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RESUMEN

Atendiendo las necesidades de encontrar nuevas sustancias que tengan efecto
antibiotico sobre las cepas microbianas que dia con dia presentan mayor
resistencia contra antibidticos comerciales, se plantea buscara antibidticos
naturales a partir de dos especies de arboles, en este caso Pinus hartwegii y
Abies religiosa, que han sido poco estudiadas desde el punto de vista medicinal,
por lo cual uno de los objetivos de este trabajo es aportar informacion que permita
la conservacién de los bosques pero sobre todo comprobar su utilidad como
plantas medicinales, para lo cual se evaluo in vitro el efecto antibacteriano y
antifungico frente a siete tipos de bacterias y seis especies de hongos patdgenos
al hombre. Bacterias: Corynebacterium xerosis, Mycobacterium phlei,
Streptococcus mutans, Streptococcus S hemolitico, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus y hongos: Candida albicans, Candida
krusei, Candida estellatoidea, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans y
Geotrichum sp); Se separaron estructuras del arbol en hoja, rama y corteza, para
obtener las tinturas, por medio del método galénico, después de una destilacion se
obtuvieron los extractos en peso seco, a partir de los cuales se prepararon las
concentraciones de 30, 60, 90, 120, 150 y 200 mg mL™, consecutivamente se
impregnaron sensidiscos de 6 mm de diametro. Se inocularon los medios de
cultivo Muller-Hinton para bacterias y Sabouraud para hongos y se incubaron a 35-
37 °C durante 18 horas y 48 horas respectivamente. Frente a los hongos no hubo
respuesta inhibitoria en ninguna de las dos especies. Se observé que Pinus
hartwegii y Abies religiosa tienen efecto antibacteriano, las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI) se encuentran en un rango de 30 a 120 mg mL™, la
estructura con mayor efecto antibacteriano es la corteza, en ambas especie y
Abies religiosa tiene mayor efecto antimicrobiano en comparacion con Pinus
hartwegii.

Palabras clave: Abies religiosa, Pinus hartwegii, Plantas medicinales,
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Antifungico y Antibacteriano.



INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el hombre hizo uso de las plantas con fines alimenticios y
medicinales, aprendiendo primero del comportamiento de los animales y luego a
través de su propio instinto, generado por el conocimiento empirico.

Es probable que se emplearan las plantas desde épocas remotas, ya que en los
yacimientos arqueoldgicos de esa época en Shanidar, Irak, se ha encontrado
polen de plantas consideradas como medicinales. Entre los documentos historicos
de Babilonia, Egipto, India, China, Grecia y Roma sus fuentes méas antiguas
contienen numerosas referencias a las plantas medicinales, coexistiendo en
muchos casos la medicina naturalista con la supersticion y la metafisica.
(Fundacion Alfonso Martin Escudero, 1999).

En México, las culturas prehispanicas tenian conocimiento de las propiedades
medicinales de varias especies de plantas que ahora son la base para que en
México desde principios del siglo XIX hasta mitad del siglo XX se produjeran
medicamentos a partir de sus extractos, pero debido a que la demanda superé a la
oferta, las empresas farmacéuticas cambiaron sus estrategias de produccién
inclindndose por la fabricacion de medicamentos sintéticos que probablemente
pueden causar efectos secundarios; a diferencia de los medicamentos naturales
que por sus constituyentes quimicos son mas facil de asimilar y desechar
(Martinez, 2000).

Otro de los problemas de varios sectores de la sociedad mexicana es la carencia
de recursos econdmicos lo cual impide el acceso a los medicamentos de patente
(por su elevado costo), es por esto que la medicina tradicional est4 teniendo de
nueva cuenta un auge a nivel mundial entrando en las practicas de desarrollo
sustentable, pero el camino aun es largo y la aceptacion de esta alternativa es
gradual.

La importancia de este trabajo radica en proponer una alternativa de uso a
algunas especies de coniferas que habitan en el bosque del Parque Nacional Izta-
Popo y contribuir a la difusién de del uso de la medicina tradicional y los beneficios
que acarrea; ya que ademas de resaltar la importancia que brinda como
proveedor de servicios ambientales o de recursos maderables, también alberga
una gran cantidad de especies vegetales con propiedades medicinales que no han
sido suficientemente estudiadas y protegidas. Por ello en la presente investigacion
se evalug in vitro el efecto antibacteriano y antifangico sobre patdégenos del
hombre, de dos especies de coniferas Abies religiosa y Pinus hartwegii.
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PLANTAS MEDICINALES

Las plantas medicinales son vegetales que elaboran sustancias activas que
ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial, sobre un organismo
vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica es servir como droga o
medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud perdida; es decir,
que tiende a disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que representa una
enfermedad. Constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies
existentes (Mufioz, 1987), sin embargo, en México existen dos niveles de difusion
al respecto de la flora medicinal, el primero tiene lugar en el ambito académico-
cientifico y desafortunadamente es muy escaso, el segundo esta en el publico en
general, pero la veracidad y sobre todo la calidad de esta informacion es dudosa.
Con estas circunstancias, la informacion etnobotanica acerca del uso y
propiedades medicinales que la poblacion reconoce para diversas especies, cobra
gran importancia, ya que permite valorar desde el punto de vista cientifico tales
recursos, a la vez que la clasificacidn botanica promueve la informacién que
existe en el mundo sobre aspectos de quimica y farmacologia (Lozoya,1999). Por
otro lado, se ha dicho que en la actualidad est4 incrementando el uso de las
plantas medicinales y que ha crecido el interés por las mismas; no es que se
comiencen a usar de nuevo, pues en muchos lugares nunca se dejaron de utilizar,
mientras que en otros se suspendid su uso por la influencia de la medicina
institucional. Hoy en dia un ndcleo muy amplio de la poblacion mexicana sigue
empleando solo plantas medicinales y remedios caseros (Linares y col. 990).

El bosque produce alimentos que complementan la dieta o generan a las
comunidades campesinas pequefios ingresos, estos alimentos incluyen: hongos
frutas, nueces, raices, hojas; plantas medicinales y especies utilizadas tanto en
forma domeéstica o para venderse en los mercados locales; materiales para
utensilios domésticos y para la construccién incluyendo: maderas para muebles y
viviendas, materiales para techos y pisos, charolas y silos; combustible para
cocinar y para empresas de pequefa escala; y extraccion comercial de chicle y
resinas en areas limitadas de México (Linares y col. 1990); especificamente los
arboles y arbustos proporcionan diversos productos, entre los que destacan la
lefia y el carbén, madera para construir viviendas y articulos de uso agricola y
doméstico, semillas, frutos y forraje, néctar ceras, grasas y aceites, taninos y
sustancias medicinales, gomas, latex, resinas y colorantes, asi como esencias y
condimentos (Niembro, 1990). Los productos obtenidos de los pinos en general
son de dos clases: los primarios o directos y secundarios o indirectos. Los
primarios son madera, trementina y semillas, segun las especies; y los
secundarios: carbon, el aguarras, la brea, el acido piru-lefioso, el alquitran, el
alcohol metilico (Martinez, 1963).
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PRINCIPIO ACTIVO

Los principios activos de las plantas son aquellas moléculas que, producidas por el
metabolismo se encuentran dotadas de una actividad farmacolégica. La molécula
gana su calificacion como principio activo cuando al, introducirse en un organismo
vivo, genera en él modificaciones medibles, en una o mas de sus células vivientes,
como consecuencia de acciones quimicas o fisicoquimicas (Pedretti, 1990). Asi
mismo las plantas, pueden contener principios activos antagonicos (es decir, con
efectos contrarios) o principios activos sinergéticos (cuyo efecto al ser
administrados conjuntamente se suma) (Kuklinski, 2003).

Una gran parte de los medicamentos actuales (hay quien lo cifra en el 50%) estan
basados en principios activos aislados de las plantas medicinales. Algunos de
estos principios activos son agentes potencialmente toxicos, como alcaloides y
glucosidos cianogénicos, otras sustancias presentan un efecto mucho mas suave
0 progresivo. Los taninos contenidos en muchas sustancias aumentan la
resistencia a las infecciones y ejercen una accion astringente que puede ser de
gran utilidad contra diarreas y para contrarrestar todo tipo de hemorragias y fluidos
corporales. Los mucilagos protegen las mucosas y la piel de las posibles
irritaciones, por su parte los flavonoides refuerzan las paredes de los capilares y
facilitan una buena circulacidbn sanguinea. Los principios amargos estimulan la
secrecion de las glandulas salivales y los digestivos mejorando la absorcion de
nutrientes. A las saponinas, entre otras facultades, se les atribuye una fuerte
accion hormonal. Fenoles como el acido salicilico mitiga el dolor. El contenido de
sales minerales y vitaminas de muchas plantas compensan el déficit de estos
agentes en nuestro organismo y nos ayuda a superar situaciones de debilidad,
agotamiento y anemia (Cebrian y Guarga, 2002).

En un principio, los metabolitos primarios y los secundarios no se pueden
diferenciar con base en su estructura quimica, molécula precursora u origenes
biosintéticos. En ausencia de una distincion valida entre ambos tipos de
sustancias se toma en cuenta su funcion, de modo que seran metabolitos
primarios aquellos que participan en la nutricibn y procesos metabdlicos
esenciales para la planta, mientras que metabolitos secundarios seran los que
permitan interacciones ecolégicas de la planta con su entorno. Es decir, algunos
metabolitos secundarios soOlo estdn presentes en determinadas especies y
cumplen una funcion ecoldgica especifica, como por ejemplo atraer a los insectos
para transferirles el polen, o a animales para que éstos consuman sus frutos y asi
poder diseminar sus semillas; también pueden actuar como pesticidas naturales
contra herbivoros o microorganismos patégenos, incluso como agentes
alelopaticos (sustancias que permiten la competicidn entre especies vegetales),
también se pueden sintetizar metabolitos secundarios en respuesta a dafio en
algun tejido de la planta, asi como contra la luz UV y otros agentes fisicos
agresivos, incluso actuar como sefiales para la comunicacion entre plantas con
microorganismos simbiontes (Valle, 2007).
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Existen diversos principios activos tales como:

Alcaloides

Es un compuesto organico de origen vegetal, nitrogenado, mas o menos basico,
de distribucion limitada capaz, a bajas dosis, de marcadas propiedades
farmacoldgicas. Su toxicidad puede actuar a diferentes niveles:

* Sistema nervioso central.

* Sistema simpatico.

» Higado (hepatotoxicidad).
 Aparato digestivo (Bruneton, 1999).

Flavonoides:

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales y se
encuentran en todas las plantas superiores, sobre todo en partes aéreas (hojas
flores y frutos). Algunos son responsables del color amarillo en ciertos organos
(Kuklinski, 2003).

Los flavonoides refuerzan las paredes de los capilares y facilitan una buena
circulacion sanguinea. Son principios amargos que actdan produciendo la
secrecion de las glandulas salivales y los digestivos mejorando la absorcion de
nutrientes (Reynaud, 2002).

Los flavonoides y los compuestos relacionados (antocianos, catequinas y
leucoanticianidinas) proceden del metabolismo secundario de los vegetales a
través de la ruta del acido shikimico. También proceden de esta ruta fenoles
sencillos, acidos fenolicos (benzoicos y cinamicos, entre otros.) cumarinas,
lignanos, flavonoides, antocianos y taninos (Kuklinski, 2003).

Heterosidos cardiotonicos (o cardiotoxicos):

Son moléculas que actuan sobre el corazdén a diversos niveles: influyen en la
fuerza y velocidad de contraccion, frecuencia, conductibilidad, En dosis
terapéuticas, regulan la funcién cardiaca, pero en dosis altas pueden matar. Los
heterosidos cardiotonicos de origen vegetal son los principales medicamentos en
los tratamientos de insuficiencia cardiaca. Se encuentran en pocas familias
vegetales; sin embargo, dentro de algunas de estas familias, son numerosas las
especies entre las cuales estas moléculas son particularmente abundantes por
ejemplo en Apocinaceas y Asclepiadaceas. En los tratamientos terapéuticos se
utilizan heterosidos extraidos de Digitalis y existe un riesgo de intoxicacién por
sobredosis que se manifiesta en nauseas, vomitos, vision en color amarillo,
alteraciones nerviosas y cardiacas (Reynaud, 2002).
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Heterosidos cianogenéticos (o ciandégenos):

Son moléculas como prunaidin, amigdalidina que, en presencia de las enzimas
correspondientes, liberan azucares... y acido cianhidrico es un potente veneno
respiratorio. Las concentraciones en heterosidos cianogénicos nunca son muy
elevadas para que haya intoxicacion grave (Reynaud, 2002).

Saponinas (o0 saponocidos):

Heterosidos frecuentes entre los vegetales. Son sustancias complejas, muy
toxicas para los peces para el ser humano (propiedades hemoliticas, propiedades
irritantes a nivel de aparato digestivo. Son antiinflamatorias y antiedematosas.
Construyen una materia prima importante para la hemisintesis de hormonas
esteroideas (Reynaud, 2002). A las saponinas, entre otras facultades, se les
atribuye una fuerte accion hormonal (Cebrian y Guarda, 2002).

Rafidios de oxalato de calcio:

Son cristales que provocan micro-desgarros en la piel, en caso de frotamiento o en
las mucosas, en caso de ingestion. Su accion mecéanica puede facilitar igualmente
la penetracion de otras sustancias (Reynaud, 2002). Se presentan en cerca del
1% de las plantas, localizadas en ciertos 6érganos, como el rizoma de ruibarbo, que
puede sobrepasar el 20 % del peso seco, constituye, con frecuencia, un caracter
de considerable importancia diagnoéstica en taxonomia vegetal (Trease y Evans,
1991).

Existen otras sustancias quimicas que se encuentran con menos frecuencia:

Lactosas:
Abundantes en las ranunculdceas y puede ser debido a la decencia de
protoanemonina (Reynaud, 2002).

Oleorresinas:

Son mezclas de aceites esenciales y resinas, por ejemplo la trementina de los
pinos o los balsamos (Kuklinski, 2003). La mayor parte de las coniferas sintetizan
oleorresinas que encierran a veces alcoholes téxicos (tuyona, sabinol, entre otros)
(Reynaud, 2002).

Taninos:

Los taninos no son toxicos en general, pero consumir una plantaron alta
concentracion de ellos puede causar desordenes a nivel del aparato digestivo
(Reynaud, 2002). Los taninos contenidos en muchas plantas aumentan la
resistencia a las infecciones y ejercen una accion astringente que puede ser de
gran utilidad para tratar diarreas y para contrarrestar todo tipo de hemorragias y
fluidos corporales (Cebrian, 2002). Estan constituidos por un amplio grupo de
compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas
macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina) Son agentes quelantes,
con metales pesados (cobre, mercurio, plomo, estafo, cinc). Por ésta razén en
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ocasiones se utiliza como antidoto en intoxicaciones causadas por estos metales
(Kuklinski, 2003).

Algunos de estos principios activos son agentes potencialmente tdxicos, como
alcaloides y glicoselidos cianogénicos, pero de ellos que se derivan medicamentos
muy activos que deben ser aplicados con cautela y bajo estricto control medico.
Otras sustancias presentan un efecto mucho mas suave o progresivo (Cebrian,
2002).

El contenido en principios activos y la relacién entre distintos constituyentes
productores de drogas en un organismo no son valores estaticos, sino que varian
durante la vida de la planta en relacién a la interaccion de factores internos o
externos.

FACTORES QUE AFECTAN LA COMPOSICION DE LOS
PRINCIPIOS ACTIVOS

EFECTO DE LOS FACTORES GENETICOS O ENDOGENOS

Los miembros de una especie raramente son homogéneos genéticamente.
Cuando las diferencias genéticas son lo suficientemente grandes se habla de
subespecies, variedades, tipos. Tales diferencias derivan de los genes, que
pueden producir cambios morfolégicos y en muchos casos también de diversidad
bioquimica, es decir pueden dar diferencias en las caracteristicas y el tipo de
constituyentes producidos. Siempre que ocurren estas diferencias bioguimicas
para cada tipo particular, es denominada "variedad fisiologica”. Con lo cual la
concentracion, naturaleza y calidad de las sustancias puede variar (Acosta, 2003).

EFECTOS ECOLOGICOS 0 EXOGENOS

El ambiente donde crecen las plantas, ejerce gran influencia en lo que respecta a
los principios activos. La luz, temperatura y principalmente la precipitacién, en
conjunto determinan la presencia de estos compuestos en las plantas. También la
velocidad del viento (factor poco estudiado), es determinante en muchos casos, se
conoce que por su accion se incrementa la evaporacion de aceite esenciales y que
sin embargo en el caso de los alcaloides el aumento de la transpiracion en las
plantas hace que sea mayor el contenido de liquido que asciende desde las
raices, por lo que es muy probable, que por esta via se incremente el contenido en
las hojas en las especies productoras de alcaloides (Acosta, 2003).
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La luz es el factor relacionado con la temperatura y varia con la estacion del afio y
la hora del dia; es menor en otofio e invierno a causa de la inclinacion de los rayos
solares y al alto grado de nubosidad y mas intensa en horas del mediodia debido a
la mayor elevacién angular del sol. La luz favorece el crecimiento de los tejidos
jovenes etapa en la cual ocurre la acumulacion de los principios activos.

La temperatura también juega un papel importante en la produccién de
metabolitos secundarios, influye en el crecimiento acelerado y en el equilibrio que
existen entre el proceso fotosintético y el respiratorio; por consiguiente, en la
produccion de los principios activos.

Con relacion a las precipitaciones, estas juegan un rol fundamental ya que regulan
la temperatura; (en el caso de las plantas cultivadas también el riego es un
elemento a considerar). Las lluvias, ademas, influyen sobre la distribucion
geografica de las plantas, haciendo que muchas especies estén limitadas a las
orillas humedas de corrientes de agua, lagunas y pantanos, asimismo Su
distribucion irregular da lugar a la division del afio en estaciones secas Yy lluviosas
lo que hace que la produccion de los principios activos sea afectado por el exceso
o falta de lluvia (Acosta, 2003).

En lo que se refiere a la influencia que ejerce en las especies productoras de
aceites esenciales, se conoce que las respuestas son variadas; por lo general las
altas temperaturas aumentan su volatilizacién, pero ademas pueden generar
variaciones tanto en las cantidades del aceite asi como en sus componentes.

Finalmente se puede establecer que se ha demostrado que algunos factores
agroclimaticos resultan basicos para la produccion de plantas medicinales y que el
rendimiento de los cultivos estd influenciado por el manejo del cultivo (incluye
tanto su rango de adaptacion, las técnicas y métodos culturales y los sistemas de
produccion agricola) y del medio, fundamentalmente el clima, donde se
desarrollan las especies (Acosta, 2003).

Las diferentes especies vegetales varian enormemente en cuanto a sus
requerimientos de suelos y nutrimentos. Este aspecto ha sido objeto de
considerable atencion con respecto a las plantas medicinales. Y son tres las
propiedades de los suelos consideradas como fundamentales: sus propiedades
fisicas, quimicas y microbioldgicas, por ejemplo: el tamafio de las particulas influye
en la capacidad de retencién de agua, y ciertas plantas que producen mucilagos
como producto que retiene agua, contienen menos mucilago cuando crecen sobre
un suelo de alto contenido en humedad. Todas las plantas requieren calcio para
su normal nutricion, aunque hay especies (por ejemplo, Pinus pinaster y Digitalis
purpurea) conocidas como calcifobas que no pueden crecer sobre suelos
alcalinos.
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El efecto de los abonos con nitrdgeno sobre la produccion de alcaloides ha sido
objeto de considerable estudio. Generalmente, los fertilizantes nitrogenados
incrementan el tamafo de las plantas y las cantidades de alcaloides producidos.
Los efectos del nitrdgeno sobre los contenidos en heterdsidos y en esencias
parece variable; se supone, en estos casos, que el resultado final depende del
efecto general del nitrogeno sobre el metabolismo de la planta. Durante algun
tiempo se ha mantenido que trazas de manganeso son necesarias para la
produccion con éxito de Digitalis purpurea; mas recientemente Letchamo (Planta
Med., 1986, 421 [K 13]), ha demostrado que un régimen de manganeso y
molibdeno en el abono durante los dos afos del desarrollo de D. grandiflora da
lugar a un significativo incremento en el rendimiento en heterdsidos (Trease y
Evans, 1991).

Varios miles de sustancias han sido descritas hasta el dia de hoy. La mayoria de
estas moléculas tiene una actividad biolégica muy poderosa y algunas son
consideradas venenos poderosos y (por tanto) grandes medicamentos (atropina,
colchisina, estricnina, entre otras).

METODOS DE EXTRACCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS

A lo largo de la historia la Fitoterapia ha desarrollado diversos métodos de
extraccion para el mejor aprovechamiento de las virtudes terapéuticas de las
plantas, los cuales son el propésito de este apartado.

El método de extraccién utilizado depende del tipo de planta a emplear (caracteres
organolépticos), de la concentracién de principios activos y de sus propiedades
farmacoldgicas (Kuklinski, 2003). Segun la textura o los componentes de la planta,
existen varios procedimientos:

Infusién: se vierte el agua hirviendo sobre la planta colocada en un recipiente de
cierre bien ajustado, a fin de evitar la pérdida de principios activos, y se deja en
reposo de 5 a 15 minutos, filtrandose y tomandose inmediatamente. Generalmente
se utiliza para flores, hojas y tallos tiernos.

Decoccion: consiste en echar la planta en agua hirviendo y dejarla hervir durante
5 6 20 minutos, a una temperatura superior al punto de ebulliciéon, en un recipiente
cerrado para evitar la evaporacion. Se utiliza para raices, tallos fuertes y cortezas.

Maceracion: la planta se introduce en agua o en un disolvente (alcohol) a
temperatura ambiente durante varias horas (generalmente de 8 a 12 horas) el
resultado de esta preparacion son las tinturas tienen la ventaja de ser
preparaciones muy simples y sin manipulaciones posteriores. Las tinturas,
infusiones y cocimientos, tienen una concentracion poco elevada de principios
activos, no obstante entre ellas, las tinturas son mas concentradas, debido a que
el alcohol tiene una mayor capacidad extractiva que el agua.
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Digestion: se trata de macerar la planta en agua a temperatura media, alrededor
de 50° C, durante algun tiempo. Se utiliza sobre todo para el agotamiento de las
drogas resinosas o cuando los disolventes empleados son grasos (preparacion de
aceites medicamentosos).

Percolacion o lixiviacién: en este caso el agua, alcohol u otro disolvente
atravesaria una columna llena de planta pulverizada, arrastrando durante el
proceso los principios activos.

Maceracion-Decoccion: se utiliza para ciertas tisanas, compuestas de partes
vegetales duras y tiernas, en donde esté indicado ponerlas en maceracion antes
de cocerlas.

TECNICAS PARA LA DETERI\/IINACION DE
COMPUESTOS ORGANICOS

En el siglo XIX y principios del XX el proceso de determinacion de la estructura de
los compuestos organicos era dificil y consumia mucho tiempo, pero en las dltimas
décadas, se han hecho avances extraordinarios. Hoy se dispone de técnicas que
simplifican mucho la determinacion de las estructuras tales como Espectrometria
de Masas, Espectroscopia en el Infrarrojo (IR), Espectroscopia en el Ultravioleta
(UV), la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (McMurry,
2004).

En el espectrometro de masas se bombardean las moléculas con un haz de
electrones energéticos que las ionizan y las rompen en muchos fragmentos,
algunos de los cuales son positivos. Cada tipo de ion tiene una razon particular de
masa o carga. El conjunto de iones se analiza de modo que se obtiene una seial
para cada valor representado; la intensidad de cada sefal refleja la abundancia
relativa del ion que produce la sefal. Un solo Espectro de Masas comprende
docenas de propiedades fisicas, pues muestra la abundancia relativa de
fragmentos diferentes. El Espectro de Masa ayuda a establecer la estructura de
sustancias nuevas de varias maneras diferentes: dar un peso molecular exacto;
dar una formula molecular o, al menos, reducir las posibilidades a muy pocas.
También puede indicar la presencia de ciertas unidades estructurales en una
molécula (Morrison y Boyd, 1998).

El Espectro de Infrarrojo consta de una fuente emisora que origina un haz de luz
compuesto de todas las frecuencias de la radiacion infrarroja, cuya absorcion se
desea medir. Este haz se hace pasar a través de las muestras y luego en un
monocromador, en el que se seleccionan las frecuencias de una en una, y se
hacen pasar por el detector, sistema capaz de emitir una sefial electrénica
proporcional a la intensidad de la luz que recibe. En la practica, el detector recibe
dos haces —uno que ha sido pasado a través de la muestra, y otro de referencia
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que solo ha atravesado el disolvente (si la muestra se halla disuelta). De otro
modo, el espectrofotometro puede medir directamente la fraccion de luz absorbida
(o transmitida) sélo por la muestra y a cualquier longitud de onda. Un registrador
representa graficamente de forma continta la cantidad de luz transmitida o
absorbida para cada frecuencia; la grafica resultante se denomina espectro
infrarrojo del compuesto (Wininger y Stermitz, 1998).

Los espectros para el ultravioleta miden la absorcion de luz en la region visible y
ultravioleta “cercana”, es decir, en el intervalo 200-750 nm. Esta luz es de
frecuencia mas elevada (y de mayor energia) que la infrarroja y, cuando es
absorbida por una molécula, produce cambios en estados electrénicos que
requieren mas energia. En una transicion a nivel electronico mas alto, una
molécula puede ir desde cualquiera de varios subniveles: el resultado es la
observacion de bandas anchas de absorcion ultravioleta. Mientras un espectro de
infrarrojo muestra muchos picos muy marcados, un ultravioleta tipico sélo indica
algunas bandas anchas.

En contraposicion con el espectro de infrarrojo, el ultravioleta no se emplea para
demostrar la presencia de grupos funcionales individuales, si no mas bien para
establecer relaciones entre ellos, principalmente la conjugacion entre dos 0 mas
dobles enlaces (o triples) carbono-carbono; entre dobles enlaces carbono-carbono
y carbono-oxigeno; entre dobles enlaces y un anillo aromatico, e incluso presencia
de un anillo aroméatico. Ademas, puede revelar el nidmero y ubicacion de
sustituyentes unidos a los carbonos del sistema conjugado (Morrison y Boyd,
1998).

La Espectroscopia de Resonancia Magnética nuclear (RMN) es la técnica
espectroscopica mas valiosa con que se cuenta para la determinacion de
estructuras quimicas. La Espectrometria de Masas proporciona informacion sobre
las formulas de una molécula y que la Espectroscopia de Infrarrojo da informacion
sobre los grupos funcionales de una molécula. La Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear no reemplaza ninguna de esas técnicas; mas bien la
complementa al producir un “mapa” de las estructuras de carbonos e hidrogenos
de una molécula organica. En conjunto la Resonancia Magnética Nuclear las
Espectroscopias de Infrarrojo, UV y de Masa a menudo hace posible que se
puedan determinar las estructuras completas de moléculas muy complejas
(McMurry, 2004).
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Pinus hartweqii
BOSQUE DE PINUS

El género Pinus, comprede unas 100 especies; casi todas las ellas crecen en
estado natural en el Hemisferio Norte, desde las zonas frias que rodean el mar
Artico por toda Europa, Asia y América del Norte, hasta los paises calidos y
lluviosos subtropicales y tropicales, en las Indias Orientales, Archipiélago Filipino,
las Antillas, Islas Bahamas, México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, con una
mayor area de distribucién dentro de regiones templadas pero sin traspasar el
Ecuador para dispersarse en el Hemisferio Sur, a excepcion el P. merkusii que
traspasa unos grados el Ecuador, en Indonesia, estos arboles han ido formando
tipos de especial adaptacion a las condiciones del medio en que viven
naturalmente.

Los bosques de coniferas, tan frecuentes en las zonas de clima templado y frio del
Hemisferio Boreal, también caracterizan muchos sectores del territorio de México,
donde presenta una gran variedad floristica y ecologica. Se les encuentra
practicamente desde el nivel del mar hasta el limite de la vegetacion arborea;
prosperan en regiones de clima semiarido, semihimedo y francamente humedo y
varios prosperan solo en condiciones edaficas especiales (Rzedowski, 1983).

Los pinares son comunidades vegetales muy caracteristicas de México y ocupan
vasta superficie de su territorio, ya que mas del 50% de las especies de pinos que
existen en el mundo habitan en la Republica Mexicana, con la posible excepcién
de la peninsula de Yucatan, existen bosque de pino en todas las entidades
federativas del pais. Su distribucion geogréfica coincide a grandes rasgos con la
de los elevados macizos montafiosos (Rzedowski, 1983).

En algunas localidades de Chiapas, Oaxaca y Guerrero manchones dominados
por P. oocarpa también penetran profundamente en areas de clima caliente y se
les ha registrado a 150 m. Sin embargo el grueso de la masa forestal de los pinos
mexicanos se desarrolla a altitudes de 1 500 y 3 000 m. A elevaciones mayores
los pinares también son frecuentes y constituyen el Unico tipo de bosques que
alcanza el limite superior de la vegetacion arbodrea, situado en el norte de México
a 3 650 m (Beaman y Andesen, 1966). En el centro y sur del pais esta linea se
ubica aproximadamente a unos 4000 m de altitud, pudiendo sobrepasar
localmente la cota de 4 100 m (Beaman, 1962).

Cuando la altitud de la montafia excede los valores mencionados, el pinar limita en
su parte superior con los zacatonales o con otro tipo de vegetacion alpina. En
muchas partes de México los cerros menos elevados (2 500 y 3 600 m) llevan el
pinar en sus cumbres y laderas superiores.
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Los bosques de Pinus hartwegii son los mas tolerantes a las temperaturas bajas,
pues se desarrollan entre 3 000 y 4 000 m de altitud practicamente en todas las
areas montafiosas de México que alcanzan tales elevaciones. Resisten frecuentes
nevadas y su extremo superior establece el limite de la vegetacion arborea en los
mAas prominentes picos montafiosos. En sus partes mas bajas los pinares de Pinus
hartwegii, pueden formar asociaciones de estatura elevada (de 15 a 20 m de alto),
pero hacia los 4 000 m de altitud con frecuencia constituyen un bosque
achaparrado (de 5 a 8 m de alto) y mas bien abierto. Las gramineas rigidas y
amacolladas de los géneros Festuca, Calamagrostis y Muhlenbergia son los
componentes mas caracteristicos del estrato herbaceo; en condiciones de
incendios frecuentes algunas especies de Lupinus también pueden abundar.

de 12 a 20 mm de largo por 5 a 12

mm de ancho, de color café con

DESCRIPCION BOTANICA lineas oscuras (Figura 1) (Rzedowski

y Calderon, 2001).
El Pinus hartwegii es un arbol de 5 a
25 o hasta 30 m de altura; tronco con
un didmetro hasta de 75 cm, corteza
gruesa y aspera, de color café oscuro
tornandose grisacea, dividida en
placas irregulares o cuadrangulares,
ramas extendidas; hojas 4 o 5 en
cada fasciculo, a veces 3 o0 6,
regidas, de 6 a 18 cm de largo, de
color verde claro casi glaucas, vainas
persistentes; conos masculinos de 1
a 15 cm de largo, de color
amarillento o violaceo, tornandose
café; conos femeninos oblongos, de
color azul-violaceo y dispuestos en
grupos de 2 a 4, a veces 6,
cortamente  pedunculados; conos
ovoideo-oblongos, levemente
encorvados, de 7 a 14 cm de largo,
por 5 a 8 cm de didmetro casi sésiles,
de color café oscuro o casi negro, a
veces con tinte rojizo, persistentes,
dispuestos por pares o en grupos de Fig. 1 Pinus hartwegii
3 0 4; semillas de 5 a 8 mm de largo
de color café, con el ala
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COMPOSICION QUIMICA

Los pino contiene aceites esenciales con propiedades medicinales, estos aceites
volatiles compuestos principalmente por alcoholes terpénicos, terciarios y
secundarios; obtenidos por extraccién y fraccionamiento o por destilacion con
vapor de la madera. El aceite contiene alrededor del 65% de alfa-terpenol, 10 %
de meétilchavicol y éteres fendlicos afines, 9 % Borneol y 8 % de alcohol
Fonquilico y 4 % de Mentanoles. El extracto de pino es un liquido de color @mbar
claro o incoloro, con un olor caracteristico y facilmente miscible con alcohol.

PROPIEDADES MEDICINALES

Aln cuando no hay registros para Pinus hartwegii si los hay para otras especies
del mismo genero. Como planta medicinal, el Pinus sylvestris es el mas
empleado, con las yemas secas se prepara una infusion para combatir la
bronquitis, el asma y las dolores reumaticos. (Saldierna, 2000); también se utiliza
contra catarros pulmonares, laringitis y la trementina se unta en las partes
afectadas para combatir granos, acné, supuracion de foranculos y afecciones de la
piel (Garcia, 1995); El polen sirve para espolvorear los pruritos y entra también en
la composicion de remedios rejuvenecedores (Volak y Standali, 1988). También
los extractos fluidos alcohdlicos de las hojas de Pinus caribaea (pino macho) al 75
y 100 % presentan actividad antifungica frente al Microsporum canis y
Trichophytum rubrum (Rivero et al., 1997).

> e 21
£— " BIocogia

ey,



UN 74 M Sy
BEJARANO SOLIS MARIA DE LA LUZ

Abies religiosa

BOSQUES DE ABIES

Aun cuando no cubren grandes superficies de terreno, los bosques de Abies sobre
salen entre el conjunto de las comunidades vegetales dominadas por coniferas.
Tal hecho se debe principalmente a las condiciones ecoldgicas en las que se
desarrollan y de cuya existencia son indicadores. Debido a las similitudes
floristicas, faunisticas, fisondmicas y ecologicas con las grandes masas que
cubren las porciones septentrionales de Norteamérica y de Eurasia, son pruebas
claras de que al menos un buen numero de los elementos de los bosques
mexicanos de Abies tuvo su origen a partir de biota que arribé por el lado norte,
probablemente en épocas en que el clima favorecia su expansion y migracion.

Las divergencias mas sobresalientes entre los bosques de Abies de México y los
de las altitudes superiores residen en las condiciones climéaticas.

La consecuencia mas notable de esta disparidad climética es la que se manifiesta
a través del comportamiento de la comunidad, pues a diferencia de lo que sucede
més al norte, donde durante muchos meses, toda la vida vegetal se mantiene
latente debido a las bajas temperaturas y a la nieve, en México el bosque de Abies
practicamente no interrumpe sus actividades de fotosintesis, absorcién vy
transpiracion, si acaso sufre una disminucion durante los periodos mas frios y mas
secos del afio. Siempre o casi siempre hay verdor en los niveles inferiores de la
comunidad y el periodo de floracion de muchas especies corresponde
precisamente a los meses de diciembre, enero y febrero.

La distribucién geogréafica de los bosques de Abies en México es dispersa y
localizada. En la mayor parte de los casos se presenta en forma de manchones
aislados, muchas veces restringidos a un cerro, a una ladera o0 a una cafada. Las
areas continuas de mayor extension se presentan en las serranias que circundan
al Valle de México y les siguen en importancia las correspondientes a otras
montafias sobresalientes del Eje Volcanico Transversal, como por ejemplo, el Pico
de Orizaba, el Cofre de Perote, el Nevado de Toluca, el Tacintaro, el Nevado de
Colima y algunas otras mas (Rzedowski, 1983).

En México, este tipo de vegetacion esta practicamente confinado a sitios de alta
montafia, por lo comdn entre 2 400 y 3 600 m de altitud. De la zona de Coapilla 'y
Tapalapa, Chiapas, hay bosques de Abies a 1700 m y en las sierras costeras de
Jalisco estos pueden descender hasta elevaciones de 1500 m, los abetos no
alcanzan el limite altitudinal de la vegetacion arborea y generalmente forman un
piso por debajo del pinar superior (Bosque de Pinus hartwegii).
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DESCRIPCION BOTANICA

Abies religiosa es un arbol grueso, hasta de 40 (60) m de alto ; hojas alternas, de
glaucas en el envés; conos masculinos oblongos, de 12 a 14 mm de largo por 5
mm de ancho, de color violaceo, al principio pretejidas por mucha resina;
inflorescencias femeninas en forma de conillos subcilindricos, de 7 cm, de largo
con las bracteas rojizas de margen rasgado, los conos maduros son cilindricos-
oblongos, de 16 a 18 cm, color castafio brillante, el ala mide 22 a 25 mm de largo
por 10 a 15 mm de ancho (Figura 2)(Rzedowski y Calderon, 2001).

Le fue aplicado el nombre de religiosa porque sus ramillas eran y son preferidas
por los indigenas para adorno en algunas ceremonias religiosas. En la capital las
puntas de las ramas se usan como arbol de Navidad, pero este uso esta ahora
muy restringido. Su nombre vulgar es oyamel, pero también le dicen pinabete en
Michoacan y Jalisco. El nombre en nahuatl es Acxoyatl.

Fig. 2 Abies religiosa.
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COMPOSICION QUIMICA

La madera es blanca, ligera y poco durable, y se emplea para hacer tejamaniles,
viguetas, jirones, etcétera, y principalmente para la fabricacion de papel. La
trementina de los troncos jovenes, llamada aceite de abeto, trementina de oyamel
o aceite de palo, es viscosa, acre y aromatica, semitransparente, parecida a la
trementina de Venecia y se emplea en medicina como balsamico y en la
fabricacion de barnices. Segun la Farmacopea Mexicana contiene acido abiotico,
acido succinico, una sustancia particular llamada abietina.

PROPIEDADES MEDICINALES

Algunas especies de abetos reportada con propiedades medicinales son Abies
alba Millar este abeto es originario de Europa Central y Meridional. Contiene
resina y aceites esenciales que forman parte de la esencia de trementina que es
una de las principales sustancias medicinales que presenta el abeto, en especial
por via externa como antialgico y rubefaciente. Por via externa es expectorante
(Alonso, 2004); también se le reporta para aliviar bronquitis, asma, enfisemas,
rinofaringitis, sinusitis y en general catarros bronquiales. También en infecciones
urinarias como cistitis o pielonefritis (Pérez, 2001).

Algunas experiencias in vitro determinaron una accién bacteriostatica y/o
bactericida de las yemas del abeto debido a componentes de su aceite esencial.
Dicha actividad también fue corroborada en Picea abies 6 abeto rojo (Karting y col.
1991; Schales y col. 1993). La corteza también tiene accion antiséptica y
astringente. Mediante la incision en la madera se obtienen aceites de trementina y
con la esencia se da aroma a productos de limpieza (Pérez, 2001).
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La susceptibilidad que diversos microorganismos presentan a la acciéon de los
agentes antimicrobianos puede medirse in vitro utilizando los principios de difusion
en agar. Resultados precisos pueden obtenerse con esta técnica siempre que
todos los detalles y los procedimientos estén cuidadosamente estandarizados y
controlados (Lennette, 1987)

Un agente antimicrobiano es activo contra los microorganismos y puede ser
producido en forma natural por microorganismos o0 sintéticamente en el
laboratorio, un agente quimioterapico ha sido empleado para referirse a agentes
antimicrobianos sintéticos o no y también se refiere a agentes que actuan contra
células humanas como inmunomoduladores y drogas antitumorales. Los términos
agente antiviral y agente antifiungico son términos mas especificos, incluidos
dentro de la categoria mas general de agentes antimicrobianos.

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

Un concepto importante sobre el que es necesario insistir es que no se pueden
realizar pruebas de sensibilidad in vitro con cultivos mixtos, sélo los cultivos puros
proporcionaran resultados validos sobre la eficacia de un agente antimicrobiano
(Danival, 2003).

El principio de las pruebas de dilucion es determinar la concentracion mas baja o
minima del agente antimicrobiano requerido para inhibir el crecimiento del
microorganismo (Mendel y col. 1997).
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ANTIBIOGRAMAS

El antibiograma es un método de laboratorio que sirve para determinar in vitro la
susceptibilidad de una bacteria a los distintos agentes antimicrobianos (Tay,
1994). El primer objetivo del antibiograma es el de medir la sensibilidad de una
cepa bacteriana a uno o varios antimicrobianos. En efecto, la sensibilidad in vitro
es uno de los requisitos previos para la eficacia in vivo de un tratamiento
antibiotico.

El antibiograma sirve, en primer lugar, para orientar las decisiones terapéuticas
individuales. El segundo objetivo del antibiograma es seguir la evolucion de las
resistencias bacterianas. Gracias a este seguimiento epidemioldgico, a escala de
un servicio, un centro de atencion médica, una regién o un pais, es como puede
adaptar la antibioterapia empirica, revisar regularmente los espectros clinicos de
los antimicrobianos y adoptar ciertas decisiones sanitarias, como el
establecimiento de programas de prevencion en los hospitales (Danival, 2003).

En muchas infecciones, los resultados de las pruebas de sensibilidad son
importantes en la eleccion del antibidtico. Es comun reportar los resultados como
la Concentracion Inhibidora Minima (CIM), (Levinson y Jawetz, 1992). La CIM se
define como la menor concentracion de una gama de diluciones de antibiético que
provoca una inhibicion de cualquier crecimiento bacteriano visible. Es el valor
fundamental de referencia que permite establecer una escala de actividad del
antibiotico frente a diferentes especies bacterianas (Danival, 1993).

Los didmetros de zona de inhibicion se interpretan como susceptibilidad
significativa, susceptibilidad intermedia o resistencia a cada agente antimicrobiano
investigado (NCCLS, 1993).
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TECNICA DE DIFUSION CON DISCOS

La técnica de difusién con discos recomendada actualmente por la U. S. Food and
Drugs Administration y por el Nacional Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 1984), es una modificacion de la descrita por Bauer y
colaboradores, (Bauer y col. 1966)

Este método fue modificado en 1947, incorporando el agente antimicrobiano a
discos de papel filtro. En 1966, después de los estudios realizados por Bauer,
Kirby, Sherris y Turk, ensayando diferentes cepas bacterianas, el empleo de los
discos de papel de filtro para las pruebas de sensibilidad fue estandarizado y
correlacionado definitivamente con las CMI correspondientes (Danival, 2003). El
meétodo de difusion en disco se ha estandarizado con agar Mueller-Hinton. El
medios sin suplementos favorece el crecimiento de casi todos los
microorganismos para los que son mas importantes las pruebas de susceptibilidad
(Lennette, 1987).

TECNICA DE KIRBY-BAUER

Con el objeto de investigar las determinaciones de susceptibilidad a los
antimicrobianos, se formo6 un comité de la Organizacién Mundial de la Salud cuyas
deliberaciones proporcionaron los principios fundamentales que condujeron al
desarrollo de las técnicas estandares de Anderson primero y de Kirby-Bauer
después. Los diversos pasos estandarizados que se han incorporado a la técnica
de Kirby-Bauer utilizan una escala turbidimétrica, en la que se numeran segun la
concentracion de microorganismos que se requiera, varios tubos, el tubo nimero 1
se utiliza como patrén de referencia, e indculo se ajusta al patrén de referencia por
medio de comparacion visual aproximada, o por espectrofotometria haciendo
coincidir la absorbancia.

La escala utilizada y aceptada mundialmente es la de McFarand (cuadro No. 1) en
la que se origina una turbidez debida a la reaccién de acido sulfarico con cloruro
barico que forma un precipitado blanco de sulfato béarico (Gonzélez, 1997;
Koneman, 1988).
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TECNICA DE BARRY

El microorganismo a investigar se inocula en una o varias placas de agar (Mueller-
Hinton para bacterias y Agar dextrosa Sabouraud para hongos) previamente
fundido a una temperatura de 45 a 50 °C. En un tubo, se adiciona el inéculo y se
homogeneiza la muestra. Una vez constituida la muestra se verte esta en la caja
de Petri estéril y se deja solidificar, sobre su superficie se disponen los discos
correspondientes a varios antibiéticos. Se incuban las placas durante 16-24 horas
a 35° C y al cabo de este tiempo se estudia el crecimiento del microorganismo. Se
valora el diametro de la zona de inhibicién que se forma alrededor de cada disco.
Con esta referencia podemos informar si el microorganismo es Sensible o
Resistente a cada uno de los antimicrobianos ensayados en las placas (Figura 3).

Si el microorganismo estudiado es sensible, en torno al disco se observard un
halo, en el cual no hay proliferacion de bacterias. Si el microorganismo es
resistente al antibidtico, crecera uniformemente y no habra ningun halo de
inhibicion en torno al disco de papel (Danival, 2003).

Fig. 3 Colocacion de los sensidiscos en el medio de cultivo impregnados del antimicrobiano
(Danival, 2003).

Una vez sembrada una placa de un medio de cultivo adecuado y colocados los
distintos discos impregnados de antimicrobiano y una vez colocada a incubacién
en la estufa durante unas horas, se procede a la lectura de los resultados, que se
puede hacer a intervalos periodicos, basada en la medicion del halo de inhibicion
(Danival, 2003).
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MICROORGANISMOS PATOGENOS DEL HOMBRE

Durante los muchos milenios de evolucion, los seres humanos han desarrollado
una relacién intima y compleja con el mundo de los microorganismos. Desde el
nacimiento hasta la muerte, el cuerpo es habitado por cientos de especies de
bacterias y de hongos. Algunos hacen del cuerpo humano su habitat permanente,
otros residen en el solo temporalmente, aunque sean inocuos. En la mayoria de
las personas sanas existen diez veces mas células microbianas que células
humanas. De hecho la buena salud se debe, en parte, a la relacion con algunos
microorganismos.

Todos nosotros tenemos un conocimiento intuitivo de lo que es la salud, pero la
salud es un estado de equilibrio relativo, en el cual los diversos sistemas de
organos funcionan de manera adecuada. La salud es la condicion estable en la
gue nos encontramos la mayor parte del tiempo. La enfermedad es un estado de
equilibrio funcional que puede llevar a una recuperacion o la muerte.

Los microorganismos que mantienen esta condicion estable con los seres
humanos constituyen la biota normal. Estos microorganismos crecen y se
multiplican debido a que estan adaptados a vivir en el cuerpo humano. En la
mayoria de los casos no causan enfermedades. Las superficies corporales
externas que poseen una biota normal de microorganismo, incluyen la piel y la
cubierta externa del ojo. La biota normal las superficies internas de la nariz, la
boca, el tracto intestinal, la vagina y la uretra: los microorganismos que se
encuentran en cualquier otro tejido del cuerpo, como el cerebro, el corazén, el
muasculo o el hueso, no forman parte de la biota normal y pueden provocar
enfermedades (Ingraham y col. 1998).

Las infecciones del ser humano son producidas por una gran variedad de
organismos. Los microorganismos de importancia médica se encuentra reunidos
en cinco grupos: 1) rickettsias y clamidas, 2) virus, 3) protozoarios, 4) hongos y 5)
bacterias (Duerden y col. 1993).
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GRUPOS PATOGENOS

A continuacion se citan algunas caracteristicas de los patdégenos que se pondran a
prueba frente a los principios activos de Pinus hartwegii y Abies religiosa

BACTERIAS
% Corynebacterium xerosis

Forman pequefias colonias. Pueden ser aerobios o anaerobios facultativos. Son
comunes en suelo y agua y residen en piel y mucosa. No forma endosporas, su
reproduccion es por division.

«+ Enterococcus faecalis

Son anaerobios facultativos, fermentan la glucosa y transforman los nitratos a
nitritos. Se encuentra en la flora oral, el intestino grueso, vias urinarias.

«+ Escherichia coli

Forman colonias grandes de 1-2 mm en 24 h. Son anaerobios facultativos. A
pesar de que es miembro de la flora normal y no es muy patdgena, tiene gran
importancia médica por la frecuencia y la naturaleza grave de las infecciones que
provoca. El organismo vive en el colon sin provocar trastorno manifiesto Sin
embargo, dada su presencia en las heces con frecuencia alcanza y afecta otras
areas del cuerpo, en especial vias urinarias y peritoneo (Myrvik y Weiser, 1991).

% Staphylococcus aureus

Produce colonias “enanas”. Pueden envenenar los alimentos almacenados con
entero toxinas causa infecciones en cualquier sitio del organismo.

Los Staphylococcus crecen aerébicamente en la superficie de la piel y
anaerobicamente en los poros exentos de aire. Pueden soportar las condiciones
severas de la piel, incluida la baja humedad, la alta salinidad y las temperaturas
extremas. De cualquier forma, se encuentran abundantemente en areas con una
relativa humedad, como es la zona bajo los brazos, alrededor de la nariz y en la
cercania del ano (Ingraham y col. 1998).

La mayor parte de los trabajadores de hospitales tienen una abundante microbiota
transelnte, debido a que estan expuestos diariamente a un elevado numero de
patégenos. En particular, suelen tener Staphylococcus aureus patégenos. Estos
patdgenos son inocuos a menos que sean transferidos a un paciente cuya
resistencia este disminuida debido a una enfermedad o a una herida abierta

(Ingraham y col. 1998).
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« Streptococcus

Los Streptococcus forman una amplia gama de especies de cocos grampositivos
gue suelen disponerse en cadenas o parejas (Murray y col. 1992):

e Streptococcus S hemolitico

Se desarrollan en la superficie del agar y forman colonias en cadenas largas. Son
habitantes normales de la mucosa oral, respiratorias y gastrointestinales.

e Streptococcus mutans

Aerobios y anaerobios facultativos. Desarrolla colonias pequefias. Pueden causar
fiebre, faringitis, participa en la formacion de la patogenia de la caries dental.

s Mycobacterium phlei

Se encuentra en el heno, pasto, suelo y polvo. Anaerobios, son cepas saprofitas
que elaboran micobactina, son acidorresistentes. Se encuentra en casi todos los
tejidos y 6rganos.

ASPECTOS GENERALES DE LOS HONGOS

Los hongos constituyen un complejo grupo de organismos, tan grande que se
calcula entre 100 a 300 000 especies; viven en los medios méas variados y solo
100 son necesariamente patdgenos para mamiferos, pero también hay patégenos
de vegetales, insectos (entomdgenos) o de otros hongos (microparasitos), unos
pocos cientos de hongos son oportunistas (Arenas, 2003).

La mayoria de los hogos patdgenos no estan restringidos al huésped en su
crecimiento porque su hébitat primario es el suelo; son meramente invasores
oportunistas de individuos con una resistencia disminuida a la infeccién. Las
enfermedades fungicas del hombre, denominadas micosis, pueden dividirse en
dos grupos principales:

1) Micosis sistémicas o0 generalizadas, en las que el patdgeno esta muy
diseminado, desarrolldndose en varios 6rganos y tejidos.

2) Micosis superficiales, que comprenden infecciones de la piel, pelo y ufas.
(Brock, 1978).

A continuacioén se citan algunas caracteristicas de los patdgenos que se utilizaron
para probar los principios activos de Abies religiosa y Pinus hartwegii:
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Candidiasis

Micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras endégenas y oportunistas
del género candida, especialmente C. albicans. Las manifestaciones clinicas son
localizadas diseminadas o sistémicas; pueden afectar piel, mucosas, estructuras
profundas y Organos internos. Las alteraciones histopatoldgicas varian desde
inflamacion minima hasta supuracion o granuloma. La evolucién es aguda,
subaguda o croénica (Arenas, 2003).

« Candida albicans

Son levaduras, las clamidosporas pueden ser numerosas, individuales o en
cumulos. Forman seudo-hifas. Son oportunistas, produce candidiasis cutanea e
invasion sistémica.

% Candida stellotoidea
Levaduras oportunistas, produce candidiasis cutanea e invasion sistémica.
% Candida tropicalis

Son levaduras, presentan blastoconidios, individuales o en pequefios cumulos,
presenta pseudohifas, sin clamidosporas. Son oportunistas, produce candidiasis
cutanea e invasion sistémica y endocarditis.

< Candida krusei

Son levaduras, produce hifas con blastoconidios oportunistas, produce candidiasis
cutanea e invasion sistémica.

% Cryptococcus neoformans

Es una levadura, se encuentra principalmente en las excretas de las aves como
las palomas. Provoca meningitis criptococida muy a menudo afecta a personas
inmunosuprimidas. Micosis oportunista causado por una levadura encapsulada:
Cryptococcus neoformans, de origen exdgeno; se adquiere por via respiratoria y
es pulmonar en un 90%; puede afectar cualquier visera, masculo, hueso, piel y
mucosas, pero tiene afinidad particular por el sistema nervioso central. La
evolucion es aguda, subaguda o crénica. La diseminacion ocurre en personas
debilitadas o con inmunodeficiencia (Arenas, 2003).
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% Geotrichum sp.

*

Produce la geotricosis que es una enfermedad por lo regular cronica y poco frecuente, es un
habitante mic6tico comun de la parte superior del aparato respiratorio.
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HIPOTESIS

Dados los conocimientos que se tienen acerca de los usos medicinales de
diversas especies de pinos y abetos, tales como Pinus silvestrys , Pinus caribae y
Abies alba a los cuales se les atribuyen efectos antisépticos, astringentes,
antifingicos y diuréticos (entre otras propiedades); se espera que Abies religiosa
y Pinus hartwegii ; presenten efecto antibacteriano y antifingico frente a siete tipos
de bacterias y seis especies de hongos patégenos al hombre, y se espera que
esté efecto sea mas marcado en las hojas.

31



OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano y antifingico de Pinus hartwegii y Abies
religiosa, del Parque Nacional Izta-Popo, sobre seis especies de hongos
patogenos y siete tipos de bacterias.
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OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener los extractos de hoja, rama y corteza de Pinus hartwegii. y Abies
religiosa, asi como determinar su rendimiento en peso seco.

» Probar el efecto inhibitorio del principio activo de Pinus hartwegii , y Abies
religiosa , en las concentraciones de 30, 60, 90, 120, 150 y 200 mg-mL™ en
los siguientes organismos patdégenos:

BACTERIAS HONGOS
Corynebacterium xerosis Candida albicans
Mycobacterium phlei Candida krusei
Streptococcus mutans Candida estellatoidea
Streptococcus S hemolitico Candida tropicalis
Enterococcus faecalis Cryptococcus neoformans
Escherichia coli Geotrichum sp

Staphylococcus aureus

» Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) requerida para inhibir
el crecimiento de los hongos y bacterias.

» Evaluar los parametros fisicos y quimicos del suelo donde crecen los pinos
y abetos bajo estudio, como son: pH, contenido de materia organica,
textura, color, densidad aparente y real.
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CAPITULO
VI

FASE DE CAMPO

SITIOS DE MUESTREO

Localizado en los limites de los estados de México, Puebla y Morelos, el Parque
Nacional 1zta-Popo queda comprendido dentro del macizo montafioso denominado
Sierra Nevada. Forma parte de la provincia fisiografica conocida como Sistema o
Eje Volcanico. Presenta importantes elevaciones entre las cuales se destacan el
Iztaccihuatl y el Popocatépetl, con alturas méximas de 5,280 m y 5,482
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mrespectivamente, constituyen dos de las cumbres mas elevadas del pais. La
conservacion de la cubierta vegetal (predominante la integran los bosques de
coniferas y encinos que contienen una gran cantidad endemismos) y el sustrato
edéfico es de importancia trascendental para regular la infiltracibn de agua al
subsuelo y la intensidad de los escurrimientos (CONANP, 2004).

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

El sitio de muestreo se ubica geograficamente entre las coordenadas 19° 05’ 04”
de latitud norte y 98° 37’ 8.15” de longitud oeste, a una altitud de 3700 m Pinus
hartwegii y en cuanto a Abies religiosa las coordenadas son 19° 05’ 8” latitud norte
y 98° 40’ 8 ” de longitud oeste a una altitud de 3373 msnm (Figura 4).
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Fig. 4 Sitio de muestreo
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RECOLECTA DE MATERIAL VEGETAL

Para llevar a cabo la recolecta del material vegetal se consideraron la fecha, las
condiciones meteoroldgicas y la hora del dia con el fin de evitar que se pudriera el
tejido que se eligio para el estudio. Se escogié un dia seco, (donde no llovié el dia
anterior y mucho mejor si no ha llovido durante muchos dias antes), pues en
ausencia de agua los principios activos se encuentran mucho mas concentrados,
con preferencia durante la mafiana o al atardecer.

Se seleccionaron los arboles de mas de tres afos. El muestreo se llevo a cabo en
cinco ejemplares de tamafo mediano, las muestras se tomaron de la parte media
en los cuatro puntos cardinales, se colectaron hojas ramas y corteza las cales se
guardaron en bolsas de papel de estraza para evitar la formacién de humedad que
propicia la actividad de microorganismos que producen la pudricidn, una bolsa
distinta para cada especie y cada estructura (Forés, 1997).

MUESTREO DE SUELO

El ambiente donde crecen las plantas ejerce influencia en la cantidad y calidad del
principio activo, por ello es necesario conocer las caracteristicas generales donde
crecen estos arboles por lo tanto se recolectaron muestras de suelo en 12 sitios
distintos, distribuidos en zig zag, considerando una profundidad de 0-20 cm, cada
suministro tuvo un peso de 1 K, con el total de suministro se form6 una muestra
compuesta de la cual se tomaron dos kilogramos que fueron transportados al
laboratorio en una bolsa de pléastico.
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DETERMINACION,DE LAS PROPIEDADES FISICAS Y
QUIMICAS DEL SUELO

Se determinaron las propiedades fisicas y quimicas de acuerdo a los siguientes
métodos:

% Propiedades fisicas: Chapman y Prat., 1988

e Color : comparacion con tablas Munsell

Textura: Método de Bouyocus

Densidades real y aparente: Método de probeta y picnémetro
 Humedad: Método gravimétrico
% Propiedades quimicas: Jackson y Beltran, 1964; Chapman y Prat, 1988
« Determinacion de la concentracion de materia organica : Walkley and
Black

e pH: potenciémetro
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PROCESO DE EXTRACCION DE LOS PRINCIPIOS
ACTIVOS

Para ambas especies se sec6 el material vegetal a temperatura ambiente por un
periodo de 7-10 dias; una vez pasado este tiempo se separaron las estructuras
(hoja, rama y corteza), pesando por separado cada una de ellas; posteriormente
se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio 1:100 para desinfectar el
material vegetal (Sincholle y col. 1987; Alfaro y col. 2000).

Para finalizar, las muestras vegetales se sometieron a un proceso de extraccion
de la mezcla cruda de principios activos, empleando una maceracion alcohdlica
(método Galénico) utilizando alcohol etilico al 96% (el necesario para cubrir por
completo las muestras) (Dominguez, 1992) en frascos de color &mbar, durante 15
dias; procurando homogenizar constantemente la solucion. La cantidad de alcohol
empleado para la extraccion dependio del peso y la masa del material vegetal.

Una vez transcurrido el tiempo requerido se filtrd la solucion (tintura) y se medio la
cantidad obtenida de esta, para volver a almacenarla en frascos de color &mbar.

PESO SECO DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Se obtuvo el extracto seco de las estructuras por medio de una destilacién in
vacuo de las tinturas previamente obtenidas, haciendo uso de un rota-vapor con
un bafio maria que no excedié los 50° C de temperatura (Richard, 2002) y con una
presion de vacio de 4 a 10 bar. Los sustratos obtenidos se almacenaron de nuevo
en recipientes estériles y color ambar.
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PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES

Se fracciond cada extracto en seis dosis por estructura vegetal, diluyendo el
extracto seco en alcohol al 96% en concentraciones de 30 mg mL™?, 60 mg mL™,
90 mg mL?, 120 mg mL™?, 150 mg mL™* y 200 mg mL™.

IMPREGNACION DE LOS SENSIDISCOS

A la par se elaboraron sensidiscos de 6 mm de diametro (Collins y Lyne, 1989),
con papel filtro No. 41, los cuales se esterilizaron en autoclave; posteriormente se
impregnaron con las concentraciones anteriormente realizadas.

CEPAS DE MICROORGANISMOS

Todas las cepas de microorganismos, tanto hongos como bacterias, se obtuvieron
del banco de cepas del laboratorio de microbiologia general de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza (Campus I), de la Universidad Nacional Autbnoma
de México.
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ESTANDARIZACION MICROBIOLOGICA DEL INOCULO

Se realizé una estandarizacion del indculo microbiolégico mediante el método de
Kirby-Bauer y hasta alcanzar una densidad del estdndar del tubo nimero uno de la
escala de McFarland (Cuadro 1), (Finegold y Martin, 1983), la densidad de la
poblacién de bacterias es aproximadamente de 10° Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) por mililitro (Koneman y col. 1992).

No. De BaCl,1.0% H,SO,41.0% No. aprox. De bacterias

tubo Mi Mi representadas X10%/mL
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1,200
5 0.5 9.5 1,500
6 0.6 9.4 1,800
7 0.7 9.3 2,100
8 0.8 9.2 2,400
9 0.9 9.1 2,700
10 1.0 9.0 3,000

Cuadro 1. Escala de McFarland (Montiel y Guzman, 1997)

Se inocularon los microorganismos, para cada una de las especies a estudiar,
haciendo uso del método de Kirby-Bauer y la técnica de Barry (para el cultivo de
bacterias se utiliz6 el Agar Mueller-Hinton y para los hongos el Agar dextrosa
Sabuoraud) en cajas petri, se tom6 como referencia el tubo nimero uno de la
escala de McFarland, a la par se colocaron dos testigos: uno con el papel filtro
seco y otro impregnado con alcohol etilico al 96 %. (Danival, 2003).
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Se evalué el efecto inhibitorio de los extractos con cada una de las
concentraciones elaboradas con anterioridad, aplicando una prueba de
sensibilidad por medio del Método de Difusion de Agar, para lo cual se efectuaron
series de ocho repeticiones por ensayo (Allen y Baker, 1976; Cacho, 1997). Se
colocaron en cada caja los sensidiscos ya impregnados con las diferentes
concentraciones, colocados en direccion de las manecillas del reloj, para después
incubarlos a 35-37 °C durante 18 h para bacterias y 48 h para los hongos. Se
incluyd un testigo y un blanco negativo impregnado solo con alcohol al 96%.

Transcurrido el tiempo requerido se midieron los halos de inhibicién (no se incluyo
el &rea del sensidisco), hasta entonces se pudo observar en cual de las
estructuras vegetales los extractos presentan los mayores efectos inhibitorios asi
como la concentracién minima inhibitoria (CMI) para los microorganismos: hongos,
Candida albicans, Candida krusei, Candida estellatoidea, Candida tropicalis,
Cryptococcus neoformans, Geotrichum sp, y las bactérias Corynebacterium
xerosis, Mycobacterium phlei, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Streptococcus S hemolitico.

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Para concluir, se examind la composicién quimica de los extractos vegetales (bajo
la técnica de la pastilla de bromuro) obteniendo para cada muestra un espectro
con los grupos funcionales que la componen utilizando el espectrofotometro, el
infrarrojo con transformados de Fourier, de la marca PERKIN ELMER, modelo
1600.
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VIII
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ANALISIS ESTADISTICO

A fin de obtener un panorama general de los resultados, los datos promedio se

integraron en un cuadro a modo de resumen, a la par se obtuvieron los
histogramas.

Los resultados se examinaron mediante un analisis de varianza de dos factores:

estructura y concentracion, en un disefio aleatorio de tipo factorial completo
(Marques, 1988).

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

A: ESTRUCTURA B: CONCENTRACION
HOJA 30 mg mL*
RAMA 60 mg mL™

CORTEZA 90 mg mL*
120 mg mL*
150 mg mL*
200 mg mL*

Una vez conocida la diferencia estadistica entre resultados, mediante un analisis
de varianza, se aplico una prueba de diferencia significativa minima de Tukey, a
fin de conocer cual de los pares de medias causaba la diferencia. Esta prueba se
aplicé para ambos factores (estructura y concentracion).

El nivel de confianza aplicado fue del 95% con un alfa a = 0.5 con lo cual el
margen de error se minimiza.
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Pinus hartweqil



RENDIMIENTO

En este apartado se analizan los resultados emanados de los analisis elaborados
para Pinus hartwegii.

En el cuadro niumero 2, se presenta la informacion del rendimiento en peso seco
del principio activo obtenido de hoja, rama y corteza de Pinus hartwegii se
encontré un mayor rendimiento en hoja con un 16%, seguido de la corteza con un
10.27% y por ultimo la rama con un 8.58%. Esto permite conocer la cantidad de
material vegetal a utilizar para obtener el principio activo que se requiere, asi como
conocer la dosificacion adecuada para tener la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y no tener posibles problemas de toxicidad.

ESTRUCTURA PESO DE LA PESO SECO RENDIMIENTO
ESTRUCTURA DEL EXTRACTO (%)
9) 9)
Hoja 287 46.02 16.0
Rama 480 41.20 8.5
corteza 461 47.37 10.2

Cuadro 2. Rendimiento de peso seco de Pinus hartwegii.
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PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL SUELO

En el cuadro 3 se encuentran los resultados del analisis de las propiedades fisicas
y quimicas del suelo donde crece Pinus hartwegii. El pH indica que se trata de un
suelo moderadamente acido esto segun la Norma Oficial Mexicana NOM-21-
RECNAT-2000; esta acidez es conferida al suelo por la cantidad de materia
organica es media alta (4.43%), (Siebe y col. 1996). Este grado de acidez esta
relacionado con el origen volcanico del suelo, ademas de que la acumulacién de
materia organica la cual es mayor en condiciones acidas que en condiciones
neutras. El color oscuro que presenta estd determinado, en gran parte, por la
cantidad de acidos humicos y fulvicos (Jackson y Beltran, 1964). Segun la
literatura, esto indica que en esta clase de suelos, forma un complejo estable con
aléfono (FitzPatrick, 1985). La distribucion de los tamafios de las particulas que lo
constituyen nos indican que se trata de un suelo franco-arenoso. La densidad
aparente (0.67 g/cc) de la muestra de suelo indica que es un suelo poroso, con lo
cual se puede deducir una buena circulacion de gases ademas de contribuir para
que el crecimiento radicular de las plantas sea favorecido por el espacio poroso
(Siebe y col. 1996). Dados los resultados de los analisis de suelo del cuadro se
puede decir que se trata de un suelo de clase Andosol (FitzPatrick, 1985).

PROPIEDAD RESULTADO
pH real 5.2
pH potencial 4.07
Materia organica 4.43 %
Color seco 10YR3/1(gris oscuro)
Color humedo 10YR2/1(negro)
Clasificacion textural Franco-arenosa

e Porcentaje arena 65

« Porcentaje limo 20

o Porcentaje arcilla 15
Densidad real 2.08 g/cc
Densidad aparente 0.67 gl/cc
Porcentaje de porosidad 67.78

Cuadro 3. Resultados de las propiedades fisicas y quimicas del suelo de Pinus hartwegii.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICAS

Los resultados de las pruebas de sensibilidad que se obtuvieron para evaluar si
hay efecto antifungico.

En el cuadro nimero cuatro se presentan los resultados de los antibiogramas que
se obtuvieron al poner a prueba las seis cepas de hongos con hoja, rama y
corteza y las seis concentraciones (30, 60, 90, 120, 150 y 200 mg mL™), se
observa que no hubo respuesta positiva o formacion de halos de inhibiciébn en
ninguna de las cepas de hongos probadas, se puede decir que el extracto de
Pinus hartwegii no tiene efecto antimicotico.

MICROORGANISMOS HOJA RAMA CORTEZA

30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200

C. albicans 0O 0 0 O 0 0O 0 O O O 0 O 0 O o o 0 0
C. krusei 0O 0 0O O 0 0O 0O O o0 o 0 0O 0O O o o 0 0
C. stellatoidea 0O 0 0 O 0 0O 0O O o0 o0 0 0O 0 0O o0 O 0 0
C. tropicalis 0O 0 0 O 0 0O 0O O 0o o 0 0O O O o0 o 0 0
C. neoformans 0O 0 0 O 0 O 0 O 0 o 0 0O O O o0 O 0 0
Geotrichum sp. 0O 0 0 O 0 0O 0O O o0 o 0 0O 0 O o o 0 0

Cuadro 4. Tamafio (mm) de los halos de inhibicién para las cepas de hongos probadas en Pinus
hartwegii.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANAS

A continuacion se muestra el tamafo de los halos de inhibicion que resultaron de
las pruebas de sensibilidad obtenidas para demostrar si hay o no efecto
antibacteriano (Cuadro 5).

A diferencia del efecto negativo que se obtuvo de las pruebas como antifungico,
agui tenemos que sélo Corynebacterium xerosis es la bacterias que muestra una
resistencia total a los principios activos de Pinus hartwegii ya que no hay
respuesta con ninguna de las tres estructuras. Posteriormente se tiene a
Streptococcus mutans que solo mostro efecto antibacteriano con hoja y rama 'y por
altimo tenemos a Staphylococcus aureus que soOlo mostrd resistencia con los
principios activos de rama y hoja.

Se tiene entonces, que la estructura mas eficaz es la corteza ya que se obtuvieron
los halos de inhibiciébn de mayor tamafio, ademas de que los principios activos que

contiene esta estructura inhibieron el crecimiento de la mayoria de las bacterias.
Posteriormente se encuentra la hoja y por ultimo la rama.

MICROORGANISMOS HOJA RAMA CORTEZA

30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200

C. xerosis 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0
M. phlei 0O 0 18 2 28 38 0 0 O 2 27 38 18 28 3.8 3.8 4.7 57
S. mutans 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0O 0 18 31 37 47
E. coli 0 1216 27 32 48 0 16 32 35 45 5 12 17 26 27 47 5
S. aureus 0O 0 12 18 2 28 0 0 O 0 0 0 22 36 42 42 47 52
E. faecalis 1.2 22 35 38 38 46 26 43 46 53 65 73 3 3542 47 6.7 7.2

S. B-hemolitico 0 0 12 18 22 27 23 26 28 3 35 42 18 25 28 36 47 55

Cuadro 5. Tamafio (mm) de los halos de inhibicién para las cepas de las bacterias probadas en
Pinus hartwegii.
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En la Figura 5 podemos observar el tamafio de los halos de inhibicion para cada
bacteria donde se obtuvo efecto inhibitorio, las cuales se pusieron a prueba con
las seis concentraciones, para la estructura de hoja de pino.

En el grafico podemos observar que hay respuesta inhibitoria para todas las cepas
de bacterias pero no para todas las concentraciones; en primer lugar tenemos a
Enterococcus faecalis es el Unico caso donde hay respuesta bajo todas las
concentraciones y se hace evidente que el efecto como antibacteriano a 120 y 150
mg mL* es muy similar; sin embargo estadisticamente si hay diferencia
significativa (Apéndice 1.9). Posteriormente se encuentra Escherichia coli donde
hay respuesta inhibitoria con cinco concentraciones y es notoria la diferencia en
cuanto al tamafo de los halos de inhibicidn; por ultimo tenemos a Streptococcus S-
hemolitico y Staphylococcus aureus donde se muestra que los halos de inhibicion
son de tamafios afines; por ultimo esta Mycobacterium phlei donde solo se obtuvo
respuesta con cuatro concentraciones.

En cuanto a las CMI tenemos que para Mycobacterium phlei, Staphylococcus
aureus y Streptococcus S-hemolitico es de 90 mg mL™; para Escherichia coli es de
60 mg mL™* y por ultimo Enterococcus faecalis tiene una concentracién minima
inhibitoria de 30 mg mL™.

HALOS DE INHIBICION DE HOJA

TAMARO DE LOS HALOS DE
INHIBICION (mm)

M. phlei E. coli S. aureus E. faecalis S. B-hemolitico
BACTERIAS

W30 W60 M@EO0 {120 MW150 MW200

Fig. 5 Resultados promedio de los halos de inhibicion (mm) con las seis concentraciones de Pinus
hartwegii para las siete cepas de bacterias con hoja.
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La Figura 6 muestra la respuesta inhibitoria de las siete cepas de bacterias con las
seis concentraciones que se prepararon con los extractos de rama de Pinus
hartwegii.

La gréfico muestra que hay respuesta inhibitoria para cuatro de las seis cepas de
bacterias que se utilizaron, Enterococcus faecalis es la bacteria mas sensible ya
gue aun cuando Streptococcus B-hemolitico también dio positivo para las seis
concentraciones, los halos de inhibicion son de menor tamafio que los de
Enterococcus faecalis; posteriormente se encuentra Escherichia coli donde se
observa respuesta para cinco concentraciones y por ultimo esta Mycobacterium
phlei donde solo se obtuvo respuesta con tres concentraciones.

La CMI para Enterococcus faecalis y Streptococcus B-hemolitico es de 30 mg mL™

parall Escherichia coli es de 60 mg mL™ y para Mycobacterium phlei es de 120 mg
mL’

HALOS DE INHIBICION DE RAMA

INHIBICION (mm)

TAMANO DE LOS HALOS DE

M. phlei E. coli E. faecalis S. B-hemoalitico

BACTERIAS
|30 W60 boo @120 W 150 @200

Fig. 6 Resultados promedio de los halos de inhibiciéon (mm) con las seis concentraciones de Pinus
hartwegii para las siete cepas de bacterias con rama.
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La Figura 7 muestra el tamafio de los halos de inhibicidon que se obtuvieron como
resultado de los antibiogramas realizados para cada bacteria en corteza.

A diferencia de los resultados obtenidos con la hoja y la rama, la corteza presenta
un mayor de efecto como antibacteriano ya que logro inhibir el crecimiento en seis
de las siete cepas probadas.

La bacteria méas sensible es de nuevo Enterococcus faecalis ya que tiene los halos
de inhibicion de mayor tamafio y , en este caso, se hace evidente que cuanto mas
se aumenta la concentracion los halos incrementan su tamafio; sin embargo ese
efecto no se muestra igual para Staphylococcus aureus donde las concentraciones
de 90 y 120 mg mL™* muestran que el tamafio de los halos es muy similar;
Mycobacterium phlei es la bacteria que sigue en cuanto a resistencia se refiere ya
que presenta halos muy similares a 90 y 120 mg mL™ pero en esta ocasién los
halos ya disminuyen en tamafio; Streptococcus B-hemolitico también muestra
efecto inhibitorio pero esta vez ya se observa que los halos son todos de diferente
tamafio, este decrece en comparacion con el tamafio de los halos de las bacterias
antes citadas; Escherichia coli es la ultima bacterias que muestra efecto como
antibacteriano bajo todas las concentraciones pero los halos son los mas
pequefios; Streptococcus mutans tiene efecto solo con cuatro de las seis
concentraciones y por lo tanto esto la hace ser la mas resistente a los principios
activos de corteza de Pinus hartwegii.

La CMI para Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Mycobacterium phlei,
Staphylococcus aureus y Streptococcus B-hemolitico es de 30 mg mL™ y para
Streptococcus mutans la CMI es de 90 mg mL™.

HALOS DE INHIBICION DE CORTEZA
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M. phlei S. mutans E. coli S. aureus E. faecalis S. B-
hemolitico
BACTERIAS

E30 E60 09 =120 ®m150 @E200

Fig. 7 Resultados promedio de los halos de inhibicion (mm) con las seis concentraciones de
Pinus hartwegii para las siete cepas de bacterias con corteza.
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En la Figura 8 se observa el comportamiento de las tres estructuras de Pinus
hartwegii De manera general se observa las CMI para las tres estructuras de
Pinus hartwegii.

El extracto de hoja no tiene respuesta inhibitoria con dos de las siete cepas de
bacterias (Corynebacterium xerosis y Streptococcus mutans); en cuanto a las
bacterias restantes la CMI para Mycobacterium phlei, Staphylococcus aureus y
Streptococcus B-hemolitico la CMI es de 90 mg mL™, para Escherichia coli la CMI
es de 60 mg mL™ y por Gltimo la CMI para Enterococcus faecalis es de 30 mgmL™,
esta Ultima resulta ser la bacteria mas sensible al extracto de hoja.

Los metabolitos secundarios de rama no tienen efecto inhibitorio frente a
Corynebacterium xerosis, Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus,
mientras que para Mycobacterium phlei la CMI es de 120 mg mL' para
Escherichia coli es de 60 mg mL™ y las bacterias mas sensibles son Enterococcus
faecalis y Streptococcus B-hemolitico ya que la CMI 30 mg-mL™.

Corynebacterium xerosis no tiene respuesta inhibitoria con el extracto de corteza
sin embargo con Streptococcus mutans la CMI es de 90 mg mL* y para
Mycobacterium phlei, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y Streptococcus B-hemolitico la CMI es de 30 mg mL™.

CMI de Pinus hartwegii
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C.xerosis M. phlei S. mutans E. coli S. aureus E. faecalis S. B-
hemolitico
BACTERIAS
==f==HOJA == RAMA CORTEZA

Fig. 8 Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de las tres estructuras frente a las cepas de
bacterias que mostraron ser susceptibles a los principios activos de Pinus hartwegii.
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La corteza resultd ser la estructura que tiene mayor efecto antibacteriano ya que
inhibié el crecimiento de la mayoria de las cepas, le sigue en eficacia la hoja y por
altimo la rama.

La bacteria mas sensible es Enterococcus faecalis dado que presentd los halos
mas grandes y para las tres estructuras la CMI fue de 30 mg-mL™; la bacteria més
resistente fue Streptococcus mutans ya que los principios activos de corteza
fueron los Unicos que lograron inhibir el crecimiento de esta cepa.

Estos grupos son: rama-corteza para Escherichia coli, Enterococcus faecalis y
Streptococcus B-hemolitico (Apéndice 1.6, 2.0 y 2.2); hoja-rama para
Mycobacterium phlei y Streptococcus mutans (Apéndice 1.2 y 1.4) y para
Staphylococcus aureus cada estructura proporciona resultados diferentes
(Apéndice 1.2).

En cuanto a bacterias el andlisis estadistico muestra que hay cuatro grupos
homogéneos y solo hay diferencia estadistica entre Mycobacterium phlei-
Streptococcus B-hemolitico, Mycobacterium phlei-Escherichia coli y Streptococcus
B-hemolitico -Escherichia coli (Apéndice 2.3).
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ANALISIS DE LA ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO
(IR)

Las plantas medicinales tienen una serie de metabolitos secundarios, muchos de
ellos son propios y caracteristicos de cada planta, uno de estos componentes son
las sustancias quimicas, que pueden ser organica e inorganica; procedentes del
metabolismo primario o secundario del vegetal. Se hallan contenidas en células y
tejidos de la planta (Kuklinski, 2003).

Las siguientes figuras 9, 10 Y 11 representan los espectros infrarrojos de los
extractos de hoja, rama y corteza respectivamente donde se muestra los grupos
funcionales de los compuestos quimicos que contiene el extracto analizado
mediante la técnica de la pastilla de bromuro.
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Fig. 9 Espectro infrarrojo del extracto de hoja

Segun la longitud de onda registrada los grupos funcionales de dicho extracto es
la siguiente:

LJ

3332.7— alcohol, fenol, &cido de carbono(C-OH), polimetros, &cido

carboxilico, amida

LJ

LJ

e

e

e

e

L

e

2925.1 — A&cidos carboxilicos, NH3" (a -amino&cido), alcanos, grupos alquilo
2855.8 — acidos carboxilicos, NHz" (a -amino&cido), alcanos, grupos alquilo
173242 — a-aminoéacido, compuestos de carbonilo, aromaticos

17.32.3 — a-aminoécido, hidrocloruros, compuestos de carbonilo, aromaticos
1698.8 — a -aminoéacido, compuestos de carbonilo, aromaticos

1660.9 — a -aminoacido

1259.1 — amina sin valor practico, aromaticos

1065.8 — compuestos con C, H, S (C=S), éter (C-O-C), =C-O-C
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ESPECTRO IR DEL EXTRACTO DE RAMA
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Fig. 10 Espectro infrarrojo del extracto de rama

Segun la longitud de onda registrada la composicion quimica de dicho extracto es
la siguiente:

# 3378.8 — alcohol con puentes de hidrogeno, fenoles, amina N-H
& 2927.9 — &cidos carboxilicos-NH3" (a -aminoacido), alcanos, grupos alquilo

#1737.6 — aromaticos (huella de benceno), cetona, a-halégeno, a,q,-
dihalogenocetonas

& 1698.1 — aromaticos, aldehido a,B-insaturado

& 1644.2 — cetona(o amina) 3-dicetonas enolizadas

M

1470.2 — alcohol, fenol, acidos (C-OH), valor deformado

M

1385 —=CH (alqueno) sin valor practico, compuestos nitro

M

1278.7 — aminas C-N

M

1033 — éter (C-OC) sin valor practico, aminas C-N
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ESPECTRO IR DEL EXTRACTO DE CORTEZA

26,351 .
=T ey —
N‘llh ’ \ N
/ \I e
\ 1 I 1;
S . /i
\ J /
II"\.#./ ! H M"tr\uy
1 i ! ]
1.014 o . ;
Aga4a FEaE 2808 1666 ol
3331.1,2531.8,25855.8,1692.1, 1651.58, 1599. 7, 1446.9, 1269, 8, 1045, 8=

Fig. 11 Espectro infrarrojo del extracto de corteza

Segun la longitud de onda registrada la composicién quimica de dicho extracto es

la siguie
#3331.1
#2931

#2855.8
#1699.6
#1651.8
#1599.7
#1446.9
#1269.8

#1045

nte:
— aminas N-H, alcoholes con puentes de hidrogeno, fenoles
— alcoholes, fenoles, acidos carboxilicos
— alcano
— alqueno (C=C)
— alqueno
— alqueno
— aromaticos
— éter C-O-C

— éter C-O-C y Ar-O-C
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Los espectros de IR de los extractos de los tres estructuras de Pinus hartwedgii
Lindl indican la presencia grupos funcionales como los alcoholes, fenoles, aminas,
acidos carboxilicos, grupos aromaticos cetonas, oxigeno, ésteres, éteres,
alquenos, alcanos y compuestos con azufre. Estos grupos funcionales pueden
estar formando parte de metabolitos secundarios como las oleorresinas las cuales
estan constituidas por alcoholes aromaticos, alcoholes terpénicos, ésteres
(Kuklinski, 2003), por otra parte los aceites esenciales por lo general tienen varios
componentes quimicos, usualmente derivados de de los terpenos 0 compuestos
aromaticos contienen alcoholes, cetonas, aldehidos, esteres, ésteres de acidos
carboxilicos otro compuestos asi como nitrégeno y azufre y fenoles; (Mulet, 1997;
William, 1980); estos ultimos son sustancias que en un anillo aromético llevan un
grupo hidroxilo o un derivado funcional de este; los fenoles sencillos estan
formados por un anillo aromatico que lleva uno o mas grupos hidroxilo, los acidos
fenolcarbonados; los fenoles sencillos que llevan un grupo carboxilo como
constituyente; los derivados del fenilpropano tiene un sistema aromatico; los
derivados del flavano son caracteristicos por su esqueleto de flavano. Consta de
un anillo aromatico y un heterociclo intermedio que contiene oxigeno. Segun el
estado de oxidacién de este heterésido se diferencian varios grupos derivados del
flavano o flavonoides por ejemplo la flacona, flavonoles, antocianidinas y 3,4-diol-
flavano, etc., todas estas sustancias estdn presente como glusidos o esteres de
azucares, que son cedidos a las vacuolas (Hess, 1980). Las quinonas también
pueden estar presentes dado que son compuestos aromaticos con dos grupos
cetonas, son dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten en polifenoles
(Kuklinski, 2003). Los alcaloides que segun su biosintesis influyen aminoéacidos,
cuyos grupos amino incorporan el N de los alcaloides (Bruneton, 1991).

Las oleorresinas frecuentemente se encuentran en la trementina de los pinos
(Kuklinski, 2003), algunos de los cuales son utilizados como plantas medicinales
tal es el caso de Pinus sylvestris que segun los reportes de Saldierna en el 2000
también combate la bronquitis asma y dolores reumaticos; ademas la resina es
también utilizada para combatir afecciones de la piel. También los extractos de
Pinus caribae presentan actividad antifangica frente a Micosporum canis y
Trycophitum rubrum (Rivero y col. 1997). Los alcaloides poseen nitrdgeno en su
composicion; todos contienen C, H y N algunos tienen oxigeno y pocos azufre
(Kuklinski, 2003).

En cuanto al papel que desempefian los metabolitos secundarios antes
mencionados se reporta que de los fenoles se conoce muy poco del papel
fisiologico y/o ecoldgico. Su interés terapéutico es limitado: algunos se utilizan
tradicionalmente por sus propiedades que se conocen desde hace mucho tiempo,
pero sin embargo no se han realizado ensayos muy escasos, para corroborar esas
propiedades (Bruneton, 1991).
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En el cuadro 6, se presenta el rendimiento en peso seco del principio activo
obtenido de hoja, rama y corteza de Abies religiosa se encontré que las
estructuras que presentan mayor rendimiento son hoja con un 4.43% y corteza
con 4.45%, seguido de la rama con un 1.41% y. Esto nos permite conocer la
cantidad de material vegetal a utiliza para obtener el principio activo que se
requiere.

Este tipo de informacién es muy valiosa toda vez que sirve de base para conocer
el rendimiento de los extractos que se obtendran a partir de una cantidad
determinada de material fresco, con ello se evitaria, en ensayos posteriores el
desperdicio del mismo, asi como conocer la dosificacion adecuada para tener la
concentracion minima inhibitoria y no tener posible problemas de toxicidad.

Los porcentajes de rendimiento son muy bajos en Abies religiosa en comparacion
con Pinus hartwegii.

ESTRUCTURA PESO DE LA PESO SECO RENDIMIENTO
ESTRUCTURA  DEL EXTRACTO (%)
(9) (9)
Hoja 1400 62.03 4.4
Rama 1254 17.71 1.4
corteza 1145 51.03 4.4

Cuadro 6. Rendimiento de peso seco de Abies religiosa.
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PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL SUELO

En el cuadro 7 se encuentran los resultados del analisis de las propiedades fisicas
y quimicas del suelo donde crece Abies religiosa. El pH nos indica que se trata de
un suelo ligeramente &cido, la cantidad de materia organica es media,
encontrdndose en 3.73% (Siebe et al., 1996). El color oscuro que presenta esta
determinada, por la mezcla de sustancias humicas, este grado de acidez esta
relacionado con el origen volcanico del suelo (Jackson y Beltran, 1964) Segun la
literatura, esto indica que en esta clase de suelos, aun que el material parece estar
en un estado de descomposicion bastante avanzado y formar un complejo estable
con aléfono (FitzPatrick, 1985). La distribucion de los tamafios de las particulas
que lo constituyen nos indican que se trata de un suelo franco-arenoso. La
densidad aparente (0.72 g/cc) de la muestra de suelo nos indica que se trata de
un suelo poroso, con lo cual se puede deducir una buena circulacion de gases
ademas de contribuir para que el crecimiento radical de las plantas sea favorecido
por el espacio poroso (Siebe y col.1996).

PROPIEDAD RESULTADO
pH real 6.01
pH potencial 5.36
Materia orgénica 3.73%
Color seco 5YR 2.1/1(gris)
Color humedo 7.5YR3/1(negro)
Clasificacion textural Franco-arenosa

o Porcentaje de arena 63

e Porcentaje de limo 22

e Porcentaje de arcilla 26
Densidad real 2.13 g/cc
Densidad aparente 0.72 g/cc
Porcentaje de porosidad 66.19

Cuadro 7. Resultados de las propiedades fisicas y quimicas donde crece Abies
religiosa.

Con base en los resultados podemos decir que se trata de un andosol, la
formacion de estos suelos es un mediante un proceso muy rapido resultante de la
gran area superficial de la ceniza volcanica que es el material parental. Los
andosoles tienen reputacion de ser muy infértiles bajo cultivo, pero responden bien
al mejoramiento y pueden hacerse muy productivos. El fésforo es de gran
importancia debido a que en estos suelos el aléfono tiene una capacidad elevada
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para adsorber y fijar el elemento, esta case de suelos tiene una elevada capacidad
para la retenciéon del agua (FitzPatrick, 1985).

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICAS

A continuacién se presentan los resultados de las pruebas de sensibilidad que se
obtuvieron para corrobora si el extracto de las diferentes estructuras de Abies
religiosa tienen efecto antifungico y antibacteriano.

En el cuadro numero ocho se muestran los resultados de los antibiogramas sobre
las seis cepas de hongos al aplicar extractos provenientes de hoja, rama y corteza
con seis concentraciones (30, 60, 90, 120, 150 y 200 mg mL™). Se observa que no
hubo respuesta o formacién de halos de inhibicion en ninguna de las cepas de
hongos probadas, por ello se pueden decir que el principio activo de Abies
religiosa no tiene efecto antimicético. Cabe sefalar que este mismo fenémeno
ocurrié con Pinus hartwegii.

MICROORGANISMOS HOJA RAMA CORTEZA

30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200

C. albicans o 0 0 0O 0 O 0OOTUO O O O OO0 O0 O 0 ©
C. krusei o 0 0 0 0 O O0OOTUO O O O OO0 O0 O 0 ©
C. stellatoidea o 0 0 0 0 O O0OOTU O O O O OO0 O0 O 0 ©
C. tropicalis 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0O 0 0 O 0 0
C. neoformans 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0
Geotrichum sp. o 0 0 0O 0 O O0OOUO O O O OO0 O0 O 0 ©

Cuadro 8. Tamafio (mm) de los halos de inhibicién para las cepas de hongos probadas en Abies
religiosa.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANAS

A continuacion se muestran las medidas del tamafio de los halos de inhibicion
gue resultaron de las pruebas de sensibilidad obtenidas para demostrar que
Abies religiosa muestra efecto antibacteriano.

A diferencia del efecto negativo que se obtuvo de las pruebas como antifungico,
aqui se tiene que so6lo Corynebacterium xerosis muestra cierto grado de
resistencia a los principios activos de Abies religiosa ya que no hay respuesta con
hoja. Posteriormente Mycobacterium phlei que mostrd resistencia a las primeras
tres concentraciones de hoja; Streptococcus mutans mostro ser susceptible a las
ltimas tres concentraciones de rama solamente.

De lo anterior se concluye que la estructura mas eficaz es la corteza ya que se
obtuvieron los halos de inhibicion de mayor tamafo, ademas de que los principios

activos que contiene esta estructura inhibieron el crecimiento de todas las cepas
bacterianas, posteriormente se encuentra la rama y por ultimo la hoja (Cuadro 9).

MICROORGANISMOS HOJA RAMA CORTEZA

30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200 30 60 90 120 150 200

C. xerosis 0O 0 O 0 0 0O 18 2 22 23 31 57 2131 46 42 56 7.6
M. phlei 0 0 O 1 11 18 12 18 25 23 27 33 16 18 22 31 37 42
S. mutans 1118 22 32 37 47 O O O 11 12 18 315267 68 78 9
E. coli 0 18 18 26 45 46 3 31 41 47 5 58 31 38 42 47 58 6.7
S. aureus 17 28 32 41 57 67 1317 2 21 28 38 375167 8 82 9
E. faecalis 1 1828 3 35 51 18 27 31 47 57 81 22 4157 6 67 7.7

S. B-hemolitico 11 17 21 28 37 48 36 42 43 51 57 6.8 18 22 27 3 41 6.8
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Cuadro 9. Tamafio (mm) de los halos de inhibicién para las cepas de bacterias probadas en Abies
religiosa.

En la Figura 12 se observan los resultados de los tamafios de los halos de
inhibicion para cada bacteria donde se obtuvo efecto inhibitorio.

Es factible observar que hay respuesta inhibitoria para todas las cepas de
bacterias y para la mayoria de las concentraciones; en primer lugar se tiene a
Staphylococcus aureus como la bacteria mas sensible ya que presenta los halos
de mayor tamafo; Enterococcus faecalis también hay respuesta con todas las
estructuras sin embargo los halos de inhibicion son de menor tamafio; para
Streptococcus B-hemolitico y Streptococcus mutans los halos son de tamafios
muy parecidos, esto nos indica que su efecto como antimicrobiano puede ser muy
similar; Mycobacterium phlei es la bacteria mas resistente para esta estructura
puesto que el efecto inhibitorio se hizo evidente hasta las Ultimas tres
concentraciones (120, 150 y 200 mg-mL™) que son las mas elevadas.

En cuanto a las CMI tenemos que para, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Streptococcus B-hemolitico y Streptococcus mutans es de 30 mg-mL™;
para Escherichia coli es de 60 mg-mL™ y por ultimo Mycobacterium phlei tiene
una concentracién minima inhibitoria de 120 mg-mL™.

HALOS DE INHIBICION DE HOJA

TAMARO DE LOS HALOS DE
INHIBICION (mm)

M. phlei S. mutans E. coli S. aureus E. faecalis S. B-
hemolitico

BACTERIAS

E30 W60 MO0 O120 mW150 MW200
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Fig. 12 Resultados promedio de los halos de inhibicién (mm) con las seis concentraciones de Abies
religiosa para las siete cepas de bacterias en hoja.

En la figura 13 se muestran los datos de os halos de inhibicién para las siete
cepas de bacterias con las seis concentraciones con los extractos de rama de
Abies religiosa.

Los resultados indican que hay respuesta inhibitoria para las siete cepas de
bacterias que se utilizaron. La bacteria mas sensible fue Streptococcus -
hemolitico ya que aun cuando Enterococcus faecalis muestra halos mas grandes
en la ultima concentracion Streptococcus B-hemolitico muestra halos de mayor
tamafio desde los 30 mg mL™, también para Escherichia coli se observa el mismo
fendmeno, a pesar de que la concentracion aumento los halos van creciendo pero
no de manera significativa, como sucede para Corynebacterium xerosis,
Staphylococcus aureus y Mycobacterium phlei donde es evidente el aumento en
el tamafio de los halos conforme aumenta la concentracién; por ultimo
Streptococcus mutans resulté ser la bacteria mas resistente ya que solo tiene
efecto antimicrobiano con las tres ultimas concentraciones.

La CMI para Corynebacterium xerosis, Mycobacterium phlei, Escherichia coli
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Streptococcus B-hemolitico es de
30 mg mL™ y para Streptococcus mutans es de 120 mg mL™.

HALOS DE INHIBICION DE RAMA

9
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C. xerisis M. phlei S. mutans E. coli S. aureus E. faecalis S. G-
hemolitico
BACTERIAS

E30 E60 HO9O EH120 ®E150 ®200
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Fig. 13 Resultados promedio de los halos de inhibicién (mm) con las seis concentraciones de Abies
religiosa para las siete cepas de bacterias con rama.

A diferencia de los resultados obtenidos con la hoja y la rama, en la corteza existe
un mayor grado de efecto como antibacteriano ya que logré inhibir el crecimiento
de todas las cepas bacterianas.

La bacteria mas sensible es Staphylococcus aureus ya que es donde se muestran
los halos de inhibicién de mayor tamafio a 30 mg-mL™ pero el mismo efecto
sucede con Streptococcus mutans sin embargo estadisticamente si hay diferencia
significativa (Anexo 6) entre estas dos bacterias; Corynebacterium xerosis y
Escherichia coli también coinciden en cuanto al tamafio de los halos de inhibicion
pero también hay diferencia significativa estadistica (Anexo 6); para Enterococcus
faecalis y Streptococcus B-hemolitico los halos auque de menor tamafio que los
mostrados en las bacterias anteriores aun siguen siendode un tamafio
considerable; sin embargo no ocurre lo mismo para Mycobacterium phlei ya que
los halos disminuyeron su tamafio considerablemente, por lo tanto esto indica que
la bacteria mas resistente es Mycobacterium phlei.

La CMI para Corynebacterium xerosis Mycobacterium phlei, Streptococcus

mutans Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y
Streptococcus B-hemolitico es de 30 mg-mL™.

HALOS DE INHIBICION DE CORTEZA

TAMARO DE LOS HALOS
DE INHIBICION (mm)

C. xerisis M. phlei S. mutans i S. aureus E. faecalis S. B-
BACJFl-:cEiIAS hemolitico

W30 W60 E9 @120 w150 @200

Fig. 14 Resultados promedio de los halos de inhibicion (mm) con las seis
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Concentraciones de Abies religiosa para las siete cepas de bacterias con corteza.

En la Figura 15 se observa el comportamiento de las tres estructuras hoja, ramay
corteza de Abies religiosa.

El extracto de hoja logré formar halos de inhibicién en seis de las siete cepas de
bacterias, la Unica bacteria que no mostro respuesta fue Corynebacterium xerosis;
la CMI de 120 mg mL™ corresponde a Mycobacterium phlei; para Escherichia coli
la CMI es de 60 mg mL™?; la CMI para Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis y Streptococcus B8-hemolitico es de 30 mg mL™.

En cuanto a los extractos de rama y corteza la CMI para Corynebacterium xerosis
Mycobacterium phlei, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y Streptococcus B-hemolitico es de 30 mg mL™, la Gnica excepcién es
Streptococcus mutans ya que la CMI es de 120 mg mL™.

CMI de Abies religiosa

140

120

100

80

60

40

CONCENTRACIONES (mg/ml)

20

C.xerosis M. phlei S. mutans E. coli S.aureus E. faecalis S. B-
BACTERIAS hemolitico
=0=HOJA == RAMA CORTEZA

Fig. 15 Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de las tres estructuras frente a las cepas de
bacterias que mostraron ser susceptibles a los principios activos de Abies religiosa.
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El extracto de corteza resulté ser la estructura que tiene mayor efecto
antibacteriano ya que inhibié el crecimiento de todas las cepas y los halos de
inhibicion también resultaron ser de tamafio mayor con una diferencia estadistica
significativa en comparacion con los que presentaron la hoja y la rama.

La bacteria mas sensibles es Enterococcus faecalis dado que presento los halos
méas grandes y para las tres estructuras; la bacteria méas resistente fue
Corynebacterium xerosis ya que los principios activos de hoja no mostraron inhibir
el crecimiento de esta cepa bajo ninguna concentracion

Estadisticamente se puede concluir que hay diferencia para casi todas las
estructuras, la Unica excepcion es corteza-rama con Escherichia coli donde
muestra una diferencia significativa (Apéndice 3.1).

En el apéndice 4.2 queda demostrado estadisticamente que efectivamente el
comportamiento de Enterococcus faecalis es muy semejante tanto para Pinus
hartwegii como para Abies religiosa, ya que no hay diferencia estadistica
significativa.

En este capitulo se muestran los espectros que se obtuvieron los cuales indican
que grupos funcionales que se encuentran en los extractos de Abies religiosa.

En las siguientes figuras 17, 18 y 19 representan espectros infrarrojos de los
extractos de hoja, rama y corteza donde se muestran los grupos funcionales que
contiene (analisis mediante la técnica de la pastilla de bromuro).
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ESPECTRO IR DEL EXTRACTO DE HOJA
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Fig.16 Espectro infrarrojo del extracto de hoja

Segun la longitud de onda registrada la composicion quimica de dicho extracto es
la siguiente:

# 3385.1 — OH asociado, amida (NH), polimero

#2921.2 — alcano (C-C), O-H, O=C (cetona)

% 1654.2 — C=0, éster

# 1559.6 — amina (H-N) primaria, (C-N=0 nitroso), aromatico
% 1458.1 — alcano, aromatico

% 1399.2 — sin valor practico (OH), aldehido

% 1049.8 — éter (=C-O-C; -O-C)

% 989.4 — alqueno (=CH) fuera de plano, aromatico

71



ESPECTRO IR DEL EXTRACTO DE RAMA
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Fig.17 Espectro infrarrojo del extracto de rama

Segun la longitud de onda registrada la composicion quimica de dicho extracto es
la siguiente:

#3381.2 — OH asociado, amida (NH), polimero
#2927.2 — NH3" (a -aminoéacido)-CH; (alcano)
#2866.7 — OH asociado (cetona), aldehido
#1737.7 — C=0

#1698.3 — amida primaria, aldehido, insaturado
#1454.9 — aromético

#1384.8 — compuestos con Sy O

#1240 — acetato (éster) CH 3COO

#1169.2 — SO,, S=0
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ESPECTRO IR DEL EXTRACTO DE CORTEZA
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Fig.18 Espectro infrarrojo del extracto de corteza

Segun la longitud de onda registrada la composicion quimica de dicho extracto es
la siguiente:

#3313.5 — OH asociado, acidos carboxilicos
#2924 — 4cido (OH)

#2855.8 — &cido (OH)

#1732.6 — aldehido (C=H)

#1699 — aromético, acido

#1682.9 — arométicos, acido

#1615.1 — cetona, a B-insaturado

#1385.8 — sin valor practico (aldehido) C, H, O

&1267.8 — éster
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Al igual que para los espectros de Pinus hartwegii, en Abies religiosa se
encontraron diversos grupos funcionales tales como las aminas. Sin embargo en
la planta no lo liberan, son transportadas a otras partes, en especial a los
meristemos (James, 1967; Rojas, 1980; Deiter, 1980; Devlin, 1982; Salisbury,
2000).

Los grupos funcionales que se registraron en los espectros de IR de Abies
religiosa son acidos carboxilicos, aldehidos, grupos aromaticos, cetonas, esteres,
amidas, aminoacidos, alcanos, alquenos y compuestos con azufre.

Segun los grupos funcionales reportados, los metabolitos secundarios presentes
pueden ser ceras ya que son ésteres de acidos grasos con alcoholes, las ceras se
acumulan en tallos y hojas (Romo, 1985), quimicamente, las ceras son mezclas de
hidrocarburos, ésteres, acidos libres, alcoholes de cadena larga, aldehidos y
cetonas (Bruneton, 1991). En los espectros también hay esteres presentes los
cuales pueden estar formando partes de terpenoides ya que en la biosintesis
general de estos ultimos hay formacion de acetatos los cuales contienen esteres
(Hess, 1980); los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de
constituyente que pertenecen de forma casi exclusiva a dos series, caracterizadas
por origenes biosintéticos distintos: la serie terpénica y la serie mucho menos
frecuente, de los compuestos arénicos derivados del fenil propano. De manera
general los principales constituyentes son hidrocarburos aciclicos, monociclitos,
biciclicos o policiclicos. Van acompafiados de sus derivados oxigenados:
alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, éteres, etc. Los flavonoides se encuentran
en helechos y Gimnospermas, pero su variedad estructural es pequefia, en la
biosintesis encontramos grupos funcionales como grupos aromaticos, éter y
oxigeno (Bruneton, 1991). Cabe sefalar que los aldehidos y cetonas se
encuentran entre los compuestos comunes en la naturaleza (McMurry, 2000), esto
hace mas dificil poder determinar de que metabolito secundario pueden estar
formando parte.

Las ceras se acumulan para impedir la evaporacion del agua que se ha
almacenado; las funciones de los aceites esenciales constituyen un medio de
defensa frente a depredadores (microorganismos, hongos, insectos, herbivoros) y
a veces parecen tener una accion toxica sobre la germinacion de otras plantas; la
complejidad de la composicion permite los “mensajes” complejos y selectivos, los
terpenos tienen numerosas aplicaciones en la industria perfumera, los aislan para
fabricar perfumes de alta valor comercial (Romo, 1985). A los flavonoides se les
atribuyen propiedades como accion diurética, accién antiespasmadica, accion anti-
edematosa (protectores el tejido conjuntivo) (Bruneton, 1991).
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En cuanto a los aceites esenciales Algunas especies de abetos reportadas con
propiedades medicinales son Abies alba Millar el cual contiene resina y aceites
esenciales que forman parte de la esencia de trementina que es una de las
principales sustancias medicinales que presenta el abeto, en especial por via
externa como antialgico y rubefaciente. Por via externa es expectorante (Alonso,
2004); también se le reporta para aliviar bronquitis, asma, enfisemas, rinofaringitis,
sinusitis y en general catarros bronquiales. También en infecciones urinarias como
cistitis o pielonefritis (Pérez, 2001).

Algunas experiencias in vitro determinaron una accion bacteriostatica y/o
bactericida de las yemas del abeto debido a componentes de su aceite esencial.
Dicha actividad también fue corroborada en Picea abies 6 abeto rojo (Karting y
col.1991; Schales C. y co0l.1993). La corteza también tiene accion antiséptica y
astringente. Mediante la incision en la madera se obtienen aceites de trementina y
con la esencia se da aroma a productos de limpieza (Pérez, 2001).
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X

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

La hipotesis se cumplio parcialmente ya que si se obtuvo efecto
antibacteriano en las dos especies y el efecto inhibitorio fue mas marcado
en la corteza y no en las hojas como se esperaba y como antifiungico no
funciono.

En cuanto a porcentajes de rendimiento de Pinus hartwegii la rama es la
que tiene mayor rendimiento. Para el caso de Abies religiosa el mayor
rendimiento se encuentra en hoja y corteza.

Ninguno de las especies tienen efecto como antifingico ya que no
producen halos de inhibicion bajo ninguna de las concentraciones
empleadas.

Tanto Pinus hartwegii como Abies religiosa tienen efecto antibacteriano.
Enterococcus faecalis es la bacteria con mayor grado de susceptibilidad y
Corynebacterium xerosis es la bacteria mas resistente a los principios

activos de Pinus hartwegii y Abies religiosa

Las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) se encuentran en un rango
de 30 a 120 mg-mL™ para ambas especies.

La corteza de Pinus hartwegii y Abies religiosa presentan mayor efecto
inhibitorio, para el caso de Abies el efecto es mayor.

La especie con mayor efecto antimicrobiano es Abies religiosa
Los grupos funcionales reportados en los espectros de IR son aminas,
acidos carboxilicos, fenoles, alcoholes, amidas, compuestos aromaticos,
éteres, esteres, cetonas, aldehidos y compuestos con azufre.
El suelo donde se desarrolla Pinus hartwegii y Abies religiosa es acido,

ligero y rico en materia organica, caracteristica que corresponden a un
Andosol
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ANTIBIOGRAMAS

Escherichia coli Enterococcus faecalis

Corteza de Pinus hartwegii hoja, ramay corteza de Pinus
hartwegii

Enterococcus faecalis Streptococcus B-hemolitico
Rama de Abies religiosa Hoja de Abies religiosa

A d

Enterococcus faecalis Corynebacterium xerosis
Rama de Abies religiosa Corteza de Abies religiosa
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|
Datos estadisticos
de Pinus hartwegii



Mycobacterium phlei

1.1)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: F5.0 percent L3D

CONCERTRACION Count Mearn Homogeneons
20 £g 0625 X

&0 £3 0358222 X

a0 £3 z.55232 X

1z0 £3 Z.GES X

150 £g 25522 X

200 £3 3.5 X
Contrast Differance
20 - B0 e pe e be e
20 - F0 -l F5E2d
20 - 10 *—z.0

20 - 150 F-E_E2222
20 - Z00 *=2_ETE

o - 20 *-1l.GE5

g - 10 *—1l.6E667
g0 - 150 *-z.5

g0 - Z0o *—2_ 521E7
0 - 10 -0 0RLEEET
20 - 150 *-0_875

0 - Z00 *=1_91&E7
10 - 150 Fo0_ G222
10 - Z00 *-1_875

150 - Zzan *=1_021E7

* Existe diferencia estadistica significativa

1.2)
Pruebas de comparaciéon multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Mathod: 25.0 parcent L3D

ESTEUCTUR2 Count Mean Homogeneous
HOJA a3 l.77082 X

RaMA a3 l.77082 X

CORTEZA a3 o2 X

Contras=t Differance
CORTEZA - HOJ& *E_OEES
CORTEZA - RAMA *E_OEES
HOJA - RaM2a a.o

* Existe diferencia estadistica significativa
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Streptococcus mutans

1.3)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 95.0 percent L3D

CONCENTRAC TN Count HMean Homogen=sou=
&0 Z43 o.o s

20 z 3 o.o o

a0 =4 O.8ES5 EE

1z0 z4 1.04187 XX

150 Z43 1.25 EE

00 z 3 l.55222 X
Contra=t Differance
20 — 80 o.o

20 — 20 —0.BES

20 — 1z0 *—1.04167
20 — 150 *—1.25

20 — Z00 *=1.55222
50 — 90 —0.BES

50 — 120 *—1.04167
50 — 150 *—1.E25

B0 — z0OO *=1.55222
a0 — 1z0 —0.416667
0 — 150 —0.BES

a0 — Z00 *—0.8955222
1lz0 — 150 —0.z05222
1z0 — EZ00 —0.5416G67
150 — E00 —o.z2EIR

* Existe diferencia estadistica significativa

1.4)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicién-estructura)

Hetzhod: F5.0 percent LID

ESTEITCTITRA Count Mean Homogeneous=
HOJ2 435 o.n X

[ ) 435 o.n X

CORTEZ A 335 Z.25 X

Contras=t Difference
CORTEEA - HOJA FELES
CORTEEA - RAMA *E_ES

HOJ: - RAMA 0.0

* Existe diferencia estadistica significativa
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Escherichia coli

1.5)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 5.0 percent L3D

CONCENTEACION Count Mean Homogeneons
20 za 0_.2LE6EET X

&0 g4 1_541&7 X

g0 g4 E_5 X

1z0 za 2.0 X

150 za 416667 X

Eo0 g4 4. 95512 X

0 * Existe diferencia estadistica sianificativa .
20 - B0 -1.1z5

20 - 90 *—F . 0G222
20 - 120 -E._ 55222
20 - 150 -2.75

20 - 00 *-q_ 54167
g0 - 90 *-0_. 965223
E0 - 120 *—1_ 455332
E0 - 150 *-F EES

E0 - 00 *-3 41667
g0 - 10 *-0.5

g0 - 150 *—1_EEGET

* Existe diferencia estadistica significativa

1.6)
Pruebas de comparaciéon multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Method: 25.0 percent LSD

ESTRUCTUER& Conunt Mean Homo geneons
HOJ2 335 2.Z91E67 X

BAMA a5 2_97917 X

CORTEZA a5 202082 X

Contras=t Differance
CORTEEA - HOJR *0_T2IL1ET
CORTEEA - RAMA 0._0416667
HOJA - RAEMA *-0_G&TS

* Existe diferencia estadistica significativa
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Staphylococcus aureus

1.7)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 95.0 percent L3D

CONCENTERACION Count Mean Homogeneous
20 24 .75 X

&0 2% 1l z0822 xX

a0 23 1 G332 XX

120 24 Z_04167 XX

150 2% .25 XX

200 23 2_70822 X
Contrast Differencs
20 - 60 -0.455222
20 - 90 *-l. 0222
20 - 120 *=-1.291E7
20 - 150 *-1.5

20 - 200 *=1_955332
g0 - g0 -0.EBES

60 - 120 - e e e
60 - 150 -1.04187
&0 - Z00 *-1_5

o - 120 -0_Z0&223
0 - 150 -0.21E667
0 - 00 -0_&75
120 - 150 -0_Z0&223
120 - Z00 -0.EEE66T
150 - 200 -0.455223

* Existe diferencia estadistica significativa
1.8)
Pruebas de comparacion multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Method: 25.0 percent LSD

EETEUCTIIRA Count Mezan Homo geneons
BAMA 35 o.n X

HoJA 35 1. aazazz X

CORTEZ & 35 3 0625 X

CORTEZA - HOJA *FETEILT
CORTEZA - RAMA *3 _06E5
HoJA - RAMA L RS bchedel

* Existe diferencia estadistica significativa
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Enterococcus faecalis

1.9)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

HMathod: 25.0 percent LISD

CONCENTRACION Count

20 ol
&0 Zd
20 ol
1z0 Zd
150 ol
200 Zd

4_1:25

3 _EEEET
S_T0E3%
E.21EE7

20 - B0

20 - 20

20 - 10
20 - 150
20 - E00
&0 - 20

&0 - 10
&0 - 150
g0 - Z00
0 - 1zo0
0 - 150
0 - Zoo
1Z0 - 150
1z0 - Zoo
150 - Z00

*=1.
*=1.
.25
=2
=g
=0,
*=1.
-z
02167

-0,
*=1.
-z
*-1.
*=1.
-0

*-

*-3

UE-peeded
[Epepebe e

2LEET
1z5
5
ZAL1ET
fepepebe b

SALEET
L= pebeded
ZA1ET
04157
5

TO&FE:

* Existe diferencia estadistica significativa

2.0)

Pruebas de comparaciéon multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Hethod: 95.0 percent LSD

ESTREUTCTITRA Connt
HO.J& 35
CORTEZ A &5
BAME 35
Contras=t

CORTEZA - HOJA
CORTEZA - RA&M2A
HOJa - RAMA

*1.

G&TS

-0_Z29167
*-1.91667

* Existe diferencia estadistica significativa
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Streptococcus B-hemolitico

2.1)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 35.0 percent LID

CONCENTERACION Count Mean

20 £q 141667
&0 2% l.MnEz2
20 2% SRR REEReRe]
1zZ0 23 S = peacheie]
150 23 2.5

200 23 4_ 16667

20 - 50

20 - 0

20 - 1z0
20 - 150
20 - zoo
0 - F0

60 - 1z0
G0 - 150
G0 - z00
20 - 1z0
20 - 150
20 - zoo
1Z0 - 150
120 - 00
150 - zoo

=-0.
_R1E667
*-1.
nEazz
e
.GBES
W1ES
_1e1sT
_ghE22
.5
lBEET
- peacaeid]
_GEESGT
IR
_BEEEET

*-0

*-z

*-z

ZALEET

3156567

* Existe diferencia estadistica significativa

2.2)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-estructura)

Method: 35.0 percent L3D

ESTRUCTURA Caonunt Mean

HOJA 35 125417
FRaM2 35 2.10417
CORTEZ A 35 252052

CORTEZA - HOJA
CORTEZA - RAMA
HOJa - BAMA

*2_1lEEET
O.21E66T
*=1.7%5

* Existe diferencia estadistica significativa
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Analisis estadistico de la respuesta inhibitoria entre las cepas bacterianas

Multiple Range Tests

Methad: 95.0 percent L3I

HiLOZ P3M
HALOZ3 FP3&
HALOS FMFP
HALO3 F3H
HaL0O PEC

HaLO3 PET

HALOS FET
HALOS FET
HAL0O3 PETF
HAL0O3 PETF
HALOS FET
HALOS PHF
HALOZ PMP
HALOZ PMP
HALOS PHF
HALOS FSA
HALOZ PEA&
HALOS FP3a
HALOS PSH
HALOZ PEH
HaALO3 PEM

Count

HALOS FHF
HALOS FSA
HALOZ FPEH
HALOZ PEM
HALD FEC
HALOS FSA
HALOZ FPEH
HALOZ PEM
HALD FEC
HALOS FSH
HALOS PEM
HALO PEC
HALOS PSM
HALOD PEC
HAL0 PEC

2.3)

*L.FTERE
*E. 62193
*1.7TM0E2
*2.68056
*1l.G666T
FOOGSATVEE
-0.201259
*1.70822
-0.205556
*-0.861111
*1. 03361
*-0_FE5ZTE
*1. 90972
=0, 1031E87
*=F_0132593

* Existe diferencia estadistica significativa
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Datos estadisticos
de Abies religiosa



Corynebacterium xerosis

2.4)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

M=thod: 25.0 perc=nt L3D

CONCENTRAC ICN Count Me=aoan Homogeneou=
20 = 1.22222 =

1] = 1.705822 =

lz0 24 Z.205232 EX

=] 24 Z2.291867 EX

150 24 Z2.91687 ot

200 24 4. 455232 X
Contra=t Difference
20 — B0 —Q0.z275

20 — 90 —0.955222
20 — 120 —0.375

20 — 150 *—1_58222
20 — oo *—2 . 125

50 — 90 —Q.552222
50 — 120 —o.5

50 — 150 *—1l.z20522
50 — Z00 *—Z .75

20 — 120 0.0322222
20 — 150 —Q.BZ5

Q0 — Zoo *—Z .lBEBE7
lz0 — 150 —Q.7052232
lza — 200 *—Z .25

l5a — zoo *—1.54167

* Existe diferencia estadistica significativa

2.5)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-estructura)

Method: 95.0 percent L3D

ESTRUCTURA Count Me=an Homogeneou=m
HoJh k1= o.0 o

BAT1A 1= Z.595&82 o

CORTEZA L1 4. 5625 X
Contra=t Difference
CORTEZA — HOJA *4 SBES
CORTEZA — RAMA *1l.BE85T
HoJAh — PAMA *—EZ.59562

* Existe diferencia estadistica significativa
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Mycobacterium phlei

2.6)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 25.0 percent LED

COMCENTRACTION Count Mean Homoogeneous
an Z4 0.958333 it

&0 Z4 1.zk& o

a0 Z4 1.58333 i

1z0 Zd Z. 18557 O

1E0 Zd Z. 54157 x

Z00 Zd Z3.186E7 H
Contrast Difference
an - &0 —0_zZ91657
ao - 20 *-0_625

an - 1En *-1_z0833
an - 1E0 *-1_5g8333
an - Eoo *-fz_z0833
&0 - 20 -0.333333
&0 - 1E0 T-0_916657
&0 - 1E0 *-1_z321c7
&0 - E00 *-1_91c57
a0 - 1E0 -0._L5g3333
a0 - 1&0 *-0_958333
a0 - E0o *-1_58333
120 - 1&0 -0.37k5
120 - Z00 *-1.0

150 - Z00 *-0_625

* Existe diferencia estadistica significativa

2.7)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-estructura)

Method: 25.0 percent L3D

ESTEUCTITRA Count Mean Homogeneons
HOJ2 33 O.GEEEET X

BAMA 4 2_25417 X

CORTEZA 4 E_GLlES X
Contrast Difference
CORTEEA - HOJA *z_ 14552
CORTEZA - RAMA *0 G552
HOJE - RAMA *=1.E875

* Existe diferencia estadistica significativa
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Streptococcus mutans

2.8)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 5.0 percent L3D

CONCENTEAC ION

Count

20 - 60

20 - 90

20 - 1&0
20 - 150
20 - E0o
G0 - 20

60 - 1&0
&0 - 150
g0 - E00
0 - 1:0
0 - 150
0 - 0o
1z0 - 150
1lz0 - EZO0
150 - Zzoo

-0 55222
*-1_5G222
g _aEER2
*-Z G675
*F=2_12167

-0_6E&5

12745
*=1.21667
*F-ZOG3ER2

-0.7h

-1_29167
-z EnE22

-0.541667
*-1.45522

~0_S1EE6E7T

* Existe diferencia estadistica significativa

2.9)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-estructura)

Method: 95.0 percent L3D

E3TRUCTURA

Count

BAME
HOJE
CORTEZ&

(U E- pededed
[Sg= e be be e
[ - N

CORTEZ&A - HOJA
CORTEZE - RaMa
HOJE - RaMa

*2_GA552
*5_TTO0S2
*Z.lEs

* Existe diferencia estadistica significativa

91




Escherichia coli

3.0)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Mathod: 25.0 percent L3ID
CONCENTEACION Count

20 bl 4
&0 Z3
a0 bl 4
1z0 Z3
150 bl 4
Z00 Z3

20 - B0

20 - 20

20 - 10
20 - 150
20 - E00
&0 - 20

60 - 10
&0 - 150
g0 - E00
0 - 1zn
a0 - 150
0 - E0n
120 - 150
1z0 - 200
150 - Z00

*=0_F1E6667
=135
*=z.0
F=FoO0S322
F=FLOTOE2Z
-0 3553332
*F=1 085222
F-Z.lBEET
F-Z.THLEN
-0.BE5
*F=1.T0E22
FoETLFFRRD
*-1_083222
*F=1.T083232
-0_GES

* Existe diferencia estadistica significativa

3.1)

Pruebas de comparaciéon multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Iethod: 95.0 percent LED

E.583232
d_ 21ES
G TT0E32

IZTRUCTITRA Cannt
10.J4 a5
1EMA a5
IO0RTEZ & a5
lontras=t

IORTEZA — HOJA
IORTEZA - RAM&
inJa - RAMA

*E 1804
0. 355322
*#=1.TEFLY

* Existe diferencia estadistica significativa
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Staphylococcus aureus

3.2)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Method: 95.0 percents L3D
CONCENTERACION Count

20 2%
G0 2%
an 23
120 23
150 23
Z00 23

a0 - 50

a0 - Fo

0 - 1Z0
a0 - 150
0 - Zoo
G0 - F0

&0 - 120
G0 - 1:0
G0 - Zoo
i - 120
a0 - 1&0
o - zoo
10 - 150
1z0 - Z00
150 - Z0n

0955222
=1 05322
F-E_GLGER2
T _oRR222
- EL

-0.75
*-1.5
F-ELRTS
-2 ZRLET

-o.ns
*=1_6E5
*-Z.531ET

-0.E7s
*=1_731E7

~0.F156E67

* Existe diferencia estadistica significativa

Pruebas de comparacion multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Mathod: 5.0 percent L3D
ESTRIUCTURA Count
DAMA L1

HOJA 3
CORTEZA L1

faipe e e ]
4 05333
G.SLlES

CORTEEA - HOJA
CORTEZA - RAMA
HOJE - RAMA

*2 7217
*3_ 37317
*1.75

* Existe diferencia estadistica significativa
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Enterococcus faecalis

3.4)

Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-concentracion)

Mathod: 25.0 percent L3D
CONCENTEACION Count Mearn

=1 20532
*F-F_ZO05322
*-Z_&TS
F-F_GES
*-5_291E67
*-1.0
*-1_GE6E7
*-2_41667
=g 05232
-0 _GEEEET

*-1_31EE67
F-2_o052R2
*F=0_75
*-2_431EE67
*-1_GGEET

* Existe diferencia estadistica significativa

Pruebas de comparacion multiple de Tukey (inhibicidn-estructura)

Method: 95.0 percent L3D
EZTRIICTITRA Conant Mean
HOJA a5 E.89552
ELAMA 35 q_ 29552
CORTEEA 35 54275
Contrast

CORTEEA - HOJA
CORTEZA - RAaMa
HOJ& - RAMA

*E_ 52167
*1.0%1E7
*=1.5

* Existe diferencia estadistica significativa
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Streptococcus B-hemolitico
3.6)
Pruebas de comparacién multiple de Tukey (inhibicion-estructura)

Method: 95.0 percent L3D

ESTRICTUIRA Count Mezan Homeogeneons
HoJa 35 £.75 X

CORTEZ A 15 2.4031T X

. 45 5.0 4

CORTEZa - HOJA *O_TEZFLET
CORTEZA - RAMA *-1_ 5082
HoJa - RAMA *F-Z.E5

* Existe diferencia estadistica significativa
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Analisis estadistico de la respuesta inhibitoria entre las cepas bacterianas

3.7)

Maltiple Pange Te=t=
Herhod: 5.0 paercent L3D

Count Mean Homogeneous
HALOS 2AMP 1343 1.99943 X
HALOS ACX 1343 Z_35611 X
HALOS AJM 133 Fo2A0ES X
HALOE A3H 134 274206 XX
HALOE AEC 134 2_55559 *x
HALOS AEF 133 . 23205 XX
HALOS &34 1343 3_JOITE X
Contrast Difference
HALOE ACY - HaLOS AEC *=1_40z7E
HaLOE &ACY - H&LOS AET *=-1_7569%
HALOS ACK - HALOS AMP *0 . 521567
HALOE ACY - HALOS &34 *-1_9&261
HALOS ACK - HaLOS a3H *—-1. 25693
HALOE ACY - HaLOS &3M *-0_554167
HaLOE AEC - H&LOS AET -0.252167
HALOS AEC - HALOS AMP *1.93333
HALOE AEC - HALOS &34 *—-0_5z0&22
HaL0OZ AEC - HaLOS &3H 0.145532:2
HALOE AEC - HaLOS &3M *0_ 545611
HaLOZ AEF - HaLOS &MP FE_EIEEL
HALOS AEF - HALOS A3A -0, 166667
HaLOS AEF - HaL0OS a3H *0_5
HaLOZ AEF - HaLOS a3M *0_F0ETTE
HALOS AMP - HALOS &34 *-F_A65EE
HALOS 2MF - HaLOS &3H *-1_79361
HALOS AMP - HaLOS &3M *-1_29552
HaLOS &34 - HaL0OS &3H *0_ 666667
HALOS A3& - HALOS a3M *1.06933
HALOE A3H - HaLOS &3M 0_40z77E

* Existe diferencia estadistica significativa
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Analisis estadistico entre las bacterias y los principios activos de Pinus
hartwegii Lindl y Abies religiosa (H.B.K.) Cham. & Schlecht

Mycobacterium phlei

3.8)

Maltiple Range Tests
Method: 2E5.0 percent LD

Conmt Mean Homogeneous
HALOS AMEP 144 1. 54444 o
HALOS PMP 144 Z_ 45833 o
Contrast Difference
HaLOs AMP - HALOZ® PMP *-0.513283

* Existe diferencia estadistica significativa

Streptococcus mutans

3.9)

Maltiple PRange Tests
Method: 25.0 percent LED

Count Hean Homogeneous
HaLOs PSM ldd o7k o
HaLOS ASM 144 3_340ZF8 H
Contrast Difference
HaLOS ASM - HALOS PEM *Z_5a0za

* Existe diferencia estadistica significativa
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Escherichia coli

4.0)

Multiple Rangs Te=st=
Method: 25.0 percent LED

Count Nean Homogeneonus
HALZ PEC 144 z_TE3ES H
HALDE AEC 144 2 .88889 H
Contra=st Difference
HALZ PEZ — HALOE AEC *—1.1zE

* Existe diferencia estadistica significativa

Staphylococcus aureus

4.1)

Maltiple PRange Tests
Method: 25.0 percent L&D

C ot Mean Homogeneous
HALOZ PSA 144 17386l E
HALOS ASh 144 4_ 40972 it
Contrast Difference
HioLOS® AR - HALOS PEA *Z_. 61111

* Existe diferencia estadistica significativa
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Enterococcus faecalis

4.2)
Maltiple PBangs Tests
Method: 25.0 percent LED
Count Mean Homogeneous
HLLOZ AEF 144 4. 24306 *
HLLOZ PEF 144 4. 43055 *
Contrast Difference
HaLO% AEF - HALOS PEF -0.1875
* Existe diferencia estadistica significativa
Streptococcus B-hemolitico
4.3)
Maltiple Rangs Tests
Method: 35.0 percent LED
Coumnt Mean Homogeneous
HaLoz PEH l44 Z.6L37E =
HaLOos ASH l44 3.743208 x
Contrast Difference
HaLOs ASH - HaALOZ PEH *1l._022323

* Existe diferencia estadistica significativa
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