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RESUMEN

A nivel mundial, un problema de salud publica que se viene observando es la
resistencia bacteriana a los antibiéticos, principalmente, por el uso irracional de
los mismos; por lo que se deben aplicar acciones médicas especificas
encaminadas a la promocion de estilos de vida saludables y a la prevencion de
las enfermedades, utilizando medios naturales o tradicionales de curacidn
aplicados en perfecta armonia con nuestra medicina tecnolégica actual. El
objetivo principal de la presente investigacion fue aducir la capacidad
antibacteriana de extractos metandlicos de cinco especies de plantas
medicinales que se utilizan en la regién de Laguna de Sanchez, Santiago,
Nuevo Ledn, México, contra cinco cepas de bacterias, las cuales fueron
aisladas de animales domésticos. Para desarrollar este estudio se hizo un
diagnostico previo, se realizd un estudio etnobotanico, en el cual se efectuaron
encuestas para obtener un listado de las especies de plantas medicinales que
utilizan en la zona, el uso medicinal que les dan, como las preparan, entre otros
datos. Una vez obtenido el listado se procedié a una depuracion de las
especies encontradas, descartando las ya estudiadas o que segun las
encuestas tienen baja probabilidad de poseer actividad antibacteriana, para
finalmente resultar seleccionadas cinco de ellas. Se obtuvieron los extractos
metandlicos de estas plantas, se determiné si existia actividad antibacteriana
por el método de difusibn en pozo en agar, se establecidé la concentracidén
minima bactericida (CMB), se realiz6 un analisis de toxicidad con nauplios de
Artemia salina y se hicieron estudios para determinar la presencia o ausencia
de grupos funcionales. En el estudio etnobotanico se registraron 28 familias, 49
géneros y 54 especies. Las familias con mayor cantidad de plantas medicinales
fueron Asteraceae y Lamiaceae, la planta con mayor cantidad de usos
medicinales fue Aloe vera, la parte utilizada con mayor frecuencia fue la hoja,
hervida a manera de té, mientras que la afeccion mas tratada fue el dolor de
estomago. En el andlisis realizado por el método de difusion del pozo en agar el
extracto metandlico del fruto de Arbutus xalapensis obtuvo los mejores
resultados contra la mayoria de las bacterias. En los resultados de la CMB se



observé que la bacteria gran negativa fue mas resistente a los extractos. En el
analisis de toxicidad se registrd el extracto de Arbutus xalapensis como
altamente toxico. La informacién generada fortalece el conocimiento tradicional
ademas de dar informacion muy valiosa para futuros estudios que podrian
formar nuevos antibidticos.



ABSTRACT

Globally, public health problem that has been observed is bacterial resistance to
antibiotics, mainly due to the irrational use thereof; so you should apply specific
medical actions aimed at promoting healthy lifestyles and preventing disease
using natural means or traditional healing applied in perfect harmony with our
present technological medicine. The main objective of this research was to
adduce the antibacterial capacity of methanol extracts of five species of
medicinal plants used in the region of Laguna de Sanchez, Santiago, Nuevo
Leon, Mexico, against five strains of bacteria, which were isolated from domestic
animals. To develop this study was a previous diagnosis, an ethnobotanical
study, which surveys were conducted to obtain a list of species of medicinal
plants used in the area, the medicinal use you give them, as prepared was held
between other data. Once you obtained the list we proceeded to a purge of the
species found, discarding those already studied or who polls have low
probability of having antibacterial activity, to finally be selected five of them. The
methanol extracts of these plants were obtained, it was determined whether
there antibacterial activity by diffusion method well in agar, the minimum
bactericidal concentration (CMB) was established a toxicity analysis was
performed using brine shrimp Artemia salina and studies were made to
determine the presence or absence of functional groups. In the ethnobotanical
study 28 families, 49 genera and 54 species were recorded. The families with
the largest number of medicinal plants were Asteraceae and Lamiaceae, the
plant with the most medicinal uses was Aloe vera, the part most frequently used
was the leaf, boiled a way of tea, while the condition treated was pain of
stomach. In the analysis by the well diffusion method in agar the methanol
extract of the fruit of Arbutus xalapensis obtained the best results against most
bacteria. In the CMB results it shows that the large negative bacteria was more
resistant to the extracts. In the analysis of toxicity Arbutus xalapensis extract it
was recorded as highly toxic. The information generated strengthens traditional
knowledge besides giving valuable information for future studies that could form

new antibiotics.



1.- INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a multiples sustancias es un problema de salud
publica que se viene observando a nivel mundial después de la aparicion de los
antibidticos. El uso indiscriminado de los antibioticos y la presion selectiva
ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una
respuesta de supervivencia en los microorganismos, que los capacita para

evadir con eficiencia la accién bactericida de algunos agentes (Cabrera, 2007).

En los ultimos anos la producciéon de nuevos antibidticos ha disminuido
de forma considerable y ha surgido como un problema la resistencia a estos por
la aparicion en las bacterias, hongos y protozoarios de mecanismos defensivos

con el fin de evadir la accién bactericida de estas sustancias (Pérez, 1998).

Es necesario crear conciencia sobre las consecuencias que se derivan
del uso irracional de los antibiéticos, ya bien sea por el personal médico como
en la comunidad; ademas deben aplicarse acciones médicas especificas
encaminadas a la promocién de estilos de vida saludables y a la prevencion de
las enfermedades, utilizando medios naturales o tradicionales de curacion
aplicados en perfecta armonia con nuestra medicina tecnolégica actual
(Cabrera et al., 2005).

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por los productos
naturales y sus posibles aplicaciones en la industria farmacéutica en busqueda
de nuevos medicamentos mas seguros y eficaces; aproximadamente el 30% de
los farmacos empleados en los paises industrializados proceden o se han
sintetizado a partir de productos vegetales, por lo que los extractos de plantas
son una fuente atractiva de nuevos medicamentos (Kahkashan, 2012,
Céspedes, 2006).

Las plantas medicinales aportan una gran cantidad de compuestos

quimicos con caracter antimicrobiano, algunos de los cuales muestran una



actividad in vitro comparable a la de los antimicrobianos utilizados en la clinica.
El arsenal terapéutico de reino vegetal es incalculable, ya que hasta el
momento se conoce un porcentaje muy pequefo de los compuestos naturales
procedentes de las plantas. Estas sustancias pueden ser utilizadas
directamente como base para la sintesis de nuevos principios utiles en el

tratamiento de las infecciones (L6pez y Domingo, 2003).

En general, el principal objetivo del estudio de las plantas medicinales es
validar la eficacia de su uso como remedios caseros tradicionales contribuyendo
de esta manera con su valor cientifico. Por otra parte los resultados cientificos
de una planta medicinal llevan no solo a validar su eficacia, sino en muchas
ocasiones al descubrimiento de nuevos compuestos con resultados, no
precisamente relacionados con los usualmente reportados en medicina
tradicional (Cruz, 2002).

Se tiene que tener mucha precaucion al utilizar plantas medicinales para
tratar algun padecimiento, ya que la mayoria de estas no estan validadas
cientificamente y "se desconoce si son seguras y eficaces" por lo que, como
todo medicamento, deben ser empleadas con cautela, ya que pueden aparecer
cuadros toxicos debido a su uso. Esto no quiere decir que toda la fitoterapia sea
nociva, muchos medicamentos proceden de plantas, pero el conocimiento de
las hierbas curativas muchas veces es limitado y se desconocen sus efectos, o
que hace necesario informar y alertar sobre su correcta administracién y

prescripcion (Marinoff et al., 2009).

Uno de los biomodelos mas utilizados en las etapas preliminares de la
investigacion fitoquimica, es el bioensayo de letalidad frente a Artemia Salina,
desarrollada en 1982 por Meyer y Col. El procedimiento consiste en exponer
compuestos activos y / 0 extractos de plantas a nauplios de Artemia salina, para
determinar valores de concentracion letal 50 (CL50). (Martinez y Beltran, 1999).
Sin embargo, los valores obtenidos de CL50, no advierten una actividad
fisiologica o biolégica en particular; son indicadores de toxicidad a nivel celular
que pueden orientar investigaciones mas especificas (Sanchez y Neira, 2011).



2.- ANTECEDENTES

2.1 Herbolaria mexicana

La validacion del conocimiento empirico sobre la herbolaria indigena,
particularmente la desarrollada por los aztecas en la época prehispanica, fue
realizada por investigadores de la Universidad de Utah en 1975, basada en
informacién registrada en documentos del siglo XVI como el Codice De la Cruz
Badiano la cual fue dictada en nahuatl por el médico indigena Martin de la Cruz
y traducido al latin por Juan Badiano en 1552 y la Historia general de las cosas
de la Nueva Espafna de fray Bernardino. En sus estudios trabajaron con 25
especies, y comprobaron que los principios extraidos de ellas poseen las
propiedades terapéuticas referidas en los documentos (Huerta, 1997).

El conocimiento de las plantas medicinales ha sido un factor
indispensable que ha ayudado al hombre a combatir las enfermedades y los
embates del clima desde hace muchos siglos atrds. No obstante, es hasta el
ultimo tercio del siglo XVIIl, que aun se sabe sobre el menosprecio de los
conocimientos indigenas en el mencionado campo, por la comunidad

académica (Sanchez, 2012).

2.2 Etnobotanica en el PNCM Santiago, Nuevo Ledn, México.

En un estudio etnobotanico en el Parque Nacional Cumbres de
Monterrey (PNCM), Nuevo Le6n, México, se realizaron 95 encuestas a
habitantes mayores de 35 afios, y se recogieron datos etnobotanicos de 240
especies (que comprenden 170 géneros y 69 familias botanicas), y 146 usos
diferentes. La mayoria de los usos citados (98) se encontrd6 que eran los
medicinales.



2.3 Aspectos generales de plantas medicinales

En un estudio realizado se obtuvieron los extractos acuosos, etandlico,
hexandlico y metandlico de tallo hoja y raiz de Carlowrightia cordifolia y
midieron la actividad antimicrobiana por el método de difusion en placa con
cada uno de los extractos, reportaron que el extracto hexandlico de hojas tiene
el de mayor espectro, pues mostro actividad antibacteriana contra 6 especies
bacterianas(Salmonella sp, Badilas cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, y Escherichia coli) y una
especie fungica (Candida albicans) (Cruz, 2002).

Evaluaron la actividad antibacteriana y citotéxica del extracto metandlico crudo
de Leucophyllum frutencens (“censizo”) contra la cepa de Staphylococcus
aureus de un aislado clinico. El estudio de la actividad antimicrobiana demostr6
que el extracto de hojas de Leucophyllum frutescens presenta actividad en las
tres concentraciones evaluadas 1000, 500 y 250 ug/mL, con una concentracion
minima inhibitoria de 25.4 ug/mL. Estos hallazgos contribuyen al conocimiento
cientifico de las plantas medicinales del Norte de México con propiedades

antibacterianas. (Vega, 2013).



3.- JUSTIFICACION

Actualmente a nivel mundial se vive un problema de salud publica debido
a la resistencia bacteriana a los antibiéticos, por lo que es de vital importancia la
busqueda de nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento de
infecciones bacterianas. Las plantas son una alternativa, ya que en ellas se
encuentran una gran variedad de moléculas con propiedades medicinales y

terapéuticas.

Se ha estudiado un muy bajo porcentaje de las plantas medicinales que
existe, por lo tanto, es prioritario que esta area de estudio sea atendida
mediante estudios de investigacion cientifica.



4.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis

Los extractos metandlicos de G. inuloides, H. inuloides, A. xalapensis, T.
cubense y M. malacophylla muestran actividad antibacteriana contra las
bacterias S. epidermidis, L. monocytogenes, S. tiphymurum, E. coli y E. coli
O157:H7.

Objetivos
General

e Conocer la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de G.
inuloides, H. inuloides, A. xalapensis, T. cubense y M. malacophylla, las
cuales provienen de la region Laguna de Sanchez, Santiago Nuevo
Ledn, México.

Especificos

e Realizar un listado de las especies medicinales que utilizan en la region
de la Laguna de Sanchez en Santiago Nuevo Ledn para el control de
enfermedades en personas 0 animales domésticos.

e Obtencion de extractos metandlicos de G. inuloides, H. inuloides, A.
xalapensis, T. cubense y M. malacophylla y determinar la actividad
antibacteriana de estas especies utilizando el método de difusiéon en
pOzo en agar.

e Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) de los
extractos que muestren actividad biolégica relevante.

e Conocer la toxicidad en Artemia salina de los extractos de G. inuloides,
H. inuloides, A. xalapensis, T. cubense y M. malacophylla.

e Caracterizacién de los principales principios activos de los extractos, por
medio de reacciones quimicas de identificacion de grupos funcionales.



5.- DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO

5.1 Localizacion

La region Laguna de Sanchez se localiza en el municipio Santiago,
Nuevo Ledn, México, en la Sierra Madre Oriental (Figura 1). Esta a una altitud
de 1879m. Y se encuentra entre los paralelos 25°20'46" N y 100°16'48" W.
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Figura 1 Ubicacion del sitio de estudio.



6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Levantamiento de muestras de campo

Se realizaron recorridos en campo en distintas épocas del afo (invierno,
primavera y verano), con pobladores de la region Laguna de Sanchez,
Santiago, N.L., los cuales ayudaron al reconocimiento y colecta de las plantas
con algun uso medicinal, proporcionando el nombre comun que ellos aplicaban.
Posteriormente fueron prensadas en campo y trasladadas al Laboratorio de
Botanica de la Facultad de Ciencias Forestales, U.A.N.L., donde fueron

secadas a la sombra y posteriormente se identificaron.

6.2 Encuestas

Esta etapa (marzo-abril 2015) consistidé en recaudar la mayor informacién
sobre las plantas medicinales que utilizan en la region Laguna de Sanchez
(nombre de las plantas, uso medicinal, parte de la planta que se utiliza, forma
de preparacién y fecha de recoleccion). Esto se llevé a cabo por medio de 15
encuestas dirigidas a personas mayores de 40 anos las cuales tienen
experiencia en la recoleccion y/o venta de plantas medicinales (ver Figura 2).

Figura 2 Ejecucion de encuestas.



Con la informacion recabada, se elaboré una base de datos donde se
clasificé cada planta por familia, nombre cientifico, nombre comun, parte de la
planta que utilizan, método de preparacion y usos, ademas se clasificd por
habitos (arbol, arbusto, herbacea).

6.3 Recoleccion de material vegetal

Se realiz6 una fase previa al disefo experimental para obtener y analizar
informacion bibliografica de las especies registradas por medio de las
entrevistas, y asi realizar una seleccién de especies para su posterior analisis
en laboratorio, para la seleccién de especies se tomo6 en cuenta la posibilidad
de que estas presenten actividad antibacteriana segun el uso medicinal de la
planta, que no se hayan realizado trabajos experimentales anteriores y la
distribucién geografica de las plantas (Williamson y Okpako, 1996). Las plantas

seleccionadas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Plantas seleccionadas del estudio etnobotanico para estudiar su capacidad
antibacteriana.

Nombre comun Nombre cientifico
Madrono Arbutus xalapensis
Arnica morada Grindelia inuloides
Arnica Heterotheca inuloides
Charrasquilla Mimosa malacophylla
Yerba de la gallina Teucrium cubense

Una vez que se seleccionaron y recolectaron las plantas, se trasladaron
a la Facultad de Ciencias Forestales donde se secaron en estufas a una
temperatura de 40 °C durante 3 dias, posteriormente fueron llevadas al
Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Biologia de la UANL, donde
se procedid a obtener el extracto metandlico de las plantas.



6.4 Obtencion de los extractos metanoélicos

Se separaron las partes de las especies de plantas que se seleccionaron

para trabajar (Tabla 2), para triturarlas por separado en un molino. Después se

tomaron 75 gramos de cada muestra y se colocaron en matraces Erlenmeyer y

se agregaron 350 ml de metanol, posteriormente se sellaron herméticamente y

se dejaron en agitacion constante durante 5 dias en un agitador, luego se filtrd

el macerado utilizando papel Whatman No. 1. El solvente se evapor6 a presion

reducida en un rotaevaporador a 30rpm y 50 °C, el extracto se llevé a

sequedad completa (ver Figura 3) (Rodriguez et al., 2010).

Tabla 2 Parte de las plantas que se utilizaron para obtener los extractos metandlicos.

Planta Parte de la planta utilizada
Arbutus xalapensis Tallo y hojas
Arbutus xalapensis Fruto inmaduro

Grindelia inuloides
Grindelia inuloides
Heterotheca inuloides
Heterotheca inuloides
Mimosa malacophylla

Teucrium cubense

Hojas, tallo y raiz
Flor

Hojas tallo y raiz
Flor

Tallo y hojas

Hojas tallo raiz y flor
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Figura 3 Obtencion de los extractos metandlicos.

El calculo del rendimiento de la extraccion se obtuvo de la siguiente

formula:
.. PE
Rendimiento (%) = o7 X100

Dénde:
PE = Peso obtenido después de la extraccion.

Pl = Peso inicial del material vegetal a extraer.

6.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para evaluar el efecto antibacteriano de los extractos crudos de las
plantas que se seleccionaron, sobre el crecimiento de las cepas bacterianas se
utilizé el método de difusién en pozo en agar (Das et al., 2010). Este método
consiste en sembrar por extension, con la ayuda de un asa de Driglasky, 100 pl
de las cepas previamente activadas, sobre placas Petri con medio sélido de C.
Rivas (Patente IMPI MX/10892). Posteriormente se realizaron pozos en el agar,
utilizando un tubo estéril invertido (aprox. 6 mm de didmetro) y posteriormente

el agar fue retirado con la ayuda de una espatula estéril. En cada pozo se
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agregaron 100 pl de los extractos a evaluar; como blanco se utilizé en uno de
los pozos 100 pl del solvente en el cual fueron resuspendidos los extractos. Las
placas se incubaron a 37°C por 24 h. El efecto antimicrobiano del extracto fue
evidenciado mediante la presencia o ausencia de un halo de inhibicion del
crecimiento alrededor del pozo (Figura 4) el cual se midié con un vernier y los

resultados se expresaron en cm.

En este ensayo se realizaron 4 repeticiones por duplicado, y se utilizaron
las siguientes bacterias: S. typhimurium, S. epidermidis, L. monocytogenes, E.
coliy E. coli O157:H7 todas estas obtenidas de animales y aisladas en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la U.A.N.L.
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Figura 4 Halos de inhibicién.

6.6 Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) se utilizé el
método propuesto por Sanchez et al.,, (2010) con ligeras modificaciones. En
este caso se inocularon 30 ml de caldo C. Rivas, con 300 pl (1%) de cada uno
de los cultivos previamente activados. Los cultivos fueron homogenizados y
posteriormente se tomaron diferentes volimenes del medio activado los cuales
fueron colocados en wuna microplaca de 96 pozos, mas diferentes
concentraciones de los extractos seleccionados, el volumen final de cada pozo
fue ajustado a 200 pl. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h. Después se
tomaron 20 ul de cada pozo donde no se observé crecimiento y se realizé
técnica de siembra descrita por Miles y Misra (ver Figura 5), que consiste en
una siembra por goteo sobre el agar C. Rivas. Las placas se incubaron de
acuerdo a la metodologia antes descrita. Pasado el tiempo de incubacion se
determin6 la CMB la cual fue definida como la concentracion més baja del
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extracto que inhibe completamente el crecimiento microbiano. Cabe mencionar

que lo anterior se llevd a cabo de igual manera para el MeOH.

Este ensayo se llevo a cabo con dos bacterias, una gram positiva (S.
epidermidis) y una gram negativa (E. coli), y con tres extractos (G. inuloides, H.
inuloides 'y M. malacophylla), y dos antibiéticos (amoxicilina vy
sulfadoxina/trimetoprim), esto como control positivo, todos ellos seleccionados

estratégicamente, basdndonos en las encuestas y la literatura.

Figura 5 Obtencion de la Capacidad Minima Bactericida.

6.7 Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina

En un recipiente de material acrilico obscuro con 300 mL de agua de mar
artificial se incubaron 0.1 g de huevecillos de A. salina durante 48 h. Una vez
eclosionados se tomaron 10 nauplios en un volumen de 100 pL de agua de mar
y se colocaron en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se adicionaron
100 L de las concentraciones del extracto:100 a 1000 pg/mL. Se utiliz6 como
control negativo agua de mar artificial. Los nauplios de A. salina estuvieron
expuestos a las soluciones de extracto durante 24 h bajo las mismas
condiciones. Después de este tiempo se contaron los nauplios muertos por
concentracion con ayuda de un estereomicroscopio (Iroscope® WB2, EUA), los

14



ensayos se realizaron dos veces por triplicado con 5 extractos (H. inuloides, G.
inuloides, M. malacophylla, T. cubense y A. xalapensis). Para determinar la
DL50 se utilizé el método estadistico Probit (Meyer et al., 1982 y Solis et al.,
1993). Finalmente, se clasificaron los extractos evaluados segun la DL50
obtenida, tomando como referencia las recomendaciones del CYTED (ver Tabla
3).

Tabla 3 Clasificacion de toxicidad segun CYTED

Clasificacion DL50
Extremadamente toxico 1-10 pg
Altamente toxico 10-100 pg
Moderadamente toxico 100-500 ug
Ligeramente toxico 500-1000 ug
Practicamente no tdxico 1000-1500 pg
Relativamente inocuo »1500 pg

6.8 Pruebas quimicas para grupos funcionales presentes en los extractos

Cinco de los extractos obtenidos (H. inuloides, G. inuloides, M.
malacophylla, T. cubensey A. xalapensis) fueron sometidos a pruebas quimicas
(ver Figura 6), esto con el fin de conocer la presencia o ausencia de los

siguientes grupos funcionales:

Alcaloides (Prueba de Dragendorff): Esta prueba se utiliza como
revelador en cromatografia donde aparece la mancha color naranja que debe
persistir més de 24 h. Se prueba directamente el extracto, es decir, se colocar
una pequena cantidad de muestra disuelta en etanol y se agregan una o dos
gotas del reactivo, si se observa un precipitado naranja es positiva para

alcaloides).
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Preparacién del reactivo:

Solucién A: Se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 ml
de &cido acético y 40 ml de agua.

Solucién B: Se disolvieron 8.0 g de yoduro de potasio en 20 ml de agua
destilada.

Carbohidratos (Prueba de la Antrona): En un tubo de ensaye se
colocaran 1-2 mg de la muestra disuelta en agua, después se dejaron resbalar
por las paredes del tubo una solucion reciente de antrona al 0.2 % en acido
sulfarico concentrado; la prueba es positiva si en la interfase aparecia un anillo

de color azul-verdoso o violeta.

Cumarinas.- Se disolvieron 2 mg de la muestra en una solucién de
hidréxido de sodio al 10 %; si aparecia una coloracién amarilla, la cual
desaparece al acidular, la prueba es positiva.

Dobles enlaces (Prueba de permanganato de potasio): Se disolvieron
1-2 mg de la muestra en 1 ml de agua, acetona o metanol y se anadié gota a
gota una solucién de permanganato de potasio al 2 % en agua; la prueba fue
positiva cuando se observd decoloracion o formacion de un precipitado café de

biéxido de manganeso.

Esteroles y triterpenos (Prueba de Liebermann-Burchard): El reactivo
se preparardé mezclando un ml de anhidrido acético mas un ml de cloroformo y
3 gotas de acido sulfurico concentrado. Una gota del reactivo se le anadi6 a la
muestra (1-2 mg) disuelta en 1 ml de cloroformo o sin disolver, la aparicién de
un color azul o morado, fue prueba positiva para esteroles y color rojizo para

triterpenos, en el lapso de 1 h, particularmente los insaturados.

Flavonoides (Prueba de Shinoda): Se disolvieron 1-2 mg de la muestra
en 1 ml de etanol agregando unas gotas de acido clorhidrico concentrado y una
o dos limaduras de magnesio; cuando la solucién se tomé de color rojo intenso,
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la prueba fue positiva, otro color como anaranjado, verde o azul indicé la

presencia de flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.

Grupo carbonilo (Prueba de la 2, 4-dinitrofenilhidrazina): (100 mg de
2,4, DFNH + 10 ml de EtOH + 3 ml de HCI aforar a 100 ml con agua destilada)
se anadieron unas gotas de este reactivo a la muestra disuelta en etanol, la
formacién de un precipitado amarillo, rojo o naranja indic6 la presencia de un

grupo carbonilo.

Grupo carboxilo (Prueba de bicarbonato de sodio): Se agregaron
unas gotas de la solucion de bicarbonato de sodio al 10 % en agua a la muestra
(1-2 mq) disuelta en 1 ml de agua o etanol. La prueba fue positiva cuando se
observo el desprendimiento de burbujas de anhidrido carbénico.

Quinonas: A 2 a 3 mg de muestra se le afiadieron 1 o 2 gotas de acido
sulfarico para prueba positiva de quinonas que se colored de rojo y se confirmé
al anadir 2-3 gotas de hidrosulfito de sodio al 5% decolorando la solucién y se

regenerd el color afladiendo de 2-3 gotas de agua oxigenada al 30 %.

Saponinas: En un tubo de ensaye se colocé la muestra (1-2 mg) disuelta
en 1 ml de agua, se sacudié y si se formaba una espuma abundante y

permanecia mas de 15 min, la prueba se consideraba positiva.

Sesquiterpenlactonas (Prueba de Baljet): Se utilizaron 2 soluciones
que se mezclaron en volumenes iguales antes de usarse. La solucion A se
prepard pesando un gramo de &cido picrico y disolviéndolo en 100 ml de etanol;
para la solucién B se pesaron 10 g de hidréxido de sodio, disolviéndolos en 100
ml de agua. Para la prueba se pusieron de 3 a 4 mg de compuesto de prueba,
anadiendo 3 a 4 gotas del reactivo, fue positiva cuando se formé una coloracion

anaranjada o roja obscura.
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Taninos (Prueba de cloruro férrico): Se disolvié la muestra (1-2 mg) en
1 ml de etanol, afadiendo unas gotas de cloruro férrico al 5 % en etanol; la

coloracién verde obscura o negra indicd que la prueba era positiva.

Figura 6 Pruebas para determinar presencia o ausencia de grupos funcionales.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

Se entrevistaron a un total de 15 personas mayores de 40 anos, de las

cuales 8 fueron de sexo femenino y 7 de sexo masculino.

7.1Flora util

En un estudio etnobotanico que se realiz6 en el Parque Nacional
Cumbres de Monterrey (PNCM) se registraron 240 especies, 170 géneros y 69
familias botanicas, se inventariaron 146 usos diferentes, de los cuales 98 son
medicinales (Estrada et al., 2007). Dentro del PNCM se encuentra la region de
Laguna de Sanchez donde se registrd un total de 28 familias, 49 géneros y 54
especies (Anexo 1)(ver Figura 7).
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Figura 7 Diversidad de taxa total registrada para la region Laguna de Sanchez.

Entre las familias con mayor numero de géneros utilizados en estas
regibn se encontrd: Asteraceae y Lamiaceae con 10 y 8 géneros
respectivamente (ver Figura 8).

19



Numero de géneros
(o]

LUOOARAN o e

acea ceae c,eae

e e e
T oo 2082503088, xacea 22¢ ace?

As\e‘a°eaLam‘ Fad oy i0eCE ga

Figura 8 Familias con mayor numero de géneros utilizados para la regién de Laguna de
Sanchez.

Las familias con mayor niumero de especies utilizados en la region
Laguna de Sanchez son: Asteraceae y Lamiaceae con 12 y 10 géneros
respectivamente (ver Figura 9).
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Figura 9 Familias con mayor nimero de especies de plantas medicinales utilizadas en la region
Laguna de Sanchez.

Los resultados anteriores concuerdan con el trabajo etnobotanico que se
realizd en los municipios de Bustamante, Villaldama y Sabinas Hidalgo, Nuevo
Leén, donde de igual manera se registraron las familias Asteraceae y
Lamiaceae como las mas predominantes (Bustamante, 2013), también
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coinciden con los trabajos realizados en el Nuevo Ledn (Estrada et al., 2007),
Tamaulipas (Jasso, 2015), San Luis Potosi (Carranza, 2013) y Puebla (Martinez
et al., 2010).

Los géneros con mayor numero de especies fueron: Allium, Artemisia,
Bidens, Mentha y Origanum con dos especies cada una, mientras que los otros

géneros solo presentan una especie (ver Figura 10).
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Figura 10 Géneros con mayor numero de especies de plantas medicinales utilizadas en la
regién Laguna de Sanchez.

La forma biolégica mas comun fue la herbacea con 28 especies, seguida
de la arbustiva con 17 y por ultimo la arbérea con 9 apariciones (ver Figura 11).
Este orden se repite en el trabajo de Jasso (2015) quien realiz6 un estudio
etnobotanico en el municipio de Glémez, Tamaulipas, México, y sus resultados
resultaron en el mismo orden. También se difiere con lo obtenido en el trabajo
de Bustamante (2013), en el que obtuvo en primer lugar las herbaceas, seguido
de arbéreas y al final las arbustivas.
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Figura 11 Formas biolégicas mas comunes de las plantas medicinales utilizadas en la region
Laguna de Sanchez.

7.2 Usos

En el estudio se encontré que las familias de plantas con mayor nimero
de usos medicinales fueron: Asteraceae con 20 usos y Lamiaceae con 12 usos
diferentes (ver Figura 12).
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Figura 12 Familias con mayor nimero de usos medicinales en la regién de Laguna de Sanchez.

Las especies con mayor numero de usos registrados fueron: Aloe vera
(9), Larrea tridentata (7), Allium sativum (6), Matricaria recutita (5) y Origanum
vulgare(4) (ver Figura 13). No es sorprendente que Aloe vera se encuentre en
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primer lugar, la publicidad otorgada a esta especie, ademas de los buenos
resultados que brinda como planta medicinal ha hecho que se utilice cada vez
por mas personas (Stevens, 1997). Ademas esta informacion coincide con el
estudio etnoboténico en los municipios de Bustamante, Villaldama y Sabinas
Hidalgo, Nuevo Ledn, donde registraron Aloe vera como la especie con mayor
namero de usos (Bustamante, 2013).
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Figura 13 Especies de plantas medicinales con mayor nimero de usos utilizadas en la region
Laguna de Sanchez.

Se registro un total de 54 usos, de los cuales el principal padecimiento a
curar con mayor numero de plantas utiles fue: dolor de estomago con un total
de 11 especies (ver Figura 14). de la misma manera el dolor de estomago fue el
padecimiento a curar con mayor numero de plantas en los trabajos de
Bustamante (2013) y Jasso (2015).
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Figura 14 Usos mas frecuentes de las plantas medicinales utilizadas en la regién Laguna de
Sanchez.

De las 54 de las especies de plantas medicinales, las hojas son la parte
de las plantas mas utilizada (ver figura 15). Esto se debe principalmente a que
es el dérgano fotosintético de las plantas y la encargada de produccién de
metabolitos secundarios (Ayyanara y Ignacimuthu 2011; Hassan-Abdallah, et
al., 2013).
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Figura 15 Parte de la planta mas utilizada con fin medicinal en la regién Laguna de S&nchez.

La forma de empleo mas frecuente de las plantas es hervido (50
especies) ya sea en té o infusion (ver Figura 16).
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Figura 16 Forma de preparacién mas frecuente de las plantas medicinales en la regién de
Laguna de Sanchez.

7.3 Obtencion y rendimiento de los extractos metandlicos

Para la obtencién de los extractos metandlicos, se utilizaron diferentes
pesos de planta seca molida, asi como distintos volimenes de metanol.
Después de la extraccidén se obtuvo el rendimiento de cada una de las plantas,
siendo la especie de mayor rendimiento el tallo y las hojas de Arbutus
xalapensis con un 17.42% (ver Tabla 4).

Pandey & Tripathi (2014) realizaron una investigacion en la que
concluyeron que el metanol es el solvente que puede extraer mayor cantidad de
compuestos de una planta. Es por esto que los extractos utilizados en esta

investigacion fueron obtenidos con el solvente mencionado.
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Tabla 4 Rendimiento obtenido de las plantas.

Especie Rendimiento
Tallo y hojas de Arbutus xalapensis 17.42%

Flor de Grindelia inuloides 14.63%
Hojas tallo y raiz de Teucrium cubense 9.38%

Tallo y hojas de Mimosa malacophylla 8.33%
Hojas, tallo y raiz de Grindelia inuloides 8.08%

Fruto inmaduro de Arbutus xalapensis 7.14%

Flor de Heterotheca inuloides 6.25%

Hojas, tallo y raiz de Heterotheca inuloides  6.04%

7.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Todos los extractos metandlicos mostraron actividad antibacteriana
contra las 5 bacterias utilizadas en el experimento, el extracto del fruto de
Arbutus xalapensis es el que mostrd6 mejores resultados en la mayoria de las

bacterias (ver Figuras 17-21).
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Figura 17 Promedios y desviacion estdndar de diametros de halos de inhibicion de los extractos
contra S. tiphymurum.
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Figura 18 Promedios y desviacion estandar de diametros de halos de inhibicién de los extractos
contra S. epidermidis
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Figura 19 Promedios y desviacion estandar de diametros de halos de inhibicién de los extractos

contra L. monocytogenes
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Figura 20 Promedios y desviacion estandar de diametros de halos de inhibicién de los extractos
contra E. coli.
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Figura 21 Promedios y desviacion estdndar de didmetros de halos de inhibicién de los extractos
contra E. coli O157:H7

7.5 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

En los resultados obtenidos se puede observar como la bacteria gran
negativa presenta mayor resistencia a los extractos, siendo el extiracto de
Grindelia inuloides el mas activo con una CMB de 23.3 5.2 mg/ml y el de

menor actividad fue el extracto de Mimosa malacophylla con valores de 46.7
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+5.2 mg/ml. La cepa de S. epidermidis se mostr6 mas susceptible a los

extractos siendo nuevamente de mayor actividad el de Grindelia inuloides (17.5

+2.7 mg/ml), y el menos activo el de Heterotheca inuloides (19.2 2 mg/ml) (ver

Figura 22).
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Figura 22 Concentracion Minima Bactericida de los extractos de plantas sobre las bacterias en

estudio.

En la CMB de los antibi6ticos se observd que en ambas bacterias la

amoxicilina tuvo mayor actividad (ver Figura 23).
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Figura 23 Concentracion Minima Bactericida de los antibidticos sobre los microorganismos en

estudio.
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7.6 Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina

La toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método
conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la busqueda de nuevos
productos naturales bioactivos; por tal razdn, en este trabajo se decidio realizar
el bioensayo de letalidad sobre nauplios de Artemia salina. Este organismo es
facil de cultivar y manipular en laboratorio, es sensible a una gran variedad de
téxicos; y genera resultados confiables, ademas es una alternativa poco
costosa, sencilla y rapida. Puede ser usada de manera rutinaria en la
investigacién fitoquimica y permite crear una base para adelantar posteriores

estudios, que brinden aplicaciones (Forero, 2002).

La obtencion de la DL50 de los extractos se realiz6 como se explica en la
seccién 6.7. Los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad se resumen en
la Tabla 5.

Tabla 5 Clasificacion de toxicidad de los extractos obtenidos.

Extracto DL50 Toxicidad

Mimosa malacophylla » 1500 pg/ml Relativamente inocuo
Arbutus xalapensis 25.76 pg/ml Altamente téxico
Heterotheca inuloides 362.05 pg/ml Moderadamente toxico
Grindelia inuloides 170.26 ug/ml Moderadamente téxico
Teucrium cubense » 1500 pg/ml Relativamente inocuo

7.6 Pruebas quimicas para grupos funcionales presentes en los extractos

Para la determinacién parcial de los compuestos responsables de la
actividad bioldgica, se efectuaron reacciones quimicas indicativas de la
presencia de grupos funcionales (ver Tabla 6).

Tabla 6 Presencia/ausencia de grupos funcionales en los extractos obtenidos.
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Extractos de plantas

G. inuloides  A. M. T. cubense  H. inuloides
Grupos funcionales )
xalapensis malacophylla

Dobles enlaces - + - - +
Carbonilo + + + + -
Esteroles Triterpenos  + + + + +
Cumarinas + + + + +
Sesquiterpenlactonas - + - + -
Carboxilo + + + + +
Zaponinas - - - - -
Taninos + + + + +
Alcaloides - - - - -
Flavonoides - + + - .
Carbohidratos + + + + +
Quinonas - - - + -
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8.- CONCLUSIONES

Se encontr6é que la regién de Laguna de Sanchez, ubicada en Santiago,
Nuevo Ledn, México, posee una rica diversidad de 28 familias, 49 géneros y 45
especies de plantas medicinales, las cuales son utilizadas para tratar 54
afecciones. Las familias mejor representadas son Asteraceae y Lamiaceae. La
sabila (Aloe vera), gobernadora (Larrea tridentata), ajo (Allium sativum),
manzanilla (Matricaria recutita) y oregano (Origanum vulgare), son las plantas
con mas usos. Las hojas son la parte de la planta que mas utilizan, estas las
hierven y utilizan a manera de té, la afeccion mas tratada con plantas

medicinales es el dolor estomacal.

Se logré registrar y obtener la actividad antibacteriana de los extractos
metandlicos de G. inuloides, H. inuloides, A. xalapensis, T. cubense y M.
malacophylla, 1as cuales provienen de la region Laguna de Sanchez, Santiago

Nuevo Ledn, México, describiéndose de la siguiente forma:

Los extractos metandlicos de G. inuloides, H. inuloides, A. xalapensis, T.
cubense y M. malacophylla mostraron actividad antibacteriana contra las
bacterias S. epidermidis, L. monocytogenes, S. tiphymurum, E. coli y E. coli
0O157:H7. Siendo el extracto metandlico del fruto de Arbutus xalapensis el que
mostré6 mayor actividad contra S. tiphymurum, L. monocytogenes y E. coli, el
extracto de hoja tallo y raiz de Heterotheca inuloides con S. epidermidis y el

extracto de tallo y hojas de Mimosa malacophylla ante E. coli O157:H7.

La concentracidn minima bactericida obtenida contra E.coli fue de 23.3
5.2 mg/ml del extracto de tallo hojas y raiz de Grindelia inuloides y 46.7 +5.2
mg/ml del extracto de tallo y hojas Mimosa malacophylla, la CMB de S.
epidermidis es de 17.5 +2.7 mg/ml del extracto de hojas tallo y raiz de Grindelia
inuloides y 19.2 £2 mg/ml del extracto de tallo y hojas de Mimosa malacophylla.

La toxicidad de los extractos metandlicos de tallo y hojas de Mimosa
malacophylla y de la planta completa de Teucrium cubense fueron clasificados

como relativamente inocuos, los de hojas tallo y raiz de Grindelia inuloides y
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hojas tallo y raiz de Heterotheca inuloides como relativamente toxicos y por
ultimo se clasificé el extracto de tallo y hojas de Arbutus xalapensis como

altamente toxico.

En todos los extractos metandlicos se encontro la presencia de
esteroles, triterpenos, cumarinas, grupo carboxilo, taninos y carbohidratos. Los
resultados de la presente investigacion generaron informacién muy valiosa
encaminada a encontrar nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento de

infecciones bacterianas
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10.- ANEXOS

Anexo 1 Listado de especies Utiles y sus usos

NOMBRE NOMBRE FINALIDAD DE PARTE DE | ELABORACION
COMUN CIENTIFICO uso LA PLANTA
UTILIZADA
Ajenjo Artemisia -Insecticida Hojas Te
absinthium -Dolor de
estomago
-Antiséptico
Ajo Allium sativum | -Tos Fruto Te
-Aumenta Crudo
defensas
-Antiparasitario
-Antiséptico
-Colesterol
-Gripa
Alamo Populus alba -Presion Corteza Te
plateado
Albahaca Ocimum -Dolor de Hojas Te
basilicum estomago
Altamisa Ambrosia -Dolor de Hojas Te
confertiflora estomago
Amor seco | Bidens odorata | -Gastritis Tallo hojas | Te
o aceitilla y flor
Arnica Heteroteca -Dolor por golpes | Tallo flory | Infusion
inuloides -Desinflamatorio | hojas directo a la
-Cicatrizante heriday te
Arnica Grindelia -Dolor por golpes | Tallo flory | Infusion
morada inuloides -Desinflamatorio | hojas directo a la
-Cicatrizante heriday te
Cebolla Allium cepa -Tos Fruto Te
-Asma
Cenizo Leucophyllum | -heridas Hojas -Infusién
frutescens directamente a
una herida
-Te
Charrasquill | mimosa -Piedras en rifon | Talloy Te
a malacophylla -Infecciones hojas
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urinarias

Cola de Equisetum -Infecciones en Tallo Te
caballo hyemale sistema urinario
-Piedras o
arenillas en
rifones
Durazno Prunus persica | -Quemaduras Hojas Cruda
Elote Zea mays -Infecciones Pelos Te
urinarias
-Piedras en
rinones
Epazote Chenopodium | -Antiparasitario Hojas y Te
ambrosioides | -Dolor estomacal | tallo
-Colicos
menstruales
Eucalipto Eucalyptus -Tos Hojas Te
globulus
Gobernador | Larrea -Hongos de pies Hojas y -Hervir hasta
a tridentata -Diabetes tallo gue se espese y
-Dolor de cabeza aplicar sobre el
- Acné area a tratar
-Cicatrizante -Te
-Tos
-anemia
Gordolobo | Gnaphalium -Tos Hojas y Te
viscosum -Bronquios flor
-Asma
Guaco Sansevieria -Alergias en piel Penca Cruda
thyrsiflora -Picaduras de
insectos
Hierba Mentha -Fertilidad Hojas Te
buena spicata -Flatulencias
-Desinflamatorio
Hierba de la | Teucrium -Infecciones Completa Infusidn y cruda
gallina cubense vaginales -
hemorroides
Hierba del Acalypha -Cancer de matriz | Talloflory | Te
cancer lindheimeri -Moretones hoja
-Dolor por golpes
Hierba del Eryngium -Colesterol Completa Te
sapo carlinae
Hierba del Turnera -Fertilidad Hojas y Te
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venado diffusa tallo
Histafiate Artemisia -Laxante Talloy Te
ludoviciana -Antiparasitario hojas
Hojasé Flourensia -Cuerpo cortado | Hojas Te
cernua -Infecciones
digestivas
Lantrisco Rhus virens -Diabetes Hojas Te
Laurel Laurus nobilis | -Mareos Hojas Te
Madroino Arbutus -Dolor por golpes | Tallo hojas | Infusidn
xalapensis -Heridas y fruto
Maguey Agave sp. -Infecciones Penca Te
urinarias
Malva Malva -Heridas Hojas Infusion
parviflora -Dolor por golpes
Manzanilla | Matricaria -Dolor de Hojas tallo | Te
recutita estomago y flor
-Colicos
menstruales
-Cicatrizante
-Comezén
-Regular ciclo
menstrual
Marrubio Marrubium -Dolor de Hojas Te
vulgare estomago
-Estimula el
apetito
Mejorana Origanum -Dolor de Hoja Te
majorana estomago
Menta Mentha -Dolor de Hojas Te
piperita estomago
Nogal Carya -Diarreas Corteza Te
illinoinensis -anemia
Olivo Olea europaea | -Colesterol Hojas Te
Orégano Origanum -Tos Hoja Te
vulgare -Anginas
-Dolor de cabeza
-Celulitis
Ortiguilla Urtica dioica -Circulacién Completa Se deja en
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alcohol y se

unta en las
piernas
Palo azul Eysenhardtia -Infecciones Tallo Te
texana urinarias
Picaro Bidens pilosa -Infecciones Raiz Te y cruda
urinarias
-Hemorroides
Pinwica Arctostaphylos | -Infecciones Raiz Te
pungens urinarias
Poleo Hedeoma -Dormir Talloy hoja | Te
drummondii -Gripa
Romero Rosmarinus -Acné Talloy Te
officinalis -Célicos hojas
menstruales
-Dolor de
estomago
Ruda Ruta -Aborto Talloy Te y cruda
graveolens -Regula ciclo hojas
menstrual
-Dolor de oido
Sabila Aloe vera -Gastritis Pencas -Pulpa directa
-Cicatrizante sobre el area a
-Madurar tratar
abscesos -Té
-Colitis -Jugo de pulpa
-Acné
-Dolor por golpes
-Irritacién de piel
-Hemorroides
-Quemaduras
Sacasil Echinocereus -Fracturas Completa Cruda
poselgeri -Artritis
-Dolor por golpes
Salsafras Bursera -Diabetes Hojas Te
fagaroides
Salvia Croton incanus | -Anemia Hojas Te
San nicolas | Chrysactinia -Dolor de Talloy Te
mexicana estomago hojas
-Fertilidad
Toronijil Agastache -Dolor de Hojas Te
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palmeri estomago
Ufia de gato | Zanthoxylum -Cancer Tallos y Te

fagara -Infecciones hojas

urinarias
Yerbaniz Tagetes lucida | -Presion Tallos, Te
hojas y flor

Zacate Cymbopogon -Vomito Hojas Te
limén citratus
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