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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué la actividad antimicrobiana de la raiz de
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. colectada en Zapotitlan Salinas, Puebla. Se
obtuvieron extractos de distinta polaridad (hexanico, de acetato de etilo y metandlico),

se determiné que el extracto de mayor rendimiento fue el metandlico.

Los bioensayos se realizaron sobre 12 cepas bacterianas (4 gram positivas y 8
gram negativas) y 6 especies de hongos de importancia médica y agronémica.

Los extractos que mostraron actividad antibacteriana fueron el hexanico y de
acetato de etilo. El extracto hexanico actué sobre 4 cepas bacterianas y el de acetato
de etilo sobre 8 de ellas. Los extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico
mostraron actividad antifungica. El extracto hexanico exhibié actividad sobre las
especies F. sporotrichum, R. solaniy C. albicans, mientras el extracto de acetato de
etilo fue activo contra R. solaniy C. albicans, también el extracto metandlico presentd

actividad contra R. solani.

Para la evaluacién cuantitativa de la actividad de los extractos se registr6 que el
extracto hexanico posee un efecto bactericida a una concentracién menor a 0.125
mg/ml sobre la cepa de V. cholerae caso clinico.

Se eligid fraccionar el extracto hexanico mediante cromatografia en columna
debido a la presencia de cristales, los antecedentes fitoquimicos y a que presenté los
valores mas bajos de CMI y CBM. De la cromatografia en columna se obtuvieron un
total de 35 fracciones, 4 de las cuales exhibieron actividad antibacteriana. Se
caracterizé la fraccion 25S por presentar halos de inhibicibn mayores, se realizé una
cromatografia en capa fina usando como fase mévil Hexanos - Cloroformo 6:4, se
reveld con sulfato sérico y se obtuvieron 4 manchas cuyos Rf fueron 0.12, 0.217, 0.30,
0.385. Tambien se determin6 que el diterpeno acido (-)-17-hidroxi-neo-clerod-3-en-15-
oico no esta presente en la fraccién activa 25S aislada de la raiz de G. glutinosum.
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INTRODUCCION

Plantas medicinales

El hombre desde épocas remotas ha buscado en las plantas sustancias utiles
para aliviar y curar sus enfermedades, por lo cual las plantas medicinales constituyen el
recurso mas conocido y accesible para grandes nucleos de la poblacion. La informacién
sobre el uso de las plantas medicinales ha sido adquirida de manera empirica y
transmitida de generacidén en generacién, este conocimiento se ha recopilado mediante

informes escritos desde hace 6,000 anos (Argueta, et al., 1994; Cordero, 1996).

Culturas tales como la Hindl, China, Romana y Griega poseen una basta
cantidad de obras relacionadas con las plantas medicinales. Algunos de los
documentos mas antiguos son el Papiro de Ebers escrito hace aproximadamente 3500
anos y el Rig Veda que data del afio 1500 a.C. (Dominguez, 1973; Summer, 2001).

Entre los herboristas destaca el médico griego Hipdcrates (460-377 a.C.) quien
utilizaba a las plantas con el objeto de reestablecer la salud de sus pacientes. Teofrasto
(371-287 a.C.) considerado como el primer botanico estudi6 ampliamente las plantas
medicinales, dicho conocimiento qued6 plasmado en su obra Historia Plantarum.
Pedanio Dioscérides (Primer siglo a.C.) reunié en su obra De Materia Medica, un
tratado completo de las propiedades, usos y cultivo de 600 plantas medicinales
(Dominguez, 1973; Gémez, 1990; Summer, 2001).

En México el conocimiento de las plantas medicinales antes de la conquista era
muy extenso, y se incremento con la introducciéon de nuevas plantas por parte de los
conquistadores, esta informacién qued6 inmersa en documentos como el Cédice de la
Cruz Badiano y el Cdodice Florentino (Dominguez, 1973; Estrada, 1989; Summer, 2001).
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El Cédice de la Cruz Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis), es
considerado el primer tratado posterior a la conquista sobre plantas curativas. Dicho
tratado fue dictado en nahuatl en 1552 por el médico indigena Martin de la Cruz,
posteriormente fue traducido al latin por Juan Badiano e ilustrado con dibujos de las
plantas en un estilo tipicamente indigena. El documento incluye partes subterraneas

como raices, rizomas y bulbos (Dominguez, 1973; Estrada, 1989; Summer, 2001).

El Cédice Florentino redactado por Fray Bernardino de Sahagun entre los afnos
de 1548-1585, tuvo como propdsito inicial contribuir a la evangelizacion de los indios,
mediante el diagndstico de la realidad material e intelectual de los pueblos nahuas, asi
como sus costumbres prehispanicas incluida la religién. Esta obra contiene tres tomos
con 12 libros escritos a dos columnas en castellano y nahualt, el libro Xl esta dedicado
exclusivamente a las plantas medicinales (Dominguez, 1973; Estrada, 1989; Summer,
2001).

El creciente interés en curar sus enfermedades ha hecho que el hombre
profundice en el conocimiento de especies vegetales que poseen propiedades
medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los productos que de ellas se
extraen (Lozoya, et al., 1987).

10



Efecto antimicrobiano de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)

Metabolitos Secundarios

Las plantas poseen dos tipos de metabolismo denominados primario y
secundario. El primero incluye sustancias como proteinas, clorofilas y carbohidratos
entre otras, las cuales son comunes en todas las plantas. El metabolismo secundario,
abarca sustancias que por lo general son biosintetizados a partir de metabolitos
primarios, las plantas pueden producir mas de 100,000 compuestos de este tipo,
poseen bajo peso molecular. Normalmente se localizan en érganos y tejidos
especificos, sélo son activados durante etapas particulares de crecimiento y desarrollo,
periodos de estrés o ataques microbianos. A los compuestos que se obtienen como
producto del metabolismo secundario de la planta se les conoce como productos
naturales (Gros, et al., 1985; Mann, 1987; Hopkins, et al.,1995).

Algunos de los metabolitos secundarios son responsables de la coloracion vy
aromas de flores y frutos, otros estan vinculadas con interacciones ecoldgicas, como
guimioatrayentes de insectos y animales polinizadores y dispersores de semillas
(Hopkins, et al.,, 1995; Kaufman, et al., 1999). Actualmente, se ha demostrado que
principalmente la mayoria de ellos participan en el mecanismo de defensa de las
plantas (Harsh, et al., 2004). Entre estos ultimos, se consideran a las fitoalexinas y los
alelopaticos (Vivanco, et al., 2002).

Aunado a las funciones que presentan en las plantas los metabolitos secundarios
pueden ser usados como agroquimicos naturales, insecticidas, herbicidas, reguladores
de crecimiento, en fragancias, fibras, bebidas y farmacos entre otros (Kaufman, et
al.,1999; Domingo & Lépez -Brea, 2003).

11
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Para el estudio de los metabolitos secundarios la fitoquimica permite aislar e
identificar los principios activos de numerosas plantas con importante actividad
biolégica, tal es el caso de las plantas medicinales.

Aproximadamente el 60% de la poblacién del mundo confia casi completamente
en plantas para el tratamiento de enfermedades y los productos naturales han sido
mucho tiempo reconocidos como una fuente importante de medicamentos
terapéuticamente eficaces. De los 520 nuevos medicamentos aprobados entre 1983 y
1994, el 39% fueron obtenidos a partir de plantas, entre estos el 60-80% de
antibacterianos y medicamentos citotéxicos fueron derivados de metabolitos
secundarios (Harvey, 2000).

De acuerdo con Huerta (1997) alrededor de 15% de la riqueza floristica mundial
(37 000 especies) posee virtudes curativas. Sin embargo, de las 265 mil especies de
plantas superiores que se calcula que habitan el planeta, Unicamente se han estudiado
en busca de actividad farmacolégica entre el 5y 10% (Cordero, 1996).

México es uno de los paises que posee mayor diversidad bioldgica en el mundo,
cuenta aproximadamente con 10% de las especies de animales y plantas que viven en
el planeta. Su extraordinaria riqueza floristica (26 500 especies de las cuales
aproximadamente 9500 son endémicas) lo ubica en el cuarto lugar mundial. El pais
ofrece las condiciones adecuadas para la existencia de todos los tipos de vegetacion
con excepciéon de la tundra, debido a que en el convergen las zonas biogeograficas
neartica y neotropical, la existencia de un mosaico de climas, distintos origenes
edafolégicos, su historia geolégica y su compleja topografia (Rzedowski & Equihua,
1987; Soberdn & Llorente, 1993).

12
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Las distintas etnias que habitan en México permitieron que la herbolaria
floreciera desde la época prehispanica, actualmente se han registrado en México
alrededor de 4000 especies con atributos medicinales (15% de la flora total), la
validacion quimica, farmacolégica y biomédica s6lo se ha llevado a cabo en 5% de
estas especies (Huerta, 1997).

La riqueza cultural y vegetal de México lo convierten en una de las regiones mas
favorables para la realizacién de investigaciones sobre flora medicinal, de la cual muy
probablemente se podran aislar y estudiar los metabolitos secundarios presentes en las

diversas especies de plantas medicinales.

13
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Antimicrobianos de origen vegetal

Se han aislado alrededor de 12,000 compuestos procedentes de organismos
vegetales y se estima que constituyen tan sélo el 10% de los metabolitos secundarios.
Un porcentaje importante posee cierta actividad antimicrobiana, estos pueden
obtenerse de las plantas medicinales como mezclas complejas en: infusiones, aceites
esenciales, tinturas o extractos. También se aislan como principios activos
guimicamente puros (Hamburger & Hostettmann,1991) en el cuadro numero uno se

citan algunos de los compuestos quimicos aislados de plantas medicinales que son

usados para aliviar enfermedades de origen bacteriano y flngico.

Cuadro 1. Naturaleza quimica de algunos compuestos aislados

de plantas con actividad antimicrobiana

Nombre cientifico Naturaleza ctividad contra Referencia
quimica
Menthaaquatica Monoterpeno Bxcherichia coli Mimica-Dukic, et al., 2003
Mentha longifolia Monoterpeno Excherichiacoli Mimica-Dukic, et al., 2003
Menta piperita Monoterpeno Excherichia coli, Shigella sonei, Mimica-Dukic, et al., 2003
Micrococcus flavus ATTC 10, 240,
Trichophyton tonsurans Candida albicans
Warburgiaugandensis | Sesquiterpeno Soccharomuyces cerevisice, Candida utilis | Kubo & Taniguchi, 1988
Sclerotinis libertiana
Angelicagigas Cumarina Bacillo subtilis Lee, et al., 2003
Carrelia sinensis Havonoide Shigellasp., Vibrio, S mutans Domingo & Lopez-Brea, 2003
Brythrinavariegata Isoflavonoides Saphylococcus aureusresistentes a Tanaka, et al.,2002
meticilina
Carrellia sinensis Havona Vibrio cholerae 01, Sreptococcus mutans, | Domingo & Lopez-Brea, 2003
Shigellasp
Tagetes lucida Havona Saphylococcus epidermidis S aureus Hernandez, 1999
Bacillus subtilis, Sarcinalutea, V. cholerae
Alternanthera Cumarina Pseudomonas aeruginosa, Shigella boyd, Canales, 2000
caracasana Saphylococcus epidermidis, S aurets,
Bocillus subtilis, Sarcinalutea, V. cholerae
Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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Los metabolitos secundarios usados como antimicrobianos se pueden clasificar de la

siguiente manera:
| Terpenos

Los terpenos son generalmente lipofilicos y pueden ser considerados polimeros
de el 5-carbono 2 metil-1,3 butadieno o isopreno (Figura 1.) (Hopkins, 1995).

Fig. 1 Estructura quimica del Isopreno

(IZHa /
CH.=C-CH=CH.

La clasificacion de este grupo de metabolitos secundarios se basa en el numero
de unidades de isopreno que lo componen: monoterpenos (2), sesquiterpenos (3),
diterpenos (4), triterpenos (6), tetraterpenos (8), politerpenos (n) (Gros, et al., 1985).

La actividad antimicrobiana de estos compuestos se relaciona con la capacidad
de solubilizar la membrana ya que afectan a los componentes lipofilicos de esta,
provocando lisis, este efecto es observado especialmente en bacterias gram negativas
(Murphy, 1999).

| Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener un anillo fenélico sustituido.
La posicion y el numero de grupos hidroxilo (OH) en el anillo estan relacionados
directamente con la toxicidad frente a los microorganismos, de forma que un aumento

en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad (Domingo & Lépez—Brea, 20083).

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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Quinonas. Este grupo de metabolitos secundarios estan formados por un anillo
aromatico con dos grupos funcionales ceto. Producen el color marrén de las frutas
cuando se danan y son ubicuas en la naturaleza. Su potencial antimicrobiano se
debe a que forman complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas por lo
que las inactivan y anulan su funcién (Domingo & Lépez—Brea , 2003).

Taninos. Este grupo es subdividido en taninos condensados e hidrolizables. Los
taninos condensados son polimeros de unidades de flavonoides ligados por enlaces
C-C, mientras tanto los taninos hidrolizables son esteres de acidos fendlicos y un
poliol que usualmente es la glucosa (Hopkins, 1995). Entre los mecanismos de
accion propuestos para explicar la actividad antimicrobiana de los taninos se
incluyen la inhibicibn de enzimas microbianas extracelulares, la privacion de los
substratos requeridos para el crecimiento microbiano o la accién directa en el
metabolismo microbiano a través de la inhibicion de la fosforilacién oxidativa.
También pueden formar complejos metal-tanino, que hacen inaccesibles los metales
en la célula e impiden el adecuado funcionamiento celular del microorganismo
(Scalbert,1991).

Flavonoides. Los flavonoides son difenilpropanos, por lo tanto se caracterizan por
tener un esqueleto de 15 carbonos que provienen biogenéticamente de tres
unidades de acetato (Cg) y una unidad de fenilpropano (Ce-Cs3), por ello su esqueleto

se representa por Cg-C3-Cg (Gros, et al., 1985).

Figura 2. Estructura quimica de los flavonoides (Flavano).

0

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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El mecanismo de accién de los flavonoides como antimicrobianos se debe a la
presencia de grupos hidroxilo libres y a que poseen una estructura planar similar a la
de las bases puricas y pirimidicas, ademas de que pueden formar puentes de
hidrégeno con ellas, por lo que se intercalan entre las bases nitrogenadas de la doble
hélice inhibiendo la sintesis de ADN o ARN (Mori, et al., 1987).

| Alcaloides
Se denominan alcaloides a los compuestos nitrogenados heterociclicos, su

mecanismo de accion esta relacionado con una intercalacién entre la pared celular y el

ADN del microorganismo (Domingo & Lopez—Brea , 2003; Summer, 2001)

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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Metabolitos secundarios de las raices

El uso de las raices como medicamentos se remonta varios siglos, la raiz de
Mandragora (Mandragora officinalis) es mencionada en el antiguo testamento (Génesis
30:14) y durante la Edad Media fue la planta preferida de las “brujas y brujos” por ser

alucinogéno (Vivanco, et al., 2002).

Las raices de las plantas acumulan quimicos biolégicamente activos, ademas
continuamente producen y secretan compuestos dentro de su medio ambiente
(rizosfera). Alrededor del 10% del carbono fijado fotosinteticamente es secretado por las
raices (Gleba, et al., 1999).

Los tipos de metabolitos secundarios provenientes de plantas medicinales

encontrados en raices son sintetizados en funcion de los siguientes factores:

Factores abioticos. Algunos de los que pueden producir variaciones en los
componentes secundarios de la planta son condiciones de nutriciéon, suelo, luz,
temperatura, suministro de agua, altitud y los métodos de cultivo (Vanhaelen, et al.,
2000; Yaniv & Bachrach, 2002).

Factores bidticos tales como infecciones bacterianas, fungicas o virales, la
presencia de insectos o su ovoposicion, la competencia con otras plantas y la herbivoria
(Vanhaelen, et al., 2000).

Factores genéticos. Las poblaciones de plantas son una entidad dinamica, por lo
que a menudo se producen mutaciones que pueden propiciar variaciones metabdlicas
que modifiquen las caracteristicas quimicas de la planta. Estas modificaciones pueden
ser no recesivas y conferir a la planta, después de recombinacion genética, una
adaptabilidad a diferencias ecoldgicas (Vanhaelen, et al., 2000).

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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Ontogénicos. Estos factores también desempefian un papel significativo en la
naturaleza de los componentes activos encontrados en las raices de las plantas
medicinales. Aunque se espera que las concentraciones de metabolitos secundarios
aumenten con la edad de la planta, esto no es generalmente asi, ya que estos
componentes puede variar también segun la etapa de desarrollo (Yaniv & Bachrach,
2002).
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Enfermedades de origen bacteriano y fungico

Las enfermedades infecciosas ocasionan serios problemas de salud, aunado a
esto los microorganismos han desarrollado resistencia a los antibiéticos, lo que dificulta
su tratamiento (Davis, 1994). En México las dos primeras causas de morbilidad en el
ano 2002 fueron las infecciones de vias respiratorias y las infecciones intestinales (SSA,
2002), asi mismo la diarrea es, responsable de aproximadamente 5 millones de muertes
al ano en infantes (0-4 afnos) (INEGI, 2001).

Entre las bacterias que producen enfermedades de importancia médica se
encuentran cepas bacterianas de Staphylococcus aureus y epidermidis ya que
constituyen una fuente de infeccidn en pacientes hospitalizados (Apéndice II) (Mims, et
al., 1999; Humphrey, 2002). El principal foco de infeccion para los humanos son los
alimentos contaminados, estos pueden contener bacterias como Shigella boiidy,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae y Salmonella
tiphy que provocan infecciones gastrointestinales de importancia médica (Apéndice Il)
(Myrvin & Weiser, 1991; Mims, et al., 1999; Cordell, 2000; Chart, 2002 a,b,c). Hongos
patdbgenos como Tricophyton mentagrophytes y Aspergillus niger ocasionan micosis
superficiales y micosis profundas o sistémicas en el hombre (Apéndice II) (Myrvin &
Weiser, 1991). Candida albicans es una de las principales levaduras patogénicas,
infecta especialmente a pacientes inmunocomprometidos y puede invadir varios tejidos
(Apéndice Il) (Myrvin & Weiser, 1991; Esquenazi, et al., 2002).

De manera directa el hombre se ve también afectado por hongos fitopatégenos,
ya que millones de personas dependen de los productos vegetales para sobrevivir. Las
enfermedades ocasionados por hongos reducen la variedad de plantas que pueden
desarrollarse en una determinada zona geografica, asi como las fuentes de empleo que
se generan con los cultivos y el procesamiento del material vegetal. El tipo y monto de
las pérdidas ocasionadas por las enfermedades de las plantas varia de acuerdo a la
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especie, el agente patdgeno y la localidad entre otras. Entre los hongos patégenos de
plantas se pueden mencionar Aspergillus niger, Fusarium monoliforme, Fusarium
sporotrichum y Rhizoctonia solani que provocan dafnos en granos almacenados, raices,
tallos y hojas de plantas de importancia econdmica (Apéndice Il) (Fich & Fich 1974;
Agrios, 1996).

El tratamiento de estas y otras enfermedades se ve dificultado por la aparicion de
patdgenos resistentes a los distintos farmacos, las agentes antifungicos presentan
problemas de solubilidad, estabilidad y absorcion. En el caso de las infecciones
fungicas en plantas, el costo del método de control es muy elevado (Agrios, 1996;
Cordell, 2000).

El desarrollo de nuevos agentes antibacterianos y antifungicos puede hacerse de
manera sintética, semisintética, por ingenieria genética, quimica combinatoria u
obtenerse de productos naturales, por lo cual las plantas constituyen una fuente
importante para tal uso, ya sea como agente terapéutico directo o después de sufrir
modificaciones quimicas para incrementar su potencia, reducir su toxicidad, o elevar su
solubilidad (Mims, et al., 1999; Cordell, 2000;).

Cuando las busquedas de compuestos antimicrobianos se realizan en especies
que fueron recolectadas de acuerdo con informacién etnobotanica se incrementa la
posibilidad de encontrar compuestos valiosos para la agricultura o la medicina (Cordero,
1996), tal es el caso de la planta Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. (Serrano,
2004; Canales, et al.,, en prensa) especie perteneciente a la familia botanica
Asteraceae.
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Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es considerada la mas grande de las angiospermas, esta
constituida por 20,000 especies agrupadas en casi 1000 géneros (Cronquist,1981). Su
distribucién es practicamente cosmopolita y una de las mas comunes en cualquier tipo
de habitat. México es uno de sus principales centro de diversificacién y en su territorio
se encuentra la concentracién mas cuantiosa de géneros y especies de todo el mundo,
(3000 especies agrupadas en 380 géneros) (Ortiz- Bermudez, et al., 1993; Heinrich, et
al., 1998). Sin embargo los compuestos potencialmente antimicrobianos de las raices
de esta familia han sido poco estudiados (Romo de Vivar, 1985), entre ellos podemos
citar los siguientes trabajos:

Zamilpa y colaboradores aislaron el diterpeno acido beyerenoico de las raices de
Viguiera hypargyrea, el cual mostré6 actividad contra Staphylococcus aureus,
Enterococcus feacalis y Candida albicans, patdgenos del hombre (Zamilpa, et al.,2002).

En el 2001 Gardufio- Ramirez y colaboradores obtuvieron 4 nuevos eremofilanos
de las raices de Psacalium radulifolium, ademas demostraron que uno de los

compuestos con mayor actividad antimicrobiana es el cacalol.

Las proteinas tipo | inactivadoras del ribosoma fueron aisladas de las raices de
Mirabilis expansa. Las proteinas ME1 y ME2 mostraron actividad contra los hongos
Pythium irregulare, Fusarium oxysparum, Alternaria solani, Trichoderma reesei, T.
harzianum y las bacterias Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens y A.

radiobacter (Vivanco, 2001).
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Se ha demostrado la actividad antifungica del extracto hexanico de Echinea sp.
contra Saccharomyces cerevisiae, Candida shehata, C. kefyr, C. albicans, C steatulytica
y C. tropicalis, dicha actividad se atribuyé a los cetoalquenos y cetoalquinos

abundantemente presentes en las raices de la planta (Binns, et al., 2000).

Los eudesmandlidos obtenidos de la raiz de Inula helenium y Rudbeckia

subtomentosa presentan actividad antimicobacteriana (Cantrel, 1999).

Una de las especies de la familia Asteraceae en las que no se ha demostrado
actividad antimicrobiana de las raices es Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less.
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GENERO Gymnosperma Less.

El género Gymnosperma engloba plantas subarbustivas, glutinoso-resinosas; que
poseen hojas alternas, sésiles; con cabezuelas corimboso-paniculadas; su invélucro es
cilindro-turbinado, poseen bracteas escasas, coriaceas y margenes escariosos,
graduadas, las exteriores mas cortas; su receptaculo es plano y desnudo (Rzendowski
& Rzendowski, 1985).

Tiene pocas flores liguladas, fértiles, sus corolas inconspicuas, amarillas; las flores
del disco son generalmente hermafroditas, con corolas amarillas, la garganta
angostamente campanulada; anteras con bases obtusas; ramas del estilo de las flores
hermafroditas elipticas, aplanadas, provistas de un apéndice lanceolado, pubescente;
aquenio oblongo, algo comprimido, vilano ausente o en forma de coronita breve. Se ha
descrito una sola especie de México y algunas zonas vecinas (Rzendowski &
Rzendowski, 1985).

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)

24



Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less

Nombres comunes:
G. glutinosum se conoce popularmente como tatalencho, escobilla, jarilla,
pegajosa, tezozotla (nahuatl), xonequiletl, zacayauchi, xinecuite, popote.

Clasificacion:

REINO: Plantae

DIVISION: Spermatophyta

SUBDIVISION: Angiospermae

CLASE: Dicotiledoneae

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae

TRIBU: Astereae

GENERO: Gymnosperma

ESPECIE: Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less (Figura 3)

Descripcion:

Esta planta es un subarbusto que mide hasta 1 m. de alto, erecto, glabro a casi
glabro, glutinoso, sus tallos son mas o menos ramificados, estriados; posee hojas
lineares a lanceoladas que miden de 1-8.5 cm de largo y 1-9 mm de ancho, agudas a
acuminadas en el apice, margen entero, trinervadas, densamente punteadas en ambas
caras, las cabezuelas son numerosas agrupadas en densos conjuntos corimbiformes
terminales, sésiles o sobre pedinculos que miden hasta 3 mm de largo; involucro de 9 a
15 bracteas elipticas a ovadas, verdes en el apice, las mas largas de 4-5 mm de
longitud; las flores son de color amarillo palido, posee de 5-9 flores liguladas con
corolas de 2-3 mm de largo, con el tubo largo y la parte laminar de 1 mm de longitud o
menos; tiene de 2-4 flores del disco cuyas corolas miden de 2.5 a 4 mm de largo, a
menudo no todas son fértiles; aquenios de 1-1.5 mm de largo, pubérulo (Rzendowski &
Rzendowski, 1985; SEMARNAT, 2004).
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Figura 3. Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less
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Distribucion:

G. glutinosum se encuentra reportada para los estados de Chihuahua, Durango,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Estado de México, Nayarit y Puebla (Figura 4)
(Rzedowski & Rzedowski,1985; Ortiz—Bermudez, et al.,1993; Lara & Marquez, 1996;
Hernandez, et al., 2003; Canales, et al., en prensa).

Figura 4. Distribucion de G. glutinosum en el territorio nacional [l
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Etnobotanica y antropologia:

G. glutinosum es utilizada en el Estado de México, Durango y Guanajuato para
tratar el reumatismo. Las hojas y tallo se maceran en alcohol durante 3 y hasta 8 dias,
con esta mezcla se frotan las partes afectadas; se puede beber, tomar bafos con el
cocimiento de las ramas, o aplicar fomentos sobre las reumas y los golpes. Cuando hay
dolencia de los pies, se colocan sobre los zapatos las hojas frescas; o las ramas se
sumergen en alcohol, y se dejan reposar durante tres dias al cabo de los cuales se
frotan con éste los pies diariamente. En Guerrero se utiliza para aplicar limpias en
animales. Otros usos que se le asignan son contra la fiebre amarilla, para soldar huesos
y contra la diarrea (Argueta, et al.,1994).

En el estado de Puebla G. glutinosum es usada para aliviar el dolor de cabeza,
se muelen las yemas de xinecuite (G. glutinosum), chichiuia (Gonolobus uniflorus) y
romero (Rosmarinus officinalis) y se colocan a manera de emplasto sobre la frente. Los
jiotes, enfermedad de la piel que se caracteriza por manchas blanquecinas, es tratada
con las yemas molidas de esta planta. Los piquetes de hormiga se alivian frotando las
yemas sobre la zona afectada. Cuando hay rotura de huesos en animales las yemas se
calientan y se amarran con un trapo al hueso dafado (Argueta, et al., 1994). En San
Rafael Coxcatlan, Puebla es utilizada en forma de té para aliviar la diarrea (Canales, et
al., en prensa) y en coccién para el mismo fin en el municipio de Zapotitlan Salinas,
Puebla (Hernandez, et al., 2003).
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ANTECEDENTES

La planta Gymnosperma glutinosum ha sido reportada principalmente en
estudios enfocados al conocimiento de la vegetacién de determinadas localidades tal es
el caso de Valiente-Banuet quien la localiza en Selva Baja Caducifolia en el Valle de
Tehuacan—Cuicatlan, Puebla y como elemento de la vegetaciéon denominada Chaparral
(Valiente-Banuet, et al., 1998), Ortiz-Bermudez y colaboradores en 1998 la reportan en
su estudio sobre la Familia Asteraceae en el estado de Nayarit.

Los compuestos quimicos que se han aislado de la parte aérea de la planta
incluyen principalmente flavonoides y diterpenos. Sanggong y colaboradores (1988)
extrajeron 21 flavonoides de G. glutinosum, de los cuales catorce eran ya conocidos y 7
reportados por primera vez. Horie y colaboradores (1998) utilizaron los espectros de
Resonancia Magnetica Nuclear de '*C para elucidar la estructura quimica de 5 flavonas.
El &cido ent-dihidrotucumanoico y el acido 2-angeloil ent-dihidrotucumanoico fueron
elucidados por Martinez y colaboradores en 1994 mediante técnicas de espectroscopia
y analisis de difraccion de rayos X, este mismo método fue utilizado para corroborar la
estructura de los diterpenos (+) ent-labd-7-en-13S,14R,15,triol y el &cido (-)-17-hidroxi-
neo-clerod-3-en-15-oico cuyas estructuras se establecieron en un principio por
transformaciones quimicas y espectroscopia (Maldonado, et al., 1994). La estructura
molecular del acido (-)-17-hidroxi-neo-clerod-3-en-15-oico fue nuevamente determinada
por Calderén y colaboradores (2001) por espectros de Resonancia Magnética Nuclear
de '3C, técnica por la cual no habia podido ser determinada.

Los estudios farmacoldgicos y toxicolégicos de la planta indican que el aceite
esencial de la planta excita la accién motora de los centros musculares e impide las
funciones de las extremidades de los nervios sensitivos de la piel y la excitabilidad de la
fibra muscular, se ha reportado que dicho aceite esencial puede causar la paralisis de
los centros bulbares respiratorios.
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El extracto hidroalcohdlico administrado por via subcutanea produce paralisis,
dilatacién de las pupilas, somnolencia, abatimiento de la temperatura y la muerte
(Argueta, et al.,1994).

Los estudios etnobotanicos realizados en el municipio de Zapotitlan Salinas
Puebla reportan su uso por los habitantes de la regién como antidiarreico, utilizando la
parte aérea en cocciéon (Hernandez, et al., 2003). En San Rafael Coxcatlan, Puebla es
utilizada en forma de té para aliviar la diarrea (Canales, et al., en prensa).

Estudios enfocados a corroborar las propiedades de la planta han sido realizados
por Canales y colaboradores (en prensa) quienes evaluaron la actividad antibacteriana
de los extractos hexanico, metandlico, de acetato de etilo y acuoso de la parte aérea de
la planta sobre 14 cepas bacterianas, reportando el extracto hexanico como el mas
activo al inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Shigella boydii, Vibrio cholerae CDC V12, V. cholerae INDRE 206, V. cholerae aislado
de un caso clinico. Serrano en el 2004 purifico el compuesto activo acido (-)-17-hidroxi-
neo-clerod-3-en-15-oico de la parte aérea, ademas confirmé su actividad como
antibacteriano contra Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Shigella
boydii, Vibrio cholerae No.01, V. cholerae INDRE 206, V. cholerae caso clinico,
Salmonella typhy y Enterobacter aerogenes.

La actividad antimicrobiana de las raices de dicha planta no ha sido evaluada,
ademas solo se ha reportado su accion contra bacterias no asi como antifungica, por lo

cual los objetivos del presente trabajo fueron:
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana de la raiz de Gymnosperma glutinosum

(Spreng.) Less.

OBJETIVOS PARTICULARES

Colectar la raiz de Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less en Zapotitlan
Salinas, Puebla

Obtener los extractos herbales de distinta polaridad de la raiz de
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less mediante la técnica de maceracion
Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos sobre bacterias y hongos
patdgenos usando la técnica de difusion en agar de Kirby-Bauler e inhibicion
del crecimiento radial respectivamente

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Bactericida Minima (CBM) de los extractos activos

Aislar la fraccion activa mediante técnicas cromatograficas biodirigidas
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ZONA DE COLECTA

Zapotitlan Salinas, Puebla

Ubicacion geografica: El municipio de Zapotitlan Salinas (Figura 5) forma parte del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan, localizado en la region sureste del estado de Puebla. El
municipio colinda al norte con Tehuacan, al sur con Caltepec, al oeste con Chilac y San
José Miahuatlan, al este con el estado de Oaxaca y al noreste con San Martin Atexcala

(Davila, et al.,2002).

Figura 5. Ubicacién geografica de Zapotitlan Salinas, Puebla.

Las coordenadas geograficas de Zapotitlan Salinas son los paralelos 18° 07’ 18”
y 18° 26’ 00” de latitud norte, los meridianos 97° 19’ 24” y 97° 39’ 06” de longitud
occidental y posee una superficie de 484.77 Km? (Davila, et al.,2002).
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Orografia: El municipio pertenece a dos regiones morfologicas; el noreste forma parte
del Valle de Tehuacan, que muestra un relieve montafioso en general, el cual forma un
arco que corre de norte, este y sur declinado hacia el centro-este donde el municipio
alcanza su menor altura. El declive no es abrupto, destacan algunos cerros como el

Pajarito y el Calvario (Davila, et al.,2002).

Litologia: Desde San Antonio Texcala hasta el Paso de Agua de Burro se extiende una
serie constituida por lutitas calcareas y margas con la intercalacién de gruesos lentes de
caliza fosilifera. El complejo basal esta formado principalmente por rocas igneas
constituidas esencialmente por esquistos de clorita y sericita. También hay rocas igneas
intrusivas que afloran en lomerios redondos (Calderén- Garcia, 1956).

Clima: El clima del Valle, determinado en la estacién de Zapotitlan Salinas, de acuerdo

a la clasificacion de Kéeppen modificada por Garcia (1981) es Bsohw” (i)g que

corresponde a un clima seco, semicélido con lluvias en verano y escasas el resto del

ano. La temperatura media anual entre 18-22°C y oscilaciones estacionales de 4° a
18°C. La precipitacién media anual no excede los 412.40 mn? (Neri, 2000).

Edafologia: Los suelos son en mayor proporcién de origen calcareo y de profundidad
variable. La heterogeneidad edafica se debe a la dinamica genética pasada y actual en
la cuenca, y que se expresa en su morfologia (Rivas, 2003). Se pueden identificar

cuatro tipos de suelos (Cuadro 2).

Hidrologia: ElI municipio pertenece a la cuenca del Papaloapan en su mayor parte,
excepto el extremo suroeste que pertenece a la cuenca del Balsas. Posee un arroyo
principal donde desembocan varios arroyos intermedios ubicado al centro-este y
llamado Agua de Gavilan. El Rio Zapotitlan se une al rio Tehuacan en el Valle del
mismo nombre formando el Rio Salado, se considera a este rio uno de los principales
afluente del Papaloapan (Secretaria de Gobernacién, Puebla 1988).
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Cuadro 2.Tipos de Suelo encontrados en Zapotitlan Salinas, Puebla.
(Secretaria de Gobierno, Puebla 1988)

Tipo de suelo Caracteridticas Ubicacion en la localidad
Vertisoles (V)  Textura arcillosa y pesada, que se agrietan notablemente Extremo este
cuando se secan.
Rendzinas ()  Presenta una  alta fertilidad para las actividades Abarca una extensa area del
agropecuarias centro y oeste

Regosoles(R, Formados por material suelto que no sea aluvial reciente, Localizado al  poniente  del
como dunas, cenizas volcanicas, playa etc., son pobresen  municipio
nutrientes y practicamente infértiles.

Litosoles (1), Fspesor menor a 10 cm sobre roca o tepetate, no son aptos  Cubre todo el extremo suroeste en

para cultivos. zonas montanosas

Fauna: En la zona se encuentran aproximadamente 91 especies de aves, 11 especies
de anfibios, 48 especies de reptiles y 24 especies de murciélagos, la informacion

disponible para el resto de los grupos de mamiferos es pobre (Davila, et al.,2002).

Vegetacion: En la zona de estudio se encuentran tres principales tipos de vegetacion
de acuerdo con Rzedowski (1978): Matorral xeréfilo, Bosque espinoso y Bosque tropical
caducifolio (Cuadro 3). Se encuentra un total de 2621 especies de plantas vasculares

con un gran porcentaje de endemismo (Davila, et al.,2002).

Cuadro 3. Tipos de Vegetacion de Zapotitlan Salinas, Puebla

Matorral xerofilo Bosque espinoso Bosque tropical caducifolio
Fsla comunidad mas extendida en la | H Bosque espinoso en Zapotitlan H bosque tropical caducifolio o selva
regiony constituye varias presenta asociaciones tipicas de baja caducifolia en Zapotitlan se
asociaciones de porte arbustivo arbustos espinosos de la familia caracteriza por el predominio de la
caracteristico de zonas aridasy Leguminosae. Esta comunidad familia Leguminosae (Osorio-
semidridas. Fh esta comunidad se predomina principalmente en Beristain, et al.,1996).
encuentran principalmente terrenos planos poco pedregosos
tetecherasy cardonales (Osorio- (Zavala, 1982).
Beristain, et al.,1996).
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Datos Socioeconomicos: Segun datos del INEGI la poblacién para el ano 2000
(INEGI, 2000) se estim6 en 8900 habitantes, 4145 hombre y 4755 mujeres. La mayoria

de la poblacién son de origen mestizo descendientes de Popolocas.

Las ocupaciones de los habitantes incluyen la agricultura, recoleccién de lena,
artesanos en talleres de 6nix, extraccion de sal, trabajos de albanileria y en los Ultimos
anos, la industria textil se ha desarrollado en la comunidad, existen aproximadamente 5

fabricas en el pueblo.

36



37



Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)

METODOLOGIA
Colecta de Ila Planta

El presente estudio se llevdé a cabo con la raiz de la planta Gymnosperma
glutinosum colectada en el mes de Agosto del 2004 en la localidad de Zapotitlan
Salinas, Puebla. La determinacién de la planta fue realizada por el Bidlogo Martin
Paredes. Se depdsito un ejemplar en el herbario IZTA.

Bioensayos preliminares

Extraccion por maceracion.

Para llevar a cabo la extraccion por maceracién se pesaron 75 g de la raiz seca y
molida, se colocaron en un matraz de vidrio con capacidad de 1 litro y se agregaron
solventes en orden creciente de polaridad (hexanos, acetato de etilo y metanol),
dejando cada solvente por 4 dias. Una vez obtenidos los extractos se procedié a
filtrarlos, posteriormente se destil6 el exceso de solvente a presion reducida en un
rotavapor. Los extractos se colocaron en recipientes de vidrio con la finalidad de
completar la evaporacién del solvente. El contenido de sélidos de cada uno se los
extractos se calculé mediante diferencia de peso.

Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalud para las bacterias mediante el método de
difusién en agar de Kirby-Batier (Konneman, et al.,1985) e inhibicién del crecimiento
radial para el caso de los hongos (Wang & Bun, 2002). Los discos se impregnaron con
2mg de cada extracto; se utiliz6 como control positivo cloramfenicol (25 Mg/disco) para
las cepas bacterianas y ketoconazol a una concentracion de 7 Ug/disco para los
hongos, como control negativo se usaron discos impregnados con 10ul de cada uno de

los solventes utilizados. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Apéndice lll).
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Microorganismos utilizados

Se utilizaron 12 cepas bacterianas y 6 especies de hongos de importancia
medica y agronémica, enlistadas en la Cuadro 4:

Cuadro 4. Microorganismos utilizados

BACTERIAS Gram
Sarcina lutea? +
Bcillus subtilis 2

Saphylococcus aureus ATCC 12938 2
Saphylococcus epidermidis?

Vibrio cholerae No.0O1 2 -
Vibrio cholerae INDRE206 2* -
Vibrio cholerae caso clinico 2 -
Vibrio cholerae CDCV12 2 -
Bxcherichiacoli ATCC 25922 2 -
Silmonella typhi ATCC 19430 2 -
Enterobacter aerogenes? -

Yersinia enterocolitica -

+ o+ o+

* Aislada de agua contaminada
a Donadas por el laboratorio de Microbiologia de la FES Cuautitlan
b Donada por el laboratorio de Andlisis Clinicos de la CUSI de la FES lztacala

HONGOS
Candida dlbicans¢
Aspergillus niger ¢
Trichopyton mentagrophytes®
Fusarium sporotrichumc¢
Fusarium monoliforme*
Rhizoctonia solani 4

¢ Donada por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal UBIPRO, FES Iztacala
d Donada por el Dr. Raul Rodriguez, INIFAP, Celaya
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Evaluacion cuantitativa

De los extractos que tuvieron actividad se determiné la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y la concentracidn bactericida minima (CBM), mediante la microtécnica
de dilucién en caldo (Apéndice |V), las concentraciones que se evaluaron fueron 0.125,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5y 2 mg/ml. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.

Aislamiento y caracterizacion de la fraccion activa

Del extracto hexanico que fue uno de los que presentd actividad se realizd una
cromatografia en columna (cc), usando como fase estacionaria gel silice marca
Kieselgel G Macherey-Nagel con una malla de 60, como fase movil se utilizaron
distintos solventes con la finalidad de incrementar la polaridad gradualmente (hexano,

mezclas de hexano: cloroflormo y metanol). Las alicuotas se tomaron cada 10 ml.

Una vez obtenidas las alicuotas se sometieron a cromatografia en capa fina (ccf)
para lo cual se emplearon cromatofolios de silica gel con malla de 60 marca Merck

(Kieselgel), se agruparon de acuerdo al parecido de Rif.

Para caracterizar la fraccion activa se realizd una ccf y se observo bajo luz U.V. a
A de 254 y 366nm, dicha placa, también se reveld con el reactivo sulfato sérico y se
procedié a determinar el valor de rf de cada una de las manchas presentes. Se realiz
también una ccf de la fraccion activa usando como referencia el acido (-)-17-hidroxi-
neo-clerod-3-en-15-oico aislado por Serrano (2004).

Analisis Estadistico

Para analizar los resultados de difusion en agar de Kirby-Baler se utilizd6 un
Analisis de Varianza Factorial (ANOVA) realizado en el software Statistica V.5.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Colecta de la planta

La raiz de la planta Gymnosperma glutinosum fue colectada en el mes de Agosto
del 2004 en la localidad de Zapotitlan Salinas, Puebla, en las coordenadas geograficas
18°24.688’ de latitud norte y 97°25.807’ de longitud oeste y a una altitud de 5843 pies.
La determinacién de la planta fue realizada por el Bidlogo Martin Paredes. Se depdsito
un ejemplar en el herbario IZTA, con numero de registro 29982.

Bioensayos preliminares
Extraccion por maceracion

De la extraccién por maceracién se obtuvieron extractos en orden creciente de
polaridad (hexanos, acetato de etilo y metanol) obteniendo los resultados que se

muestran en el gréafico 1.

Grafico 1.Rendimiento (contenido de sélidos en g) de cada uno de los extractos
obtenidos de la raiz de G. glutinosum

0.62

OHexano H Acetato de etilo OMetanol

Rendimiento obtenido a partir de 76.5 g de raiz de G. glutinosum
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En el grafico anterior se puede observar que el extracto de mas alto rendimiento
correspondié al extracto metandlico con 5.13 g. El rendimiento mas bajo fue el del
extracto de acetato de etilo con 0.533 g. Los resultados concuerdan con los obtenidos
por Serrano (2004) de la parte aérea de la planta, en el cual se obtuvo mejor
rendimiento del extracto metandlico. Las cantidades obtenidas de la parte aérea
superan por mucho las del presente trabajo, ya que del total de la raiz de la planta se
obtuvieron 6.71% de extracto metandlico comparado con 12.93% obtenido de la parte

aérea, lo mismo ocurre con los demas extractos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion del rendimiento de los extractos
de laraiz y parte aérea de G. glutinosum

Extracto (99 Serrano (2004) (%9

Hexano 6.71 8.28
Acetato de etilo | 0.70 7.55

Metanol 0.81 12.93

Resultados obtenidos de 76.5 g de raiz de G. glutinosum

Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

En la Cuadro 6 se muestran los resultados del efecto antibacteriano de los
extractos herbales obtenidos de la raiz de G. glutinosum. Se puede observar que los
extractos hexanico y de acetato de etilo fueron activos, no asi el extracto metandlico.
Ademas ninguno de los extractos mostré actividad contra las cepas de Escherichia coli,

Salmonella typhi, Enterobacter aerogenesy Yersinia enterocolitica.

Con la finalidad de determinar si existian diferencias significativas entre la
actividad antibacteriana de los extractos, se realiz6 una prueba de analisis de varianza
(ANOVA) bifactorial. Los factores evaluados fueron los extractos (con dos niveles:
hexanico y de acetato de etilo) y las bacterias (con ocho niveles: S. lutea, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae No.01,
Vibrio cholerae INDRE 206, Vibrio cholerae caso clinico, Vibrio cholerae CDC V12).
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Cuadro 6. Actividad antibacteriana de los extractos de la raiz de G. glutinosum

Bacteria Hexano Acetato de etilo Metanol Control positivo
(cloranfenicol 5pg)
Sarcina lutea 6.66 £ 0.57 10.66 + 0.57 Na 31.33+ 1.55
Becillus subtilis 9.00+ 1.00 9.60+ 1.15 Na 2533+ 1.15
Sophylococcus aureus ATCC 12938 Na 10.00 £ 1.00 Na 19.66 + 2.08
Sophylococcus epidermidis 9.33+ 1.15 10.66 + 0.57 Na 20.00 + 1.73
Vibrio cholerae No.O1 Na 8.66 + 0.57 Na 33.66 + 0.57
Vibrio cholerae INDRE206 Na 8.66 £ 0.57 Na 27.33 + 2.31
Vibrio cholerae caso clinico 933+ 1.15 11.33+£ 0.57 Na 27.00 £ 1.00
Vibrio cholerae CDCV12 Na 8.66 £ 0.57 Na 30.66 + 1.53
Excherichiacoli ATCC 25922 Na Na Na 16.67 £ 3.05
Salmonella typhi ATCC 19430 Na Na Na 22.33 + 0.57
Enterobacter aerogenes Na Na Na 15.00 £ 1.00
Yersiniaenterocolitica Na Na Na 16.33+ 1.15

Halos de inhibicién en mm; valor promedio de 3 repeticiones; los extractos fueron probados con una concentracién de 2mg/idisco.

Na: No activo

El analisis de varianza mostr6 que existen diferencias significativas (F=2922; P<

0.05) entre la actividad de cada uno de los extractos y el control positivo que en este

caso fue cloramfenicol, lo cual indica que la inhibicion del crecimiento bacteriano se

debe al efecto del extracto.

En el grafico 2 se puede observar que no existen diferencias entre la actividad de

los extractos hexanico y de acetato de etilo sobre las bacterias B. subtilis y S.

epidermidis, es decir que ambos extractos tuvieron el mismo efecto antibacteriano. Por

el contrario la actividad de los extractos contra S. lutea, S. aureus, y las cuatro cepas de

V. cholerae, mostré diferencias significativas, el extracto hexanico mostré6 una menor

actividad, lo cual indica que estadisticamente el extracto de acetato de etilo posee un

mayor efecto antibacteriano.
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Halo de inhibicién (mm)

Halo de inhibicién (mm)

Gréfico 2. Comparacién de la actividad antibacteriana

de los extractos de la raiz de G. glutinosum
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Con respecto a la sensibilidad de las bacterias el andlisis de varianza evidencio
que existen diferencias significativas (F=34; P<0.05), por lo que la actividad de los
extractos varia dependiendo de la cepa utilizada. En el grafico 3 se puede observar que
las cepas mas sensibles para el extracto hexanico fueron S. epidermidis y V. cholerae
caso clinico, la que presentd menor sensibilidad fue S. lutea, mientras las cepas

restantes no mostraron sensibilidad al extracto.

Las bacterias S. lutea, B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis y las cuatro cepas de
V. cholerae fueron sensibles al extracto de acetato de etilo, las que exhibieron mayor
sensibilidad fueron S. lutea, B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis y V. cholerae caso
clinico, las cepas restantes de V. cholerae mostraron halos de inhibicién inferiores.

Gréfico 3. Sensibilidad bacteriana a los extractos de la raiz de G. glutinosum
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S.I: Sarcina lutea; B.s: Bacillus subtilis; S.a: Staphylococcus aureus; S.e: Staphylococcus epidermidis;
V.ch N°01: Vibrio cholerae No.01; V. ch agua: Vibrio cholerae INDRE 206, V.ch cc: Vibrio cholerae caso
clinico; V. ch Tor: Vibrio cholerae CDC V12
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Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

De cada una de las cepas bacterianas sobre las cuales se obtuvo actividad se
determinaron la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracién Bactericida Minima

obteniendo los resultados que se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. CMI y CBM de los extractos activos
obtenidos de las raices de G. glutinosum

Bacteria Extracto CMI CBM
(mg/ml) | (mg/ml)
Sarcina lutea Hexano 0.25 0.5
Bocillus subtilis Hexano 0.25 0.5
Saphylococcus epidermidis Hexano 0.5 0.75
V. cholerae caso clinico Hexano <0.125 | <0.125
Sarcina lutea Acetato de etilo | 0.125 0.5
Bocillus subtilis Acetatodeetilo | 0.25 0.5
Saphylococcus aureus ATCC 12938 | Acetato de etilo |  0.25 0.5
Saphylococcus epidermidis Acetato de etilo 0.5 0.75
Vibrio cholerae No.O1 Acetatodeetilo | 0.25 0.5
Vibrio cholerae INDRE206 Acetato de etilo 0.5 0.75
Vibrio cholerae caso clinico Acetatodeetilo | 0.25 0.5
Vibrio cholerae CDCV12 Acetatodeetilo | 0.25 0.5

Datos obtenidos de tres repeticiones.

En el cuadro anterior se observa que el extracto hexanico es el que presenta
mayor actividad, ya que se registré para V. cholerae caso clinico una CMI y CBM por
debajo de los 0.125mg/ml. La menor actividad se presenta sobre V. cholerae INDRE
206 y S. epidermidis, ya que con el extracto de acetato de etilo se mostré6 una CMI de
0.5 mg/mly una CMB de 0.75mg/ml.
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En la Figura 6 se puede observar la disminucién de la concentracion bacteriana
debido al efecto del extracto de acetato de etilo, ya que en todos los casos se produjo
crecimiento bacteriano en los controles. Gracias a la solucién de sal de tetrazolio que en
presencia de organismos vivos se reduce a formazan (virando a un color morado), se
pueden determinar la CMI y CBM. La Figura 7 muestra un acercamiento donde se
observa a detalle el efecto del extracto de acetato de etilo obtenido de la raiz de G.
glutinosum. El extracto present6 un efecto bacteriostatico a una concentracion de 0.25
mg/ml y bactericida a 0.5 mg/ml sobre la bacteria S. aureus.

Figura 6. Microplaca para determinar CMI y CBM

Figura 7.
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Evaluacidn cualitativa de la actividad antifungica

Se valoré la actividad antifungica de los extractos hexanico, de acetato de etilo y
metanolico obtenidos de la raiz de G. glutinosum a una concentracion de 2mg/disco.
Los resultados se muestran en el cuadro 8. Se puede observar que el extracto hexanico
mostrd actividad sobre las cepas de F. sporotrichum, R. solani y C. albicans. Los
extractos de acetato de etilo y metanol sé6lo fueron activos sobre R. solani, ademas el

extracto de acetato de etilo mostr6 actividad sobre C. albicans.

Cuadro 8. Actividad antifungica de los extractos de la raiz de G. glutinosum

Hongo Hexanico | Acetato deetilo | Metanol Control +
(Ketoconazol 7pg)
Candidadbicans ) ] — )
Aspergillus niger — — — ]
Trichopyton mentagrophytes — — — )
Fusarium sporotrichum ] — — ]
Rusarium monoliforme — — — ]
Rhizoctonia solani ] ] ] ]

Resultados obtenidos a partir de tres repeticiones.

— No activo 171 Activo

En la Figura 8, 9 y 10 se puede observar la inhibicién del crecimiento radial de R.

solani por el extracto hexanico, de acetato de etilo y metandlico respectivamente.

En el caso del extracto de acetato de etilo y metanol la inhibicion no es tan
marcada como en el extracto hexanico, sin embargo se puede apreciar una disminucién
del crecimiento radial de R. solani cercano a los sensidiscos. En la Figura 11, se

muestra la actividad del extracto hexanico sobre F. sporotrichum.
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Figura 8. R. solani y sensidiscos

de extracto hexanico

Figura 9. R. solaniy sensidiscos de

extracto de acetato de etilo

Figura 10. R. solaniy sensidiscos de

extracto metandlico

Figura 11. F. sporotrichum y sensidiscos

de extracto hexanico
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Aislamiento y caracterizacion de la fraccion antibacteriana activa

A partir del extracto hexanico se realiz6 una cromatografia en columna (cc). Se
eligié dicho extracto debido a la presencia de cristales, los bajos valores de CMI y CBM
y a que del extracto hexanico obtenido de la parte aérea se han aislado compuestos

activos.

A los cristales encontrados en el extracto hexanico se les midié el punto de
fusion registrandose este entre los 65 y 75°C, este hecho evidenci6 la presencia de
impurezas, lo anterior se corrobord al realizar una cromatografia en capa fina (ccf)
donde se observaron 5 manchas, dado el bajo rendimiento de los cristales fue imposible

purificarlos.

La cromatografia en columna se realiz6 con 303.7mg de extracto hexanico, se
obtuvieron un total de 79 alicuotas de 10 ml, las cuales se sometieron a ccf con la
finalidad de agrupar aquellas que fueran similares, por lo que se obtuvieron un total de
35 fracciones. En el cuadro 9 se muestra la cantidad de fracciones obtenidas con cada

una de las mezclas de solventes de distinta polaridad usados como fase movil.

Se valor6 la actividad antibacteriana de las fracciones (no pudieron ser
evaluadas todas debido al bajo rendimiento), a una concentracion de 1mg/sensidisco
contra la bacteria V. cholerae caso clinico debido a que resulté ser la mas sensible. En
las fracciones 19, 23, 25, 26 y 35, se presentd un precipitado no soluble, por lo cual se
procedio a filtrarlos, rotulandolos como precipitado y solucién. Los resultados obtenidos
de la actividad antibacteriana de las fracciones se muestran en el Cuadro 10. Las
fracciones activas fueron 25 solucién, 25 precipitado, 26 solucién y 35 solucion.
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Cuadro 9. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna del extracto
hexanico de la raiz de G. glutinosum

Solvente Alicuota Fraccion
Hexano 1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
Hexano-Cloroformo 95:15 6-14 6
15 7
16 8
Hexano-Cloroformo 9:1 17-20 8
21-22 9
23 10
Hexano-Cloroformo 85:15 24 10
25-26 11
Hexano-Cloroformo 8:2 27-31 11
Hexano-Cloroformo 7:3 32-35 11
Hexano-Cloroformo 6:4 36 12
37 13
38 14
39 15
Hexano-Cloroformo 1:1 40 16
41-46 17
47-49 18
50-54 19
Hexano-Cloroformo 4:6 55 20
56 21
57-60 22
61-62 23
Hexano-Cloroformo 3:7 66-68 24
69 25
70 26
Cloroformo 71 27
72 28
Metanol 73 29
74 30
75 31
76 32
77 33
78 34
79 35
Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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Cuadro 10. Actividad de las fracciones obtenidas por

cromatografia en columna del extracto hexanico

Fraccion Actividad
10 Na

11 Na

16 Na

17 Na

18 Na
19P Na
19S Na

23 P Na
23S Na
25P Na
258 13 mm
26 P 5 mm
26 S 6 mm
35P 9 mm
35S Na

Na : No activo
P: Precipitado

S: Solucién

La mayor actividad antibacteriana como se puede apreciar en la Figura 12. se
obtuvo con la fraccién 25 S, ya que presentd un halo de inhibicién de 13mm, por lo que

se procedid a caracterizarla.

Figura 12. Difusion en agar de las fracciones
del extracto hexanico sobre V. cholerae caso clinico

Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)
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La fraccion 25S tuvo un rendimiento total de 58mg (a partir de 76.5g de raiz), al
realizar una ccf usando como fase moévil Hexanos-Cloroformo 6:4, se produjeron 4
manchas que absorben a una longitud de onda de 254 nm, pero no a 366 nm, se
revelaron con sulfato sérico y se obtuvieron rf de 0.12, 0.217, 0.30,0.385. Dicha
cromatografia se corridé en paralelo con el compuesto acido (-)-17-hidroxi-neo-clerod-3-
en-15-oico aislado por Serrano (2004), se pudo observar que este compuesto no esta
presente en la fraccion activa 25S de la raiz de G. glutinosum
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DISCUSION

La planta G. glutinosum cuenta con informacion floristica, etnobotanica y
fitoquimica, dicha informacion sentd las bases del presente trabajo. Las raices de G.
glutinosum fueron colectadas en el municipio de Zapotitlan Salinas, Puebla en el mes
de agosto, que de acuerdo a la clasificacion climatica, corresponde a la época de
lluvias, lo anterior debe ser tomado en cuenta como un hecho trascendental ya que los
cambios medioambientales y el tipo de habitat, entre otros factores (bibticos,
ontogénicos y genéticos), influyen en la cantidad y tipo de metabolitos secundarios
biosintetizados. (Vanhaelen, et al., 2000; Ma, et al., 2002; Chen, et al., 2003).

El rendimiento (contenido de sélidos) de los extractos obtenidos de la raiz de G.
glutinosum, indica que el extracto metandlico presento mayor rendimiento (Grafico 1),
por lo tanto, la mayor parte de los componentes de la raiz son de naturaleza polar. Lo
anterior coincide con lo reportado para la parte aérea de G. glutinosum (Serrano 2004).
De acuerdo a con Harsh (2004) y Yaniv & Bachrach (2002), los metabolitos secundarios
deberian encontrarse en mayores cantidades en raices, ya que constituyen el principal
reservorio, sin embargo, esto no sucede en G. glutinosum. El bajo rendimiento de los
extractos puede explicarse si se toma en cuenta que existen factores que alteran la
composicion de metabolitos secundarios en las plantas.

Tradicionalmente la parte aérea de G. glutinosum ha sido utilizada en diversos
estados de la Republica Mexicana para tratar muchas enfermedades (Argueta, et al.,
1994; Hernandez, et al., 2003; Serrano, 2004; Canales, et al., en prensa) algunas de
ellas causadas por bacterias y hongos, sin embargo no existen antecedentes
etnobdtanicos sobre el uso de las raices de dicha planta. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo indican que las raices de G. glutinosum poseen actividad

antimicrobiana.
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La gran diversidad de metabolitos secundarios debe su origen en parte al
desarrollo de mejores mecanismos de defensa, la concentracién de tales sustancias es
relativamente alta en las raices de la planta, debido a que estos metabolitos toxicos y
fisioldgicamente activos protegen a la raiz de parasitos como insectos, otros animales,
bacterias, hongos y virus causantes de enfermedades (Yaniv & Bachrach, 2002; Harsh,
et al.,, 2004). La planta G. glutinosum se define como una maleza perenne, estas se
caracterizan por ser en general efimeras y sucesionales, oportunistas, colonizan
rapidamente un area y son de vida corta, por lo cual tienden a contar con todo tipo de
defensas quimicas toxicas (Stepp y Moerman, 2001). Lo anterior explica la actividad

antimicrobiana encontrada en las raices de G. glutinosum.

Los extractos que presentaron actividad antibacteriana fueron el hexanico y de
acetato de etilo. La actividad antibacteriana que mostrd el extracto hexanico de la raiz
de G. glutinosum (Cuadro 2), concuerda con lo reportado por Canales (en prensa), en
donde se determiné que el extracto hexanico de la parte aérea de G. glutinosum
present6 actividad contra 6 cepas bacterianas de 14 utilizadas, obteniendo halos de
inhibicién de hasta 19mm sobre S. aureus. Serrano (2004) hizo una particién de dicho
extracto encontrando actividad en 11 de 14 cepas utilizadas, obteniendo halos de
inhibicion mayores. En el presente trabajo el extracto hexanico presentd actividad
contra un menor niumero de cepas bacterianas, sin embargo el extracto de acetato de
etilo fue activo contra 8 de las 12 cepas utilizadas, lo cual indica que la concentracion y
estructura quimica de los compuestos encontrados como activos en la parte aérea no

corresponden del todo a los encontrados en las raices.

La actividad antibacteriana de los extractos de la raiz de G. glutinosum depende
de la cepa utilizada. Los extractos hexanico y de acetato de etilo exhiben actividad
sobre bacterias gram positivas y gram negativas, lo cual sugiere que probablemente el
mecanismo de accion de dichos extractos no esta relacionado con alteraciones de la
pared celular, dadas las diferencias estructurales entre ellas (Calderdn, 1997).
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Distintas especies de bacterias de importancia médica fueron utilizadas en la
presente investigacion. Las bacterias S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis ocasionan
serias infecciones en pacientes inmunocomprometidos. S. aureus es caracteristica de
infecciones de tracto respiratorio. Ademas de ser agente causal del sindrome de la piel
escaldada y sindrome de shock téxico, esta especie junto con S. epidermidis son las
principales causas de infecciones hospitalarias. B. subtilis al igual que V. cholerae
ocasionan infecciones gastrointestinales, en el caso de V. cholerae la magnitud de la
infeccion varia dependiendo de la cepa invasora (Mims, et al., 1999; Humphrey, 2002;
Chart, 2002c).

Es de suma importancia que los extractos hexanico y de acetato de etilo
mostraran actividad sobre las cepas bacterianas antes mencionadas ya que como
consecuencia del abuso que se hace de los antibidticos se ha propiciado la apariciéon de

cepas resistentes.

En el cuadro 6 se exhiben los valores de CMI y CBM de los extractos sobre las
distintas cepas bacterianas, se puede observar que el extracto hexanico (a pesar de
poseer un espectro de accion menor al del extracto de acetato de etilo) mostré una
mayor actividad al registrar un efecto bacteriostatico y bactericida a una concentraciéon
inferior de 0.125 mg/ml para el caso de V. cholerae caso clinico.

Ademas de evaluar la actividad antimicrobiana contra 12 especies de bacterias,
la actividad de los extractos se valor6 en 6 especies de hongos de importancia médica y

agronémica.
El extracto hexanico exhibié actividad sobre las especies F. sporotrichum, R.

solaniy C. albicans, mientras el extracto de acetato de etilo fue activo contra R. solaniy
C. albicans, también el extracto metandlico present6 actividad contra R. solani.
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Efecto antimicrobiaono de la raiz de .G. glutinosum Andrade (2005)

Candida albicans es responsable de causar micosis superficiales y sistémicas,
ademas de ocasionar un numero importante de infecciones en pacientes
inmunocomprometidos (Myrvin & Weisner, 1991). Existen reportes que afirman que
farmacos antifungicos disponibles comercialmente inducen muchos tipos de toxicidad
en los pacientes (Somchit, et al., 2003), por lo cual es de suma importancia que los

extractos hexanico y de acetato de etilo mostraran actividad sobre este hongo.

Varias especies de Fusarium son responsables de importantes enfermedades
en las plantas asociadas con pérdidas econémicas, tales como pudriciones de la raiz en
frijol, cacahuate, soya, esparragos y pastos para céspedes; pudriciones del tallo en
clavel y crisantemo; pudriciones de bulbos, cormos y tubérculos en cebolla, iris, lirio y
gladiola; pudricién de granos y leguminosas postcosecha (Agrios, 1996). El control de
esta plaga se ve dificultado debido a la dispersion de las esporas por el viento, lo que
permite que el hongo se establezca rapidamente en el suelo, El uso de fungicidas
incrementa los costos de produccién e incrementan la aparicion de cepas resistentes.
Ademas, se ha reportado que algunas especies de Fusarium son capaces de causar
infecciones oportunistas en animales y el hombre (Matos, 1999).

La especie Rhizoctonia solani provoca ahogamiento de plantulas, pudricién de la
raiz en orquideas, cancrosis del tallo (mal del talluelo) en diversas especies de
importancia agricola, pudricion de frutos almacenados como el café, tizones o manchas
del follaje, pudricién radicular, mal de almacigo (Agrios, 1996, Fich & Fich 1974). Las
enfermedades ocasionadas por especies de Rhizoctonia son frecuentemente dificiles
de controlar. Las medidas de control incluyen la aplicacion de fungicidas, el desarrollo
de cultivares resistentes, la rotacidén de cultivos, el control biolégico y la desinfeccion del
suelo, sin embargo no pueden ser usadas en todas circunstancias. Los métodos de
control, aunque efectivos, pueden afectar adversamente a organismos benéficos para la
planta e incrementar la incidencia de la enfermedad (Katan, 1996).
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Dada la relevancia econdmica y social de las enfermedades ocasionadas por
Fusarium'y Rhizoctonia, es importante detectar nuevos compuestos fungicidas ante los
cuales las cepas existentes no posean resistencia. Las raices son una excelente fuente
de compuestos antifungicos, debido a que los compuestos exudados protegen a la raiz
de invasores (Yaniv & Bachrach, 2002; Vanhaelen, et al. 2000; Harsh, et al., 2004 ), lo
anterior justifica que el extracto hexanico obtenido de la raiz de G. glutinosum mostrara
actividad contra la especie F. sporotrichum., y que los extractos hexanico, de acetato de
etilo y metandlico resultaran activos contra R. solani. Dichos extractos podrian usarse
para el control bioldgico de hongos fitopatégenos. Los extractos obtenidos de la raiz de
G. glutinosum deberian ser considerados como un potencial fungicida en el control de

enfermedades ocasionadas por F. sporotrichum y R. solani.

Si se toma en cuenta que los extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico
tuvieron actividad contra R. solani, se puede sugerir que los compuestos que exhiben
actividad antifungica poseen distinta naturaleza polar y que actian en grupo o existen

fendmenos de sinergia entre ellos (Challis & Hopwood , 2003).

Se eligié fraccionar el extracto hexanico y valorar su actividad antibacteriana
debido a la presencia de cristales, los antecedentes fitoquimicos y a que presento los
valores mas bajos de CMI y CBM. De la cromatografia en columna se obtuvieron un
total de 35 fracciones, de las cuales 4 exhibieron actividad (Fig. 11), se eligio
caracterizar la fraccion 25S por presentar un halo de inhibicién mayor. El hecho de que
las fracciones 26S, 26P y 35 presentaran actividad puede indicar que el compuesto
activo de la fraccion 25S esta también presente en ellas o que existen fenédmenos de

sinergia entre los distintos compuestos.
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Al comparar mediante cromatografia en capa fina el diterpeno acido (-)-17-
hidroxi-neo-clerod-3-en-15-oico aislado por Serrano (2004) con la fraccion 25S obtenida
en el presente trabajo, usando como fase mévil Hexano-Cloroformo 6:4 se observd que
el diterpeno permanecié en el punto de aplicacién, mientras en la fraccion 25S se
observaron 4 manchas, ninguna de ellas en el punto de aplicacion, por lo cual se puede
afirmar que la actividad encontrada en la fraccibn 25S aislada de la raiz de G.
glutinosum no se debe a la presencia del diterpeno &cido (-)-17-hidroxi-neo-clerod-3-

en-15-oico.

Las cuatro manchas observadas en la cromatografia en capa fina, pueden
indicar la cantidad de compuestos encontrados en la fraccion, Ribeiro y colaboradores
(2003) mencionan que los exudados de las raices son mezclas relativamente puras, en
comparacién con los extractos obtenidos de la parte aérea. El bajo rendimiento de la
fraccion 25S impidio6 el aislamiento del compuesto activo.

Es necesario que en investigaciones posteriores se utilice una mayor cantidad de

raiz de G. glutinosum, con la finalidad de incrementar el rendimiento y poder realizar el

aislamiento del o los compuestos activos.
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CONCLUSIONES
La mayoria de componentes de la raiz de G. glutinosum son de naturaleza polar
La raiz de G. glutinosum presenta actividad antibacteriana y antifungica.
El extracto que presentd un espectro mas amplio de actividad antibacteriana fue el
de acetato de etilo, sin embargo el extracto hexanico presento los valores mas bajos
de CMI y CBM.
El extracto hexanico fue el que presenté mayor actividad antifingica

La raiz de G. glutinosum contiene mas de un compuesto activo

Existen diferencias entre los compuestos activos de la parte aérea y las raices de G.

glutinosum
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APENDICE |

Antibioticos

Los antibidticos son productos naturales que matan selectivamente o al menos

inhiben el crecimiento de microorganismos.

Antibacterianos

Las bacterias son microorganismos unicelulares, procariontes, carecen de
membrana nuclear, mitocondrias, sistema reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Su
material genético esta constituido por ADN, contienen dentro del citoplasma ribosomas
y sistemas enzimaticos necesarios para su metabolismo. Las bacterias se caracterizan
por presentar una envoltura externa constituida principalmente por peptidoglicano
(Calderon, 1997).

Para combatir a las bacterias patégenas, se han desarrollado distintos farmacos.
El primer antibacteriano que se descubrié data del afio 1900, como resultado de la
observacion de que Pseudomonas aeruginosa no permite el crecimiento bacteriano en
su alrededor, debido a que la bacteria produce el compuesto denominado piocianina.
Posteriormente en 1929 Alexander Fleming descubri6 el efecto antibacteriano del hongo
Penicillium notatum sobre el estafilococo dorado, desde entonces las investigaciones
para el desarrollo de nuevos antibacterianos es constante hasta nuestros tiempos
(Kumate, 1981).

Los antimicrobianos actuan alterando algun constituyente de las bacterias que
permite y facilita la fagocitosis y la lisis bacteriana. Se considera un antimicrobiano
como bactericida cuando este altera las estructuras vitales de los microorganismos y
como bacteriostatico cuando su accién conduce a la detencion de la actividad en la
reproduccidn o sintesis de constituyentes de los microorganismos, asi la asociacion de
dos farmacos bactericidas deberian potencializar y ampliar su espectro antimicrobiano,

ademas existe un antagonismo entre un bacteriostatico y un bactericida, puesto que el
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primero impide que el microorganismo esté en sintesis, por lo cual el segundo no
actuara (Calderén, 1997).

Las caracteristicas ideales que cualquier antimicrobiano deberia poseer son una
toxicidad 100% selectiva, inhibiendo o destruyendo a los microorganismos, pero sin
dafar al huésped, impedir la seleccion de cepas resistentes, ser activo contra un amplio
espectro de microorganismos, no ser alergénico, no mostrar efectos adversos cuando
se administra a dosis elevadas, permanecer activo en diversos fluidos organicos vy
exudados, ser hidrosoluble, entre otros. Sin embargo no existe un antimicrobiano que

posea todas estas caracteristicas (Calderén, 1997).
Clasificacién

Debido al alto numero de agentes antibacterianos su clasificacion se basa en el
mecanismo de accidn, ya sea interfiriendo en la sintesis de la pared celular, membrana

citoplasmica, sintesis de proteinas, acidos nucleicos o por antagonismo.

\ Inhibicién de la sintesis de pared celular

Ya que la mayor parte de las bacterias poseen una pared celular rigida
(compuesta por peptidoglicano esencial para su supervivencia y viabilidad) no presente
en células de mamiferos, esta estructura es el principal blanco para agentes que
exponen toxicidad selectiva (la capacidad de inhibir o destruir el microbio sin dafnar al
huésped). Los inhibidores de la sintesis de pared celular bacteriana actuan sobre la
formacién de la capa peptidoglicano. Las bacterias que no poseen pared celular como
los mycoplasmas, son resistente a estos agentes (Calderon, 1997; Greenwood &
Ogilvie, 2002).

60



Agentes B-lactamicos.

Penicilinas y cefalosporinas. Poseen en su estructura quimica un anillo
tiazoldinico para las penicilinas y en cefalosporinas un anillo dihridrotiazina
unido a un anillo betalactamico, a los que se les unen cadenas laterales que
pueden alterar el comportamiento farmacoldgico de la molécula y algunas
veces su actividad antibacteriana . Todos los derivados B-lactamicos tienen
su accién en la fase final de la polimerizacién de la estructura de la pared
celular, se unen a las enzimas denominadas proteinas enlazadoras de
penicilina o PBPs implicadas en la fase final de la formacion de la pared. La
resistencia a los B-lactamicos puede ser consecuencia de la ruptura del
anillo betalactamico o de alteraciones en los sitios blanco (proteinas
fijadoras de penicilina), ademas las bacterias cuenta con enzimas f-
lactamasas que hidrolizan el anillo B-lactamico, transformando la penicilina
en acido peniciloico. Estas enzimas son extracelulares, inducibles y con alta
afinidad por sustratos en bacterias gram-positivas y pequefas, constitutivas
y con menor afinidad por sustratos en gram-negativas. Los antibioticos
pueden penetrar la membrana externa de las bacterias gram-negativas a
través de las porinas (familia de proteinas de membrana externas), por lo
que la resistencia puede ser causada por la disminucién o deficiencia de
dichas proteinas (Petrosino & Paizkill, 1996; Doménech, et al.,1999).

Monobactam es un compuesto monociclico con un espectro que esta
restringido a bacterias aerdbicas gram-negativas (Greenwood & Ogilvie,
2002).

Carbapenos tienen un excepcionalmente amplio espectro de actividad,

sobre bacterias anaerobias gram-positivas y negativas (Greenwood &
Ogilvie, 2002).
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Clavam, acido clavulanico, exhibe una pobre actividad antibacteriana, pero
ha demostrado ser Gtil como un inhibidor de beta-lactamasas cuando es
usado en combinaciéon con compuestos susceptibles a beta lactamasas
(Greenwood & Ogilvie, 2002).

Sulfonas, sulbactame y tazobactame, también actian como inhibidores de
B-lactamasas y son administradas en combinacion con ampicilina y

piperacilina (Greenwood & Ogilvie, 2002).

Glicopéptidos. Se denominan asi porque contienen residuos de azucar vy
aminoacidos. Vancomicina y ristocetina son moléculas grandes que son incapaces
de penetrar en la membrana de bacterias gram-negativas, por lo que su espectro
queda restringido a bacterias gram-positivas. Su importancia reside en la accion que
presentan contra cocos gram-positivos con mdultiple resistencia a otros
medicamentos. Tienen accidén a nivel de membrana citoplasmatica impidiendo que
los precursores del disacarido N-acetil glucosamina y acido N-acetil murdmico se
unan y sean transportados al exterior. Este efecto solo puede ocurrir cuando el
microorganismo posee un precursor de peptidoglicano con un dipéptido terminal D-
ala-D-ala (ya que la transpeptidizacion ocurre cuando uno de los dos residuos de D-
alanina presentes en el microorganismo se pierde y el penultimo se une a otro
precursor del peptidoglicano). La resistencia ocurre cuando la bacteria codifica
proteinas que cambian la ruta de sintesis de peptidoglicano o sintetizan un precursor
de peptidoglicano diferente, impidiendo la unién del antibiético a los componentes de
la pared celular (Billot-Klein, et al., 1997).

Cicloserina. Inhibe competitivamente las primeras reacciones citoplasmicas

en la sintesis del disacarido de N-acetilglucosamina y &acido N-acetil
muramico (Greenwood & Ogilvie, 2002).
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Fosfomicina. Inhibe la sintesis de N-acetilglucosamina y acido N-acetil
muramico, al impedir la condensacién del acido fosfoenolpirdvico con la N-

acetil glucosamina (Greenwood & Ogilvie, 2002).

Bacitracina. Impide que un fosfolipido localizado en la membrana
citoplasmética actué como un intermediario en el transporte a través de ella
durante el segundo paso de la sintesis de la pared celular (Greenwood &
Ogilvie, 2002).

\  Alteracién de la membrana citopldsmica

Polimixinas. Son lipopéptidos ciclicos, anfipaticos; dada su afinidad por las
superficies cargadas negativamente se unen a la superficie externa de la membrana
citoplasmica, alterando su estructura y propiedades osméticas, accion que se realiza
posiblemente por el desplazamiento del magnesio y del calcio, llevando a un
desarreglo de los componentes fosfolipidos y lipopolisacaridos. Modificaciones en
los LPS o en las concentraciones de Mg y Ca confieren resistencia a polimixinas
(Groisman, et al.,1997).

Polienos. Tales como la anfotericina, inhiben el crecimiento de organismos cuyas
membranas contienen esteroles, alterando la permeabilidad al unirse a esterol-
espolienos, por lo que altera la arquitectura membranal (Calderén, 1997).
| Alteracion en la sintesis de proteinas
Inhibidores de la transcripcion
Actinomicinas. Son oligopéptidos que forman complejos con el ADN

alterando su estructura por lo cual impiden la accion de la ARN polimerasa
(Calderon,1997).
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Rifamicinas. Compuestos por anillos aromaticos adyacentes a los que se
une un radical alifatico, la mas utilizada es la rifampicina, que interactia con
una de las subunidades de la polimerasa de ARN impidiendo la accion
catalitica de esta (Calderon, 1997).

Inhibidores de la traduccion

Aminoglucésidos. Inhiben la formacién del complejo de iniciaciéon ribosomal
y también causan la lectura incorrecta del ARN mensajero. Primero se unen
a la superficie bacteriana y entran por difusion hasta alcanzar una
concentracion idénea para unirse a todos los ribosomas que participan en la
sintesis de proteinas. Las bacterias pueden hidrolizar en uno o varios sitios
la molécula de los aminoglucosidos propiciando asi la resistencia (Calderén,
1997).

Tetraciclinas. Su toxicidad selectiva se debe a que las bacterias las
acumulan, penetran gracias a las porinas que permiten el paso sobre la
membrana externa de las bacterias gram-negativas y a un sistema de
transporte dependiente de energia que penetra la membrana interna, una
vez en el interior, su unién a la subunidad 30s interfiere con la unién de ARN
de transferencia con el ribosoma, por lo que el complejo aminoacil- tARN-
GTP-factor de elongacion Tu no se forma por lo cual no se dispone de
aminoacido para el ARN mensajero y no crece la cadena polipéptidica, con
lo que se inhibe la sintesis de proteinas. La resistencia puede originarse en
la disminucion de la bomba de influjo o la adquisicion de un plasmido que
codifique para una bomba de eflujo (Thanassi, et al.,1995).

Cloramfenicol. Su accién inhibitoria se origina por su fijaciéon a la subunidad
50S, lo que inhibe la sintesis proteica. Como mecanismo de resistencia las
bacterias adquieren un plasmido que codifica para cloramfenicol
acetiltransferasa o cierra su mecanismo de influjo (Widdowson, et al.,2000).
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Macrélidos. Entre ellos se incluye la eritromicina que actia uniéndose a la
subunidad 50s del ribosoma inhibiendo la sintesis de proteinas al impedir la
transpeptidizacion y translocacion, ademas poseen un prolongado efecto
postantibiético que impide la formacién de la subunidad ribosomal 50s. La
reduccidn de la permeabilidad, el eflujo activo, la digestion enzimatica y las
mutaciones cromosomales que alteran la proteina o el ARN en el sitio de
union ribosomal son los mecanismos de resistencia que presentan las

bacterias ante los macrolidos (Garza, et al.,2001).

Linconcinamidas. Al igual que el cloramfenicol impide la union del
aminoacido- ARN de transferencia al ribosoma (Calderén,1997).

Acido fusidico. Posee una naturaleza esteroide e impide la reaccién de
translocacién que debe llevarse a cabo después de la formacién del enlace
peptidico para que se libere el ARN de transferencia, ya sin la unién al
aminoacido (Greenwood & Ogilvie, 2002).

Oxazolidinonas. Estos compuestos prevén la formacién de el complejo de
iniciacion ribosomal (Greenwood & Ogilvie, 2002).

Estreptograminas. Este es el nombre colectivo que se le asigna a la familia
de antibidticos que existen naturalmente como dos componentes sinérgicos
(por ejemplo pristinamicina/virginiamicina), se unen a la subunidad 50s del
ribosoma e inhiben la sintesis proteica en dos diferentes estados. La
resistencia puede deberse a una degradacion intracelular o a mecanismos

de eflujo (Bozdogan & Leclerco, 1999; Seoane, 2000).

Mupirocina. Antibiético producido por Pseudomonas fluorescens, bloquea la

incorporacion de isoleucina a proteinas (Greenwood & Ogilvie, 2002).
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|\ Alteraciones del ADN

Se conocen varios antimicrobianos que afectan la estructura y funcion del ADN,
pero poseen una alta toxicidad y son agentes teratogénicos potenciales.

Mitomicina. Se transforma en hidroquinona a través de un mecanismo enzimatico,
es altamente reactiva y funciona como agente quelante lo que conlleva a
entrecruzamiento covalentes entre las cadenas complementarias del ARN
(Calderon, 1997).

Quinolonas. Quimicamente relacionadas con el acido nalidixico. Inhibe la sintesis de
DNA por medio de la inhibicion de dos topoisomerasas la DNA girasa encargada del
superenrrollamiento del cromosoma y la topoisomerasa IV que ayuda a replicar y
dividir a los cromosomas. El mecanismo de resistencia involucra mutaciones
cromosomales que afectan la permeabilidad a la droga incrementando el eflujo o su
sensibilidad al alterar alguna de las subunidades de la DNA girasa (Kitamura, et al.,
1995; Yamagishi, et al., 1996).

|\ Antagonismo

Agentes antifoliato. Incluyen sulfonamidas y trimetropina, son analogos del acido
para-amino-benzoico, precursor del acido félico, por lo que interfieren en su sintesis,
impidiendo que la bacteria sintetice purinas, pirimidinas y aminoacidos. La
resistencia esta mediada por la adquisicion de genes que mutan la enzima
dihidroterato sintetasa (DHPS) la cual es el sitio activo del antibi6tico (Fermér, et al.,
1995).

Isoniacida. Hidracida del acido isonicotinico, especifica para Mycobacterium

tuberculosis, se sugiere que es antagonico de la niacina y el piridoxal (Calderon,
1997).
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Antifungicos

Los hongos, tanto filamentosos como las levaduras son células eucarioticas, por lo
que las diferencias con las células del huésped son minimas, ésta radica en la pared
celular, cuya estructura es multilaminada, formada por fibrillas diversamente orientadas,
sus principales constituyentes quimicos son polisacaridos (80-90%) incluyendo
celulosa, glucanos, quitina, manosa y galactosa. En los hongos miceliales la pared esta
formada principalmente por quitina-glucano mientras que en las levaduras existe un
incremento de manosa. Exhiben dimorfismo (habilidad de cambiar de habito micelial a
levadura), este cambio es acompafnado por cambios en las cantidades de manosa y
quitina de la pared celular. Se ha observado que la composicién quimica no es la misma
en todos los hongos ni en todas las circunstancias, el estado de madurez, el pH o la
temperatura influyen profundamente en dicha variacién (Dowes & Sutherland, 1976;
Alexopoulos & Mims, 1985; Calderén, 1997).

A pesar de que los hongos causen una amplia variedad de infecciones en el
hombre y las plantas, pocos agentes estan disponibles para su tratamiento, sobre todo
para tratar micosis sistémicas severas, algunos de los disponibles actualmente se
enlistan a continuacion agrupados por su mecanismo de accion (Dowes & Sutherland,
1976; Alexopoulos & Mims, 1985; Calder6n, 1997):

| Inhibicién de la funcién de la membrana celular

Anfotericina B. Se sitla dentro del grupo de los polienos y actia uniéndose al lipido
ergosterol de las membranas citoplasmicas de los hongos, por lo que se alteran las
propiedades de permeabilidad con la pérdida de potasio y otros componentes
celulares, lo que conduce a lisis celular. (Calderon, 1997; Mims, et al.,1999;
Greenwood & Ogilvie, 2002)
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| Inhibicién de la sintesis de pared celular

Imidazoles. Entre ellos se ubica el miconazol, ketoconazol, intraconazol y fluconazol,
activos contra dermatofitos, algas, hongos dimérficos, actinomicetos y algunas
bacterias gram-positivas. Inhiben la lanosterol C14 dimetilasa que es una enzima
importante en la biosintesis de esterol, con lo cual se afecta la permeabilidad de la
membrana por la salida de muchos componentes celulares. La inhibicién de la
enzima mitotica de forma preferente frente a la humana es la clave de la toxicidad
selectiva. ElI miconazol ademas se une al citocromo C, peroxidasa y catalasa
elevando la concentracion de peréxidos y la consecuente lisis celular. (Calderén,
1997; Mims, 1999 )

Caspofungina. Es un miembro de la clase de los agentes equinocandina, interfieren

con la sintesis B-glucano en la pared celular del hongo. (Greenwood & Ogilvie, 2002)
| Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos

Flucitosina. Penetra al hongo en forma de 5-fluocitosina por medio de la citosina

permeasa, en el citoplasma la citosina desaminasa la transforma de 5 fluoracilo, que

puede dar ARN defectuoso o impedir la sintesis de ADN. (Calderén, 1997; Mims, et

al.,1999)

Griseofulvina. Inhibe el ensamblaje de los microtubulos, puede tambien inhibir la
sintesis de quitina en la pared celular. (Mims, et al., 1999)
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APENDICE Il

PATOLOGIA DE LAS CEPAS BACTERIANAS Y FUNGICAS

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus

Pustulas, forunculos
Infeccién de heridas
Abscesos

Impétigo

Mastitis
Bacteriemias
Osteomielitis
Neumonia

Endocarditis

_— e e e e

Infecciones ocasionadas por toxinas como el Sindrome de la Piel Escaldada, El
Sindrome de Shock Toxico y el envenenamiento por alimentos.
] Infecciones de tracto respiratorio (Humphrey, 2002; Mims, et al., 1999).

Staphylococcus epidermidis
] Sepsis relacionada con dispositivos o implantes como canulas, valvulas cardiacas,
marca pasos, articulaciones artificiales, injertos vasculares y catéteres urinarios

] Infecciones en vias urinarias

] Osteomielitis de herida esternal alimentos (Humphrey, 2002; Mims, et al., 1999)
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Bacillus subtilis

] Intoxicacién por alimentos (toxina termolabil causante de diarrea y toxina
termoestable provoca vomitos)

] Bacteriemia en huéspedes inmunodeprimidos

] Infecciones en ojos, oidos, tracto urinario y respiratorio (Mims, et al., 1999).

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Escherichia coli.

Infecciones de vias urinarias
Meningitis neonatal
Septicemia
Enfermedades gastrointestinales asociadas a un serotipo especifico
1. E. coli entero patogénica: Causa enteritis infantil, especialmente en
paises tropicales
2. E. coli entero toxigénica: Causa diarrea, produce una toxina termolabil
similar a la del célera. Se presenta en zonas de poca saneacion, se conoce
comunmente como diarrea del viajero
3. E.coli enteroinvasiva: Ocasiona enfermedades similares a la disentiria en
pacientes de edad avanzada
4. E. coli productora de verotoxina. Provoca diarrea acuosa severa con
grandes cantidades de sangre en la evacuacion (colitis hemorragica).
Complicaciones importantes como el sindrome hemolitica uremico se
presentan en nifios.

5. E.coli enteroagregativa. Diarrea cronica (Chart, 2002a)
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Shigella boydii

Causa infecciones cuyos sintomas son similares a los de la disenteria, invade las
células epiteliales provocando que las células de la lamina propia y la submucosa
del intestina desarrollen una reaccion inflamatoria con trombosis capilar (Chart,
2002b)

Salmonella typhi

Fiebre tifoidea (Myrvin & Weiser, 1991)

Vibrio cholerae

Célera caracterizado por vomito subito y diarrea acuosa con lo cual se produce una
rapida deshidratacién y shock hipovolemico puede provocar la muerte en 12-24
horas. (Chart, 2002c)

Yersinia enterocolitica

Enteritis

Linfadenitis mesentérica

lleritis Terminal

Septicemia

Complicaciones post operatorias (poliartritos, tiroiditis, sindrome de Reiter)
En nifos causa fiebre, diarrea, dolor abdominal y vomito (Myrvin & Weiser, 1991)
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HONGOS

—_— e e e

Tricophyton mentagrophytes

Hongo dermatofito causa tifia asi como el comunmente llamado pie de atleta.
(Myrvin & Weiser, 1991)

Candida albicans

Micosis sistémicas
Candidiasis superficial y profunda
Algodoncillo (Myrvin & Weiser, 1991)

Aspergillus niger

Aspergilosis

Trombosis e infarto cuando invaden vasos sanguineos

Bloqueo parcial de la via aérea por masas micoticas

Reacciones broncopulmonares y alergias (Myrvin & Weiser, 1991)
Invasion de embriones de las semillas

Pudricidn de la fibra del algoddén

Pudriciéon negra de la cebolla

Pudricién del grano de maiz (Fich & Finch, 1974)

Fusarium monoliforme

Tizén en las plantas de algodon

Pudricion basal en la caia de azucar

Necrosis foliar en el maiz

Produce ademas la micotoxina T2, toxica para el cerdo (Agrios, 1996; Fich & Fich
1974)
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Rhizoctonia solani

Ahogamiento de plantulas

Pudricién de la raiz en orquideas

Cancrosis del tallo (mal del talluelo) en melon, crisantemo, frijol, mani, aguacate,
ajonjoli, apio, camote, cebolla, rabano, tabaco, tomate y citricos

Pudricion de frutos almacenados,como el café

Tizones 0 manchas del follaje

Pudricion radicular en arveja, gladiola

Mal de almacigo en chile, pepino, sandia y zanahoria (Agrios, 1996, Fich & Fich
1974)
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APENDICE I
METODO DE DIFUSION EN AGAR DE KIRBY-BAUER

(Konneman, et al.,1985)

El método empleado para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de

los extractos fue el siguiente:

MEDIO DE CULTIVO

Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Mieller-Hinton (Bioxon 110-1),
ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos
clinicamente significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor
uniforme de 4 mm, si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccidn
lateral, aumentando el tamafo de las zonas de inhibicién, un agar de mas de 4 mm de
espesor produce una mayor difusién del antibi6tico hacia abajo, con tendencia a

estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

INOCULO

Con un asa estéril de poliéster se tocan las superficies convexas de 4 o 5
colonias. Se sumerge el asa en un tubo con 10 ml de caldo Mueller-Hinton y se
descarga el material. El tubo de cultivo se incuba a 37°C de 18 a 24 horas, o hasta que
la turbidez del medio sea equivalente al estandar No. 0.5 de MacFarland. Esto equivale
a una concentracién de aproximadamente 1.5 x 10® bacterias/ml. El estandar 0.5 de
MacFarland se prepara anadiendo 0.5 ml de sulfato de bario a 99.5 ml de H.SO,4 0.36N.
La comparacién de la turbidez entre el estandar y el caldo con el organismo en estudio
se puede efectuar observandolos 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 mas turbia que el estandar, se anade solucion
salina (NaCl 0.8%) hasta igualarla. Una vez logrado esto, se sumerge un isopo de
poliéster estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo se elimina el
exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este
hisopo se inocula la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton. Previamente, se
deja que la placa alcance la temperatura ambiente.

Finalmente, se siembra mediante estria en al menos tres direcciones, girando la
placa en angulos de 60° después de cada estria. Se permite que la capa de bacterias
se adhiera a la superficie de agar durante un periodo de 5 minutos, después se aplican
los sensidiscos con las muestras a las cuales se les evaluard su actividad
antibacteriana. Una vez seco el in6culo, la placa de Mueller-Hinton esta lista para la

aplicacion de las muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

APLICACION DE SUSTANCIAS

Para este caso se utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos de papel
Whatman No.5. En todos los casos se hacen diluciones para que los sensidiscos lleven
la cantidad deseada de producto. Se utilizan 2 mg de los extractos disueltos en 10ul del
disolvente correspondiente a cada extracto. Al llevar a cabo la prueba de
susceptibilidad, los discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocan en la
superficie del agar manualmente, utilizando una pinza estéril y deben colocarse por lo
menos a 22 mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas
de inhibicibn se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los
sensidiscos se deben presionar suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no
moverlos una vez colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la
concentracion de cada extracto a evaluar. Los sensidiscos de preparan 24 horas antes
del bioensayo.
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CONTROLES NEGATIVOS

Discos a los que se les agrega 10 ul del solvente empleado para disolver el

problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).

CONTROLES POSITIVOS

Se evalua la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de 25 ug

de cloramfenicol.

INCUBACION

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, se les colocan
en una incubadora a 37°C sin mayor tensién de CQ.. Es preciso evitar presion de CO,
debido a que se puede formar acido carbénico en la superficie humedecida del agar,
provocando un descenso del pH. El desarrollo de algunos microorganismos es inhibido
a pH acido, lo :ual tiende a estrechar falsamente la zona de inhibicion. Asimismo, la
actividad de diversos antibiéticos puede aumentar o disminuir con la caida del pH,
produciéndose diferencias en las velocidades de difusién y alteraciones de las zonas de
inhibicién. Se incuba siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control

negativo.
INTERPRETACION DE RESULTADOS
Las zonas de inhibicion se miden con una regla de calibracién en milimetros. En

todos los casos, esta prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio

en milimetros.
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METODO CUALITATIVO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL
(Wang & Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (100 x
15mm) que contienen 10 ml de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculan las
esporas del hongo. Después que el micelio se ha desarrollado, se colocan discos
previamente impregnados con el compuesto activo a concentraciones crecientes (la
preparacion de los discos es igual a la técnica de difusion en agar). Si es el primer
ensayo con un extracto crudo, se recomienda usar concentraciones grandes de activo
(1-2 mg por disco). Alternativamente si el activo es soluble en agua se pueden colocar
los discos sobre el agar y posteriormente agregar el compuesto disuelto en agua a la
concentracion deseada. Los discos se colocan a una distancia de 5mm del limite

micelial.

INCUBACION
Las placas son incubadas a 23°C durante 72 h hasta que el crecimiento micelial

se haya desarrollado.

CONTROLES NEGATIVOS
Discos a los que se les agregara 10 ul del solvente empleado para disolver el

problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).

CONTROLES POSITIVOS
Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de 7

ug/disco de ketoconazol.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el caso de existir zonas de inhibicion se reportara el extracto como activo, en

todos los casos esta prueba se hara por triplicado.
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APENDICE IV
MICROTECNICA DE DILUCION EN CALDO (Koneman, et al., 1985)

Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién

bactericida minima (CBM).

En esta técnica la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos
se determina en una serie de microtubos moldeados en una placa plastica. En éste

caso, se utilizaran placas con 96 concavidades.

La microplaca se prepara colocando 50 microlitros de caldo de Mueller-Hinton
(Bioxon 260) con la concentracion de extracto que se quiere probar en las concavidades
apropiadas. La placa se deja durante 24 horas con el fin de que se evapore el solvente

en el cual se disolvié el extracto.

Se prepara una suspensién bacteriana inoculando una asada de la colonia en
estudio en 10 ml de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260) y se incuba a 35°C durante 24
horas obteniendo una concentracién bacteriana de aproximadamente 1.5 x 10°
bacterias/ml. Se hace una dilucidén en solucion isoténica de NaCl 0.8% para obtener una
concentracién de1.5 x 10° bacterias/ml, en cada una de las 96 concavidades se colocan

50 microlitros de ésta dilucion.

Una vez que se encuentra cargada la placa con la suspension bacteriana, se
cubre con su tapa para evitar el desecamiento durante la incubacion la cual sera a 35°C

durante 24 horas.

Como control negativo se utilizaron 50ul del solvente del extracto y cloranfenicol

como control positivo.
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Después del tiempo de incubacion, se anade a cada cavidad 50 ul de una
solucién al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada. La placa se incuba otros 30 minutos. En
las cavidades donde se desarrolla el organismo, el colorante es reducido a formazan,
de color rojo visible, observandose un botén rojo en el fondo de la cavidad. Donde no
hay desarrollo la solucidon permanece clara.
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