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RESUMEN

Las plantas medicinales tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud,
siendo el recurso mas abundante de la medicina tradicional mexicana destinado a
la atencion de millones de mexicanos. T. diffusa es una especie perteneciente a la
familia Turneraceae y es utilizada por las comunidades del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto antimicrobiano de T. diffusa (Damiana). Se
colecto la planta en Santa Maria Ixcatlan zona perteneciente al Valle de Tehuacan-
Cuicatlan. Los extractos se extrajeron por el método d maceracion. La composicién
quimica de los extractos se evaluo6 por los métodos de reacciones coloridas para la
identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios. La actividad
antimicrobiana se determiné en 20 cepas de importancia clinica por los métodos de
difusién y dilucion en agar e inhibicion del crecimiento radial. En los organismos mas
susceptibles se realizaron curvas de sobrevivencia bacteriana. En cuanto a la
composicién quimica, los extractos presentaron fenoles, flavonoides, taninos,
esteroides y terpenos. El extracto acetonico inhibid el crecimiento microbiano de un
mayor numero de cepas (cuatro cepas Gram positivas y cuatro Gram negativas),
mientras que el extracto hexanico inhibid el de una cepa Gram positiva y el de una
cepa de hongo miceliado. Las cepas bacterianas mas susceptibles al extracto
acetéonico fueron Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. aureus FES-C y S. epidermidis (CMI= 2.0y
CBM= 3.0 mg/mL paratodos los casos). Las cepas susceptibles al extracto hexanico
fueron S. aureus (CMI= 3.0 y CBM= 4.0 mg/mL) y Fusarium moniliforme. En las
curvas de sobrevivencia bacteriana, el extracto acetonico mostré efecto bactericida
sobre E. coli (CMI=2.0, CBM= 3.0 mg/mL), P. aeruginosa (CMI=2.0, CBM= 3.0
mg/mL) K. pneumoniae (CMI= 1.0, CBM= 2.0 mg/mL), S. epidermidis (CMI=2.0,
CBM= 3.0 mg/mL), S. aureus (CMI=3.0, CBM= 4.0 mg/mL), E. faecalis (CMI= 3.0,
CBM= 4.0 mg/mL), asi como efecto bacteriostatico contra Serratia marcescens
(CMI= 3.0, CBM= 4.0 mg/mL). Los resultados permiten demostrar las propiedades
antimicrobianas de T. diffusa en el tratamiento de enfermedades de etiologia

infecciosa.



INTRODUCCION

Las plantas destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y de energia
en la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas denominadas
metabolitos secundarios (MS). A diferencia de los productos del metabolismo
primario (carbohidratos, lipidos, proteinas, etc.), comunes en todas las plantas, los
MS se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, su
produccion se encuentra restringida a una determinada familia, género o especie
(Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los MS son compuestos de bajo peso molecular sintetizados en respuesta de
diversos factores de estrés. Pueden ser almacenados en formas inactivas y
posteriormente ser activados mediante accion enzimatica. Estos compuestos se
concentran en estructuras como las vacuolas y las paredes celulares vegetales
(Hammond et al., 2000; Nolasco, 2018). La biosintesis de los MS ocurre a partir de
los productos que resultan de algunas rutas metabdlicas del metabolismo primario,
como la fotosintesis, glucolisis, ciclo de Krebs, via del acido shikimico, via del
metileritritol fosfato y bases nitrogenadas (Wink, 1999), de las cuales derivan cuatro
intermediarios quimicos principales: acetil coenzima A, acido shikimico, acido
mevalbnico y metileritritol fosfato (Dewick, 2002). A partir de estos compuestos, se
biosintetizan los terpenos, alcaloides, compuestos fendlicos, etcétera (Gutiérrez &
Estévez, 2009).

Las propiedades de los MS de las plantas han sido aprovechadas por el ser
humano, quien por medio de la observacion aprendié a manipularlas, usandolas
contra enfermedades que afectan su salud y la de los animales, dando lugar al
establecimiento de lo que hoy se conoce como herbolaria (Mendoza et al., 2006),
gue es un campo del conocimiento dirigido a investigar y verificar las propiedades
de las plantas medicinales, que a través del tiempo han tenido un papel clave en el

mantenimiento de la salud de la poblacién mundial (Morales, 2009).

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas mas importantes
de muerte en la humanidad (Lozano et al., 2012). La introduccion de los antibidticos

en la practica aumentd la esperanza de vida de la poblacién, sin embargo, desde
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hace aflos una amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la
resistencia bacteriana, (Pagalilauan & Limaye, 2013) la cual continia en aumento y
representa serios retos para el tratamiento de infecciones, tanto en las comunidades

como en los hospitales (Jones, 2001).

El de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas
las de etiologia infecciosa, constituye un desafio en la medicina y se ofrece como
una alternativa (Domingo & L6opez, 2003). En respuesta a la necesidad de conseguir
estrategias eficaces para el control de las infecciones bacterianas, se ha recurrido
a la fitoquimica y fitofarmacologia, logrando encontrar nuevas moléculas (Avila et
al., 2006). Con esto se acepta que, a pesar del avance alcanzado por la sintesis
quimica, las plantas son una valiosa fuente de sustancias activas con propiedades
antibacterianas (Nascimento et al., 2000).

Se estima que a nivel global se utilizan mas de 10,000 especies vegetales con fines
medicinales (Morales, 2009). México es un pais muy rico en diversidad floristica
(esto soportado por aproximadamente 4,500 especies vegetales), por lo que ocupa
el segundo lugar a nivel mundial en el nUmero de plantas medicinales registradas
(Garcia de Alba et al., 2012). Asi mismo, en México las plantas representan el
recurso mas abundante de la medicina tradicional, destinado a la atencion de la
salud de millones de habitantes (Lozoya & Zolla, 2015).

El valle de Tehuacan-Cuicatlan es una zona de importancia floristica en México,
debido a que cuenta con entre 10 y 11.4% de la flora mexicana. Posee 365 especies
vegetales endémicas, que representan el 13.9% de su flora, y son utilizadas con
distintos fines, uno de ellos es el medicinal (Davila et al., 2002). Entre las especies
utilizadas por los habitantes del valle se encuentran las de la familia Turneraceae,
que comprenden 10 géneros y 226 especies. Los géneros Piriqueta y Turnera

concentran el mayor niumero de especies: 45 y 128 respectivamente (Arbo, 2005).

Turnera diffusa Willd. Ex Schult., es una especie utilizada con fines medicinales en
el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Hernandez, 2003), es conocida como “Damiana”
(figura 1). Su distribucion es amplia, se distribuye desde Texas hasta Sudamérica.

En México se distribuye en los estados de Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila,
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Sonora, Nuevo Ledn, Hidalgo, Estado de México, Guerrero, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y Quintana
Roo (Alvarado-Cardenas, 2006)

T. diffusa es la especie mas importante de su género en cuanto a su aplicacion en
la medicina tradicional (Argueta, 1994). Ademas, ha sido mencionada en
publicaciones europeas que indican que proviene de los misioneros del siglo XVII
(Nuevas cartas sobre California), quienes le otorgaron el nombre de “Damiana”,
refiriéndose a San Damian, un martir cristiano considerado el patrén de los
farmacéuticos, dicho nombre comun generalmente aceptado fue acufiado por el

misionero Juan Maria de Salvatierra, a finales del siglo XVII (Ratsch, 1997).

En México la especie es utilizada contra el dolor de estbmago, enfermedades
pulmonares relacionadas con el abuso del tabaco, infecciones de vejiga y rifion,
reumatismos, diabetes y picaduras de escorpion (Argueta, 1994). Algunos

antecedentes de uso etnobotanico de T. diffusa se mencionan en el cuadro 1.

En investigaciones realizadas con la especie T. diffusa, Gnicamente se ha reportado
que tiene efecto antimicrobiano en cepas relacionadas con enfermedades
gastrointestinales (Hernandez et al., 2003; Bueno et al., 2010). Ademas, se evalué
la toxicidad del extracto hidroalcohélico (Bezerra et al., 2011). En otras especies del
género se ha documentado efecto antimicrobiano (Sethi & Ramasamy, 2012) y anti-
ansiolitico (Kumar & Sharma, 2006), como se menciona con mayor detalle en el
cuadro 2.



Figura 1. T. diffusa WILLD EX. SCHULT (Imagen tomada de:
shorturl.at/imPX2)



Cuadro 1. Usos etnobotanicos de T. diffusa en regiones de México

Regién Uso Referencia

Norte de México (varios  Tonico y afrodisiaco. Martinez, 1969
grupos humanos)

Los Guarijios de Sonora.  Contra gripe, contra el dolor y Aguilar et al., 1994
como afrodisiaco.

La Cora de Jesus Maria, Dolores de cabeza causados por ~ Aguilar et al., 1994
Nayarit. la tos y para la bronquitis.

Los Otomies del Valle del Contra la diarrea y molestias Aguilar et al., 1994
Mezquital, Hidalgo. estomacales.

Sureste de México Tratar enfermedades respiratorias Heinrich et al., 1998;
(cultura Maya) (tos y bronquitis). Ankli et al., 1999
Sur de Puebla Tratar la diarrea y colicos. Canales et al., 2005
Zapotitlan Salinas, Puebla Tratamiento de enfermedades Hernandez et al., 2003;
gastrointestinales. Hernandez et al., 2005;
Paredes-Flores et al.,
2007
Monterrey, Nuevo Ledn  Afrodisiaco y para promover la Gonzalez-Stuart, 2010
ovulacion.
Sur de Nuevo Ledn Afrodisiaco y trastornos Estrada-Castillon et al.,

gastrointestinales. 2012




Cuadro 2. Antecedentes de estudios quimicos realizados a especies del género Turnera

Autor y afio

Contribucioén

Nakanishi et al., 1965

Hernandez et al., 2003

Kumar & Sharma, 2006

Bueno et al., 2010

Murugan & Rajendran,
2011

Bezerra et al., 2011

Sethi & Ramasamy, 2012

Santos et al., 2012

Determinaron que un extracto de metanol-agua (1:1) de T.
ulmifolia presenta actividad contra S. aureus.

Evaluaron los extractos hexano, cloroformo y etanol de T.
diffusa contra 12 cepas bacterianas que causan enfermedades
gastrointestinales m&s comunes en México. El extracto de
hexano presentd actividad antibacteriana contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas. El extracto obtenido con
etanol mostro actividad contra Shigella boydii y S. aureus. El
extracto cloroformo fue selectivo sobre bacterias Gram
negativas.

Evaluaron actividad contra la ansiedad. La apigenina pura-2,
aislada del extracto metandlico de T. diffusa. Reportaron
actividad significativa con dosis de 2mg/Kg.

El aceite esencial de T. diffusa mostré actividad
antibacteriana sobre 15 cepas de Mycobacterium.

Investigaron la actividad antibacteriana de T. subulata en
donde el extracto obtenido con acetona mostré actividad
moderada contra K. pneumoniae. El extracto de cloroformo
mostré actividad moderada contra S. aureus y una menor
contra K. pneumoniae.

En modelos in vivo evaluaron la toxicidad aguda del extracto
hidroalcohdlico de T. diffusa. Los autores reportaron que los
ratones toleraban dosis orales de entre 10/1000 mg/kg del
extracto. Concluyeron que el extracto no muestra toxicidad
aguda en dosis relativamente altas, ademas, el extracto no
alterd la actividad locomotora, coordinacion motora o tiempo
de suefio en los grupos experimentales.

Evaluaron la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etanolico de las hojas de T. ulmifolia contra bacterias Gram
negativas (E. coli, P. aeruginosa, S. tiphy y P. fluorescens).
El extracto mostré actividad inhibitoria contra todas las
cepas, principalmente sobre P. fluorescens y P. aeruginosa.

Encontraron que el extracto etandlico de T. ulmifolia mostré
actividad antifungica sobre Candida albicans, C. krusei y C.
tropicalis. Sin embargo, no hubo actividad antifingica
clinicamente relevante.




JUSTIFICACION

Debido al gran numero de enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos patégenos y su resistencia frente a los antibiéticos, se ha
apostado por el uso de productos naturales derivados de las plantas contra las
enfermedades de etiologia infecciosa, en este sentido T. diffusa resulta de gran
importancia debido a las propiedades que por conocimiento etnobotanico y
fitoquimico se le atribuyen. Ademas, alin no se conocen sus principios activos, lo
gue hace necesario investigar la especie para aprovechar su potencial medicinal.

Por tanto, la pregunta de investigacion del presente trabajo es la siguiente:

¢ T. diffusa presentara actividad antimicrobiana?

HIPOTESIS

La especie T. diffusa es utilizada en la medicina tradicional para aliviar problemas
de salud asociados a infecciones gastrointestinales y para tratar enfermedades
respiratorias, ademas, otras especies del género Turnera han presentado actividad
antimicrobiana. Con base en esto, es probable que los extractos de T. diffusa

presenten actividad contra diferentes microorganismos patégenos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos de T. diffusa (Damiana).

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener la concentracion de solidos solubles en solventes de diferente
polaridad (hexano, acetona y metanol) de T. diffusa.

Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos.

Evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y antifingica de los
extractos.

Determinar la Concentracién Minima inhibitoria (CMI), Concentracion
Bactericida Minima (CBM), Concentracion Fungicida Minima (CFM) y la
Concentracion Fungicida 50 (CFso) en las que los extractos presentan
actividad antimicrobiana.

Evaluar el efecto de los extractos activos mediante la curva de sobrevivencia

bacteriana.



MATERIALES Y METODOS

1. Colecta del material vegetal

T. diffusa se colectd en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Oaxaca, México, en el
municipio de Santa Maria Ixcatlan el 28 de Agosto del 2018 (coordenadas: 17° 48’
90.7” N, 97° 00" 61.8” W a 772 msnm) y se depositoé un ejemplar en el Herbario IZTA

para su identificacion.

2. Obtencion de extractos

El material vegetal se secdé a temperatura ambiente. Para la obtencion de los
extractos se utilizo la parte aérea de la planta, la cual se pesoé y se corté en trozos.
Los extractos se obtuvieron por el método de maceracion utilizando solventes de
diferente polaridad (hexano, acetona y metanol) (Apéndice 3) (Dominguez, 1979).
El extracto se filtré y destilo a presion reducida para quitar el exceso de solvente,
posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente en frascos de vidrio para
su total evaporacion. El rendimiento de los extractos se determind con relacion al

peso seco de la planta. Los resultados se reportaron en gramos y porcentaje.

3. Pruebas de identificacion de metabolitos secundarios

Los extractos se analizaron mediante pruebas cualitativas de presencia y/o
ausencia de alcaloides (reactivos de Mayer y Dragendorf), fenoles (cloruro férrico),
flavonoides (NaOH), taninos (reactivo de gelatina), terpenos (vainilla y &cido
sulfarico), cumarinas (NaOH y HCI), saponinas (H20 y agitacion), esteroides y
triterpenos (reactivo de Lieberman-Buchard) (Apéndice 4) (Dominguez, 1979;
Robles-Garcia et al., 2016).

4. Actividad antibacteriana

Para los bioensayos se utilizaron 19 cepas bacterianas de importancia clinica:
Enterococcus aerogenes ATCC 13048, E. gergoviae ATCC 33028, E. faecalis ATCC
14506, Escherichia coli 82 MR, E. coli CUSI, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, K.
pneumoniae ATCC 13883, Micrococcus luteus ATCC 10240, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica ATCC 7251, S. typhy ATCC 19430,
Serratia marcescens ATCC 14756, Staphylococcus aureus 23MR, S. aureus ATCC
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29213, S. aureus CC, S. aureus CUSI, S. aureus FES-C, S. epidermidis ATCC
12228, S. epidermidis FES-C, Vibrio cholerae ATCC 39450. Las cepas se

obtuvieron del laboratorio de Farmacognosia de la FES Iztacala.

4.1 Evaluacién cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se llevo a cabo con el método
de difusion en agar de Kirby-Bauer (Ferraro, 2001; Taroco et al., 2006). Como
control positivo se utilizaron sensidiscos con 25 pg de cloranfenicol, como
tratamiento experimental sensidiscos con 2 mg del extracto y como control negativo
sensidiscos con 10 uL del solvente empleado en la extraccion. Las pruebas se
realizaron por triplicado (Apéndice 5).

4.2 Evaluacién cuantitativa

Para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion
bactericida minima (CBM). Se utiliz6 la técnica de dilucién en agar (Koneman,
1991). Como control positivo se utilizaron placas con 30 pg/mL de cloranfenicol,
como tratamiento experimental se utilizaron placas de 96 pozos en donde las
concentraciones de los extractos activos empleados fueron de 0.25 a 4.0 mg/mL y
un testigo sin extracto. Como control negativo se usaron las placas con los

diferentes solventes. Las pruebas se realizaron por triplicado (Apéndice 6).

4.3 Evaluacién sobre las curvas de sobrevivencia bacteriana

El efecto microbicida de los extractos activos se determiné en curvas de
sobrevivencia bacteriana se evalué sobre las cepas que presentaron mayor
sensibilidad en las pruebas cuantitativas. Se registré el crecimiento de las cepas
durante siete tiempos, distribuidos en 24 horas, al ser expuestas a diferentes
concentraciones del extracto activo (1/2 CMI, CMI y CBM) y un grupo testigo (sin
extracto) (Kubo et al., 1993) (Apéndice 7).

5. Actividad antifungica
Se utilizaron tres cepas de hongos levaduriformes (Candida albicans 17 MR, C.
glabrata y C. tropicalis) y cuatro de hongos filamentosos (Trichophyton

mentagrophytes CDBB-1112, Aspergillus niger, Fusarium moniliforme CDBB-H-265
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y F. sporotrichum) de importancia médica y agrondmica, obtenidas del laboratorio

de Farmacognosia de la FES lztacala.

5.1 Evaluacién cualitativa en hongos levaduriformes

La evaluacion cualitativa de la actividad antifangica de los extractos sobre hongos
levaduriformes se llevé a cabo por el método de difusion en agar Kirby-Bauer. Como
control positivo se utilizaron sensidiscos con 30 pg de nistatina, como tratamiento
sensidiscos con 2 mg de extracto y como controles negativos sensidiscos con 10 L
de cada solvente empleado en la extraccidn. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

5.2 Evaluacion cualitativa en hongos filamentosos

La evaluacion para hongos filamentosos se realiz6 con el método de inhibicién del
crecimiento radial (Ugwuja et al., 2014; Montes de Oca et al., 2017). Como control
positivo se utilizaron sensidiscos con 7 ug de ketoconazol, como control negativo
10 uL del solvente utilizado y como tratamiento sensidiscos con 2 mg de extracto.

Las pruebas se realizaron por triplicado (Apéndice 8).

5.3 Evaluacioén cuantitativa en hongos filamentosos

Para la determinacion de la concentracion fungicida media (CFso) y la concentracion
fungicida minima (CFM) se utiliz6 el método de dilucibn en agar. Las
concentraciones utilizadas fueron de 0.25 a 4.0 mg/mL de los extractos que
resultaron activos en el método cualitativo (Montes de Oca et al., 2017). Las pruebas
se realizaron por triplicado (Apéndice 9).

6. Analisis estadistico

Para determinar si existe diferencia entre la actividad antimicrobiana de los extractos
con respecto al control se realizé un analisis estadistico ANOVA unifactorial. Para
determinar la CFso de los extractos sobre los hongos filamentosos se graficaron las
concentraciones de extracto evaluadas vs porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial, con el grafico obtenido se realizé un analisis de regresion logaritmica.
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RESULTADOS

1. Datos etnoboténicos de la especie

Cuadro 3. Ficha técnica de T. diffusa

Nombre cientifico: Turnera diffusa
Nombre comun: Damiana
Parte utilizada: Aérea

Uso: Enfermedades gastrointestinales

y respiratorias
Forma de uso: Infusién
Fecha de colecta: 28 de agosto del 2018
Zona de colecta:  Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca
Colector: Héctor Cervantes Maya

No. de registro en el Herbario: 3260 IZTA

2. Rendimiento de los extractos
El extracto metandlico de hojas y tallos de T. diffusa present6 el mayor rendimiento
(4.71%), en comparacion con el extracto hexanico y acetonico (0.62% y 2.24%

respectivamente) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos de T. diffusa

Extractos Gramos Porcentaje
(9) (%)
Hexanico 1.95 0.62
Acetonico 7.09 2.24
Metanolico 14.91 471

El rendimiento en porcentaje se obtuvo con respecto a 316.7 g de
planta seca y fragmentada.
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3. Pruebas de identificacion de metabolitos secundarios

En los extractos se identificaron fenoles, flavonoides, taninos, esteroides y terpenos
(Cuadro 5). Los extractos acetonico y metandlico presentaron la mayor diversidad
de grupos de MS, en comparacion con el hexénico. Los extractos mencionados
presentaron los mismos grupos, entre ellos los fenoles, dentro de este grupo se

encuentran los flavonoides y los taninos, que resultaron positivos en las pruebas.

Cuadro 5. Grupos de MS presentes en los extractos de T. diffusa.

Extracto Cum  Fen Alc Flav Sap Tan Gluc Est Terp
Hexanico - - - - _ _ _ N N
Acetonico - + — N _ N -~ N 3
Metanolico - + — N _ N _ N 3

Cum: cumarinas, Fen: fenoles, Alc: alcaloides, Flav: flavonoides, Sap: saponinas, Tan: taninos, Gluc:
glucésidos, Est: esteroides, Terp: terpenos. \ prueba positiva. — prueba negativa.

4. Actividad antibacteriana

4.1 Evaluacion cualitativa

Las pruebas de actividad antibacteriana mostraron que el extracto aceténico fue el
mas activo al inhibir el desarrollo de ocho cepas bacterianas: cuatro Gram positivas
(E. faecalis, S. aureus ATCC 29213, S. aureus FES-C y S. epidermidis) y cuatro
Gram negativas (E. coli CUSI, K. pneumoniae ATCC 13883, P. aeruginosa ATCC
27853 y S. marcescens ATCC 14756). Por otra parte, el extracto hexanico resultd
ser menos activo al inhibir el crecimiento Unicamente de S. aureus ATCC 29213,
mientras que el extracto metandlico no presenté actividad antibacteriana (Cuadro
6).

Los mayores halos de inhibicion se observaron en el extracto acetonico en las cepas
S. epidermidis FES-C, P. aeruginosa ATCC 27853 y K. pneumoniae ATCC 13883
(13.66 £ 1.15, 10.00 £ 1.00 y 10.00 + 1.00 mm, respectivamente) (Cuadro 6). Con
respecto al andlisis estadistico (ANOVA unifactorial) los halos de inhibicion del

cloranfenicol (control positivo) y del extracto acetonico y hexanico (tratamientos)
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mostraron diferencias significativas (p < 0.05). En general, los halos de inhibicién

del cloranfenicol fueron mayores que los de los extractos.

Cuadro 6. Actividad antibacteriana de los extractos de T. diffusa

Control positivo Extractos

Microorganismos
Cloranfenicol Hexanico Acetonico Metandlico

Gram negativas
E. coli CUSI 22.33 £0.57 na 6.66 + 0.57* na
K. pneumoniae ATCC 13883 12.33 £1.15 na 10.00 + 1.00* na
P. aeruginosa ATCC 27853 2133 £1.15 na 10.00 + 1.00* na
S. marcescens ATCC 14756 20.00 £ 0.00 na 6.33+0.57* na
Gram positivas
E. faecalis ATCC 14506 11.00 £ 0.00 na 7.66 £ 0.57* na
S. aureus ATCC 29213 20.66 £1.15 6.00 £ 0.00*  7.00 £ 0.00* na
S. aureus FES-C 19.00 +1.00 na 6.00 = 0.00* na
S. epidermidis FES-C 26.00 +1.00 na 13.66 + 1.15* na

Halos de inhibicion en (mm). Valores promedio obtenidos de tres repeticiones + DE. Los sensidiscos
se probaron con 2 mg de extracto por disco. na: no presenté actividad. *Indica diferencia significativa
(P < 0.05) con el control positivo (cloranfenicol).
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4.2 Evaluacion cuantitativa

En la actividad antibacteriana se observo que las cepas mas susceptibles al extracto
acetonico dentro del grupo de las Gram negativas fueron; E. coli CUSI, K.
pneumoniae y P. aeruginosa. Mientras que del grupo de las Gram positivas fueron;
S. aureus FES-C, S epidermidis FES-C y S. aureus ATCC 29213, al haber sido
inhibidas por las concentraciones menores (CMI = 2.0 y CBM = 3.0 mg/mL

respectivamente) (Cuadro 7).

En cuanto al extracto hexanico, este mostré un valor de CMI de 3.0 mg/mL sobre S.

aureus ATCC 29213, que fue la Unica cepa susceptible a este extracto.

Cuadro 7. Valores de CMI y CBM de los extractos con actividad antibacteriana de T. diffusa

Control positivo Extractos
Microorganismos Cloranfenicol Hexanico Acetonico

CMmI CBM CMmI CBM CMmI CBM
Gram negativas
E. coli CUSI 4.0 8.0 - - 2.0 3.0
K. pneumoniae ATCC 13883 1.0 5.0 - - 2.0 3.0
P. aeruginosa ATCC 27853 na na - - 2.0 3.0
S. marcescens ATCC 14756 2.0 12.0 - - 3.0 4.0
Gram positivas
E. faecalis ATCC 14506 3.0 7.0 - - 3.0 4.0
S. aureus ATCC 29213 8.0 12.0 3.0 4.0 2.0 3.0
S. aureus FES-C 4.0 10.0 - - 2.0 3.0
S. epidermidis FES-C 2.0 5.0 - - 2.0 3.0

Los resultados de la CMI del cloranfenicol estan dados en pg/mL, los extractos en mg/mL.
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4.3 Curvas de sobrevivencia bacteriana

En la evaluacion del efecto del extracto acetonico de T. diffusa sobre el crecimiento
de las bacterias Gram negativas, la cepa E. coli resulto ser la mas sensible al
extracto, al inhibir el 99.9% de la poblacién en comparacion con el grupo testigo, a
las primeras 2 horas del experimento con las concentraciones del extracto de 2.0 y
3.0 mg/mL (CMI y CBM respectivamente) (Figura 2).

Asi mismo, en K. pneumoniae y P. aeruginosa, también se observo una disminucion
del crecimiento de la poblacion en un 99.9 %, a las 24 horas de la exposicion con el
extracto acetonico en la concentracion de 3.0 mg/mL (CBM). Mientras que en la
concentracion de 2.0 mg/mL (CMI) se observd una disminucién del crecimiento

menor en ambas cepas (Cuadro 8).

Por otra parte, la cepa menos sensible al extracto acetonico fue S. marcescens al
inhibirse Unicamente el 66.25 % y 70.11% de su crecimiento de la poblacion, con
respecto al grupo testigo, a las 24 horas de la exposicion con el extracto, a las

concentraciones de 3.0 y 4.0 mg/mL (CMI y CBM respectivamente).

En la Figura 3 se muestra el efecto del extracto acetonico en las curvas de
sobrevivencia bacteriana en las cepas Gram positivas. La cepa S. aureus fue la méas
sensible al extracto, al ser inhibido su crecimiento en un 99.9%, con respecto al
grupo control, a las primeras 2 horas del experimento con la concentraciéon de 4.0
mg/mL (CBM), asi mismo, con la concentracion de 3.0 mg/mL (CMI) se observo
inhibicién del 99.9% a las 24 horas de exposicién con el extracto.

En S. epidermidis se observo efecto bactericida (99.9% de inhibicion del crecimiento
microbiano) a las 12 horas de la exposicion con el extracto en la concentracion de
3 mg/mL (CBM).

Asi mismo, la cepa E. faecalis fue inhibida en un 99.9 % de su poblacién, a las 24

horas de la exposicion con el extracto, en la concentracion de 3.0 mg/mL.
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Figura 2. Efecto del extracto acetdnico de T. diffusa sobre las curvas de sobrevivencia bacteriana en cepas
Gram negativas: A) E. coli CUSI, B) K. pneumoniae ATCCM13883, C) P. aeruginosa ATCC 27853 y D) S.
marcescens ATCC 14756. Las concentraciones utilizadas para A), B) y C) fueron: %2 CMI = 1.0, CMI =
2.0, CBM = 3.0mg/mL. Mientras que para D) fueron: %2 CMI = 2.0, CMI = 3.0, CBM = 4.0 mg/mL.
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Figura 3. Efecto del extracto acetdnico de T. diffusa sobre las curvas de sobrevivencia bacteriana en cepas
Gram positivas: E) E. faecalis. F) S. aureus y G) S. epidermidis. Las concentraciones utilizadas para la cepa
E) fueron: %2 CMI = 2.0, CMI = 3.0, CBM = 4.0 mg/mL, mientras que para las cepas F) y G) fueron: %2 CMI
=1.0,CMI =2.0, CBM = 3.0 mg/mL.
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En el cuadro 8, se concentran los datos de los porcentajes de inhibicién de las
curvas de sobrevivencia bacteriana para las cepas de bacterias Gram positivas y
Gram negativas, al transcurrir las 24 horas de la exposicion con el extracto, en
donde se observa que el extracto acetonico de T. diffusa no muestra una tendencia
de susceptibilidad hacia un grupo de microorganismo en particular, al conseguir una
inhibicién del 99.9 % de las poblaciones bacterianas para ambos grupos en las

concentraciones iguales a CBM.

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicidn del extracto acetonico de T, diffusa sobre las curvas de sobrevivencia

bacteriana

Inhibicidén del crecimiento bacteriano (%)
Microorganismos

¥ MIC MIC CBM

Gram negativas

A) E.coli 55.27 % 99.9 % 99.9 %

B) K. pneumoniae 39.06 % 66.25 % 99.9 %

C) P. aeruginosa 9.13% 56.89 % 99.9 %

D) S. marcescens 17.70% 66.25 % 70.11 %
Gram positivas

E) E. faecalis 417 % 65.40 % 99.9 %

F) S.aureus 34.95% 99.9 % 99.9 %

G) S. epidermidis 8.86 % 62.33 % 99.9 %

Valores de las concentraciones de %2 MIC, MIC y CBM est&n dados en mg/mL. En el tiempo 7 (24 horas) para
cepas Gram negativas A), B) y C) fueron: 1.0, 2.0y 3.0 mg/mL y para D) 1.5, 3.0 y 4.0 mg/mL respectivamente.
Para cepas Gram positivas E) fueron: 1.5, 3.0 y 4.0 mg/mL, mientras que para F) y G) fueron: 1.0, 2.0y 3.0

mg/mL respectivamente.
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5. Actividad antifungica

5.1 Evaluacién cualitativa en hongos levaduriformes

Los extractos de T. diffusa no presentaron actividad contra hongos levaduriformes.

5.2 Evaluacién cualitativa en hongos filamentosos

Las pruebas de actividad antifingica mostraron que el extracto hexanico presento
actividad sobre Fusarium moniliforme CDBB-H-266, mientras que los extractos
acetonicos y metandlicos no presentaron actividad (Cuadro 9).

Cuadro 9. Actividad antiflngica de los extractos de T. diffusa

Control positivo Extractos
Microorganismos
Ketoconazol Hexanico Acetdnico Metandlico

Hongos filamentosos

A. niger + na na na

F. moniliforme CDBB-H-266 + + na na

F. sporotrichum + na na na

T. mentagrophytes CDBB-H-1112 + na na na

na: no actividad, +: actividad
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5.3 Evaluacién cuantitativa en hongos filamentosos

El extracto hexanico logro inhibir el 28.6% del crecimiento radial de la cepa F.
moniliforme, con la mayor concentracion probada (4 mg/mL) (Figura 4). Al calcular
la CF2s a partir de la ecuacion obtenida de la regresion lineal se obtuvo un valor de
3.3 mg/mL, lo cual corresponde con la cantidad de extracto necesaria para inhibir el

25% del crecimiento radial del hongo.

35.0

CF25 = 3.3 mg/mL

30.0

N N

S O

o o
| |

% de inhibicion
&
o

10.0 |

y =7.0553x +1.9942

5.0 R2=0.9785

0.0

1 2 ., 3
Concentracion (mg/mL)

Figura 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del extracto hexanico de T. diffusa sobre F.
moniliforme
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DISCUSION

T. diffusa es una planta nativa de América, que ha tenido una gran importancia en
diversos sectores, donde su uso tradicional ha prevalecido, por ejemplo, en la region
de Tehuacan-Cuicatlan, para tratar enfermedades gastrointestinales, por esta razén
la importancia del presente estudio radica en evaluar y validar cientificamente el uso

de la especie en la medicina tradicional.
Rendimiento de los extractos y grupos de MS en T. diffusa

El extracto metandlico present6 el mayor rendimiento (Cuadro 4) lo que indica que
T. diffusa sintetiza una concentracion alta de compuestos polares. La produccion de
metabolitos de diversa polaridad en las especies vegetales se encuentra
controlados por los factores abidticos (estrés ambiental, temperatura, humedad,
nutrientes, agua, altitud, latitud, contaminacion, interacciones con otros organismos
o por factores genéticos (Jones y Hartley, 1999) y bidticos (infecciones por
bacterias, hongos, herbivoria, asi como relaciones intra e interespecificas).
Teniendo en cuenta que la especie de estudio se colectd en una zona arida-
semiarida, la producciéon de MS como mecanismo de adaptacién a la radiacion UV
(Zavala & Ravetta, 2002) incrementa la produccién de compuestos fenélicos, como
flavonoides, ligninas, taninos y cumarinas, los cuales actian como filtros UV, lo que
disminuye el efecto nocivo de la radiacion UV sobre las plantas (Rozema et al.,
2002; Zhang & Bjorn, 2009).

Asi mismo, los extractos acetonico y metandlico presentaron la mayor diversidad de
grupos de MS, en comparacion con el hexanico. Los extractos mencionados, de
hecho, presentaron los mismos grupos, entre ellos los fenoles, dentro de este grupo
se encuentran los flavonoides y los taninos (Cuadro 5). Estos resultados concuerdan
con lo descrito por Zhao et al. (2007) quienes reportaron que T. diffusa contiene
flavonoides, ademas de aceites esenciales, terpenos, resinas y derivados
cianogénicos; los autores aislaron y caracterizaron 35 compuestos, de los cuales 19
eran flavonoides. En otro trabajo Alcazar-Meléndez et al. (2004), analizaron los
extractos de Damianay reportaron la presencia de varios grupos de MS, entre ellos

los taninos. El papel que desempefian los flavonoides en los vegetales es diverso,
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existen evidencias experimentales que sugieren su capacidad de absorber la
radiacion ultravioleta, lo que los convierte en filtros solares para proteger los tejidos
vegetales de las radiaciones dafiinas (Echeverri, 1987), lo cual se debe a los anillos
bencénicos que presentan (Zhang y Bjorn, 2009). Por otra parte, el extracto
hexanico fue el Unico que presentd terpenos, lo cual concuerda con lo sefialado por
Zhao et. Al. (2007), quienes encontraron sesquiterpenoides, triterpenoides y

politerpenoides en las hojas de T. diffusa.
Actividad antibacteriana

Se considera como activo a un extracto cuando presenta algun efecto de inhibicién
del crecimiento bacteriano, se obtuvo que el extracto aceténico fue el mas activo
(Cuadro 6), al inhibir el crecimiento de cepas Gram positivas y Gram negativas. Con
base en el promedio del diametro de los halos de inhibicién, se establecié que la
actividad antibacteriana del extracto acetonico de T. diffusa fue sobresaliente en las
cepas S. epidermidis FES-C, P. aeruginosa y K. pneumoniae (13.66 + 1.15, 10.00
+ 1.00 y 10.00 £ 1.00 mm respectivamente); sin embargo, al ser una prueba
cualitativa cuyo fundamento se basa en la difusion de los extractos en el medio
(Ferraro, 2001; Taroco et al., 2006), con esta prueba aun no era posible afirmar una
mayor actividad del extracto sobre las cepas mencionadas, ya que los extractos
polares, al contener grupos de MS de esa misma naturaleza, tienden a difundir con
mayor eficiencia en el medio acuoso (agar), en comparacion con los extractos no
polares, como el hexanico, que al contener grupos de MS no polares, no tienen
afinidad por el medio acuoso, lo que dificulta su difusion en las placas
experimentales, por lo que estos extractos con frecuencia presentan halos de
inhibicion pequefios. Por otra parte, el extracto hexanico Unicamente inhibié el
crecimiento de una cepa Gram positiva S. aureus ATCC 29213. Mientras que el

extracto metanolico no presento actividad sobre ninguna cepa.

Al determinar la CMI y la CBM se obtuvieron valores de 2.0, 3.0 y 4.0 mg/mL sobre
las cepas susceptibles, estas concentraciones son altas comparadas con el control
positivo, que presenta valores de CMlIy CBM de 1.0 a 12.0 ug/mL; sin embargo, es

posible considerar los resultados del presente trabajo como buenos, en cuanto a
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potencial antimicrobiano se refiere, ya que los extractos activos son mezclas
complejas de compuestos en las que los MS bioactivos se encuentran en
concentraciones variables, las cuales pueden ser muy bajas, lo que hace necesario
el empleo de concentraciones altas de extracto para poder observar su efecto

inhibitorio sobre los microorganismos.

Los resultados de la actividad antibacteriana obtenidos en el presente trabajo
coinciden con el efecto antibacteriano que se ha reportado para otras especies del
género Turnera, como lo obtenido por Hernandez et al. (2003), quienes reportaron
la actividad de los extractos de T. diffusa contra 12 cepas bacterianas relacionadas
con enfermedades gastrointestinales, donde el extracto etandlico mostré actividad
contra S. epidermidis y S. aureus. Asi mismo Sethi & Ramasamy (2012) evaluaron
la actividad de un extracto etandlico de las hojas de T. ulmifolia contra bacterias
Gram negativas, mostrando una actividad inhibitoria contra E. coli, P. aeruginosa,
P. flourescens y Salmonella typhi. Sin embargo, en el presente trabajo, el extracto
que presentd una mayor eficacia fue el acetonico. Lo cual es comparable con lo
obtenido por Murugan & Rajendran (2011), quienes reportaron que el extracto
aceténico de T. subulata mostrd un alto grado de inhibicién contra Proteus vulgaris
e inhibicion moderada contra K. pneumoniae. Los mismos autores mencionaron que
el extracto cloroférmico mostré inhibicion moderada contra S. aureus y una mayor

actividad contra K. pneumoniae.

Los resultados de las pruebas de actividad antibacteriana del presente estudio
muestran que el extracto acetonico de T. diffusa no muestra una tendencia de
inhibicion de un grupo de microrganismos en particular. Actuando como un
antibiotico de amplio espectro, con actividad tanto para bacterias Gram positivas
como frente a Gram negativas. De modo que los extractos pudieran tener uno o
varios mecanismos de accion antibacteriana, por ejemplo, pueden actuar a nivel de
la pared celular (en cualquiera de las tres etapas: en la sintesis de la pared,
transporte y transpeptidacion), actuando como bloqueadores de los mecanismos de

resistencia, afectando las membranas celulares, bloqueando la sintesis de factores
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metabdlicos, inhibiendo la sintesis proteica, el metabolismo o estructura de los

acidos nucleicos (Calvo y Martinez-Martinez 2009).

El efecto antibacteriano que presentan los extractos de T. diffusa puede atribuirse a
la accion de los MS que presenta como los terpenos y los fenoles, los cuales se
tiene reportado que presentan actividad antibacteriana (Trombetta, et al., 2005). El
mecanismo de accion de cada molécula antimicrobiana esta relacionado con los
grupos funcionales que contiene, su disposicion y en general con el arreglo espacial
de la molécula, ya que estos factores en conjunto definen su reactividad
(Hernandez, 1999; Peza-Ortiz, 2016).

En el caso de los terpenos, los cuales al tener una naturaleza lipdfila pueden
interaccionar con las membranas de las bacterias, lo cual se traduce en una
alteracion de la fluidez, permeabilidad, expansion, ademas de una perturbacion de
las proteinas incorporadas a la membrana, inhibicion de la respiracion y la alteracion
de los procesos de transporte de iones (Trombetta, et al., 2005).

Por su parte, los fenoles se caracterizan por la presencia de anillos aromaticos con
uno o mas grupos hidroxilo (OH), por regla general, estos poseen varios
sustituyentes y, en ocasiones, el grupo OH se encuentra modificado (Pérez, 2003).
Los fenoles, con frecuencia presentan fitotoxicidad, por lo que son almacenadas en
las vacuolas celulares en su forma glucosilada (Sepulveda et al., 2003). Los MS con
residuos hidroxilados pueden formar puentes de hidrogeno con biomoléculas, por
ejemplo, con determinadas zonas en proteinas, en centros de reaccion enzimaticos
0 con acidos nucleicos, lo cual inhibe su funcion. Otro mecanismo de accion de los
fenoles es su potencial de union con otras especies quimicas, por ejemplo, con
iones metalicos. La toxicidad por quelacion, descrita para taninos, se da porque los
sistemas biolégicos son altamente dependientes de los iones metalicos y su unién
con metabolitos los vuelve inaccesibles para el consumo bacteriano (Scalbert,
1991). Al igual que los flavonoides, los cuales tienen la capacidad de inhibir la
sintesis de DNA y RNA, ya que tienen grupos hidroxilo libres, con los que pueden
formar puentes de hidrogeno con las bases nitrogenadas; una estructura plana,

semejante a la estructura de las bases puricas y pirimidicas, lo cual propicia que se
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puedan intercalar entre de las mismas en la doble hélice. Algunas flavonas han
mostrado tener un mayor efecto inhibitorio en la sintesis de acidos nucleicos, estas
presentan la caracteristica de que poseen tres grupos hidroxilo en el anillo B
(Hernandez, 1999).

Es un hecho que la utilizacion de antimicrobianos ha mejorado la calidad y
expectativas de vida de las personas alrededor del mundo, reduciendo la mortalidad
y morbilidad causadas por diferentes enfermedades infecciosas (Garcia, 2007).
Segun el efecto de su accion sobre las bacterias, se pueden clasificar en
bacteriostaticos (inhibiendo transitoriamente el crecimiento bacteriano) vy

bactericidas (ejerciendo una accion letal para la bacteria) (Cordines, 1998).

El extracto acetdnico sobre la curva de sobrevivencia bacteriana en el grupo de las
Gram negativas mostrd un efecto bactericida en las cepas E. coli K. pneumoniae y
P. aeruginosa. Mientras que S. marcescens presentd un efecto bacteriostatico
manteniendo aun colonias bacterianas en todos los tratamientos después de 24
horas. Por otra parte, contra las bacterias Gram positivas: E. faecalis, S. aureus y

S. epidermidis mostré un efecto bactericida.

El efecto bactericida y bacteriostatico del extracto acetdnico de T. diffusa sobre
ambos grupos de bacterias es de gran interés dada su importancia al causar
enfermedades al ser humano. Del grupo de las Gram negativas; E. colicomiunmente
causa enfermedades del sistema gastrointestinal, o infecciones en las vias urinarias
(Nataro & Kaper, 1998). S. marcescens es una bacteria comdn en insumos
hospitalarios causantes de enfermedades nosocomiales e infecciones urinarias
(Haddy et al., 1996). P. aeruginosa es una cepa oportunista que favorece el inicio
de infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos y puede causar
neumonias, infecciones del tracto urinario y bacteriemias (Ochoa et al., 2013) y K.
pneumoniae es una cepa oportunista, esta implicada principalmente en infecciones
nosocomiales, infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis e infecciones de

herida quirargica (Echeverri-Toro et al., 2012).

Mientras que del grupo de las Gram positivas; S. epidermidis, es causante de

infecciones urinarias, nosocomiales, osteomielitis, bacteriemias en pacientes

27



inmunosuprimidos y en infecciones de dispositivos (Rogers et al., 2009) E. faecalis
cepa causantes de infecciones nosocomiales, puede causar endocarditis,
infecciones de vejiga, prostata y epididimo (Schleifer & Kilpper-Balz, 1984) y S.
aureus considerada una bacteria oportunista, causa comunmente piodermidis,
intoxicaciones alimentarias y una gran variedad de afecciones en la poblacion
general; no obstante, se encuentra entre las cepas microbianas causantes de

infecciones en los hospitales (Garza-Velasco et al., 2013).

Con base en lo anterior, se puede establecer que el extracto de T. diffusa tiene un
alto efecto contra cepas que causas enfermedades nosocomiales,

gastrointestinales, respiratorias e infecciones urinarias.
Actividad antifangica

En lo que respecta a la actividad antifungica, el extracto hexanico fue el Unico
extracto activo, al inhibir el crecimiento radial de F. moniliforme (Cuadro 9). La
importancia ecolégica y clinica de esta cepa se debe a que se encuentra entre los
hongos patdgenos y micotoxigenos de plantas mas destructivos. Su relevancia en
la industria agricola es inmensa, lo que resulta en pérdidas multimillonarias debido
a la reduccion del rendimiento de los cultivos. Ademas, se informan con frecuencia
infecciones en humanos y animales. En los humanos, causan infecciones
denominadas fusariosas, que pueden ser superficiales, como la queratitis o la

onicomicosis (Sharma & Marques, 2018).

La actividad puede atribuirse a los MS que presenta el extracto, como los terpenos
a los cuales se les ha atribuido actividad antifingica, por su interaccion con los sitios
enzimaticos y con la membrana celular del microorganismo alterando su capacidad

selectiva, permitiendo el escape de componentes intracelulares (Nychas, 1995).

Sin embargo, un aspecto que ha complicado la situacién es el desarrollo de
mecanismos de resistencia primaria y secundaria a los antimicéticos por algunas
especies de hongos. Entre los mecanismos de resistencia se encuentra la

sobreproduccion de blancos enzimaticos, la implementacion de vias metabdlicas
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alternas y la produccion de bombas de flujo externo que expulsan los medicamentos

al espacio extracelular (Mesa et al., 2004).

En lo que respecta a las pruebas cuantitativas, las concentraciones a las cuales se
observaria la CFso y CFM son altas con respecto a otros estudios; sin embargo, se
debe tener en cuenta que se esta trabajando con extractos crudos que contienen

otros metabolitos o impurezas sin actividad antifangica.

La similitud en la presencia de MS identificados en los extractos aceténico y
metandlico, asi como la diferencia en la actividad antibacteriana observada en este
trabajo, en donde se obtuvo que el extracto aceténico fue el que presentd actividad,
sugiere que los MS en ambos extractos presentan un alto nivel de variacién en su
composicién quimica intraespecifica para esta especie, ya que el extracto
metandlico no presentd actividad antibacteriana, por lo que es necesario realizar
analisis quimicos mas especificos a los extractos, para determinar el tipo o tipos de
MS con actividad antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

En los extractos de T. diffusa se detectd la presencia de fenoles, flavonoides,
taninos, esteroides y terpenos.

Los extractos hexanico y acetonico de T. diffusa presentan actividad
antimicrobiana.

El extracto acetonico fue el mas activo, al inhibir el crecimiento de cuatro
cepas bacterianas Gram positivas y cuatro Gram negativas.

El extracto hexanico presenté actividad antibacteriana sobre S. aureus ATCC
29213, asi como actividad antifangica sobre F. moniliforme.

El extracto metandlico no presentd actividad antibacteriana.

Los resultados permiten demostrar las propiedades antimicrobianas de T.

diffusa en el tratamiento de enfermedades de etiologia infecciosa.
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APENDICES

1. Clasificaciéon y descripcion botanica de T. diffusa

Clasificacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Malpighiales
Familia: Turneraceae
Género: Turnera

Especie: T. diffusa Willd. Ex Schult.

Figura 5. T. diffusa. (Imagen adaptada de
Puga-Guzman et al., 2019)

Nombre sinonimia: Buhadschia humifusa C.Presl; Turnera aphrodisiaca
Ward; Turnera diffusa var. Aphrodisiaca (Ward)

Urb.; Turnera humifusa (C. Presl) Endl.

Ex Walp.; Turnera pringlei Rose.

Nombre comun: Damiana, hierba de la pastorcita, hierba del ahorcado, hierba del
venado, malva blanca, mejorana, orégano cimarrén, rompe camisas machos,

Turnera.
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Descripcion botéanica (Alvarado-Cérdenas, 2016)

Se encuentra a manera de arbusto con tallas desde los 25 cm hasta los 2 m de alto:
presenta tallos teretes, sericeos a globrescentes. Hojas sésiles o pecioladas:
estipulas, 1.0 mm de largo subuladas, sericeas: peciolos 1.8 a 2.0 mm de largo,
laminas de 0.6 a 1.8 cm de largo, 3.0 a 7.0 mm de ancho, elipticas a obovadas, la
base es cuneada sin nectéreas,
apice agudo a obtuso, margen
serrado glandular, membranaceas,
haz sericea, envés sericeo a
lanoso sin puntos resinosos. Flores
solitarias, heterostilas, epifitas
sésiles o pedicelos 1.0 mm de
largo: bracteas 2 persistentes, 4.0 a
5.0 mm largo, 1.2 a 2.0 mm ancho,
lanceoladas, vilosos: hipantio 3.0 a
5.0 mm de largo, 2.0 a 2.5 mm de
diametro viloso a sericeo: sépalos
2.5 a 3.0 mm largo, 1.0 a 1.8 mm
ancho, lanceolados, vilosos:
pétalos 6.0 a 6.5 mm de largo, 3.8
a 4.2 mm ancho, obovados, apice
obtuso amarillos, glabros
filamentos 5.0 a 6.0 mm de largo,

anteras 0.4 a 1.3 mm largo. 1.0 mm

ancho ovoide, sericeo, estilos 2.5 a Figura 6. T. diffusa. -a. rama con flores. -b. hoja. -c. detalle de la

3.3 mm largo, globos. Capsula 3.0 hoja. -d. rama con flor .-e. flor y bracteas. -f. detalle de la flor

' ’ ' ' abierta. -g. gineceo. -h. capsula con semilla. -i. semilla reticulada
a 3.8 mm largo. 3.0 mm diametro, con arilo. (Imagen adaptada de Alvarado-Cardenas, 2006).
ovoidales, verde-amarillentas a
pardas, tuberculadas sericeas: semillas 1.6 a 1.9 mm de largo, 0.7 a 1.0 mm de

ancho, reniformes, pardas o negras (Figura 6). NUmero cromosomico 2n = 14.
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2. Distribucién geografica de T. diffusa
(Puga-Guzman, 2019)

Se encuentra distribuida desde el sur de los Estados Unidos (Texas), hasta el norte
de Sudamérica, incluyendo las Antillas (Figura 7). En México se encuentra en los
estados de Baja California, Baja california Sur, Chihuahua, Coahuila, Sinaloa,
Jalisco, Sonora, San Luis Potosi, Tamaulipas, Monterrey, Michoacan, Guerrero,
Hidalgo, Morelos, Guanajuato, Querétaro, Puebla, Veracruz, Yucatan, Quintana

Roo, Chiapas y Oaxaca.

MAPA DE DISTRIBUCION

* Turnera diffusa

Figura 7. Distribucion de T. diffusa (Imagen adaptada de Puga-Guzman et al., 2019).
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3. Método de maceracion (Dominguez, 1979)

La maceracion consiste en la obtencion del extracto vegetal con solventes
organicos, en el cual se coloca el material vegetal seco y pulverizado en un matraz
y se agrega el solvente apropiado de acuerdo con el extracto que se desea obtener

(hexano, acetona y metanol).

El macerado se deja reposar durante 24 horas con el propdsito de que se sature el
solvente con el extracto. La muestra se filtra y el exceso de solvente se evapora a
presion reducida. La extraccion se realiza las veces necesarias para obtener el
méaximo rendimiento. El extracto se coloca en charolas de vidrio sin tapa para
permitir la evaporacion total del solvente. Finalmente, el extracto se pesa y se
determina el rendimiento en gramos y en porcentaje, este Ultimo se calcula con

respecto al peso seco inicial de la planta.
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Tubo
NO
1

4. Pruebas cualitativas de identificacidon de los principales grupos de MS
(Dominguez, 1979; Robles-Garcia et al., 2016)

Grupo de MS
Fenoles

Taninos

Alcaloides

Alcaloides

Glucoésidos

Saponinas

Cumarinas

Triterpenos y
esteroides

Monoterpenos

Reactivos
FeCls

Reactivo
de gelatina

Dragendorf

Mayer

a-naftol y
HCI

Agua

destilada

NaOHy
HCI

Lieberman
-Buchard

Vainillina-
H2S04

Agregar en el tubo
correspondiente
1 mL solucién patrén

Tubo con la solucién
de la prueba positiva
de fenoles

1 mL de solucién
patrén

2 mL de solucion
patrén

3 mL de solucion
patrén

10 mg de extracto

1 mL de NaOH al 10
%

2 mg de extracto
disuelto en 1 mL de
cloroformo

Placa de silica gel (2
cm?)

1 gota de solucién
patron en el centro
de la placa

Adicionar

3 gotas de
FeClz

3 gotas de
reactivo de
gelatina (1%)

3 gotas de
reactivo
Dragendorf

3 gotas de
reactivo
Mayer

3 gotas de o-
naftol, 3 gotas
de HCI
concentrado

2mL de agua
destilada

5 gotas de
solucién
patrén
(extracto)

3 gotas de

reactivo de
Lieberman-
Buchard

1 gota de
Vainillina (5%)
1 gota de
H2S04 (5%)

Mezclar

Mezclar

Mezclar

Mezclar

El HCI
debe
dejarse
caer por
las
paredes
del tubo

Agitar por
lo menos
dos
minutos

Mezclar

Mezclar

Calentar
en una

parrilla a
tempera-
tura baja

Prueba positiva

Coloracion azul o
verde

Precipitado azul o
verde obscuro

Precipitado color
rojizo

Precipitado
lechoso

Anillo morado

Espuma que
permanece al
menos un minuto

Si hay coloracion
amarilla agregar
3 gotas de HCl al
10 %. Si la
mezcla se vuelve
transparente la
prueba es
positiva

Color azul o
verde: positivo
para esteroides.
Color rojo, violeta
0 morado:
positivo para
triterpenos

Halo azul
verdoso, morado
0 naranja rojizo
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5. Método de difusion en agar Kirby-Bauer

(Ferraro, 2001; Taroco et al., 2006)

Utilizando esta técnica se evalla cualitativamente la actividad antibacteriana de los
compuestos de un extracto o un compuesto puro, los cuales difunden a través del
agar. Si hay compuestos activos, el crecimiento de los cultivos microbianos se
detienen y se forman halos alrededor del disco que contiene las sustancias o
extractos a evaluar. En el método se utiliza como medio de cultivo estandar el agar
Muller-Hinton; es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme
de 4 mm, si es mas fino los compuestos tienden a difundir mas en direccion lateral,
lo que aumenta el tamafio de las zonas de inhibicion; un agar de mas de 4mm de
espesor produce una mayor dilucion del extracto hacia abajo, con tendencia a

estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias. Se
sumerge el asa en 10 mL de caldo Muller-Hinton (Bioxon), se enjuaga bien en el
liquido para descargar todo el material y luego se retira el asa, el tubo de cultivo se
incuba a 37 °C durante aproximadamente 24 h. Una vez logrado esto, se sumerge
un hisopo de poliéster, estéril y seco en la suspension de bacterias, antes de
retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared
interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa con agar de
Muller-Hinton. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente.
Finalmente, se siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando
vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria. Se
utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos de papel Whatman namero 5. Se
utilizan 2 mg de los extractos disueltos en 10 pL del disolvente correspondiente con
cada extracto. Al llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados
con las sustancias a evaluar se colocan en la superficie del agar separados por lo
menos 22 mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa, para evitar que las
zonas de inhibicién se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los
sensidiscos se presionan suavemente sobre la superficie del agar, cuidando de no

moverlos una vez colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la
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concentracion de cada extracto a evaluar. Para el control negativo se preparan
sensidiscos a los que se les agregan 10 uL del disolvente empleado para disolver
el extracto. Se evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos
impregnados con 25 ug de cloranfenicol. Los sensidiscos se preparan 24 horas
antes del bioensayo. Las placas incuban a 37 °C. En el caso de existir zonas de
inhibicion se reporta el extracto como activo. Las zonas de inhibicién se miden con
una regla de calibracion en milimetros. En todos los casos esta prueba se hace por

triplicado y se reportan los valores promedio + DE.
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6. Método de dilucion en agar

(Método modificado de Koneman et al., 1991)

Con esta técnica se evallan las diferentes concentraciones de los extractos que
presenten actividad antibacteriana en las pruebas cualitativas. Las concentraciones
a evaluar son: 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/mL, asi como un grupo testigo,
sin extracto. Para obtener las concentraciones se prepara una solucion patrén y con
base en ella se toman las alicuotas correspondientes, las cuales se agregan a 20mL
de agar Mueller-Hinton a 45 °C, las mezclas se agitan rapidamente para obtener

dispersiones homogéneas y se colocan en cajas Petri.

El inoculo se prepara a partir una suspension bacteriana con una concentracion de
1.5x108 UFC/mL, se toman 10 pL de esta suspension bacteriana y se agregan en
10 mL de solucién salina (0.9%) para obtener el in6culo con una concentracion de
1.5x10° UFC/mL.

El inoculo se coloca en la superficie del agar con las distintas concentraciones de
extracto, para ello se utilizan hisopos estériles que se impregna con el indculo y con
ellos se colocan por triplicado puntos sobre la superficie del agar. Como control
positivo se preparan placas con 30 ug/mL de cloranfenicol y como control negativo
se usan placas con los diferentes solventes, de acuerdo con el volumen de las

alicuotas utilizadas en la preparacion de las concentraciones de extracto.

Las placas de incuban a 37 °C, durante 24 horas. La CBM se toma como aquella
concentracion en la que ya no se observa crecimiento bacteriano y CMI aquella
concentracion que antecede a la CBM y que aun presenta crecimiento bacteriano,

aunque en menor proporcién comparado con el grupo control negativo.
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7. Curvas de sobrevivencia bacteriana
(Método modificado de Kubo et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM obtenidas. Y asi determinar
los impactos necesarios para que se produzca la muerte bacteriana. Se utiliza como
medio de cultivo estandar el agar Muller-Hinton. El inoculo a emplear es de 1.0 x
10° UFC/mL.

Una vez determinada la CMI y la CBM se preparan cuatro tubos experimentales,

COMO Sse muestra a continuacion:

Tubo No. Concentracion de extracto
1 0.0 mg/mL (Testigo)
2 Y CMI
3 CMI
4 CBM

Las concentraciones del extracto se preparan en los tubos con 10 mL de caldo
Muller-Hinton. A cada tubo se le agregan 100 uL del in6culo y se incuban durante
24 horas a 37 °C. Durante el tiempo de incubacion se muestrea el crecimiento o la
muerte microbiana en distintos intervalos de tiempo, que resultan en un total de seis

tiempos distribuidos en 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas.

En cada muestreo se realizan diluciones en tubos con solucion salina, de estas se
toman alicuotas de 50 uL, las cuales se siembran en placas con agar Muller-Hinton
y se incuban durante 24 horas, transcurrido el tiempo se cuentan las UFC y se

calcula el nimero de UFC/mL en cada tiempo y en cada concentracion.

Con los datos obtenidos se grafica el Log del nimero de sobrevivientes vs. el tiempo
(en horas) para determinar el nUmero de impactos necesarios para que se produzca
la inactivacion bacteriana, para ello se prolonga la zona lineal de la curva de

supervivencia hasta su insercién con el eje de las ordenadas.
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8. Método cualitativo de inhibiciéon del crecimiento radial
(Montes de Oca et al., 2017)

Este ensayo evalla cualitativamente la actividad antifingica sobre hongos
filamentosos de un extracto o un compuesto puro. Los compuestos difunden a
través del agar y si estos son activos, el crecimiento del hongo es mas lento o se
detienen, resultando la deformacion de la colonia. El método se lleva a cabo en
cajas Petri que contienen 25 mL de agar papa-dextrosa (PDA), en el cual se inocula
el micelio del hongo activamente en crecimiento. Se utilizan sensidiscos de 5 mm
de didmetro de papel Whatman No. 5. Se impregnan con 2 mg del extracto o
compuesto puro, disueltos en 10 pL del disolvente. Los sensidiscos se preparan 24
horas antes del bioensayo, para dejar que el disolvente se evapore. Los discos se
colocan a una distancia de 5 mm del limite micelial, utilizando una pinza estéril. Los
sensidiscos se presionan suavemente con la punta de la pinza, cuidando de no
moverlos una vez colocados en su lugar. Como control negativo se colocan
sensidiscos a los que se les agrega 10 pL de disolvente, y como control positivo se
usan sensidiscos con 7 pg de ketoconazol, en ambos casos se dejan evaporar
durante 24 horas. Se realizan tres repeticiones. Las cajas se incuban a 28 °C
durante 72 horas o hasta que el crecimiento micelial se haya desarrollado. En caso
de existir alguna deformacién en el crecimiento del hongo, se reporta el extracto
como activo, ya que en condiciones normales el crecimiento del hongo es circular y
este debe crecer encima de los sensidiscos, también cualquier signo de diferencia

de color esporulacién o morfologia indican actividad antifungica.
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9. Método de dilucion en agar en hongos miceliados
(Montes de Oca et al., 2017)

Este método se utiliza para determinar la concentracion de sustancias o extractos,
capaces de inhibir el crecimiento del micelio. Se realiza en placas con diferentes
concentraciones de los extractos (0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/mL)
utilizando una solucion patron y, con base en esta se toman alicuotas, las cuales se
agregan a 3 mL de agar papa-dextrosa, a una temperatura de 45 °C, para obtener
las concentraciones sefaladas. Una vez agregadas las concentraciones del
extracto, la mezcla se agita rapidamente para obtener una dispersibn homogénea y

se colocan por triplicado en placas de 24 pozos.

Después de que el agar solidifica se coloca el inoculo fungico, que consiste en un
boton de micelio de 1 mm de diametro, en el centro de cada pozo con las
concentraciones a evaluar. Como control positivo se utilizan pozos con ketoconazol
(100 pg/mL) y como control negativo se preparan pozos con los diferentes
solventes, de acuerdo con el volumen de las alicuotas utilizadas en la preparacion
de las concentraciones de extracto. Ademas, se emplean pozos testigo (sin
extracto), los cuales son considerados como el 100% de crecimiento radial cuando

el micelio se ha desarrollado.

Las placas se incuban a 28°C durante 24 a 72 horas o hasta que el crecimiento
micelial se haya desarrollado. Se mide el crecimiento del hongo y se realiza una
grafica concentracion-respuesta, en la que la respuesta es el porcentaje de
inhibicién, tomando en cuenta que el grupo testigo es el 0% de inhibicion. La
concentracion que representa el 100% de inhibicién es aquella en la que ya no se
observa crecimiento, la cual corresponde a la Concentracion Fungicida Minima
(CFM); mientras que la concentracion que representa el 50% de inhibicién

corresponde a la Concentracion Fungicida Media (CFso)
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