 0.80
Tres protones de metilo a 0.88
Tres protones de metilo a 0.9256

El espectro se observa en la Figura 3.

Pasa comprabar estos datos se determind la resonancia magnética nuclear de protones DEPT (que

se presenta en la Fig. 4) Ia cual mostrd los siguientes resultados, 3 grupos metilo (CH; ), 3 grupos
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metileno (CH,), un carbono terciario (CH). De acuerdo a estos resultados, se demostrd que el

compuesto es ciclico con un grupo carbonilo, probatitemente derivado del Borano.

La estructura del ciclo se determing mediante Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13; en

dicho espectro se encontraron las siguientes sciiales quimicas (Figura 5).

1. Un carbono carbonilico a 219.7 ppm.

2. Carban cuaternario influenciado por el grupa carbonilico a 57.6 ppm.

3. Dos carbongs en la region de 43.2 y 43.0 que corresponden a un carbono terciario y a un

metilena respectivamiente y que se encuentran influenciados por el grupo carbonilo.
4. Dos carbonos metilénicos en 29.8 y 27.0 ppm.
5. Un carbono cuaternario a 46.7 ppm.
6. Tres carbonos metilicos: dos en la region de 19 vecinos de un carbono cuaternario descrito en

el punto asnterior, y un carbono metilico vecing a carbono cuaternario descrito en e! punto 2,

De acuerdo a los datos anteriores, el compuesto corresponde al alcanfor cuya estructura es la

siguiente (enumerando los carbonos abtenidos por RMNYC)

to
1
0
1 =
7
5 3
]
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Los datos obtenidos concuerdan con los reportados en ef Manual Sadtler (Sadtler 1978 y por

Charlwood, B. (1991) para RMN'H, cuyos espectros se muestran en las figuras 6y 7

FIGURA 6: RHMN DE L-ALCANFOR

i
:

ilssarst
ool
e

™y
oy

ﬁ
o
Tt

I,
jpans

2

H

17|
3 7 [ -
3 roemei fea (1L o T
T 1 waray s pred
& L L s 2707 M
L-{~)+CAMPHOR
Cpoty0 Hol. Me. 13226 BB LR-176%C
Source: Aldrich Cheafcal Company, Milvackee, Wis.
ALSIGNMENTS
Filier bandwidihs ° .82 f
Seaep time: b -89 "
$reep width: < .98 »
Swrep aofhiar d 16-2.60 H
Spectrum enp: . i

Integrol omp: B0 (Spec. sz, 1.23)
Conee 80og/0.3aT €001,

Respecto al compuesto aislado de 7. parthenium, la elucidacion de la estructura se realizo
mediante analisis de espectrometria de masas por comparacion con la biblioteca contenida en la
memoria del equipo utilizado. Las masas de los iones del compuesto son iguales a las obtenidas de
la fragmentacion del Biciclo [2.2.1] heptan-2-ona, 1,7,7-trimetil (nombre quimico de! alcanfor,
cuyo ion molecular (peso molecular) es de 152 y los fragmentos vz principales se encuentran en
41,95, 81, 39, 55, 69, 83, 67, 108, 109, 53 y 68. El espectro de masas del alcanfor aislado de 7.
parthenium y el espectro de referencia obtenido de la memoria del equipo se demuestran en la

Figura 8.
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De acuerdo a los resultados obtenidos por RMN'H, RMNY'C y por espectromenia de masas, ¢l
compuesto activo aislado tanto de L. canlescens como de 70 partheninm es el aleanfor cuyo
nombre quimico es 1, 7, 7-Trimetil Biciclo (2.2.1) heptan-2-ona. Cabe hacer notar que tanto el
punto de fusion, asi como el espectro ultravioleta visible, coinciden con tos reportadas par la
literatura para este compuesto. La siguiente tabla obtenida de Clarke's isolation and identification

of Drugs, muestran las principales caracteristicas quimicas del alcanfar (Moflat, 1986).

Caracteristicas del Alcanfor

Punto de fusion 174 - 181 °C

Espectro de ultravioleta Maximo de absorcion: 295 nm (en MeOH)

Espectro de masas Picos principales anvz ; 95, 81, 41, 69, 55, 83, 67, 137.

Espectro infrarrojo Seiiales a 1730, 1047, 1025, 1277, 1095y 775 cm’!

Solubilidad 1.0 g en 700-800 g de H,0, 1.0 g en 1.0 g de etanol, 1.0 gen
0.25 g de CHCl;, 1.0 g en 1.0 g de éter.

V1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL PRINCIPIO
ACTIVO AISLADO

La evaluacidn de la actividad anti-Vibrio cholerae del alcanfor se llevd a cabo determinando los

siguientes parametros.

a). Obtencion de la concentracion minima inhibitoria y bactericida media (por el método de

dilucién en caldo).
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b). Evaluacion ded efecto del principio activo sobre el crecimiento de V. cholerae (obtencion de

las curvas de crecimiento de V. cholerae expuesto a diferentes concentraciones def alcanfor).

¢). Obtencion de la corva de supervivencia (por el método de dilnciones). Los resultados obienido
para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria y la concentracion bactericida

media se muestran en fa siguiente tabla,

Tabla X

Concentraciones Minima Inhibitoria y Bactericida Media del Alcanfor

Bacteria CMI (ug/m}) CBM (ng/mt)
V. cholerae (1) 400110 800£10
V. cholerae (a) 400110 80010
V. cholerae (c) 800+10 1600410

En cuanto al efecto del alcanfor sobre el crecimiento de V. cholerae y ta curva de supervivencia
del mismo expuesto al alcanfor, los experimentos se llevaron a cabo utilizandoe un indculo de
109 x 10" UFC/mi usando concentraciones de alcanfor correspondientes a la MIC y ' de MIC;

los resultados se observan en las siguientes tablas y graficas.
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Efecto sobre ol erecimiento de V. cholerae expuesto al aleanfor

Tabla X1}

Turbidez medida a 660 nn
Tiempo (hs) C ', MIC MIC CiM
0 0 0 0 0
4 0.040 0.040 0.010 0.010
8 0.190 0.070 0.025 0.010
12 0.240 0.092 0.035 0.010
16 0230 0.130 0.035 0.010
20 0.195 0.145 0.040 0.015
2 0.190 0.150 0.050 0.020
28 0.190 0.150 0.059 0.020
32 0.190 0.140 0.052 0.020
36 0.160 0.140 0.100 0.020
Tabla X1
Efecto sobre el nimero de sobrevivientes de Vibrio cholerae
expueste al alcanfor
Tiempo Nusmero de sobrevivientes
(horas) C "hMIC MIC CBM
0 1.09x 10' 1.09x 107 1.09x 10 1.09x 107
6 6.00 x 107 6.00x 10’ 9.80x 10° 0
12 7.30% 10° 1.70x 10° 1.40% 106 0
18 1.44 x 10° 6.30x t0* 4.20x 10° 0
24 1.68x 10° 3.00% 10° 6.00% 10° 0
30 2.00x 10 3.70 x 10" 3.40x t0° 0
36 2.10x 10° 3.30x 10° 2.10x 10° 0
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Tabla XHI

Logaritmo del Nvimero de Sobrevivientes

Tiempo (hs) C '/ MIC MIC CBM
0 7.03 7.03 7030 7.03
6 7.77 777 6.990 0
12 8.66 8§23 6.146 0
18 9.15 8.79 6.620 0
24 922 847 5.778 0
30 930 8.56 6.530 0
36 932 9.52 6.300 0

GRAFICA 4

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE V. cholerae

EXPUESTA AL ALCANFOR.
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GRAFICA 5§

EFECTO DEL ALCANFOR SOHRE F1. NUMERO DE
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VIL CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DEL PRINCIPIO ACTIVO
AISLADO DE LOS ACEITES ESENCIALES.

La determinacion de la concentracion de alcanfor presente en ambos aceites se hizo mediante
cromatografia de gases. Los resultados indicaron que el aceite esencial de L. caulescens presenta
un 10.27 % de alcanfor y 26.64 % el 1. parthenitm. Cabe hacer notar que estos resultados se
restringen a los aceites esenciales de ambas plantas colectadas en un lugar y una fecha especifica

(ver métado y resultados preliminares). Los cromatogramas se muestran en las figuras 9, 10 y 11.

<—Alcanfor

FIGURA 9: CROMATOGRAMA DEL ALCANFOR
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FIGURA 18
CROMATOGRAMA DE L. canlescens

Mcanfar g, 1"

FIGURA 11
CROMATOGRAMA DE T partheniwm.

AMcanfor ——s) “ . 1
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DISCUSION

En la fase inicial del presente estudio, se tuvo que realizar una labor de persuacion importante,
pues es conocido, que para poder obtener informacion etnobotanica confiable y verdadera, se
requiere entablar amistad con los curanderos, en este caso, con los miembros de la Organizacion
de Médicos Indigenas Purépecha. Esta labor de "acercamiento” se logrd después de varias visitas

a la regidn de Patzcuaro, en el Estado de Michoacéan.

En cuanto al wso de plantas por los purépecha para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales de probable origen infeccioso, parece ser, que en general, ellos no utilizan
combinaciones de plantas; esto facilito en parte el estudio fitoquimico microbiolégico de los

preparados herbales activos.

La época de colecta es un factor importante para el estudio de las plantas medicinales; pues ya se
ha comprobado que los vegetales biosintetizan metabolitos secundarios en diferentes fases de su
desarrollo y 1ambién en diferentes estaciones del afio en relacion directa a los cambios
medioambientales. En el presente estudio, se utilizaron plantas que de acuerdo a la informacion
etnoboténica ya era permisible usarlas para su evaluacion antibacteriana preliminar a excepcion de
L. canlescens que se colectd antes de la temporada recomendada para su uso, a pesar de ello el
preparado herbal hecho a partir de esta planta resultd ser activo, probablemente, Ja teinporada de
colecta de esta planta no sea un factor limitante para determinar su actividad. Cabe hacer notar,
que a parti de ejemplares obtenidos en Ia colecta secundaria, se realizo el trabajo de aislamiento
del principio activo y esta recolecta se realizd en la épaca que recomiendan los purépecha. En los
bioensayas preliminares se evaluaron int vifro los preparados herbales que fueron preparados de la
manera mds similar posible a como lo realizan los purépecha. Solo dos plantas fueron activas in
vitra; eoincidentemente, las dos se preparan en formas de infusién. Se decidid proseguir el trabajo

de investigacian con los aceites esenciales, ya que en ellos se evidencio la actividad amibacteriana, .
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esto podria explicar el efecto antibacteriano de las infusiones, pies éstas se preparan de tal forma
que hace posible que posean cantidades pequedas de aceites esenciales en sispension. no asi la

preparacion por cocimiento, que implica la evaporacion de las sustancias volitiles.

Las tablas 11 y 11 muestran que los halos de inhibicion mayores los presentaron las cepas de V.
cholerae, 1ambién se observa que en unos casos existen desviaciones estandar relalivamente
grandes, esto podria atribuirse a efectos de difusion puesto que los aceites difunden sobre ¢l agar
de manera mecanica y no por gradienic de solubilidad (a diferencia de muchos antibidticos que
difunden por este efecto), de tal forma que la difusion de un ensayo a otro pucde variar de manera
significativa; respecto a este fenomeno, Janssen A.M. y cols. (1986) han realizado investigaciones
que explican estos hechos y han concluido que las diferencias en los diametros de os halos de
inhibicion cuando se evalilan aceites esenciales por la técnica de difusion en agar se debe a que
existen cambios quimicos en los componentes de dichos aceites, ya sea por oxidacion o por
combinacién con los componentes del agar, que ¢l coeficiente de difusion de las sustancias cambie
durante el experimento debido a la volatilidad, que los aceites contengan un exceso de
hidrocarburos monotempénicos y que el agua presente en el agar afecte la difusion horizontal de

todos los componentes de los aceites (por efecto de hidrofobicidad de dichos hidrocarburos).

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas medias (CBM) de igual manera
fueron menores para las cepas de V. cholerae. Cabe hacer notar que ambos valores de CMl y
CBM en ¢l caso de estas cepas se encuentran muy cercanas entre i, este fenomeno se debe a dos
factores: en priner Jugar a que {a bacteria pueda ser muy sensible a los aceites esenciales y en
segundo lugar a que fa difusion en medio liquide (prueba de dilucion en caldo) para determinar

CMI y CBM sea inds homogénea.

En cuanto a Ja curva de supervivencia que se presenta en fa grafica 1; a las 5 horas ya no hay
sobrevivientes cuando las bacterias se desafian con una dosis igual a fa CMI de los aceites
esenciales de ambas plantas.Este efecto es significativo, si se tona en cuenta que el indculo inicial
es relativamente grande. Las graficas 2 y 3 mucstran las curvas de regresion correspondientes

para cada aceite esencial, en ambos casos, la regresion manifiesta rectas con un factor de
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correccion aceptable; sin embargo, en las curvas experimentales se observa que hay una variacion
significativa en la pendiente a partir de la cuarta hara. Este tipo de curvas son conocidas como de
impacto multiple e indican que la sensibilidad del microorganismo depende de la capacidad de
penctracion de la sustancia o las sustancias quimicas inactivantes presentes en los accites hacia el

interiar de la célula (Davis, Dulbecco, 1984).

Respeeto a la separacion del principio activo, se tuvieron que usar fases moviles distintas en los
sistemas cromatograficos usados para la separacion de los componentes de cada aceite, por ello se
cree que aunque se aislo el mismo compuesto activo de ambos aceites, los demas componentes en

su mayoria podrian ser diferentes.

El compuesto activo aislado, el alcanfor, ya ha sido reportado como antibacteriano, (Tyler, Brady,
and Robbers, 1988) los parimetros fisicos asi como espectrales del compuesto aislado coinciden
con los reportados por la literatura. La cantidad de este compuesto presente en cada uno de los
aceites esenciales fiie caleulada por cromatogratia de gases, en el caso del aceite de L. caulescens
el alcanfor estd presente en 10.3 % y en el caso del accite de 7. parthenitm en un 26.6 %. Esta
diferencia se podria deber a que la biosintesis de los terpenos ciclicos, como el alcanfor, esta
determinada por la presencia y actividad de las ciclasas de monoterpenos, enzimas que se
producen en células glandulares vegetales y que se sintetizan dependiendo de estiimilos externos
tales como la radiacion solar, la temperatura, humedad relativa y de las propiedades del suelo
donde crece la planta, ya que estas enzimas son dependicntes de iones Mn>' o Mg®' de tal forma
que en suclos carentes de estos, las plantas normalmente productoras de monoterpenos ciclicos

producen menos cantidades de estos compuestos (Croteau, R. 1988),

La tabla X indica que la cepa menos sensible al alcanfor fue ¢l microorganismo aistado de un caso
clinico, aunque se tendria que realizar mas investigacion para explicar este hecho. Cuando se
desafio V. cholerae (1) a diferentes concentraciones de alcanfor, se observa que este tiene efectos
sobre el crecimiento del microorganismo (grafica 4) observindose que los microorganismos
expuestos a este quimico describen una fase exponencial menos vertical que ¢l control, y en todos

los casos sc alcanza una fase estacionaria numéricamente menor en relacion al mismo control.
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Esto indica que ¢l alcanfor a dosis subletales impide que las bacterias se multipliquen de mancra

normal.

En cuanto a la curva de supervivencia de V. cholerae expuesto al alcantor {grifica 5) la
cancentracion minima inhibitoria tiene un efecto bacteriostatico puesto que en el transcurso del
experimento no se evidencié un efecto significativo drastico de muerte celular de V. cholerae, este
fenomeno Hlama la atencion si se compara este hecho con ef efecto que tienen los aceites
esenciales completos de ambas plantas sobre el mismo microorganismo donde se observa que a
una dosis igual a la concentracion minima inhibitoria hay muerte celular utilizandose un indculo
aproximadamente 100 veces mayor (grafica 1): Probablemente la explicacion radica en que
pudiese haber un efecta sinérgico entre el alcanfor y alguno o varios de los compuestos presentes
en los aceites, de hecho, este fenameno ha sido comprobado por Kubo, 1. (1993), quien demostra
que los monoterpenas comnunes en los aceites esenciales de muchas plantas como el linalol y ef a-
cadineno que poseen poca actividad antimicrobiana, potencian su actividad cuando se evalitan
junto con otros monoterpenos como ¢l bomeol @ con atros compuestos no terpénicos como el
indol, asi mismo, en algunos casos la combinacion de terpenos aumenta 250 veces la actividad en

comparacion a cuando son evaluados individualmente.

En ¢l presente trabajo se logrd aislar e identificar un compuesto activo (el alcanfor) pero existe la
posibilidad de nue existan mds sustancias activas, especialmente en el aceite de L. canlescens que
presentd una fraccion activa ademas de la que contenia el olcanfor (tabla Vi),

desafortunadamente la cantidad de esta era tan pequeiia que no se pudo estudiar quimicamente.



CONCLUSIONES

I De las plantas evaluadas, las infusiones de  Lepechinia  canlescens

Tanacetum partheninm presentaron actividad antibacteriana,
2.- Laactividad anti- Vibrio cholerae esta presente en el aceite esencial de ambas plantas.

3.- Uno de los principios activos presentes en los aceites esenciales de ambas plantas es el

alcanfor,

4.- La cepa menos sencible a los aceites esenciales y al alcanfor fue V. cholerae aislada de un caso

clinico.

5.- El alcanfor es menos activo que los aceites esenciales completos, probablemente este

fenomeno se deba a efectos de sinergia.
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APENDICE

L CUANTIFICACION DE SOLIDOS SOLUBLES (Gonzalez y Peiatosa, 1981).

Esta técnica se utiliza para cuantificar solidos en solucion o en suspension en agua, la metodologia

empleada fue fa siguiente:

a). Pesar en la balanza analitica determinada cantidad de muestra (en este caso 10 g de la

infusion o de cocimiento).
b). Secara 100-110 °C enuna estufa de vacio durante 24 horas. La estufa de vacio que se usd cs
de la marca Lab-Line DUO-VAC, Modelo N° 5610 con control de terniostato y se trabajé a

un vacio de 10 pulg. Hg.

c). Esperar a que se enfiie. Pesar en balanza analitica. La balanza analitica que se utilizd fue una

Mettler, Madelo H10.

d). Colocar Ja muestra nuevaniente en la estufa a 100 °C y dejarla otras 10 horas.

e). Enfriar a temperatura ambiente y pesar nuevamente.

Cuando fue necesario, se repitié toda la operacion hasta que el peso se mantuvo constante,

Los solidos se caleutaron por diferencia entre el peso de la muestra con o sin agua.
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1. METODO DE DIFUSION EN AGAR O DF KIRBY-BAUER
(Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe v Viiemnick, 1991),

Este método se utilizd para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los preparados
herbales, los accites esenciales y s fracciones producto de las separaciones cromatograficas, la

metodologia fue la siguiente;

MEDIO.  Se ha seleccionado como medio de cullivo estindar el agar  Maeller-Hinton
(Bioxon 110-1), ya que promueve ¢l desarrollo de la mayaiia de los aislamientos bacterianos
clinicamente significativos. Es importante que el medio alcance en Ia placa un espesor uniforme de
4 mm. Si es mds fino, los antibioticos tienden a difundir més cn direccion lateral, aumentando el
tamafio de las zonas de inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor
difusion del antibidtico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de

inhibicion,

INOCULO. Con un hisopo estéril de poliéster se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias
de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar (Escherichia coli, Salmonella thypi,
Shigella dysenteriae, ctc.). Se sumerge el hisopo en 3 ml de caldo tripteina soya (Bioxon Ili), se
enjuaga bien el liquido para descargar todo ef material y luego se retira el hisopo. Incubar el tbo
de cultivo a 37°C durante aproximadamente 2 a 3 horas, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estindar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracion de

aproximadamente 1.5 x 10® bacterias/mi.

El estandar 0.5 de McFarland se prepara afiadiendo 0.5 ml de sulfato de bario a  99.5 mi de
H,S0; 0.36 N. (Hendrickson, 1987). La comparacion de la turbidez entre el estandar y el caldo
con el organismo en estudio se puede efectuar observindolos contra una cartulina blanca con
lineas negras horizontales, o en su defecto en un espectrofotometro (Spectronic 21 Milton Roy) a

660 nm.
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Si la suspension de organismos es menos turbia que el estindar, se aiade solucion salina basta
igualarlas. Una vez fogrado ésto. se sumerge un segundo hisopo de polidster, esténl y seco en la
suspension bacteriana, y antes de retivarlo se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo
contra la pared iterna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de
Miuteller-Hintan. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente; es aconsejable
mantener la tapa entreabierta para permitir fa evaparacion de cualquier exceso de humedad de la
superficie del agar. Finalmente, se siembra mediante estria en par lo menos tres dirceciones,

dando vueltas a la placa en angulos de apreximadamente 60° lucgo de cada estria.

Una vez seco ef indeulo, Ia placa de Miteller-Hinton esta lista para fa aplicacion de las muestras a

las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

APLICACION DE SUSTANCIAS. Para este caso, se utilizaron cilindros de acero inoxidable
USP (United States Pharmacopeia) y sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel whatman
del N° 5 (los cilindros se utilizaron durante Jos bioensayos preliminares, y cuando se bioensayaron
los aceltes esenciales; los sensidiscos se utilizaron para evaluar biologicamente Jas fracciones
separadas mediante cromatografia). En todos los casos se hicieron las diluciones necesarias para

que los cilindros y Jos sensidiscos levasen la cantidad deseada de producto.

Al Hlevar a cabo la pruetia de susceptibilidad, los cilindros o los discos impregnados con las
sustancias a evaltiar se colocan en Ia superficie del agar manuahnente, utilizando una pinza estéril;
los cifindros deben colocarse por lo menas a 22 mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa
para evitar que las zonas de inhibicion se superpongan o se extiendan hasta ¢l margen de la placa.
Los cilindros se deben presionar suavemente con una punta de la pinza, cuidando de no moverlos
una vez colocados en su lugar. Sobre cada cilindro se coloca ta concentracion de cada extracto a

evaluar.
PREPARACION DE MUESTRAS. Para el bioensayo preliminar ¢l vehiculo fue agua destilada;

cuando se evaluaron los aceites esenciales, estos se colocaron tal cual en la superficie de las

placas, sobre los cilindros. En cuanto a la cvaluacion de las fracciones, los sensidiscos se
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impregnaron con soluciones valoradas de las muestras hasta legar a la concentracion deseada de
sustancia por disco; en este caso, se utilizaron solventes coma el metanol y el claroformo para
solubilizar los compuestos, para posteriormente impregnar los discos dejando evaporar el solvente

durante 12 horas

CONTROLES NEGATIVOS. Se utilizo agua destifada para las bioensayos preliminares, aceite
de oliva estéril cuando se evaluaron las aceites esenciales, discas a los que se les agregd metanol

o cloroformo y que se dejaron evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).

CONTROL POSITIVQ. Se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales a sensidiscos con
antibiotico para bacterias Gram-negativas (Bigaux) encontrandose que kanamicina presentaba
halos de inhibicion dentro de los Kmites de susceptibilidad reportados (Barry y Thornsberry,

1987), debido a esto, se utilizaron discos de kanamicina de 30 pg (Bigaux E-03).

INCUBACION. Una vez preparadas convenientemente fas placas para la prueba de
susceptibifidad, se les colocod en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a
35 °C, sin mayor tension de CO; . Es preciso evitar presion de CO; debido a que se puede formar
deido carbonico en la superficie humedecida del agar, provocando un descenso del pH. El
desarroflo de algunos microorganismos es inhibido a pH acido, lo cual tiende a estrechar
falsamente la zona de inbibicion. Asimismo, la actividad de diversos antibidticos puede aumentar
o disminuir con la caida del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de difusion y
alteraciones de las zonas de inhibicion. Se incuban siempre placas con discos sin sustancia a

evaluar como control (control negativa).
INTERPRETACION DE RESULTADOS. Las zonas de inhibicion se midieron con una regla de

calibracion en milimetros. En todos los casos, esta prueba se hizo por triplicada y se reportaron

los valores promedio.
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HL DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) V DF,
CONCENTRACION BACTERICIDA MEDIA (CBM).

METODO DE MACRODILUCION EN CALDO (Jones et al., 1987)
a). PREPARACION DE REACTIVOS Y DILUCIONES.

La solucion antimicrobiana de trabajo se prepara diluyendo la droga en el caldo de Miieller-
Hinton a la mayor concentracion linal deseada. La prueba se realiza en tubos de ensayo de 13 por
100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodon. Para un pequeiio niimero de pruebas se
preparan diluciones al doble directamente en los tubos, del modo siguiente: Se colocan 2 ml de
solucion de trabajo de la droga en el primer tubo de la serie de diluciones. En cada uno de fos
tubos restantes es afadido 1 ml de caldo de Mieller-Hinton. Con una pipeta esterilizada se
transfiere I ml def primer tubo al segundo. Después de mezclar bien el contenido del segundo
tubo, se transfiere 1 ml con una pipeta diferente (en esta transferencia y en todas las sucesivas) al
tercer tubo. El proceso continia hasta el pentiltimo tubo, al que se le quita 1 ml que se descarta.
El dltimo tubo no recibe agente antimicrobimo y sirve de control de crecimiento. Las
concentraciones finales de antimicrobianos en esta prueba son iguales a la mitad a la serie inicial

de dilucion, debido al agregado de una concentracion igual de indculo en caldo.
b). INOCULACION E INCUBACION DE LOS TUBOS

Se prepara un ingculo que contenga 10° a 107 UFC/mI (unidades formadoras de colonia/ml)
ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estindar de turbidez (se utiliza el estandar 0.5 de
McFarfand y diluyendo luego 1:200 en caldo). Aiadir a cada tubo, I ml del inéeulo ajustado.
Incubar los tubos a 35 °C durante 16 a 20 horas. No se recomienda la incubacion en atmésfera de

CO2 amenos que sea esencial para ¢l desarrollo del microarganismo.

58



¢). INTERPRETACION DE RESULTADOS

La menor concentracion de antimicrobiano que produce una inhibicion completa del desarrollo
visible representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM). Una turbidez muy ligera o un
pequeiio botdn de desarrollo o turbidez definida se considera evidencia de que la droga ha sido

incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion.

d). DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MEDIA (Finegold y Jo
Baron, 1989).

Para nedir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se realiza la prueba de
actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucion en caldo. Cuando la suspension
inicial del microorganismo es inoculada en los bos de caldo, se toma una alicuota del tubo de
control de crecimiento inmediatamente despuds de ser sembrado, ln cual se inocula en una placa
de agar de Mieller-Hinton para determinar el nimero real de unidades formadoras de colonia
(UFC) del indeulo. Este nimero se obtiene al contar fas colonias presentes juego de la inoculacion

de la placa de agar hasta el dia siguiente y por multiplicacion del factor de dilucion.

Luego que se ha determinado la CIM, se siembra en placas de agar Miietier-Hinton una cantidad
conocida del indculo (usupimente 0.1 mi) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no
presentaban turbidez luego de la incubacion. El nimero de colonias que se desarrolla en estos
subcultivos luego de incubar durante 18 horas se compara con el nimero de UFC/m} del cultivo
original. En aquelios tubos que no presentaban turbidez, algunos microorganismos pueden
permanecer viables, Debido a que incluso las drogas bactericidas no siempre esterilizan totahnente
una poblacion bacteriana, la minima concentracién del agente antibacteriano que permite
sobrevivir a roenos de 0.1 % del inoculo original, se denomina Concentracion Bactericida Media

(CBM).
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IV. CURVA LETAL (Curva de Supervivencia y efecto sobre el crecimiento).

( Kubo, 1993; Shoenknecht et al, 1987).

El crecimiento de V. cholerae se investigd mediante medidas (en caldo Maeller-Hinton) de

turbidez y conteo de células viables de la bacteria sometida a las drogas vegetales.
El desarrollo fue el siguiente:

i. Preparar y rotular por lo menos un tubo con el extracto problema, para muestreo desde el
tiempo cero y después a intervalos de una hora, hasta las 6 horas. A partir de este inuestreo, s¢

preparan tubos para realizar lecturas cada 6 horas.
2. Preparar y rotular un tubo sin antimicrobiano que sirva como control del desarrolto.

.y . £ .
3. Se prepara el indculo, con aproximadamente 3x10° bacterias/ml ¢n un tubo de ensayo con 10
ml de caldo Miieller-Hinton (esta concentracion bacteriana se obtiene en un perfodo de 12-18

horas de incubacién).

4. Inocular con ayuda de una micropipeta 0.1 ml de la suspension de bacterias en los tubos que
contienen el antimicrobiano (cste estari a una concentracion igual a la concentracion
bactericida media) y sus miltiplos medios; esto es, la MIC, la mitad de la MIC, ete. La
concentracion final debe ser aproximadamente de 3x10° bacterias/ml de calda en cada tubo.

Incubar en una estufa sin presion de CO; .

5. Muestrear cada hora durante las 6 primeras horas, ademas se realizan diluciones para
determinar las unidades formadoras de colonias en cada tubo, a partir de este tiempo se
muestrea cada 6 horas.  Concomitantemente, se lee en el espectrofotometro cada 2 horas a

660 min. La duracion del experimento es de 24 a 36 loras.
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V. OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES

(Charhwood and Charlwood, 1991; Dominguez, 1973).

Los aceites esenciales se obtuvieron por la téenica de destilacion por “arrastre de vapor® a partir
de material vegetal Jo més fresco posible, en este método se explota la caracteristica que poseen
las esencias de presentar bajas presiones de vapor y por lo tanto pueden ser arrastradas por

sustancias que poseen presiones de vapor mas altas. El aparato que se utilizd es el siguiente:

Taréa ~

Empleando este aparato se pueden destilar por arrastre de vapor continuo de 100 a 500 g de
planta fresca, con buena recuperacion de esencia. Sin embargo, para poder obtener la cantidad
adecuada para llevar a cabo la presente investigacion fue necesario montar varias unidades. En
caso de que el rendimiento sea muy bajo, se puede colocar en "d” un poco de éter etilico para
obtener la esencia y el destilado, se colecta la esencia o la mezcla esencia-éter, se refrigera a 0 °C
durante 24 horas para separar ¢l éter de la mezcla. La cantidad de aceite se puede medir en una

micropipeta (Dominguez, 1973).
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AISLAMIENTO

Para separar los compuestos activos, se procedio a determinar la mezela de solventes (fase movil)
y ¢l soporte (fase estacionaria) para obtener la mejor separacion en cromatografia de placa fina y
asi poder extrapolar estos resultados en el montaje de la cromatagrafia de columna. Una vez
detenminado el sistema cromatogrifico se procedio a la separacion de fraccianes. Las fases movil
y estacionaria para separar los componentes de cada una de las plantas activas se exponen en los
resultados, asi coma las subsecuentes separaciones cromatogrificas hasta la obtencion de los
principios activos. En todos los casos de separacion por placa fina se utilizaron cromatofolios de
gel de silice Merck (Kicselgel 60-5553); para las cromatografias en columna se utilizo silica gel de

malla 70-230 (Sigma 5-2509).

ELUCIDACION DE ESTRUCTURAS

La clucidacion de estructuras del compuesto puro se fleva a cabo mediante determinacion de
parimetros fisicos (punto de fusion) y espectroscopicos en el ultravioleta, espectrometria de
masas y resonancia magnética nuclear de protones y C. El punto de fusién se determiné en un
aparatoFisher-Johns. El espectro ultravioleta se realizo en un espectrofotometro Perkin Elmer
UV/VIS Lambda II; el solvente usado fue metanol grado HPLC (Aldrich 27, 047-4). Los
espectros de RMN'H y RMN'*C se obtuvieron en un Varian Geminis 200A.

£l espectro de masas se determind en un espectrometro de masas Jeol JIMS-Sx 102A con base de

datos. La muestra se analizo por introduccion directa.
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