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RESUMEN

Los microorganismos han incrementado significativamente la resistencia a los
antibidticos debido a mutaciones en sus genomas, asi como su uso indiscriminado; por tal
motivo es vital la busqueda de alternativas para el control de enfermedades causadas por
diversos agentes etioldgicos y los dafios producidos por estrés oxidativo de los mismos.
En este trabajo seleccionamos 20 plantas de la medicina tradicional mexicana (Apium
graveolens L; Azadiratcha indica,; Castela texana; Equisetum robustum A. Br;
Amphipterygium adstringens; Eucalyptus globulus; Larrea tridentata; Verbascum
thapsus, Stevia rebaudiana; Foeniculum vulgare, Matricaria recutita;, Carya illinoensis;
Passiflora incarnata; Arctostaphylos pungens; Rosmarinus officinalis; Tilia platyphyllos;
Valeriana ceratophylla; Cymbopogon citratus; Casimiroa edulis, Phalaris canariensis),
obtuvimos sus extractos metandlicos y evaluamos las siguientes actividades: a)
Antibacteriana sobre microorganismos Gram positivos y Gram negativos de importancia
clinica, b) Antiftingica sobre dermatofitos, ambas por el método de difusién en placa; c)
Antioxidante por la capacidad de captacion del radical ABTS*" y d) Citotéxica sobre
células normales de mamifero por el ensayo de MTT. Los extractos bioactivos, se
fraccionaron por métodos cromatograficos, y fueron llevados a ensayos biodirigidos; se
aislaron e identificaron por métodos espectroscopicos las moléculas responsables de
mayor actividad. Resultados: 7 de los extractos poseen efecto antibacteriano frente a
microorganismos resistentes a antibiéticos; 13 también fueron activos sobre dermatofitos
de importancia clinica. Aislamos e identificamos tres compuestos bioactivos: Del extracto
de R. officinalis (romero): Acido betulinico (CMI= 725 pg/mL vs S. aureus MRSA, no
citotoxico); del extracto de semilla de A. graveolens (apio): 3-butilftalido y neocnidilido
(CMI 1.4 mg/mL, citotéxicos); la actividad antioxidante fue mayor para los extractos de
L. tridentana (gobernadora), S. rebaudiana (hierba dulce) y C. illinoensis (nogal) con una
Clso= 1.67, 2.68 y 2.70 ug/mL, respectivamente. Conclusion: Reportamos por primera
vez actividad del extracto de C. illinoensis (nogal) vs P aeruginosa y de los extractos de
E. robustum (cola de caballo), S. rebaudiana (hierba dulce) y C. texana chaparro
(amargoso) vs S. aureus MRSA; asi como la actividad sobre dermatofitos para los
extractos de: T. platyphyllos (tila), C. illinoensis (nogal), S. rebaudiana (hierba dulce), V.

ceratophylla (valeriana), E. robustum (cola de caballo) y F. vulgare (hinojo).



ABSTRACT

Microorganisms have significantly increased antibiotic resistance due to mutations
in their genomes, and the indiscriminate use thereof ; for this reason it is vital the search
for alternatives to control and/or treatment of diseases caused by various etiological agents
and damage caused by oxidative stress thereof. In this work selected 20 plants used in
traditional Mexican medicine (Apium graveolens L; Azadiratcha indica,; Castela texana;
Equisetum robustum A. Br; Amphipterygium adstringens; Eucalyptus globulus; Larrea
tridentata; Verbascum thapsus, Stevia rebaudiana; Foeniculum vulgare, Matricaria
recutita; Carya illinoensis; Passiflora incarnata; Arctostaphylos pungens; Rosmarinus
officinalis; Tilia platyphyllos; Valeriana ceratophylla; Cymbopogon citratus; Casimiroa
edulis, Phalaris canariensis), from which we obtained their methanolic extracts and
evaluate the following activities: a) Antibacterial on Gram positive and Gram negative
microorganisms of clinical significance, b) Antifungal on dermatophytes, both by the plate
diffusion method; c) Antioxidant capacity for uptake ABTS ¢ + radical and d) Cytotoxic
on normal mammalian cells by the MTT assay. Bioactive extracts were fractionated by
chromatographic methods, and were carried to bio-targeted assays; they were isolated and
identified by spectroscopic methods molecules responsible for increased activity. Results:
7 extracts have antibacterial effect against antibiotic-resistant microorganisms; 13 were
also active against dermatophytes of clinical importance. We isolated and identified three
bioactive compounds: the extract of R. officinalis (rosemary) betulinic acid (MIC = 725
ug/mL vs S. aureus MRSA, non-cytotoxic); seed extract of A. graveolens (celery): 3-
butylpthtalide and neocnidilide (MIC 1.4 mg/mL, cytotoxic); The antioxidant activity was
higher for L. tridentata (creosote-bush) extracts, S. rebaudiana (sweet herb) and C.
illinoensis (pecan nut) with an ECso = 1.67, 2.68 and 2.70 pg/mL, respectively.
Conclusion: We report first activity of the extract of C. illinoensis (pecan nut) vs P
aeruginosa and E. robustum (horsetail), S. rebaudiana (sweet herb) and C. texana
(Chaparro bush) extracts vs S. aureus MRSA. At the same time we are the first to
demonstrate the activity for extracts: T. platyphyllos (linden), C. illinoensis (pecan nut),
S. rebaudiana (sweet herb), V. ceratophylla (valerian), E. robustum (horsetail) and F.

vulgare (fennel) on dermatophytes.



INTRODUCCION

Por cientos de afios, las plantas han constituido la base de los sistemas de medicina
para mantener la salud e incrementar la calidad de vida. Las plantas acumulan sustancias
o metabolitos secundarios que pueden ser extraidas y utilizadas como material para
aplicaciones cientificas, tecnoldgicas y comerciales, especialmente aquellos compuestos
con actividad farmacolégica considerados de importancia biolégica e industrial

(Hernandez-Morales 2004).

La importancia de los productos naturales en medicina, se basa no solamente en
sus efectos farmacoldgicos o quimioterapéuticos, sino la posibilidad que ofrecen para
poder desarrollar a partir de sus estructuras nuevos farmacos, los cuales no deben ser més
téxicos para los 6rganos del ser humano que para el microorganismo a tratar (Phillipson

1994).

Numerosas son las investigaciones enfocadas a la bisqueda de nuevos compuestos
con actividades bioldgicas a partir de fuentes naturales, dentro de ellos un gran nimero de
estudios han sido dirigidos hacia la evaluacion de actividades antimicrobianas en extractos
y aceites esenciales de plantas medicinales y aromdticas. Para ello, se han empleado
técnicas in vitro dada la sencillez y la reproducibilidad de las mismas (Herndndez Diaz y

Rodriguez Jorge 2001).

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado. Diferentes autores han
desarrollado baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos de drogas y
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y

organos aislados como lineas celulares establecidas (Arencibia et al., 2003).

La identificacion de la o las moléculas bioldgicamente activas en los extractos de
plantas nos conducen a la posibilidad de producir nuevos farmacos o a la modificacién de

estas moléculas para potenciar o frenar una funcién biolégica.



ANTECEDENTES

I.- Apium graveolens (L) (Apio), familia Apiaceae, alt. Umbelliferae.

Partes utilizadas: parte aérea, frutos y a veces las

raices.

La parte aérea y raices poseen esencia (limoneno,

dcido sedandnico y O6lico), manitol, apiona, sales

minerales (calcio, fésforo, hierro), vitaminas B1, B2, C y | A. graveolens

K, caroteno, proteinas y glicidos. Los frutos contienen 2-

3% de esencia constituida por terpenos con pequefias cantidades de anhidrico y lactonas
del 4cido sedandlico y fenoles. Cumarinas, furanocumarinas, colina, tirosina, glutamina,

asparagina, apiona, oleonesina.

La parte aérea y raices son diuréticas, aumentando la eliminacién de los productos
téxicos del metabolismo, aperitivos, eupépticos, carminativos, colagogos, antiasmaticos y
remineralizantes. Los frutos también son digestivos, carminativos, diuréticos,
tranquilizantes y anticonvulsivantes, estas dos ultimas propiedades son debidas a su

contenido en alcaloides.

Fueron aislados de la planta completa de apio (A. graveolens), tres nuevos

diterpenoides y dos nuevos flavonoides (Zhou et al. 2009).

I1.- Azadirachta indica (Neem), familia: Meliaceae.

Lo constituyen numerosos principios activos terpénicos:
diterpenos 'y mds de cincuenta tetranortriterpenoides:

azadirachtina, nimbdlido, &acido nimbidinico, azadirona,

nimbina, entre otros.

A. indica



La corteza del Neem es fresca, amarga, astringente, se utiliza para tratar
enfermedades de la boca, dentales, pérdida de apetito, fiebre, tos y pardsitos intestinales.
Sana heridas, ayuda en enfermedades de la piel y la sed excesiva. Las hojas ayudan para
problemas neuromusculares, eliminar toxinas, purificar la sangre, también se utilizan para
tratar las mordeduras de serpientes y de insectos. La fruta del Neem es amarga, se usa
como purgante y para las hemorroides. Las flores son astringentes y expectorantes. De las

semillas se extrae el aceite.

Ghimeray, Jin, Ghimire, & Cho, (2009) evaluaron la actividad antioxidante en
hojas y corteza de A. indica utilizando metanol y hexano como solventes. La actividad
antioxidante se determind a través de la técnica DPPH encontrando resultados con

diferentes magnitudes de potencia.

IIL.- Castela texana (Chaparro amargoso) familia Simaroubaceae.

La C. texana es un arbusto lefioso distribuido en las regiones
aridas del noreste de México y en el sureste de Texas. Esta planta ha
sido utilizada desde hace muchos afnos para tratar problemas de
disenteria amebiana en los humanos y recientemente, algunos extractos

y compuestos aislados de ella han demostrado poseer actividad

inhibitoria en cultivos in vitro de E. histolytica y de Trichomonas

vaginalis (Calzado-Flores et al. 2002). C. texana

Amarolido, chaparrinona, chaparrina, glaucarubolona,
holacantona que se han aislado de esta planta y que cuentan con actividad antiprotozoaria

y citotoxica. (Dou et al. 1996).

Es un arbusto tomado tradicionalmente en tés y capsulas de la planta seca para el

tratamiento de infecciones intestinales por amebas (Reyes-Lopez et al. 2005).



1V.- Equisetum robustum A. Br (Cola de caballo), familia: Equisetaceae.

Se utiliza la Cola de Caballo (E. robustum) comiinmente para:
infecciones de las vias urinarias y, eliminacién de cdlculos en los
rifiones, para activar la funcién de los rifiones, gota; retencién de
liquido entre los tejidos; afecciones del estbmago, menstruaciones

excesivas, hemorroides sangrantes y vOmitos de sangre por

tuberculosis pulmonar. También se utiliza para combatir las

hemorragias intestinales, rectales, vaginales y nasales. E. robustum

En heridas.- se utilizan los tallos tiernos macerados y se aplican
sobre las heridas, favoreciendo la cicatrizacion, es eficaz en las ulceras, detersivo,

resolutivo y caustico.
Fitoquimica

La E. Arvense, contiene alcaloides, incluyendo nicotina, palustrina y palustrinina.
Flavonoides como la isoquercetina y equicetrina. Entre 5 y 10 % de &cido silicico.
Sustancias diversas, incluyendo un equisitonino de la saponina, dimetil sulfona, tiaminasa

y 4cido aconitico.

V.- Amphipterygium adstringens (Cuachalalate), familia Anacardiaceae.

Cuachalalate es un arbol, de cuya corteza se han obtenido
diversos productos utilizados en medicina tradicional; para la
cicatrizacidn, trastornos gastrointestinales (acidez, gastritis, ulcera
péptica), disminucién del colesterol sanguineo asi como en céncer de

estomago, entre otros (Herndndez Guevara, ef al. 1991).

De esta planta, se han aislado una mezcla de 4cidos

A. adstringens

anacardicos 'y tres  triterpenos  conocidos:  4cido



masticadienonico; dcido 3-alfa-hidroximasticadienonico; &4cido 3-epi-oleandlico; asi

también como el esterol beta-sitosterol (Castillo-Juarez et al. 2007).

VI.- Eucalyptus globulus (Eucalipto), familia: Myrtaceae.

Se utilizan las hojas de las ramas viejas. Su accidn, es debida
fundamentalmente al aceite esencial, es: antiséptico de vias
respiratorias y urinarias, expectorante y balsdmico, vermifugo,

antibidtico, antifingico y antiinflamatorio.

Dentro de su composiciéon quimica destaca su contenido en

aceite esencial, cuyo principal constituyente es el cineol o eucaliptol.
Contiene también: terpineol, carburos terpénicos (alfapineno), E. globulus
alcoholes alifaticos y sesquiterpénicos (eudesmol), aldehidos (butirico,

valeridnico, caprdico) y cetonas.

Posee ademds taninos, pigmentos flavonicos (heterdsidos del quercetol) y un
heter6sido fendlico complejo, el caliptésido, acidos fendlicos (galico, caféico), resina y

un principio amargo (Taboas-Guimerans 2005).

Un nuevo compuesto cariostitico llamado eucaliptona fue aislado de las hojas de

E. globulus, su estructura se elucidé por métodos espectroscopicos (Osawa et al. 1995).

Eucaglobulino, un nuevo complejo de galotanino y monoterpeno fueron aislados
de las hojas de E. globulus, su estructura fue identificada en la base de datos espectrales

(Hou et al. 2000).

Gutiérrez y Del Rio, (2001) Demostraron la presencia de esteril glucdsidos en E.

globulus por medio de cromatografia de gases con espectro de masas.

El eucaliptol se mostré6 como el componente del aceite esencial de E. globulus,
mas abundante por el método de cromatografia de gases con espectro de masas

(Tohidpour et al. 2010).



VIL.- Larrea tridentata (Gobernadora), familia: Zygophyllaceae.

L. tridentata, es usada en el tratamiento de varias enfermedades

incluidas la infertilidad, reumatismo, artritis, diabetes, litiasis renal y

vesicular, dolor e inflamacidn. Recientemente se ha utilizado en el norte

de México y el suroeste de los Estados Unidos como suplemento

L. tridentata

alimenticio, debido a la presencia del potente antioxidante &cido

nordihidroguaiaretico (NDGA) (Arteaga et al. 2005).

Fueron aislados de las hojas de L. tridentata, tres lignanos, (7S,8S,7'S,8'S)-3,3',4'-
trihidroxi-4-metoxi-7,7'-epoxilignano, meso-(rel 7S,8S,7'R,8'R)-3,4,3',4'-tetrahidroxi-
7,7-epoxilignano y (E)-4,4'-dihidroxi-7,7'-dioxolign-8(8')-eno, sus estructuras fueron
determinados primeramente por andlisis espectroscopicos; su actividad antioxidante
contra especies reactivas de oxigeno intracelular fue evaluado en células HL-60 (Abou-

Gazar et al. 2004).

Fueron aislados de las flores esta planta por primera vez seis lignanos, incluido
el ciclolignano 3,4'-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-6,7'-ciclolignano, y la flavona, (S)-4',5-
dihidroxi-7-metoxiflavanona, en estos compuestos se evalud la actividad inhibitoria de
crecimiento de las lineas celulares de cancer de mama, de colon y melanoma (Lambert

et al. 2005).



VIIL.- Verbascum thapsus (Gordolobo), familia: Scrophulariaceae.

Es una planta medicinal que ha sido utilizada para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, asma, tos espasmddica,

diarrea u otras afecciones pulmonares ((Turker y Camper 2002).

Contiene abundante mucilago con propiedades suavizantes y

emolientes, muy utiles para irritaciones del aparato digestivo, la piel

0 aparato respiratorio.

V. thapsus

Contiene saponinas, de accioén expectorante y fluidificante de

las secreciones bronquiales.

Es util en irritaciones digestivas y respiratorias (bronquitis, asma, anginas, tos,
traqueitis, etc), en hemorroides, ulceras varicosas, llagas, maduracion de granos, etc. Se

ha empleado en enuresis nocturna y diarreas (Taboas-Guimerans 2005).

Se han detectaron flavonoides, saponinas, taninos, terpenoides, glicésidos, entre

otros metabolitos primarios con actividad relajante y antihelmintica (Ali et al. 2012).

IX.- Stevia rebaudiana (Hierba dulce), familia: Asteraceae, alt. Compositae.

Los usos farmacéuticos y nutracéuticos son: antioxidante
natural, en personas diabéticas (no dependientes de la insulina),

disminuye los niveles de glucosa en la sangre; en el tratamiento de la

obesidad, reduce la ansiedad por la comida y el deseo de ingerir dulces

S. rebaudiana

o grasas; diurético suave (ayuda a bajar los niveles de acido urico);
beneficioso para personas con hipertension; combate la fatiga y la
depresion; mejora las funciones gastrointestinales; mejora la resistencia frente a resfriados
y gripes; para el tratamiento de quemaduras, heridas, eczemas, seborrea, psoriasis,

dermatitis (Tigrero y Landazuri 2009).



Se ha encontrado rebaudiosido A, un endulzante natural de S. rebaudiana en la
cual cuatro unidades de beta-D-glucopiranosa son ligados a la aglicona (Steinmetz y Lin

2009).

S. rebaudiana tiene componentes con un potencial significante para utilizarse

como un agente antioxidante natural (Shukla et al. 2009).

X.- Foeniculum vulgare Mill (Hinojo), familia: Apiaceae, alt. Umbelliferae.

Hinojo (F. vulgare) es una umbrelifera perenne ampliamente
distribuida, tradicionalmente utilizada para propdsitos medicinales.

Es ampliamente recomendada para tratar la diabetes, bronquitis, tos

severa, y para el tratamiento de cdlculos renales; algunas de estas

F. vulgare

enfermedades crénicas estdn relacionadas con la producciéon de
especies radicales relacionadas con el estrés oxidativo. Sin embargo, el potencial

antioxidante de esta planta solo es empirico (Barros et al. 2009).

Los compuestos identificados mas importantes de los aceites volétiles de hinojo
fueron trans-anetol, estragol, fenchona, limoneno, alfa-pineno y gamma-terpineno

(Aprotosoaie et al. 2008).

Los principales componentes de los aceites esenciales aislados de las partes aéreas
de F. vulgare fueron: trans-anetol (31-36%), alfa-pineno (14-20%) y limoneno (11-13%)
y se les determind la actividad antioxidante en los aceites de la planta con el método de
DPPH vy esta fue mayor en las frutas, ademas los aceites esenciales de hinojo mostraron
una actividad pro-oxidativa a concentraciones mds altas con el método TBARS. Los

aceites esenciales mostraron una actividad antimicrobiana muy baja (Miguel et al. 2010).



XI.- Matricaria recutita (Manzanilla), familia: Asteraceae alt. Compositae.

En la preparacion de té que se emplea contra malestares
estomacales. Se utiliza con fines ceremoniales y religiosos, también

tiene un uso veterinario ademas del medicinal (CONABIO 2009).

Los componentes principales del aceite esencial extraido de las M. recutita
flores son terpenoides alfa-bisabolol y 6xidos y azulenos, incluido el

chamazuleno (McKay y Blumberg 2006).

En el extracto de manzanilla se han identificado 11 compuestos fendlicos
bioactivos, coumarinas: herniarina, umbeliferona; fenilpropanoides: 4cido clorogenico,
acido cafeico; flavonas: apigenina, apigenin-7-O-glucosido, luteolina, luteolin-7-O-

glucosido; flavonoles: quercetina, rutina, flavanona: naringenina (Fonseca et al. 2007).

XII.- Carya illinoensis (Nogal), familia: Juglandaceae.

Es el mds importante productor nativo de «nueces»
de Norteamérica (CONABIO 2009). También se ha reportado que
los 4cidos fendlicos y las proantocianidinas (PACS) de C. illinoensis
poseen actividad biol6égica en enfermedades crénicas (Robbins et al.

2014). Ademas la semilla de la nuez contiene compuestos como

acido eldgico, 4acido gdlico, 4cido protocatequico, dcido p-

hidroxibenzoico y catequina (De La Rosa et al. 2011).

C. illinoensis



XIII.- Passiflora incarnata (Pasiflora), familia: Passifloraceae.

P. incarnata es una especie muy empleada en la terapéutica
alopdtica desde hace muchos afios y en la homeopatia,

principalmente en el tratamiento del insomnio, también se utiliza

como antiespasmddico, en el tratamiento de la adiccién a drogas
como la morfina, convulsiones en nifios y neuralgias. (Garcia et al.  P.incarnata

2003).

El extracto etandlico atrapa los radicales libres con mayor eficiencia que el extracto

acuoso demostrando su actividad antiradical (Masteikova et al. 2008).

Fueron aislados e identificados de P. incarnata, cuatro principales flavonoides C-
glicosidicos como schaftosido, isoschaftosido, isovetexin-2"-O-glucopiranosido e

isoorientin-2"-O-glucopiranosido (Qimin et al. 1991).

XIV.- Arctostaphylos pungens (Pingiiica), familia: Ericaceae.

En la medicina tradicional mexicana en los estados de México,
Hidalgo y Sonora, la pingiiica se recomienda principalmente para el

tratamiento de las afecciones renales, se utiliza en infusion, la hoja,

raiz o toda la planta, endulzada y tomada en ayunas (UNAM 2009).

A. pungens

Para controlar la fiebre, se ingiere la infusion de la planta o se
dan bafios con el cocimiento de las ramas con hojas, jabon neutro y leche. También se
recomienda su uso en el tratamiento de: diarrea, dolor de estomago, tos, gonorrea,

leucorrea, prostatitis, reumatismo, hidropesia e inflamacion.
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Se han identificado compuestos derivados glicosilados de la mircetina y quercetina
(Panusa et al. 2014) los cuales han sido reportados con actividad antioxidante (Villa-

Ruano et al. 2013).

XV.- Rosmarinus officinalis (Romero), familia: Lamiaceae , alt. Labiatae.

Es una planta muy rica en principios activos y ejerce accion
sobre casi todos los 6rganos. Su contenido en aceite esencial (pineno,

canfeno, cineol, borneol, alcanfor), le confiere una accién ténica y

estimulante sobre el sistema nervioso, circulatorio y corazén. Ademas g ,ficinalis
es colerético, colagogo, antiespasmoddico, diurético, emenagogo y

antigonadotrépico.

Posee también flavonoides (apigenina, luteolina, glucosidos de genkwanol), dcidos
fendlicos (cafeico, clorogénico, rosmarinico), principio amargo (picrosalvia o carnasol).
En uso externo es antineurdlgico, antirreumético, cicatrizante y estimulante del cuero
cabelludo. Indicado en casos de agotamiento nervioso, astenia, convalecencias,

alteraciones digestivas y hepaticas, reumatismo, gota, cefaleas (Taboas-Guimerans 2005).

El aceite esencial de R. officinalis fue separado en las fracciones hidrocarbonada
y oxigeneda. El compuesto principal de la fraccion hidrocarbonada fue el alfa-pineno
(44.2%) camfeno (24.5%) y limomeno (11.7%), mientras que en la fraccién oxigenada
fueron 1,8-cineol (37.6%), camfor (16.5%) y acetato de bornilo (21.4%) (Costa et al.
2011).
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XVL.- Tilia platyphyllos (Tila), familia: Malvaceae.

Dentro de sus propiedades medicinales tenemos:
antiespasmoddico, sedante, antirreumdtico, aperitivo, diurético,
hipotensor suave, vasodilatador, fluidificante de la sangre, afecciones
hepdticas y renales, diaforético, procesos gripales y -catarrales,

carminativo, afecciones digestivas, como usos externos, enjuagues,

gargarismos, cicatrizante de heridas, caida del cabello.

) ) T. platyphyllos
Es una de las plantas mds importantes desde el punto de vista

medicinal. Aunque apenas poseen aceites esenciales, contienen sin embargo mucilagos,

taninos, azucares y mds de diez glucésidos diferentes (ASOCAE ONGD 2010).

XVIL.- Valeriana ceratophylla (Valeriana). Familia Valerianaceae.

Esta planta ha sido utilizada desde tiempos inmemoriales, por
sus conocidas propiedades para tratar las afecciones del sistema

nervioso. Sus usos tipicos son: como sedante, miorrelajante,

tranquilizante, anticonvulsivo, ansiolitica, calmante, ténico, V. ceratophylla

antiespasmodica e hipnética.

Se dice que esta planta es la mas importante de todas las que poseen propiedades
sedantes del sistema nervioso, de los 6rganos digestivos y de otros que son regulados por

el sistema neurovegetativo.
Composicién quimica:

Esteres iridoides: valepotriatos o valtratos, baldrinal. Aceite esencial: 0,5 a 1,5%.
Hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos como el alfa pineno, fencheno,
camfeno, beta pineno, limoneno, beta bisabolol, alfa curcumeno, valleno, y el criofielno.

También encontramos cetonas, dcido hesperético también llamado isofertlico, aldehidos,
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alcoholes y ésteres terpénicos como valeranona y valerenona, isovalerianato de bornilo y
valerenal. Alcaloides: 0,05 a 0,1%. Ademds los siguientes compuestos: actinidina,
isovaleramida, valerina, valerianina, chatinina, y pirril-alfa-metilcetona. Cuando estd seca

se forma el dcido isovaleridnico que es el responsable de su caracteristico olor.

Principio activo: aceite esencial con alto contenido de citral, ademads, contiene
geronial, linalol, metilheptona, citronelal, limoneno, diterperno (Melgarejo Lopez et al.

2004).

XVIIL.- Cymbopogon citratus Stapf (Zacate lim6n), familia: Poaceae, alt. Gramineae.

La especie C. citratus Stapf, popularmente conocida como
zacate limon, es una planta perenne que generalmente no florece, se
encuentra muy disponible y se emplea, tradicionalmente, en el
tratamiento de ufas encarnadas y otras afecciones cutdneas (Guerra-

Ordoiiez et al. 2004).

C. citratus

En esta planta se han realizado estudios agrotécnicos, de
actividad antiinflamatoria, analgésica, antiasmadtica, diurética, antispasmédica vy

antimicrobiana, toxicidad y genotoxicidad, entre otros.

El aceite esencial es mundialmente conocido por sus multiples usos. De las partes
aéreas de la planta se han aislado sustancias no voldtiles, entre las cuales se pueden
mencionar flavonoides, 4cido cafeico, fructuosa y sacarosa. Entre los componentes

voldtiles, terpenos como el geraniol y citronelol.
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XIX.- Casimiroa edulis (Zapote blanco), familia: Rutaceae.

El uso tradicional de esta planta es como sedativa,
hipnético e hipotensivo. El aceite esencial de las hojas de C.
edulis, estad constituido principalmente por sesquiterpenos
hidrocarbonados, predominando el D-germacreno y el (E)-

cariofileno (Miller et al. 2009).

C. edulis

XX.-Phalaris canariensis (Alpiste), familia: Poaceae.

En el pais se encuentra en los estados de Sinaloa,

Durango, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Le6én, Baja California

Norte, Chiapas, Distrito Federal, Hidalgo, Jalisco, Estado de

México, Michoacédn, Morelos, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Yucatdn.  p canariensis

(CONABIO 2009).

La semilla de alpiste estd compuesta de almidon, lipidos, resina, dcidos salicilico
y oxalico. Un estudio realizado por (Takagi y Iida 1980) demostré que el extracto etéreo

de P. canariensis es un potente antioxidante.

Ademads de contener péptidos en su semilla que son capaces de inducir la
producciéon de NO en cantidades similares al Captopril (CPT) y bradiquinina (BK)
(Estrada-Salas et al. 2014).
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MICROBIOLOGIA

Dermatofitos.
Generalidades.

Las dermatofitosis o comtinmente llamadas tifias, son un conjunto de micosis
superficiales que afectan la piel y sus anexos (ufias y pelo), son causadas por un grupo de
hongos parésitos de la queratina denominados dermatofitos, y que excepcionalmente
invaden tejidos profundos. Son padecimientos cosmopolitas, aunque se presentan casi
siempre en climas cdlidos y himedos. En México es un padecimiento comun, se encuentra
dentro de las 10 dermatosis mds frecuentes de consulta. Aunque son padecimientos
totalmente benignos, es importante el reconocimiento de ellos para evitar los focos de

infeccidn.

Los dermatofitos son un grupo de hongos que se reproducen asexuadamente por
macro y microconidias, estan comprendidos en tres géneros: Trichophyton, Microsporum

v Epidermophyton (Bonifaz 2012).

(Ali-Shtayeh y Ghdeib 1999) reportaron actividad antifungica de J. regia sobre

Microsporum canis, Trichophyton violaceum y Tricophyton mentagrophytes.

Género Microsporum (Gruby 1843).

Se caracterizan por presentar abundantes macroconidias de muy diversas formas
como fusiformes, claviformes, ovales, etc.; miden entre 40-60 um de largo por 5-15um
de ancho, con paredes gruesas (3-5 um), tienen septos transversales, que dependiendo de
las especies son de 5-15 pm; genera ademds escasas microconidias de aspecto piriforme

y en algunas ocasiones pueden estar ausentes.

Dos son las especies mas aisladas en México: M. canis y M. gypseum, y hay

algunos reportes de M. nanum.
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M. canis (Bodin 1902).

En México es uno de los principales agentes etioldgicos de la tifia de la cabeza y
del cuerpo. La parasitacion del pelo suele ser ecto-endétrix, teniendo como preferencia la
ectétrix. Se desarrolla en un tiempo promedio de 6-8 d a temperatura ambiente en medio
agar Sabouraud. Las colonias son de aspecto velloso, plano, de color amarillo con micelio
blanco, al reverso presenta un pigmento amarillo-naranja, que se difunde a través del
medio. Presenta abundante micelio, con hifas delgadas, tabicadas y ramificadas, que dan
el aspecto de un darbol; las hifas pueden tener la modalidad de raquetas intercalares,

similares a “huesos de perro” (Bonifaz 2012).
M. gypseum (Bodin) Guiart y Grigorakis 1928.

Se aisla de tifias de los pies, cuerpo y en raras ocasiones de la cabeza. La
parasitacion del pelo suele ser ecto-endotrix, teniendo como preferencia ectotrix. Se
desarrolla en un tiempo promedio de 8-10 d a temperatura ambiente en medio agar de
Sabouraud. La colonia es ilimitada de aspecto polvoso o arenoso, al inicio es de color
blanco y posteriormente se torna beige; al reverso no presenta ningtin pigmento. Presenta
poco micelio, delgado y tabicado con gran cantidad de macroconidias, en forma de huso
de hojas de arbol, estas contienen una capa delgada. Las macroconidias forman septos que

se extienden de membrana en membrana (Bonifaz 2012).
M. nanum.

Crece moderadamente rdpido y el didmetro de la colonia va de 1-3 cm incubado a
temperatura ambiente por 7 d en medio agar de Sabouraud. La textura es polvosa,
algodonosa, delgada y extendida, aterciopelada o plana. El color de la colonia es blanco o
beige oscura y en el fondo de la placa se observa un color rojo marrén. Produce hifas

septadas, macroconidias y microconidias (Doctorfungus.org 2010).
Género Trichophyton.

Se caracteriza por presentar abundantes microconidias de aproximadamente 2 a 4
um de tamaiio, con diversas formas, como piriformes, esféricas, claviformes, tiene pocas

microconidias en forma de clava o de puro que llegan a medir de 40 a 50 um de largo por
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5 a 10 um de ancho, tienen paredes lisas y delgadas, con septos transversales de 3-5 pum

dependiendo de la especie.

Las especies mas aisladas en México son: 7. rubrum, T. tonsurans, T.
mentagrophytes y T. interdigitale; en menor proporcion 7. concentricum, T. violaceum 'y

T.ochraceum.

T. rubrum (Castellani) Sabouraud 1911.

Es el principal agente etioldgico de la tifia de los pies, ingle, ufias y cuerpo.

Excepcionalmente ataca el pelo y por lo general presenta una imagen endotrix.

La colonia se desarrolla en un tiempo promedio de 15 d, en medio de Sabouraud a
temperatura ambiente. Existen dos tipos de cepas: vellosas y granulosas, siendo maés

frecuentes las primeras e inclusive algunos autores las consideran més virulentas.

T. tonsurans (Malmsten 1845).

Se aisla frecuentemente de tifia de la cabeza y del cuerpo. La parasitacion del pelo
es endotrix. La colonia se desarrolla en un tiempo promedio de 10 — 15 d, en medio agar
de Sabouroad a temperatura ambiente; es limitada, aterciopelada, beige o beige-café y
puede presentarse de tres formas: acuminadas, cerebriformes o crateriformes. Al reverso
de la colonia se observa un pigmento café-oscuro difusible, a veces con tonalidad ocre

(variedad sulfureum).

T. mentagrophytes (Robin) Blanchard 1896.

Incluye 4 variedades: asteroides, granulosum, lacticolor y radians; sin embargo,
existen otras especies (o variedades) como T. interdigitale y T. erinaceri, que tienen una
micromorfologia practicamente igual, por lo que autores como Rippon la consideran como

variedades de T. mentagrophytes.
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Se aisla con frecuencia de tifia de los pies, ufias, ingle y cuerpo; en raras ocasiones
afecta la cabeza. La parasitacion del pelo es microide. Presenta dos tipos de colonias muy
similares a las de 7. rubrum; éstas se desarrollan de 8 — 12 d a temperatura ambiente en

medio agar de Sabouraud (Bonifaz 2012).

BACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICA.

La resistencia a antibidticos se define como la capacidad adquirida de un
organismo para resistir los efectos de un agente quimioterapéutico al que es sensible
habitualmente (Madigan ef al. 2009). Esta es causada por mutaciones en el cromosoma
bacteriano, plasmidos o transposones que pueden transferir determinada resistencia a
diversas especies de microorganismos mas rapido que los nuevos farmacos que se

desarrollan para combatirlos (Kimpe et al. 2003; Salipante et al. 2003; Shahid et al. 2003).

La resistencia a los antibidticos constituye un problema serio de salud publica en
el mundo el cual se ha agudizado durante los dltimos afios, especialmente en los paises
subdesarrollados donde su uso indiscriminado ha propiciado la apariciéon de cepas

bacterianas multirresistentes a los antibidticos.

Hay varias razones por la que los microorganismos pueden tener una resistencia
inherente a los antibidticos: 1) el organismo puede carecer de la estructura que inhibe el
antibiotico; 2) el organismo puede ser impermeable al antibidtico; 3) el organismo puede
alterar el antibiotico; 4) el organismo puede modificar la diana del antibiético; 5) por un
cambio genético, alteracion que puede tener lugar en una ruta metabdlica que bloquea el
antimicrobiano; 6) el organismo puede ser capaz de bombear hacia afuera un antibidtico

que haya entrado en la célula mecanismo de eflujo (Madigan et al. 2009).

Las cepas bacterianas resistentes son altamente transmisibles y se diseminan
rapidamente debido a la infraestructura ineficiente en salud publica y las practicas de
control erradas de las infecciones. De hecho, uno de los grupos de antibiticos mas
utilizados en la actualidad y con gran significancia clinica es el llamado grupo de los -
lactdmicos, los cuales incluyen las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenems

y monobactdmicos, entre otros, los cuales son ampliamente utilizados para el tratamiento
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de diversas infecciones bacterianas, debido a su baja toxicidad y su amplio espectro de

accion (Cockerill ef al. 2012; Mandel et al. 2002; Martinez-Martinez et al. 1998).

La alta incidencia de las enfermedades infecciosas causadas principalmente por
enterobacterias, asi como, el surgimiento de cepas resistentes y multirresistentes a los
antibidticos, son elementos que constituyen los mayores problemas de la medicina actual
y futura, estos factores dificultan el tratamiento de las enfermedades infecciosas y
deterioran la calidad de vida del individuo. Entre los antimicrobianos mas ampliamente
utilizados se encuentran los betalactdmicos. Poseen similitud estructural con los sitios de
unién de los substratos bacterianos, lo que le permite unirse e inactivar las transpeptidasas,
carboxipeptidasas y endopeptidasas necesarias para la sintesis del peptidoglucano de la
pared celular. Entre estos se encuentran: la penicilina, las cefalosporinas, los
carbapenémicos y los monobactdmicos, los cuales contindan siendo objeto de
modificaciones bioquimicas dirigidas a modular su actividad antimicrobiana (Forero

Goémez 2002).

Las betalactamasas son el principal mecanismo de resistencia bacteriana a los
antibidticos betalactdmicos. Son enzimas cataliticas de naturaleza proteica cuya
produccion estéd controlada por un gen, bien sea cromosomico o transferido por plasmidos
o transposones, actian rompiendo el enlace amidico del anillo betalactdmico, previa union
al grupo carboxilo, lo que provoca que el antibidtico pierda la capacidad de unirse a las
proteinas ligadoras de penicilina o (PBP); la produccién de estas enzimas puede ser

constitutiva o inducida (Sandrea-Toledo et al. 2007).

Las betalactamasas de espectro expandido (BLEE o ESBL), son enzimas
derivadas por mutaciones de las betalactamasas clasicas del grupo 2b de la clasificacion
de Bush (Bush ez al. 1995); se encuentran codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual
facilita su diseminacion, no sélo entre distintas cepas de la misma especie, sino también

entre bacterias de distintos géneros y grupos (Bush y Miller 1998).

Las BLEE constituyen un problema terapéutico y epidemioldgico, en el caso de
las infecciones causadas por enterobacterias, ya que las bacterias productoras de este tipo
de betalactamasas son resistentes a las penicilinas, las cefalosporinas y el aztreonam, y un

30% a 60% de ellas también a los betalactaimicos asociados a inhibidores de
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betalactamasas; ademads, un porcentaje alto, por corresistencia, son también resistentes a

las quinolonas, los aminoglucésidos, las tetraciclinas y el cotrimoxazol (Gobernado 2005).

En México existen algunos reportes que documentan este tipo de problema con
altos indices de morbimortalidad. Entre éstos destacan el brote producido por K.
pneumoniae (SHV-5) en un hospital de Cuernavaca, Morelos, que incluyé 21 nifios
menores de 2 meses, 13 de los cuales fallecieron (62%) (Silva et al. 2001). Asi también,se
report6 un brote ocurrido en un hospital de la ciudad de México donde se obtuvieron cepas
BLEE (SHV-5) procedentes de 8 pacientes, de los cuales 4 fallecieron (50%) ademds
documentaron la diseminacién de cepas de K. pneumoniae (SHV-5) en un hospital
pediatrico de la ciudad de México, y en un hospital de Durango ocurrié un brote con 82
aislamientos clinicos en los Servicios de Pediatria y en la Unidad de Cuidados Intensivos

Neonatales donde se identificaron cepas BLEE (SHV-5 y TLA-1).

Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) es la causa de infecciones
emergentes en la poblacion, resultado de cepas que difieren de las habituales asociadas a
la salud y se conocen como cepas CA-MRSA (Community-associated MRSA). En base a

definiciones recientes (CDC Department of Health and Human Services 2005).

En la actualidad, la infeccién por MRSA se considera un importante problema de
salud publica porque afecta a personas jévenes inmunocomprometidas (Karvouniaris

et al. 2010).

El mecanismo principal de resistencia a la meticilina (cepas MRSA) es no
dependiente de penicilinasa, sin embargo en la produccién de S. aureus de una proteina
diferente de unidn a penicilina, PBP2A o PBP2A’, con baja afinidad a la union de B-
lactdmicos (Appelbaum 2007). El gen meca codifica para la proteina de unién a penicilina
PBP2A, la cual permite la sintesis de la capa de peptidoglicana y la sintesis de la pared

celular en presencia de 3-lactdmicos (Deurenberg et al. 2007).

Por lo tanto, estas cepas son consideradas més virulentas que las cepas adquiridas
en los hospitales (HA-MRSA, hospital-acquired MRSA); ademads, estas cepas estdn
desarrollando gradualmente resistencia a otras clases de antibidticos ademds de todos los

B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems) (Bartlett 2008).
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En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE) notifico
que los porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con S. aureus varian entre 5
y 70% y que los porcentajes de mortalidad atribuibles pueden ser elevados (50%) (Selvey
et al. 2000). Con datos provenientes de hospitales generales, pedidtricos, universitarios y
de especialidades, esta misma red reportdé queen el periodo de 1997-2003, S.
aureus ocupo el tercer lugar en morbilidad y el cuarto lugar en mortalidad. Un hospital
pedidtrico de tercer nivel en México, registréun franco predominio de S.
aureus relacionado con bacteriemias nosocomiales (Diaz-Ramos efal. 1999). Una
revision retrospectiva de 23 afos, sobre las infecciones intrahospitalarias en un hospital
pedidtrico en Guadalajara, México, reconoce que actualmente el género
Staphylococcus tiene una prevalencia de 36% en esas infecciones (Chavez 2004). En
México, diversos estudios de vigilancia de las infecciones nosocomiales indicaron que de
8.3 a36% de esas infecciones fueron atribuibles a S. aureus (Molina y Garza 1999; Ponce
De Leoén et al. 1999; Vargas Olmos y Salgado Camarillo 2004; Camacho-Ramirez et al.
2002).

Clasificacion Escherichia coli.

Tabla 1. Taxonomia de E. coli

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: coli

Por lo general la E. coli es la causa més comtin de infeccion del aparato urinario y

es responsable del casi 90% de las infecciones primarias en mujeres jovenes, también es
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causante de diarrea en todo mundo. Las especies de E. coli se clasifican por las
caracteristicas de sus propiedades de virulencia y cada grupo causa la enfermedad por un

mecanismo diferente.

Clasificacion Staphylococcus aureus.

Tabla 2. Taxonomia de S. aureus

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: aureus

Staphylococcus aureus es un agente patdgeno que actiia como un microorganismo
saprofito, se encuentra en la piel del individuo sano pero en ocasiones en que las defensas
de la piel caen puede causar enfermedad. El principal grupo de riesgo son pacientes
hospitalizados o inmunocomprometidos. Cerca de 2 mil millones de personas han sido

colonizadas mundialmente por este microorganismo.

Produce infeccion de piel y partes blandas, neumonia, sialadenitis, sepsis con o
sin metdstasis, osteitis, artritis, endocarditis, abscesos localizados, orzuelos. Algunas
enfermedades producidas por sus toxinas son el sindrome de la piel escaldada, sindrome

del shock toxico y gastroenteritis.
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Clasificacion Pseudomonas aeruginosa.

Tabla 3. Taxonomia de P. aeruginosa

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas

Especie: aeruginosa

Es una bacteria Gram-negativa, aerdbica, con motilidad unipolar. Este patégeno
oportunista de individuos inmunocomprometidos, P. aeruginosa infecta el tracto
pulmonar, el urinario, tejidos, heridas, y también causa otras infecciones de la sangre

(septicemia).

Clasificacion Klebsiella pneumoniae.

Tabla 4. Taxonomia de K. pneumoniae

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella

Especie: pneumoniae

Este género bacteriano, estd implicada principalmente en infecciones
nosocomiales. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis,
infecciones de tejidos blandos, e infecciones de herida quirtirgica. Son especialmente
susceptibles los pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, neonatos, y
pacientes con EPOC, diabetes mellitus o alcohdlicos. Al dia de hoy también existe una

fuerte teoria que la relaciona con la Espondilitis Anquilosante.
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Causa alrededor del 1% de las neumonias bacterianas y puede causar condensacion
hemorrégica extensa del pulmon. Ademads, en ocasiones provoca infeccion del aparato
urinario y bacteriemia a partir de lesiones focales en pacientes debilitados que puede
terminar con la vida del paciente. Algunas de las complicaciones mds frecuentes son

el absceso pulmonar y el empiema.

Clasificacion Acinetobacter baumannii.

Tabla 5. Taxonomia de A. baumannii

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Proteobacteria gamma
Orden: Pseudomonadales
Familia: Moraxellaceae
Género: Acinetobacter
Especie: baumannii

A. baumannii es un bacilo pleomorfico aerobio gram negativo (similar en
apariencia a Haemophilus influenzae en tincion de Gram), cominmente aislado de
ambientes hospitalarios y de pacientes hospitalizados. Es un organismo de agua y
preferencialmente coloniza ambientes acudticos. Los aislados clinicos son frecuentes de
esputo o de secreciones respiratorias, heridas y orina. En condiciones hospitalarias,
Acinetobacter comunmente coloniza soluciones de irrigacion y soluciones intravenosas;

las especies son de baja virulencia pero son capaces de causar una infeccion (Cunha 2015).

En afios recientes Acinetobacter baumannii se ha convertido en la principal causa
de pneumonias asociadas a ventilador (VAP) (Rosenthal et al. 2006; Leblebicioglu et al.
2007; Rello et al. 1999). El acelerado desarrollo de resistencia a la mayoria de antibidticos
se ha convertido en una variable importante en la influencia de la mortalidad en pacientes
con VAP. Por otra parte, A. baumannii tiene la capacidad de sobrevivir en la mayoria de
las superficies ambientales por largos periodos de tiempo, esto promueve la transmision

ambiente-paciente del microorganismo, especialmente por los trabajadores de la salud
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(Villegas y Hartstein 2003; Abbo et al. 2007). Muchos brotes que han sido reportados son
debidos a la contaminacioén de superficies y aparatos los cudles fueron eficientemente
controlados con limpieza del ambiente y una apropiada desinfeccién de manos y aparatos.
Ademds, la colonizacién en los pacientes juega un papel importante en la infecciéon y

la propagacién de los microorganismos a otros pacientes.

Hace casi 25 afios, los investigadores observaron la resistencia adquirida de A.
baumannii a los antibidticos comunmente utilizados en esa época, entre ellos
aminopenicilinas, ureidopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion,
cefamicinas, la mayoria de los aminoglucésidos, cloranfenicol y tetraciclina (Murray y

Moellering 1979).

Clasificacion de Enterococcus faecalis.

Tabla 6. Taxonomia de E. faecalis

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales
Familia: Enterococcaceae
Género: Enterococcus
Especie: faecalis

Los enterococos son parte de la flora intestinal normal de los humanos y animales
pero también son importantes patdgenos responsables de infecciones serias. El género
Enterococcus incluye més de 17 especies, pero solo unas pocas causan infecciones de
interés clinico en humanos. Con el incremento de la resistencia a antibidticos, los
enterococos son reconocidos como temidos patdgenos nosocomiales que pueden ser

dificiles de tratar.

En las ultimas dos décadas, los enterococos han emergido como patégenos
oportunistas presentdndose en endocarditis, bacteriemia y otras infecciones en pacientes
que tienen enfermedades graves prolongada o que estdn inmunocomprometidos (Mundy

etal. 2000; Low eral. 2001; Koch etal. 2004). Su prevalencia en infecciones
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nosocomiales pudieran ser explicadas por sus resistencias naturales y adquiridas a
numerosos antibioticos (Koch et al. 2004; Oprea et al. 2004) pero también por la presencia
de factores de virulencia sutiles, principalmente secretados y asociados con proteinas de
la pared celular que promueven la colonizacién de los tejidos, confieren una ventaja en el
crecimiento, o aseguran una proteccién en contra de la respuesta inmune innata y

adquirida (Shankar et al. 1999; Eaton y Gasson 2001).

Entre las especies de Enterococcus usualmente descritas, E. faecalis es la mas
frecuente identificada en aislados clinicos, en un rango del 80% al 90% de los casos

(Mundy et al. 2000; Kiihn et al. 2003).

A pesar del incremento en el reconocimiento de la importancia clinica de las
infecciones enterocdcicas, sus mecanismos de patogenia no estdn muy bien entendidos.
En este sentido, solamente un limitado ndmero de factores de virulencia han sido descritos

principalmente para E. faecalis (Benachour et al. 2009).

ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un gran aumento en la reduccidn del potencial celular o una
gran disminuciéon en la capacidad reductorade los pares redox celulares.
Un aspecto particularmente destructivo de éste es la produccion de especies de oxigeno
reactivo, que incluyen los radicales libres y los peroxidos. Desbalances en este estado
normal redox pueden causar efectos toxicos que dafian a todos los componentes de
la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN (Laboratorio de Estrés Oxidativo

EOX 2008).
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Malos habitos alimenticios

Estrés Radiacion

Humo de tabaco 5%
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Sedentarismo

Figura 1. Principales agentes del estrés oxidativo.

Células Vero.

Derivadas de rifion de mono verde africano (Cercopithecus aethiops) desde 1960, son de
las lineas celulares de mamifero continuas comtinmente utilizadas en la investigacion.
Esta linea células adherente ha sido utilizada por mucho en estudios de virologfa, pero
también ha tenido otras aplicaciones, incluidas estudios de propagacién y de bacterias
intracelulares (Rickettsia spp) y parasitos (Neospora) y en la valoracion de los efectos de
quimicos, toxinas y otras sustancias en las células de mamifero a nivel molecular

(Ammerman et al. 2008).
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JUSTIFICACION

Cada vez son mds los microorganismos resistentes a los farmacos conocidos, ya
sea por el uso indiscriminado de los antibi6ticos o por su adaptacion evolutiva. Ademds
el cuerpo humano se enfrenta a niveles mds altos de estrés, que representan la causa mayor
del desgaste celular o su alteracién. Estas condiciones de estrés oxidativo implican la
presencia de especies reactivas del oxigeno (ROS, radicales libres), generadas en el
metabolismo de la célula, afectando moléculas de gran importancia biolégica como
proteinas, lipidos y dcidos nucleicos. Por tal motivo, el estudio de la citotoxicidad de una
molécula biolégicamente activa, presume el dafio posible que ésta pueda causar en lineas
celulares diferenciadas. Existen reportes previos en los cuales se aislaron moléculas con
actividad bioldgica (bactericida, fungicida o antioxidante) a partir de sistemas
metanolicos; la busqueda de sistemas de extraccidon orgdnica nos llevd a considerar que
aquellos solventes que se utilizaron debieron poseer ciertas caracteristicas; en este trabajo
se desarroll6 un sistema metandlico debido a su polaridad (alta, 0.95, comparada con la
del etanol 0.88), considerando también su bajo punto de ebullicién (64.7°C, comparado
con el del etanol, 78.5°C) que nos permitié en mayor parte retirarlo del extracto crudo, a
concentraciones no toxicas para el organismo; de este contexto partio el proyecto al cual
estuvo inmerso este trabajo (Dr. José Alejandro Almaguer Gonzilez, Direccion de
medicina tradicional y desarrollo intercultural, SEGOB, 2010). En la busqueda de
moléculas con potencial antimicrobiano de polaridad alta podemos mencionar a los
aminoglucdsidos, que son introducidos a través de la membrana por sistema de transporte
activo primario, que de acuerdo a la polaridad de nuestro solvente se esperaron aislar
moléculas con caracteristicas similares. Por estas razones, la investigacién nos dirigi6 al
campo de la quimica de los productos naturales, para aislar e identificar nuevas moléculas

como una alternativa para el tratamiento de éstos diversos problemas.
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HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana
(Apium graveolens L; Azadiratcha indica,; Castela texana; Equisetum robustum A. Br;
Amphipterygium adstringens; Eucalyptus globulus; Larrea tridentata; Verbascum
thapsus, Stevia rebaudiana; Foeniculum vulgare, Matricaria recutita;, Carya illinoensis;
Passiflora incarnata; Arctostaphylos pungens; Rosmarinus officinalis; Tilia platyphyllos;
Valeriana ceratophylla; Cymbopogon citratus, Casimiroa edulis, Phalaris canariensis),
presentan moléculas biolégicamente activas como bactericidas, fungicidas, antioxidantes

y no presentan citotoxicidad sobre células normales de mamifero.
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OBJETIVO GENERAL:

Identificar las moléculas biolégicamente activas de plantas medicinales del norte de

México, responsables de la actividad bactericida, fungicida, antioxidante y evaluar su

citotoxicidad sobre células normales de mamifero (Vero, rifién de mono).

OBJETIVOS PARTICULARES:

Obtener los extractos metandlicos por el método Soxhlet de 20 plantas

medicinales de uso etnobotanico (Tabla 7).

Evaluar la actividad bactericida sobre cepas de importancia médica ATTC y de
aislados clinicos con resistencia a antibidticos (Tabla 8) y fungicida sobre hongos
dermatofitos (Tabla 9) de los extractos metandlicos de las 20 plantas medicinales

en estudio.

Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos metandlicos que

muestren mayor actividad.

Fraccionar los extractos activos por técnicas cromatograficas y evaluar la

actividad antimicrobiana por bioautografia.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de las 20 plantas

medicinales en estudio.

Evaluar la citotoxicidad de los extractos activos sobre la linea celular Vero (rifién

de mono).

Identificar la o las moléculas biol6gicamente activas de las fracciones mediante

técnicas espectroscopicas.
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MATERIAL Y METODOS

Material biolégico:
v' Material vegetal.

Se seleccionaron 20 plantas medicinales de uso tradicional de la casa comercial

PACALLI®, previa identificacion.

Tabla 7. Plantas en estudio.

Nombre Cientifico Nombre comuin

Castela texana Chaparro amargoso

Amphipterygium adstringens Cuachalalate

Larrea tridentata Gobernadora

Stevia rebaudiana Hoja dulce

Matricaria recutita Manzanilla

Fassiflora incarnata Pasiflora

Rosmarinus officinalis Romero

Valeriana ceratophylla Valeriana

Casimiroa edulis Zapote blanco

Azadiratcha indica Neem

3
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v" Bacterias en estudio

Se consideraron bacterias Gram negativas como positivas.

Tabla 8. Bacterias de importancia clinica en estudio.

Gram negativas Cepa Gram positivas Cepa
Escherichia coli ATCC Staphylococcus ATCC
25922 aureus MRSA BAA-44
E. coli Aislado S. aureus MRSA Aislado
clinico clinico
Pseudomonas aeruginosa ATCC Enterococcus ATCC
27853 faecalis 29212
P. aeruginosa Aislado E. faecalis. Aislado
clinico clinico
Acinetobacter baumannii ATCC 15308

A. baumannii
Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae

Aislado clinico
ATCC 700603

Aislado clinico

v Hongos en estudio

En este estudio se consideraron los siguientes hongos dermatofitos.

Tabla 9. Hongos dermatofitos en estudio.

Microsporum canis

Trichophyton rubrum

M. gypseum

M. nanum

T. mentagrophytes

T. tonsurans

v" (Células de mamifero:

Linea celular VERO, células epiteliales de rinén de mono verde

Cercopithecus aethiops.

africano
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Obtencion de extractos metanolicos.

Se pesaron 30 g de material vegetal seco y molido (Tabla 7) y se colocaron en un
equipo Soxhlet con 500 mL de metanol (CTR Scientifics) hasta agotar la extraccidn, al
extracto obtenido se le eliminé el solvente con ayuda de un rotavapor (Buchii), cada
extracto crudo se llevd a sequedad completa en estufa de secado a temperatura menor a
50 °C. y después se determind su rendimiento y se almacend en frascos, hasta su uso

(D’Sousa’ Costa et al. 2015).

(100)(g extracto seco)

% de rendimiento =
g de la planta seca

Determinacion de la actividad antibacteriana.

Con los extractos obtenidos se realizaron las pruebas para la determinacién de la
actividad antimicrobiana sobre microorganismos (Tabla 8) con resistencia a antibidticos,
por el método de difusion en placa. El método empleado para el ensayo microbiolégico

fue el de difusién en placa en pozo.
Método de difusion en placa en pozo.

En este método, se colocaron sobre una placa con medio sélido C. Rivas (Rivas
Morales et al. 2007) previamente inoculada con 100 pL. de una suspension bacteriana de
1x10° UFC, y se realizaron pocillos de 6 mm de didmetro a los cudles se les agregaron 20
uL de cada uno de los extractos a una concentracién de 50 mg/mL. Como control negativo
se utilizaron 20 pL del solvente empleado para disolver el extracto y como control positivo
20 pL de un antibidtico que causé sensibilidad en la cepa bacteriana (2 mg/mL). Se incub6
la placa 24 h a 37 °C; después de este periodo se midieron los halos de inhibicién del

crecimiento expresados en mm para cada extracto. (Barrow y Feltham 2003; Alia 2009).
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Los extractos que mostraron mayor halo de inhibicién por el método de difusion
en placa se les determind la CMI. En una microplaca de 96 pozos se agregaron 100 uL de
la suspensién bacteriana a una concentracién de 1 x 10° UFC., y se afiadieron 100 pL de

cada una de las muestras de los extractos con su dilucion seriada y llevada a 1:50 (20 uL
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de extracto + 980 uL de medio de cultivo) correspondiente con concentraciones finales de
2,900 hasta 45.312 pg/mL. Posteriormente la microplaca se incub6 por 24 h a 37 °C. Para
determinar la concentracién minima inhibitoria de cada una de las fracciones se tomd
lectura de la absorbancia en un lector de microplacas ELx800 (BIO-TEK) a una longitud
de onda de 540 nm, la concentracién mds baja en la cual la absorbancia fue igual a la del
blanco se tom6 como la CMI de las diluciones probadas (Drummond y Waigh 2000;
Clinical and Laboratory Standards Institute 1999).

Determinacion de la actividad antifingica.

La actividad antifungica se evalud sobre cepas de dermatofitos (Tabla 9) con el
extracto obtenido de las 20 plantas en estudio, ésta se determind por el método de difusién
en placa con medio de cultivo sélido C. Rivas con algunas modificaciones. Primeramente
las placas con el medio de cultivo se inocularon por picadura las cepas en estudio y se
incubaron a 25 + 2 °C por 15 d para la formacién de macro y microconidias, éstas se
cosecharon y se ajustaron a una solucién de 2x10* conidias/mL en agua destilada (Aratjo
et al.2009). 100 uL de esta solucion se inocularon en la placa con ayuda de asa Drigralsky
para su extension, posteriormente se hicieron pocillos en la placa con ayuda de una pipeta
Pasteur estéril (6 mm de didmetro) en las cuales se depositaron 20 pL del extracto
metandlico crudo de cada una de las plantas en estudio a una concentracion de 100 mg/mL
y el mismo volumen de ketoconazol (5 mg/mL, Quimica y Farmacia S.A. de C.V.) y
metanol (CTR, Scientific) como controles positivo y negativo respectivamente. Luego se
llevaron a incubacioén a 25 + 2 °C en atmdsfera hiimeda por 7 d. Al concluir el periodo de
incubacién se observd la presencia de un halo de inhibicién alrededor del pocillo y se
determind la actividad fungicida, todos los ensayos se corrieron por triplicado (Ferndndez-

Torres et al. 2001).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Fungicida
(CMF).

Para la determinacion de la CMI se sigui6 el protocolo del método de
microdilucion establecido por la NCCLS M38-A para hongos filamentosos con una
modificacién (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008). Se prepar¢ el

in6culo de conidias a una densidad optica (0.08-0.1 UA) y se realiz6 la lectura en un
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espectrofotémetro (Genesys 20, Thermo Scientific) a 625 nm, de esta solucién se tomo
una alicuota y se hizo una dilucién 1:50 en medio liquido C. Rivas. Quedando como
concentracion final del extracto de 5.8 a 0.01 mg/mL, y 0.5 pg/mL de ketoconazol y
metanol como controles positivo y negativo respectivamente. En una placa de 96 pocillos
se colocaron 100 pL de la solucién diluida de conidias mas 100 uL de la dilucién de los
extractos y controles. Posteriormente se incubaron a las mismas condiciones antes
mencionadas por 7 d. Al término de éste se observaron los pocillos para verificar el
crecimiento de los dermatofitos, y se determiné como CMI la dltima concentracién donde
hay inhibicién del crecimiento; de éstos pocillos se tom6 una asada y se inocul6 en medio
solido C. Rivas y se incubé a las mismas condiciones por 7 d, Se determin6 la CMF que

corresponde a la concentracion donde no hay crecimiento.
Fraccionamiento de los extractos activos.

Aquellos extractos que resultaron mas activos se llevaron a un fraccionamiento,
primeramente en cromatografia en capa fina (TLC), y después a una cromatografia en
columna, se utilizaron sistemas de solventes de menor a mayor polaridad, siendo hexano,
acetona y metanol (CTR, Scientifics) los que se eligieron en diferentes proporciones. Las
placas de vidrio para TLC fueron de 25 x 75 mm con silica gel 60 (Fluka) sin indicador
de fluorescencia; una vez obtenidas las cromatoplacas se revelaron con luz UV y con
cloruro de cobalto (CoCly), para obtener las relaciones de frente de las bandas que se
separaron, después éstas placas se esterilizaron con luz UV por 30 min en una campana
de flujo laminar colocada dentro de una caja de Petri de vidrio, luego sobre la
cromatoplaca se coloco una tira de medio C. Rivas s6lido mismo que se inoculé con 100
uL de la solucién estandarizada de bacterias o conidias anteriormente referenciadas; a la
caja de Petri le fue colocada su tapa y se llevd a incubar bajo las mismas condiciones
descritas en el apartado anterior. Luego de este periodo se observo el crecimiento o zonas
de inhibicién. Esta separacién nos permitié determinar las proporciones de los solventes
para la cromatografia en columna donde la silica que se utiliz6 fue 60 G (Sigma Aldrich)
de 63 -200 mallas con dimensiones de la columna 330 mm x 28 mm. Lo que nos permiti6

colectar fracciones para su evaluacion posterior.
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Determinacion de la capacidad de captura de radicales libres.

La determinacion de captacién del radical ABTS™ Se realizdé por la técnica
establecida por (Re et al. 1999) con algunas modificaciones. El radical ABTS™" se formé
tras la reaccion de ABTS (Sigma-Aldrich, 7 mM) con persulfato de potasio (2,45 mM,)
incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical
ABTS'" se diluy6 con etanol hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.200 a 734 nm.
Se colocaron 1980 ul del radical libre en tubos de vidrio y se hicieron reaccionar con 20
uL de las soluciones de los extractos a concentraciones de 3.15 a 50 pg/mL; a excepcion
del extracto de gobernadora, este fue de 0.6 a 50 ug/mL. Se tom¢ lectura de 1la mezcla de
reaccion al minuto 1 y 6 a 734 nm, los ensayos se realizaron por triplicado. Se realiz6 una
curva de calibracién con TROLOX® (Sigma-Aldrich) 15 mM a 3 mM (0.75 — 3.75

ug/mL), se determind el porcentaje de inhibicion bajo la siguiente férmula:

(Abs inicial) - (Abs final)
E

% de [nhibicion = (Abs inicial)

Y con esos datos se calcul6 la Concentracién Inhibitoria 50 (ICsp) por medio del
paquete estadistico SPSS a través de un analisis Probit, después se determiné la Actividad

Equivalente de Trolox (TEAC) segun la siguiente formula (Mhadhebi et al. 2014):

mg ICsoTrolox
TEAC (TROLOX )

100g planta - ICsomuestra x

Determinacion de citotoxicidad.

Se determino la viabilidad celular de la linea Vero por el método colorimétrico de
reduccién del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-bromuro difeniltetrazolio (MTT) (Riss et al.
2004). La cadena respiratoria y otros sistemas de transporte de electrones reducen el MTT
y otras sales de tetrazolio, formando cristales de tetrazolio no solubles de color violeta. La
cantidad de estos cristales pueden ser determinados por espectrofotometria y sirve como
un estimado del niimero de mitocondrias, y de aqui el nimero de organismos vivos en la

muestra.
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Para realizar este ensayo se utiliz6 una microplaca de 96 pozos a los cuales se les
agregé 100 uL de medio DMEM (Sigma Aldrich) estandarizado con 5x10* células/mL,
después de 24 h, se retir6 el medio y se coloc6 100 pL. de medio con el extracto metandlico
o fraccién activa de las plantas en estudio, los cudles se prepararon en dilucién 1:100 y
cuyas concentraciones finales fueron de 1000, 500, 250, 125 y 62.5 ug/mL, el volumen
del solvente fue del 1%, mismos que se hicieron pasar por filtro de nylon 0.22 um para su
esterilizacion, se incuba la placa por 24 h bajo las mismas condiciones mencionadas con
anterioridad. Pasado este tiempo se retiré el medio con tratamiento y se agregaron 100 uL
de medio DMEM adicionado con 10 uL. de MTT 5 mg/mL (Sigma Aldrich) y se incubaron
por 4 h, pasado este lapso se agregaron 100 uL de una solucién solubilizante, se agit6 para
su homogenizacion y posteriormente se tomd su absorbancia a 570 nm en un lector de
microplacas (Epoch, BioTek). Los controles para el ensayo constaron de medio DMEM
10% SFB, Etanol al 1% en medio DMEM vy solucién solubilizante para el 100 % de
mortalidad. La absorbancia es directamente proporcional al nimero de células viables en

cada pocillo. El % de Inhibicién se obtuvo bajo el siguiente criterio (Rodriguez-Alvarez

etal. 2014):

100 * Abs tratamiento

% de Inhibicion = 100 —
% de Inhibicion Abs control crecimiento

Técnicas espectroscopicas de identificacion de productos naturales.
Cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS).

Se corrié una cromatografia de gases acoplada a masas en un equipo Agilent 6890 GC
bajo las siguientes condiciones: Acarreador: He; Columna capilar HP-5 MS; 1 mL/min;
temperatura inicial fue 80 °C, y se incrementé a 220 °C/3 min, 300 °C/1 min; la
temperatura del inyector fue de 230 °C, volumen de inyeccién 1uL; y posteriormente se
identifico el compuesto responsable de la actividad por medio de la biblioteca del equipo,

su espectro de masas y la literatura de referencia.
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Esprectoscopia Infraroja.

El espectro Infrarojo (IR) es caracteristico de una molécula entera, lo que permite
obtener informacién estructural en general de diversos grupos funcionales (Silverstein M
et al.2005). La fraccion activa purificada se llevé a espectrometria IR en un espectrémetro
Frontier FT-IR (PerkinElmer) disuelto en acetona (CTR Scientificts), los espectros se
obtuvieron en un rango de 400 — 4000 cm! y se evaluaron mediante el software

PerkinElmer Spectrum V10.4.00.0190 (PerkinElmer) para su interpretacion.
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La fraccién activa purificada se evalué por medio de espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear de Protones y de Carbono 13 (HRMN, !3C-RMN) y sus
correspondientes andlisis bidimensionales de correlacion (DEPT, HSQC) en un equipo
Bruker Avance III HD 400 (Bruker) con acetona y metanol deuterados (Sigma Aldrich,
México) con una frecuencia de 100 MHz para '*C y 400 MHz para 'H. Los espectrogramas
se analizaron via software Topspin 3.0 (Bruker) con desplazamiento quimico en ppm

(Khattab et al. 2015)
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RESULTADOS.

Las plantas utilizadas se obtuvieron comercialmente por PACALLI® con su

respectiva identificacién. Con respecto al porcentaje de rendimiento se obtuvo que el

extracto metandlico de manzanilla fue el que mostré el mds alto valor de 58.82 %, mientras

que el extracto metandlico de semilla de alpiste fue el de menor rendimiento 3.42% (Tabla

10).
Tabla 10. Rendimiento de los extractos metandlicos de las plantas en estudio.
Planta Parte %0 Planta Parte Y%
utilizada  Rendimiento utilizada Rendimiento
(p/p) (p/p)

Manzanilla aérea 58.82 Pasiflora aérea 25.89

Romero aérea 45.33 Chaparro aérea 19.76
amargoso

Pingiiica fruto 41.6 Nogal aérea 17.60

Gobernadora aérea 37.63 Tila aérea 17.07

Eucalipto aérea 37.13 Apio semilla 16.68

Hierba dulce aérea 33.33 Hinojo aérea 16.60

Gordolobo aérea 32.25 Cola de aérea 14.96
caballo

Valeriana aérea 32.07 Zapote aérea 14.59
blanco

Neem aérea 27.40 Zacate aérea 7.72
limén

Cuachalalate  corteza 27.35 Alpiste semilla 3.42

Las cepas se sometieron a su respectivo antibiograma para conocer el grado de

sensibilidad o resistencia a diferentes antibidticos, la figura 2 y la tabla 11 nos muestran

los resultados para la cepa de S. aureus MRSA ATCC BAA-44.

39



Tabla 11. Antibiograma para S. aureus MRSA ATCC BAA-44.

Antibiético Gram (+) Sensibilidad
Ampicilina (AM) R
Cefalotina (CF)
Cefotaxima (CFX)
Ceftazidima (CF)
Cefuroxima (CXM)
Dicloxacilina (DC)

Eritromicina ( E)
Gentamicina (GE)
Pefloxacina (PEF)
Penicilina (PE)

”N 8”8 X XA XX R

Sulfametoxasol/Trimetropim

(SXT) ++++

Figura 2. Antibiograma de S. aureus
MRSA ATCC BAA-44.

Tetraciclina (TE) 4+

R = Resistente; Sensibilidad: + Ligeramente,
+ + Moderadamente , + + + Severamente y
+ + + + Altamente

La actividad bactericida de las plantas en estudio se muestra en la tabla 12, donde
observamos que 9 plantas tienen actividad en contra de los microorganismos tanto de
referencia (ATCC), como de aislados clinicos siendo el extracto metandlico de romero y
de cola de caballo quienes tuvieron actividad frente a dos géneros diferentes (S. aureus y

A. baumannii respectivamente).

Dado que el extracto metandlico de romero mostrd tener actividad tanto para la
cepa de referencia como para el aislado clinico, se decidi6 llevarlo a su separacion para el

aislamiento e identificacién de moléculas biolégicamente activas.
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Tabla 12. Plantas en estudio que mostraron actividad antibacteriana.

Extracto Halo de Microorganismo
(50 mg/mL) inhibicién
(mm)
Nogal 10 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Romero 15 Staphylococcus aureus MRSA ATCC BAA-44
Cola de caballo 12 S. aureus MRSA ATCC BAA-44
Eucalipto 12 S. aureus MRSA ATCC BAA-44
Chaparro 12 S. aureus MRSA ATCC BAA-44
amargoso
Neem 1 S. aureus MRSA ATCC BAA-44
Hierba dulce 7 S. aureus MRSA ATCC BAA-44
Romero 10 S. aureus (aislado clinico)
Cola de caballo 7 S. aureus (aislado clinico)
Gobernadora 7 S. aureus (aislado clinico)
Chaparro 7 S. aureus (aislado clinico)
amargoso
Zacate limén 15 Acinetobacter baumannii (aislado clinico)
Cola de Caballo 9 A. baumannii (aislado clinico)
Cuachalalate 10 A. baumannii (aislado clinico)
n=3

La actividad antiftingica se llevé a cabo por el método de difusion en placa, 13 de

las 20 plantas en estudio mostraron dicha actividad que se resume en las tablas 13 y 14.
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Tabla 13. Actividad antifiingica de los extractos metandlicos de las plantas en estudio sobre el género

Trichophyton.
Extracto Halo de Microorganismo Extracto Halo de Microorganismo
(100 mg/mL) inhibicién (100 mg/mL) inhibicién
(mm) (mm)

Gobernadora 40 Trichophyton rubrum Valeriana 10 T. mentagrophytes
Apio 25 T. rubrum Ketoconazol 40 T.mentagrophytes
Tila 18 T. rubrum Gobernadora 20 T. tonsurans
Nogal 14 T. rubrum Apio 15 T. tonsurans
Eucalipto 12 T. rubrum Manzanilla 13 T. tonsurans
Neem 12 T. rubrum Coladecaballo 13 T. tonsurans
Valeriana 12 T. rubrum Gordolobo 12 T. tonsurans
Hinojo 10 T. rubrum Hinojo 12 T. tonsurans
Ketoconazol 40 T. rubrum Romero 10 T. tonsurans
Apio 45 T. mentagrophytes  Valeriana 10 T. tonsurans
Gobernadora 35 T. mentagrophytes =~ Ketoconazol 30 T. tonsurans
Tila 15 T. mentagrophytes

n=3

Tabla 14. Actividad antifingica de los extractos metanélicos de las plantas en estudio sobre el género

Microsporum.
Extracto Halo de Extracto Halo de
(100 mg/ml) inhibicion Microorganismo (100 mg/ml) inhibicion Microorganismo
(mm) (mm)
Apio 25 Microsporum  Cuachalalate 12 M. gypseum
canis
Gobernadora 15 M. canis Neem 10 M. gypseum
Neem 10 M. canis Nogal 10 M. gypseum
Tila 10 M. canis Hierba dulce 10 M. gypseum
Hierba dulce 10 M. canis Valeriana 10 M. gypseum
Valeriana 10 M. canis Ketoconazol 40 M. gypseum
Ketoconazol 40 M. canis Apio 15 M. nanum
Gobernadora 20 M. gypseum Nogal 12 M. nanum
Apio 15 M. gypseum Tila 12 M. nanum
Hinojo 15 M. gypseum Gobernadora 12 M. nanum
Eucalipto 15 M. gypseum Neem 9 M. nanum
Tila 13 M. gypseum Hinojo 8 M. nanum
n=3

El extracto que se eligié para seguir con el proceso de separacion, aislamiento y

purificacién fue el metandlico de semilla de apio.

La primera parte de la separacion se realiz6 bajo la cromatografia en capa fina, los

extractos metandlicos de romero y de semilla de apio.
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Después de probar diferentes sistemas de solventes para cada uno de los extractos
se decidi6 utilizar el sistema benceno:acetona 9:1 para la separacién del extracto de

romero y el sistema benceno:hexano 9:1 para el de semilla de apio.

La figura 3 presenta la TLC de la separacién del extracto metandlico de romero y
su respectiva relacion de frentes. Que nos muestra una banda color marrén al revelarla con

cloruro de cobalto.

Rf=0.42

Revelador Cloruro de Cobalto Bandas al espectro UV.

Figura 3. Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de romero. Sistema: Benceno:acetona 9:1.

La figura 4 muestra la TLC correspondiente a la separacién del extracto metandlico
de semilla de apio, donde se obtuvieron 4 relaciones de frente; bajo los reveladores de luz

UV y Cloruro de cobalto.
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Rfl =0.5

Rf2=0.44
Rf3=0.36

Rf4=0.16

Figura 4. Bandas al UV y con revelador cloruro de cobalto, en el sistema
benceno:hexano 9:1 del extracto metandlico de semilla de apio.

Una vez realizadas las separaciones cromatograficas nos dimos a la tarea de buscar
en donde se encontraba la actividad propia de cada extracto, por lo que se realiz6 la
bioautografia para cada cromatoplaca, Se encontré que la actividad antibacteriana para el
extracto de romero fue en la Rf = 0.42; para el extracto de semilla de apio se observé que
la actividad antifingica se extiende desde el origen hasta un Rf= 0.5, como se puede

apreciar en la figura 5.

44



S. aureus T. mentagrophytes

T. rubrum

T. tonsurans

Figura 5. Bioautografias de los extractos de romero vs S. aureus MRSA ATCC BAA-44 y de semilla
de apio vs especies de dermatofitos. Las flechas indican el punto final de la elucién.

Una vez determinados los sistemas de solventes para cada uno de los extractos se

procedio a realizar la separacion de los compuestos activos a través de Cromatografia en

columna, para el extracto metandlico de romero se utilizé el sistema de solventes

Hexano:acetona:metanol con 3 g de muestra adsorbida en silica gel, de la cual se

obtuvieron 9 fracciones descritas en la tabla 15.

Tabla 15. Fracciones recolectadas en la separacion por columna del extracto

metandlico de Romero.

Fraccion Sistema de mg % de
solventes Rendimiento

1 Hx 180.3 6.01
2 Hx:Ac 9:1 198.4 6.61
3 Hx:Ac 8:2 633.1 21.10
4 Hx:Ac 7:3 598 19.93
5 Hx:Ac 6:4 360.1 12.0
6 Hx:Ac 1:1 396.6 13.22
7 Ac 483.7 16.12
8 Ac:MeOH 1:1 291 9.7
9 MeOH 370.5 12.35
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Con estas fracciones se volvieron a realizar ensayos microbiolégicos
antimicrobianos, donde se observé actividad de la fraccién 3 a la 9 como lo muestra la

figura 6.

Halos de inhibicién

Fraccion mm
0.0

0.0

19.8
17.0
11.0
8.0

13.0
14.0
15.0

O 001N N B~ Wi~

Agar nutritivo Medio C. Rivas

Figura 6. Ensayo de actividad antimicrobiana vs S. aureus MRSA ATCC BAA-44 de las
fracciones obtenidas del extracto metandlico de Romero. n=4

Se decidi6 unir las fracciones 4 y 5; y de la 6 a la 9 de acuerdo al cromatograma
mostrado para cada fraccidn bajo el sistema benceno:acetona 9:1 (Figura 7), esto con la
finalidad de tener mayor cantidad de material, ademds se sometieron a una recristalizacién
en frio con acetona, donde pudimos recuperar 300 mg de un polvo amorfo blanquecino

como se muestra en la figura 8.
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Figura 7. Cromatografia en capa fina de las fracciones 3-9 del extracto de R.
officinalis, M= extracto metanélico crudo, U= Acido ursélico

Figura 8. Polvo amorfo blanquecino recuperado de la unién de las fracciones 4 y 5 del
extracto metanélico de Romero.

Este polvo se recuperd y se separé por medio de una cromatografia en columna
Flash en un equipo ISOLERA SPEKTRA® BIOTAGE® con el sistema de solventes
hexano:acetato de etilo, donde obtuvimos 17 fracciones las cuales de la 1 a la 3 se trataron
como impureza 1, del 4 al 7 como compuesto 1, del 8 al 13 se denominé compuesto 2 y

los restantes como impureza 2, debido al seguimiento que se hizo con el equipo con
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longitudes de onda de 254 y 280 nm que nos proporcion¢ el software del mismo y que se

puede observar en la figura 9.

Volumen méaximo de 15 ml
fraccién
Orden de transferencia S
p 100
mAl s e

€30 Lo

560+

480

420

350+

280+

1404

Figura 9. Espectrograma de elucién de la separacion del polvo amorfo recuperado del extracto
metandlico de romero. Se pueden observar dos picos definidos identificados con lineas punteadas
a longitudes de onda de 254 y 280 nm.

Se recuperaron 58.1 mg del compuesto 1 y 85.1 mg del compuesto 2, se realizé la
TLC para rastrear la banda activa bajo el sistema benceno:acetona 9:1 y se reveld bajo
vapores de Iodo y Cloruro de Cobalto, siendo el compuesto 2, donde se encontro la banda
con el Rf de .42 comparando con el corrimiento del extracto metandlico directo,
observando que con los vapores de yodo no aparece la banda del compuesto 1 y con el
revelador de cloruro de cobalto si es revelada, lo que nos hace concluir que se trata de
compuestos diferentes y de una naturaleza similar, ya que el revelador de cloruro de

cobalto hace que aparezcan como se puede apreciar en la figura 10.
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Sistema de

Revelador Eluentes Revelador
Vapordes de Borcantn Cloruro de
Yoo acetona 9:1 Cobalto
1 NA 1 .66
2 66 2 .66
MeQH .66 MeOH .66

Comp 1

Comp 2

MeOH D
Comp 1
Comp 2
MeOH Di

Figura 10. Cromatografia en capa fina de los compuestos separados por Comatografia
Flash en el equipo ISOLERA Spektra®. Nétese que los vapores de yodo no revelaron
el compuesto 1, lo que sugiere que se tratan de diferentes compuestos.

Una vez obtenidas las cromatografias se decidi6 fraccionar el compuesto nimero
dos bajo una particion soluble en metanol y una soluble el cloroformo, a las cudles se les
aplic6 un ensayo biodirigido vs S. aureus MRSA ATCC BAA-44, siendo la particién
soluble en metanol la activa, como controles utilizamos las fracciones 4 y 5 de donde

previamente se obtuvo éste compuesto aplicdndole el mismo sistema de particién como lo

muestra la figura 11.

Interpretacion

Particion soluble en Inhibicion (mm)
1.- CHCl3 comp. 2 0

2.- MeOH comp. 2 25

3.- MeOH Fracciones 4 y 5 0

4.- CHCI; Fracciones 4 y 5 0

5.- Acetona fracciones 4 y 5 25

Figura 11. Evaluacién de la actividad bactericida de la particién metandlica del compuesto 2 del
extracto metanélico de romero, fracciones 4 y 5 en diferentes sistemas de particion.
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Dado que la cantidad de muestra era muy poca para los andlisis posteriores se llevaron a
cabo diversas particiones del extracto metandlico directo para obtener mayor cantidad de
muestra y llevarla a purificacién y posterior identificacién. Las particiones siguieron el

siguiente orden:
Extracto metandlico directo

X

Filtrado y recuperacion del precipitado

( \

Soluble en éter de petréleo  Insoluble en éter de petrdleo

( \

Soluble en Hexano Insoluble en Hexano

A
( \

Soluble en Acetona Insoluble en acetona

X

Soluble en Cloroformo

X

Particion Activa

X

Cromatografia en Columna

La Cromatografia en Columna se realiz6 bajo el sistema Hexano:Acetato de Etilo
en diferentes proporciones, siendo la proporcién Hexano:acetato de etilo 7:3 donde se

recuperd el compuesto activo (120 mg).

Se realizaron pruebas cualitativas de identificacion parcial de grupos funcionales
donde encontramos que la Prueba de Lieberman-Buchard (esteroles y triterpenos) resultd

positiva para triterpenos observandose un color rojo. Figura 12.
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Figura 12. Prueba de Lieberman-Buchard, para triterpenos, del compuesto 2 del extracto metandlico
de romero (positiva).

Esta fraccidn se llevé a un anélisis de espectroscopia infrarroja la cual se observa

en el anexo 1 de este trabajo, obteniendo sefiales caracteristicas para el grupo 4cido

carboxilico como se resume en la tabla 16.

Tabla 16. Sefiales caracteristicas de grupos funcionales en el espectro infrarrojo del compuesto 2

del extracto metandlico de romero.

No de senal cm’! Interpretacion (Tension en)
1 3435 Longitud del enlace O-H
2 2927 Longitud del enlace CH3z, CHz
3 1689 Longitud del enlace C=0
4 1457 Longitud del enlace C-OH

El andlisis de resonancia magnética nuclear de protones ('H-RMN) mostré
desplazamientos quimicos que integran para 33 hidrégenos, 1 perteneciente a un 4cido
carboxilico 0= 10.45 ppm, 2 hidrégenos olefinicos 6= 4.68, 4.61 ppm respectivamente el
espectrograma completo se encuentra en el anexo 2 y la tabla de desplazamiento quimico

se encuentra a continuacion:
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Tabla 17. Tabla de desplazamiento quimico del 'H-RMN del compuesto 2 del extracto metandlico

de romero.

Sefial d ppm Sefial d ppm
a 10.45 q 1.55
b 4.68 r 1.54
c 4.61 S 1.4088
d 3.35 t 1.4002
e 3.16 u 1.38
f 3.13 \% 1.37
g 2.25 w 1.3467
h 2.21 X 1.31
i 1.97 y 1.18
j 1.94 z 1.16
k 1.9 a' 1.12
1 1.89 b' 1
m 1.64 c' 0.98
n 1.62 d 0.96
n 1.6 e' 0.9391
0 1.57 f 0.9337
p 1.56

La resonancia magnética nuclear de carbono 13 ("*C-RMN) arrojé un espectro
tipico de compuestos triterpénicos, una sefial de COOH en 178.65 ppm, dos sefales de
doble enlace en 154.32 y 105.17 ppm, respectivamente. Como se muestra en la tabla 18

sus desplazamientos quimicos; el cromatograma se observa en el anexo 3.
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos de "C-RMN del compuesto 2 del extracto

metanolico de romero.

#Senal Desplazamiento # Senal Desplazamiento
ppm ppm
1 178.65 16 37.7
2 154.32 17 34.06
3 105.17 18 33.01
4 78.69 19 31.44
5 56.28 20 28.9
6 56.15 21 28.81
7 53.97 22 28.23
8 48.67 23 26.34
9 46.9 24 21.56
10 42.96 25 19.2
11 40.48 26 17.79
12 39.58 27 16.73
13 39.41 28 16.02
14 38.12 29 15.88
15 37.84 30 16.45

El andlisis DEPT (Anexo 4) demostr6 que la sefial correspondiente al
desplazamiento 105.17 ppm pertenece a un metileno CHb, lo que nos ayudo6 en la posterior

identificacién del compuesto.

El anélisis bidimensional HSQC (anexo 5) nos muestra que la sefial del metileno
a 105.17 ppm se acopla con los hidrogenos de doble enlace con desplazamiento de 4.68 y

4.6 ppm, como se puede observar en la tabla de acoplamiento 19 y en el anexo 6.
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Tabla 19. Andlisis de acoplamiento de HSQC del compuesto 2 del extracto metandlico de romero.

Desplazamiento *C ppm Desplazamientos 'H ppm
105.17 4.68,4.61
56.15 0.9337
48.62 1.62
46.90 3.35
3941 0.96, 1.60
38.12 3.13
37.84 2.21,1.57
34.06 1.4088, 1.3467
33.01 2.25,1.55
31.44 1.97,1.54
28.90 1.90, 1.31
28.81 1.18
28.23 1.89
26.34 0.98
21.56 1.4002, 1.16
19.20 1.64
17.79 1.56, 1.37
16.73 1.00
16.02 0.98
15.88 1.12
16.45 0.9391

Separacion Cromatografica del extracto de semilla de apio.

Una vez determinada la separacion del extracto de semilla de apio por TLC y su
bioautografia, por el sistema de solventes benceno:hexano 9:1, se decididé hacer una
particion hexdnica al extracto crudo metandlico y de esta particion se colocaron para su
separacién 7.1129 g y se separd por cromatografia en columna. De la elucién total se

recuperaron 98 fracciones las cudles se resumen en la tabla 20.
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Tabla 20. Fracciones colectadas del extracto metandlico de semilla de apio.

# colecta mg Solvente Proporcién
1 32.7 Hx 100
2 7.5 Hx 100
3 5.8 Hx 100
4 4.5 Hx 100
5 4.1 Hx 100
6 1.6 Hx:Ac 9.99:0.01
7 0.7 Hx:Ac 9.99:0.01
8 4.2 Hx:Ac 9.99:0.01
9 1 Hx:Ac 9.99:0.01
10 4.4 Hx:Ac 9.99: 0.01
11 2.6 Hx:Ac 9.98: 0.02
12 0.6 Hx:Ac 9.98: 0.02
13 0.3 Hx:Ac 9.98 :0.02
14 24 Hx:Ac 9.98: 0.02
15 3 Hx:Ac 9.97:0.03
16 0 Hx:Ac 9.97:0.03
17 2.3 Hx:Ac 9.97:0.03
18 2 Hx:Ac 9.97:0.03
19 0.3 Hx:Ac 9.97:0.03
20 3 Hx:Ac 9.96 : 0.04
21 2.7 Hx:Ac 9.96 : 0.04
22 2 Hx:Ac 9.96 : 0.04
23 1.9 Hx:Ac 9.96 : 0.04
24 0.5 Hx:Ac 9.96 : 0.04
25 1.3 Hx:Ac 9.95:0.05
26 0.5 Hx:Ac 9.95:0.05
27 0.1 Hx:Ac 9.95:0.05
28 2.1 Hx:Ac 9.95:0.05
29 1.9 Hx:Ac 9.95:0.05
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

2.5
2.7
0.3

2.2
35.9
54

4.2
4.1
7.5
12.1
15.7
16.6
20.7
20
21.7
21.3
22.6
23.8
28.6
201.2
32.6
4.2
34
2.7
0.4

2.8
0.3

Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac
Hx:Ac

9.94 :
9.94 :
9.94 :
9.94 :
9.94 :
9.93:
9.93:
9.93:
9.93:
9.93:
9.92:
9.92:
9.92:
9.92:
9.92:
9.91
9.91
9.91
991
9.91
9.90 :
9.90:
9.90 :
9.90:
9.90 :

o o0 O O O \©

0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.07
0.07
0.07
0.07
0.07
0.08
0.08
0.08
0.08
0.08

:0.09
:0.09
:0.09
:0.09
:0.09

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
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92 0.4 Ac 100

93 24 Ac 100
94 1.3 Ac 100
95 0 MeOH 100
96 0 MeOH 100
97 0 MeOH 100
98 0 MeOH 100

Se rastred por TLC el bandeo similar al de la bioautografia encontrdndose de la fraccion

52 ala 59 (Figuras 13y 14).

-

Fracciones 52 = 62

Figura 13. Cromatografia en capa fina de las fracciones (52 — 62) de la semilla de apio.
Revelador Luz UV, sistema Benceno: Acetona 9:1.
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Figura 14. Cromatografia en capa fina de las fracciones (52 — 62) de la semilla de apio.
Revelador Cloruro de Cobalto, sistema Benceno: Acetona 9:1.

Una vez identificadas las fracciones se realiz0 nuevamente los ensayos
biodirigidos de la actividad antiftingica contra dermatofitos, siendo la fracciéon 52 la

responsable de la actividad con un halo de inhibicién = 30 mm. Como se observa en la

figura 15.

T mef)tagrophytes T. tonsurans T. rubrum
Fracciones Fracciones Fracciones

52 =30 mm . 52 =30 mm 52=30 mm

53 =59 = Negativo 53 - 59 = Negativo 53 —59 = Negativo

Figura 15. Actividad antifingica de las fracciones 52 — 59 del extracto de semilla
de apio vs T. mentagrophytes, T. tonsurans y T. rubrum (n = 3).

Una vez determinada la fraccion activa esta se sometié a una GC-MS dando
como resultado el cromatograma situado en el anexo 6, donde se sefiala la presencia de 2

compuestos mayoritarios el primero con tiempo de retencion de 12.97 min., y un patrén
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de fragmentacion: 190 (M*), 133, 105, 77, 51 m/z (anexo 7), el segundo con tiempo de

retencion de 13.90 y patron de fragmentacion: 194 (M"), 137, 108, 79 m/z (anexo 8).

Determinacion de la capacidad antioxidante.

Para la estandarizacion del método de captacion del radical ABTS®, se llevo a cabo

la realizacion de la curva de calibracion del control TROLOX y se obtuvo la ecuacion de

la recta y su coeficiente de correlacion como se muestra en la figura 16.

Concentracion ppm  Absorbanca TO Abs TE
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Figura 16. Curva de calibracién de Trolox, con concentraciones de 3.75, 3, 2.25, 1.5, 0.75
ppm (ug/mL) y ecuacién de la recta con su respectivo coeficiente de correlacién (n = 3).

Los 20 extractos metandlicos fueron evaluados a concentraciones de 3.15, 6.25,

12.5, 25 y 50 ug/mL; a excepcion de la gobernadora que fueron de: 0.6, 1.85, 5.5, 16 y 50

ug/mL. Obteniéndose una tabla con rangos de inhibiciéon del radical ABTS®, de los 20

extractos donde se observa que la que mayor actividad es del extracto de gobernadora con

un rango de 9.69 - 98.54 % de inhibicién. Tabla 21.
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Tabla 21. Rangos de % de Inhibicién del radical ABTS® de los extractos metandlicos.

Planta % de Inhibicion Planta % de Inhibicién
Chaparro 4.32 -46.89 Cola de caballo 2.50 - 19.07
Amargoso
Manzanilla 11.51 -94.37 Pingiiica 3.99 - 37.53
Eucalipto 18.86 - 98.25 Apio 1.37-14.31
Alpistle 1.39 -20.89 Neem 10.01 - 56.83
zacate limén 4.57 -35.23 Pasiflora 13.92 -33.40
Hinojo 4.61 - 40.51 Romero 14.75 - 98.90
Gordolobo 5.30-74.03 Hierba dulce 25.60 - 97.28
Zapote blanco 5.29-45.43 Valeriana 15.12 - 42.00
Tila 33.01 -75.58 Cuachalalate 21.43-100
Nogal 32.37-98.18 Gobernadora 9.69 - 98.54
n=3

Dados los resultados del % de inhibicion el andlisis de Probit mediante el programa

estadistico SPSS® dieron como resultado las ICso para cada uno de los extractos siendo
los de gobernadora, hierba dulce y nogal los que mostraron menor concentracién como se

puede observar en la tabla 22.

Tabla 22. Determinacién de la ICsg para los extractos metandlicos.

Muestra ICs0 pg/mL.  SD Muestra ICso pg/mL.  SD
Gobernadora 1.67 0.012 Neem 45.12 1.313
Trolox 2.28 0.178  Gordolobo 51.91 17.116
Hierba Dulce 2.68 0.086  Chaparro 53.86 6.930
amargoso

Nogal 2.70 0.052  Zapote Blanco 71.72 2.845
Cuachalalate 3.64 0.159 Pasiflora 79.00 6.787
Eucalipto 5.75 0.316  Hinojo 83.99 9.381
Romero 6.90 1.303 Pingiiica 107.56 7.697
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Manzanilla 11.18 1.682 Zacate limon 138.25 13.474

Tila 36.76 7.773  Alpistle 258.01 28.724
Neem 45.12 1.313  Colade 464.04 27.229
caballo
Apio 768.17 9.592

SD = Desviacién estandar; n= 3

Con los datos obtenidos de la ICso se pudo calcular el TEAC para cada extracto.
Como puede observarse en la grafica 1. El de mayor actividad fue el extracto de
gobernadora con 136.72, seguido de los extractos de Hierba dulce y Nogal con actividades
de 85.03 y 84.52, respectivamente; el que menor actividad presenté fue el extracto

metanodlico de semilla de apio con un TEAC = 0.3.

140.00 136.72

o
110.00 85.03
100.00 84.52

62.65
39693380
20.70
I I 6.42 506468428318 2.90 2.74 2.13 1.66 0.89 0.49 0.30

TEAC mg/ 100g de planta
[e))
o
o
o

Plantas en estudio

Grifica 1. Determinacién de la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) de los extractos metandlicos.

Determinacion de la CMI y CMF.

El compuesto 2 del extracto metandlico de romero mostré una CMI de 725 pg/mL

vs S. aureus MRSA ATCC BAA-44 mientras que el extracto metandlico de semilla de

62



apio tuvo una MIC de 1.4 mg/mL, T. tonsurans fue resistente al control Ketokonazol 0.5
mg/mL (figura 17), La CMF para el extracto metandlico de semilla de apio fue de 2.8

mg/mL para T. rubrum y de 1.4 mg/mL para T. tonsurans y T. mentagrophytes (figura

18).

. aureus MRSA BAA-44

0.8~ ,
f}(.-‘obou,
&

Medio C.Rivas

T. tonsurans

Figura 17. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria en la parte superior observamos
el compuesto 2 del extracto de romero contra S. aureus MRSA y en la parte inferior el efecto del
extracto metandlico de semilla de apio contra dermatofitos del género Trichophyton.

CMF= 2.8 mg/mL CMF=1.40 mg/mL CMF=1.40 mg/mL
vs T, rubrum. vs T. tonsurans. vs T. mentagrophytes.

Figura 18. Concentracién Minima Fungicida del extracto metandlico de semilla de apio.
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Determinacion de la citotoxicidad de los extractos.

El ensayo de viabilidad celular con células Vero utilizando MTT, mostré que el
compuesto 2 del extracto de romero tuvo un % de inhibicién de crecimiento del 3.98 % a
1000 ug/mL (gréfica 2), mientras que la gobernadora present6 un 17 % de inhibicién a la
misma concentracion (grafica 3). El extracto de semilla de apio fue el que mayor % de
inhibicién mostrd 36.76 % en la dosis mds baja, lo que sugiere que este extracto a la

concentracion administrada es citotoxico (gréafica 4).

4.50
3.98
4.00
3.50
:S 3.00
QL
2 2.50
ey
ﬁ 2.00 1.79 1.79 1.79 1.79 1.79
©
s 150
1.00
0.50
0.00
0.00
1000 500 250 125 62.5 Control Etanol

Concentracion pg/mL

Grifica 2. Efecto inhibitorio de las dosis del compuesto 2 del extracto de romero frente
a la linea celular Vero. Control = Medio DMEM, Control negativo = Medio DMEM +
Etanol 1%.
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Grifica 3. Efecto inhibitorio de las dosis del extracto metandlico de gobernadora
frente a la linea celular Vero. Control= Medio DMEM, Control negativo = Medio
DMEM + Etanol 1%.

90.00
go.oo 72 73.24
70.00
58.24
.§ 60.00
S
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(]
©
52 30.00
20.00
10.00 o 179
0.00 —
1000 500 250 125 62.5 Control  Etanol

Concentracién pg/mL

Grifica 4. Efecto inhibitorio de las dosis del extracto metandlico de semilla de apio
frente a la linea celular Vero. Control = Medio DMEM, Control negativo = Medio
DMEM + Etanol 1%.
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DISCUSION.

El uso de las plantas por el hombre, no sélo se arraiga como alimento, sino que, a
lo largo del tiempo han llegado hasta nosotros diversos usos que han acompafiado a la
mejora de la calidad de vida. De las plantas podemos obtener gran cantidad de recursos,
como fibras, colorantes, materia prima para construccion, resinas, aceites, extractos o
infusiones con actividad farmacoldgica, entre otros. En este trabajo nos enfocamos
precisamente a estos ultimos recursos que poseen alguna actividad farmacoldgica, los
cudles se han utilizado desde tiempos remotos. Las culturas han ido transmitiendo éste
conocimiento de generacidén en generacidn, la ciencia actual lo llama conocimiento
etnobotanico, coloquialmente se le reconoce como “los remedios de la abuela” (Edelsztein
2011). Trabajos anteriores han evaluado un grupo de plantas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana y fueron dirigidos hacia los campos de la agricultura en forma de
nematicidas y plaguicidas, utilizando extractos hexdnicos, acetdnicos, etandlicos,
metanodlicos y acuosos, con concentraciones efectivas desde el 1 al 5 %. (Ramirez Moreno
et al. 2001; Galicia et al. 2008). La relevancia de este trabajo es potenciar el uso de las
plantas para combatir enfermedades de importancia médica como lo son las micosis y abre
un panorama para fortalecer las terapias de patente existentes, ademds de ofrecer, en
algunos casos como el de la hierba dulce o la manzanilla, que poseen adicionalmente
capacidad de capturar radicales libres (Pereira et al. 2009) formados por el estrés oxidativo

de enfermedades crénico-degenerativas.

La resistencia a los antibidticos constituye un problema serio de salud publica en
el mundo, el cual se ha agudizado durante los dltimos afios, especialmente en los paises
subdesarrollados donde su uso indiscriminado ha propiciado la apariciéon de cepas

bacterianas multiresistentes a éstos (Madigan et al. 2009).

Estudios anteriores de extractos de plantas refieren algunas cepas de importancia
clinica que son protagonistas de las principales infecciones oportunistas
intrahospitalariamente podemos mencionar a (Oluwatuyi efal. 2004) que reporta
actividad bactericida con el extracto cloroférmico de las partes aéreas de R. oficinalis
(romero) contra S. aureus con mecanismo de bomba efflux tipo NorA; al igual que

(Bocanegra-Garcia efal. 2009) cuyo trabajo evalué los extractos metanolicos y
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cloroférmicos de L. tridentata (gobernadora); y ademds (Tohidpour et al. 2010) reporta
actividad en el aceite esencial de E. globulus (eucalipto) todos ellos contra bacterias que
presentan resistencia multiple a antibidticos, en este trabajo evaluamos 20 extractos de
plantas de las cudles 10 presentan actividad antibacterial; para bacterias de referencia con
resistencia tenemos al extracto de Nogal (C. illnoensis) contra P. aeruginosa ATCC-
27853 que por primera se reporta en este trabajo, también como los de romero (R.
oficinalis) y gobernadora (L. tridentata) con reportes anteriores y nuevamente por primera
vez reportamos la actividad para los extractos de cola de caballo (E. robustum), hierba
dulce (S. rebaudiana) y chaparro amargoso (C. texana) en contra de S. aureus MRSA
ATCC BAA-44. De igual forma los extractos que fueron activos para los aislados clinicos
de S. aureus romero, cola de callo, gobernadora y chaparro amargoso, asi mismo
reportamos por primera vez que los extractos de zacate limon (C. citratus), cola de caballo

y cuachalalate (A. adstringens) presentan la actividad contra A. baumanii.

Para la molécula aislada e identificada del extracto de romero con una CMI de
725 ng/mL que concuerda con lo reportado (Wang et al. 2016), con CMI > 128 pg/mL.
los datos obtenidos de los andlisis espectroscopicos de la molécula bioactiva se
compararon con la literatura y encontramos que correspondia al dcido betulinico (Peng
et al. 1998; Adesanwo et al. 2013). Confrontando nuestros resultados con: la prueba
cualitativa para la deteccion de esteroles y triterpenos Lieberman-Burchard que produjo
un color rojo es positiva para triterpenos (Zaluski et al. 2011); el espectro infrarrojo nos
dio sefiales en 3 400 que muestra la tensién de la longitud del enlace O-H y 1 689 cm’!
caracteristico del grupo carbonilo C=0 (Wade Jr 2004). Los andlisis de RMN dieron
informacién necesaria para la interpretacion como se habia mencionado al comparar con
la literatura (RazborSek et al. 2007) los cuales mencionan tres compuestos de naturaleza

dcida triterpénica que son: 4cido oleandlico, ursélico y betulinico. Figura 19
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9 Oleanolic acd

10. Betulinic acd

Figura 19. Comparacién de los 4cidos triterpénicos aislados del romero y sus
principales diferencias.

Tanto el acido oleandlico y el ursélico presentan instauracion en el anillo C lo que
representa tener un grupo CH (metino) y un C cuaternario, este dltimo no se observa en el
andlisis DEPT, esto nos dirige hacia el 4cido betulinico que presenta la instauracion fuera
del sistema de anillos como una sustitucion; el sistema tendria nuevamente un C
cuaternario y una sefial para el grupo metileno (CH2). Como se pudo observar en los
anexos 2, 3 y 4 ésta sefial aparece con un desplazamiento de 105.17 ppm (regién de
alquenos) que el anédlisis DEPT revela que corresponde precisamente a un grupo metileno,
para comprobar si esta presuncion era correcta el analisis de HSQC demostré que existe
acoplamiento entre la sefial de 105.17 ppm ('*C-RMN) con las sefiales de 4.68 y 4.61 ppm
('H-RMN) correspondientes a hidrégenos geminales en la regién de alquenos, es de
considerarse que al compararlo con la literatura coincide para el 4cido betulinico (Peng

et al. 1998).
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Diferentes extractos de Apium graveolens (apio) han sido reportado con actividad
fungicida para hongos fitopatégenos, de los géneros Rizoctonia, Fusarium, Alternaria
(éter de petrdleo: 100 pg/mL) y Uromyces (extracto acuoso: 1 g/100 mL). En esta
investigacion el extracto metandlico fue activo contra hongos dermatofitos de los géneros
Trichophyton y Microsporum (Umit et al. 2009; Liu et al. 2012). Otro estudio indic6é que
el aceite esencial de semilla de apio por extraccion supercritica con CO> posee actividad
contra especies de Candida y algunas especies de dermatofitos reportando la presencia de
sedanélido, neocnidilido y neofitadieno con CMI de 0.16-0.32 uL/mL por el método de
macrodilucion (Marongiu et al. 2013). En este trabajo utilizamos un extracto metanolico
y obtuvimos una CMI de 1.4 mg/mL, por el método de microdilucidn, con una separacion
por cromatografia en columna de una fraccién activa con el uso de una técnica clésica,
debemos recordar que al tratarse de aceites esenciales la densidad es directamente
proporcional a la cantidad de materia presente en la técnica de macrodilucion; por otra
parte revisando la literatura, encontramos que los compuestos con tiempo de retencion de
12.97 y 13.90 son los ya reportados en la semilla de apio neocnidilido y el 3-butilftalido,
esta conclusion se dio a través de la comparacion de los patrones de fragmentacion de
estos compuestos, también refieren que son los mismos responsables de la actividad

fungicida (Mhadhebi et al. 2014).

La capacidad antioxidante de la gobernadora es debida a la presencia del dcido
nordihidroguayarético (NDGA) y la actividad antifingica también a la presencia de
lignanos (500 ug/mL sobre Aspergillus spp).(Lambert ef al. 2002) Sin embargo existen
reportes de que el NDGA presenta niveles de toxicidad a 50 uM (0.015118 g/L) (Arteaga
et al. 2005); en el extracto evaluado de gobernadora obtuvimos una Clso de 0.00166 g/L

(1.6 pg/mL), esta concentracion es menor que la reportada.

Después de una busqueda en las principales bases de datos (EBSCO, NCBI) de
estas 20 plantas los resultados nos indican que es la primera vez que se reportan a Tila
(Tilia platyphyllos), Nogal (Carya illinoensis), Hierba dulce (Stevia rebaudiana),
Valeriana (Valeriana ceratophylla), Cola de caballo (Equisetum robustum A. Br) y al
Hinojo (Verbascum thapsus) con actividad antifiingica sobre dermatofitos, lo que es una

contribucion al uso etnobotanico.
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CONCLUSION.

Se obtuvieron los extractos de las 20 plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana, obteniendo el mayor rendimiento de 58.82 % para la manzanilla y el menor de

3.42 % para el alpiste.

Al menos 10 de los extractos mostraron actividad contra bacterias de importancia
clinica, 7 de éstos (nogal, romero, cola de caballo, eucalipto, chaparro amargoso, neem y
hierba dulce) frente a organismos resistentes a antibiéticos. Reportamos por primera vez
actividad del extracto de nogal vs P aeruginosa; cola de caballo, hierba dulce y chaparro

amargoso vs S. aureus MRSA.

Trece de los 20 extractos (gobernadora, apio, tila, nogal, eucalipto, neem,
valeriana, hinojo, manzanilla, cola de caballo, gordolobo, hierba dulce y cuachalalate)
mostraron actividad contra dermatofitos de importancia clinica. Reportamos por primera
vez actividad para los extractos de: tila, nogal, hierba dulce, valeriana, cola de caballo e

hinojo.

Se aislo6 e identificé el compuesto 2 del extracto de romero, como 4cido betulinico
con actividad bactericida contra S. aureus MRSA con una CMI de 725 pg/mL y no

presento citotoxicidad frente a la linea celular Vero.

Se determiné de la fraccién 52, los compuestos 3-butilftalido y neocnidilido del
extracto metandlico de semilla de apio, como responsable de la actividad biolégica vs

dermatofitos de los géneros Trichophyton y Microsporum con una CMI 1.4 mg/mL.

La capacidad de captacion de radicales libres (antioxidantes) fue mayor para los
extractos de gobernadora, hierba dulce y nogal con una Clso= 1.67, 2.68 y 2.70 pg/mL
respectivamente. La gobernadora fue mayor un 36 % respecto al control positivo

(TROLOX).

La citotoxicidad de los extractos frente a células Vero a una concentracion de 1000
ug/mL: para gobernadora una inhibicién del 17 % (citotoxicidad ligera); para el extracto
de semilla de apio una inhibicién del 78.22 % (citotoxicidad severa) y para el compuesto

2 que corresponde al dcido betulinico fue de 3.98 % (no citotdxico).
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PERSPECTIVAS.

Con el desarrollo de este trabajo se abren horizontes para el desarrollo de nuevas
alternativas para el tratamiento de enfermedades que aquejan al hombre, por lo tanto es
relevante continuar con la busqueda de la(s) molecula(s) responsables de la actividad
bioldgica de las plantas en estudio, que reportamos por primera vez. Es conocido que la
medicina tradicional es utilizada a la par con los medicamentos de patente, por lo que la
validacion de la actividad y la identificacion de dichas moléculas tendrd un gran impacto
para las futuras investigaciones ya que si conocemos las fuentes y ademds las moléculas
bioactivas, podremos tener acceso a la modificacidn y/o sintesis de nuevas estructuras con
mayor actividad. Por lo tanto el uso de las plantas como fuente de nuevas moléculas es ya
una linea de investigacion con creciente demanda, debido a diferentes factores que han
modificado la resistencia de los microorganismos aunado a los dafios producidos por el

estrés oxidativo.
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Actividad fungicida, antioxidante e identificacion de los
compuestos mas activos de 20 plantas utilizadas en la
medicina tradicional mexicana

Fungicide, antioxidant activity and more active compounds identification of 20
plants used in the mexican traditional medicine.
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Resumen:

En éste trabajo se evalud la actividad fungicida sobre dermatofitos, antioxidante en funcién de la capacidad de atrapar
el radical ABTS e identificacion de compuestos activos de extractos metanodlicos de 20 plantas medicinales; siendo
los extractos mas activos: el de semilla de apio, con una concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de 1.4 mg/mL y una
concentracién minima fungicida (CMF) de 2.8 mg/mL contra todas las especies de dermatofitos evaluados, excepto T.
rubrum; y el de gobernadora como antioxidante con una Cl, = 1.67 pg/mL y una actividad equivalente de Trolox (TEAC)
= 136.72 mg Trolox 100 g de planta. Se identificaron de la semilla de apio dos compuestos por cromatografia de gases
acoplada a masas neocnidilido y 3-butilftalido.

Abstract

This work evaluated the fungicidal activity of dermatophytes, antioxidant depending on the capacity to catch the
ABTS radical and identification of active compounds from methanolic extracts of 20 medicinal plants; being the most
active extracts: that of celery seed, with a minimal inhibitory concentration (MIC) of 1.4 mg/mL and a minimal fungicide
concentration (MFC) 2.8 mg/mL against all species of dermatophytes except T. rubrum and the Governor as an antioxidant
with an IC, 1.67 pg/mL. The activity equivalent of Trolox (TEAC) was 136.72 mg Trolox 100 g of plant. We identified two
compounds in celery seed by gas chromatography coupled to mass neocnidilide and 3-butilphtalide.
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Introduccion

Por cientos de afios. las plantas han constituido la base de los
sistemas de medicina para mantener la salud e incrementar la
calidad de vida. Las plantas acumulan sustancias o metabolitos
secundarios que pueden ser extraidas y utilizadas como material
para aplicaciones cientificas. tecnoldgicas y comerciales.
especialmente aquellos compuestos con actividad farmacologica
considerados de importancia bioldgica e industrial.! Esto
conlleva al estudio profundo de estos organismos, llevando a
cabo el aislamiento, purificacion y evaluacién de la actividad
biologica que &stos puedan poseer. En México el uso de la
medicina tradicional no se arraiga solo a las comunidades
indigenas cémo se pensaba. sino que existe una amplia
tradicion oral que se ha transmitido de generacion en generacion
conocida coloquialmente como “remedios de la abuela™? que
es la aplicacion de éste conocimiento etnobotanico. Nuestro
pais cuenta con una gran diversidad de plantas aunado a la
intrusién de nuevas especies, las cuales ofrecen una oportunidad
para ser una alternativa a la creciente resistencia de los
agentes etiologicos de las enfermedades. con una disminucion
en el costo-beneficio. Se ha realizado una gran cantidad de
investigaciones que se enfocan en extraer los metabolitos
secundarios con diferentes sistemas de disolventes organicos,
de acuerdo a la naturaleza de los compuestos.* Los extractos
polares han sido ampliamente utilizados en investigaciones a
nivel mundial por su gran capacidad de extraccion. siendo el
metanol un agente de extraccion de menor costo y que puede
retirarse con procesos sencillos para garantizar concentraciones
no toxicas para el organismo. La naturaleza de los metabolitos
secundarios presentes en las plantas es extensa. asi podemos
mencionar algunos de ellos que han presentado actividad

biologica importante, tales como: alcaloides, terpenos,
flavonoides, cumarinas. Entre los usos tradicionales de las
plantas medicinales estan: desordenes gastrointestinales.

problemas respiratorios, carminativos, emanagogos. *3¢7

La importancia de los productos naturales se basa. no solamente
en sus efectos farmacoldgicos o quimioterapéuticos, sino la
posibilidad que ofrecen para poder desarrollar a partir de sus
estructuras nuevos farmacos. los cuales no deben ser mas toxicos
para el ser humano que para el microorganismo a tratar.3

Existe conocimiento empirico fradicional del uso de las
plantas medicinales, sin embargo es necesaria la investigacion
cientifica para conocer las caracteristicas fitoquimicas y
sus aplicaciones farmacologicas. ya que la combinacion de
tratamientos alternativos y de patente en algunas enfermedades
han sido efectivas,® ! por tal motivo en el afio 2010 a través de
la Direccion de Medicina Tradicional y Desarrollo Intercultural
de la Secretaria de Salud (México) encabezada por el Dr. José
Alejandro Almaguer G.. se inicié una investigacion de mas de
60 plantas en nuestra region donde son ampliamente utilizadas,

de estas se nos asignaron 20 las cuales son utilizadas en el norte
de México.

Por lo antes mencionado el objetivo de este trabajo fue evaluar
la actividad fungicida. antioxidante ¢ identificar moléculas
bioldgicamente activas, para validar su uso en la medicina
tradicional y ofrecer un soporte a los fratamientos de patente.

Materiales y Métodos

Microrganismos

Se seleccionaron dermatofitos de importancia médica:
Trichophyton rubrum, T. tonsurans, I. mentagrophytes.
Microsporum canis, M. nanum v M. gypseum.

Estos fueron obtenidos de aislados clinicos de pacientes del
Hospital Universitario, Dr. José Eleuterio Gonzilez. de la
UANL.

Material Vegetal

Se seleccionaron 20 plantas medicinales de uso tradicional de la
casa comercial PACALLI¥; las cudles se presentan en la Tabla
1.

Tabla 1. Plantas seleccionadas para este estudio

Nombre Cientifico Nombre coman Nombre Cientifico Nombre comin
Apium graveciens L Apio Carya illinoensis Negal
Castela texana Chaparro amargose  Passifiora incarnata Pasiflora
Equisetum robustum A. Br  Cola de caballo Arctostaphylos pungens  Pinglica

Ci lal: officinalis Romero
adstringens
Eucalyptus globulus Eucalipto Tilia platyphyflos Tila
Larrea tridentata Gobernadora Valeriana ceralophyila  Valeriana
Verbascum thapsus Gordolobo Cymbopogon citratus ~ Zacate limén
Stevia rebaudiana Hierba dulce Casimiroa edulis Zapote blanco
Foeniculum vuigare Hinajo Phalaris canariensis Alpiste
Malricaria reculita Manzanilla Azadirachta indica Neem

Obtencién de los extractos metanélicos

Se pesaron 30 g de cada una de las plantas en estudio y
se sometieron a extraccidn continua en un equipo Soxhlet
con metanol (CTR scientifics) hasta extraccién completa.
Posteriormente se filtraron. se refird el disolvente con
un rotavapor (Bucchi), se determind su rendimiento y se
almacenaron en frascos. hasta su uso.

Actividad fungicida

Esta se determiné por el método de difusién en placa con medio
de cultivo sélido C. Rivas™ con algunas modificaciones. Primero
en las placas con el medio de cultivo se inocularon por picadura
con las cepas en estudio y se incubaron a 25 + 2 °C por 15 d
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para la formacién de macro y microconidias, éstas se cosecharon
v se ajustaron a una solucién de 2x104 conidias/mL en agua
destilada.’* 100 pL de esta solucion se inocularon en la placa y
se extendio con una asa Drigralsky. posteriormente se hicieron
pocillos en la placa de 6 mm de diametro. en la las cuales se
depositaron 20 pL del extracto metandlico crudo de cada una
de las plantas en estudio a una concentracion de 100 mg/mL. se
utilizéd como control positivo ketokonazol (0.5 mg/mL) y como
control negativo metanol. Luego se llevaron a incubacion a 25
+ 2 °C en atmoésfera hiimeda por 7 d. Al concluir el periodo
de mcubacion se observo la presencia de un halo de inhibicion
alrededor del pocillo y se determino la actividad fungicida. todos
los ensayos se corrieron por triplicado.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) ¥ Concentracion
Minima Fungicida (CMF)

Para la determinacion de la CMI se signid el protocolo del
método de microdilucion establecido por la NCCLS M38-A
para hongos filamentosos con una modificacion.'* Se prepar6 el
indculo de conidias a una densidad optica de 0.08-0.1 UA . se
realizo la lectura en un espectrofotometro (Genesys 20, Thermo
Scientific) a 625 nm. de esta solucién se tomd una alicuota y
se hizo una dilucién 1:50 en medio liquido C. Rivas. hasta una
concentracion final del extracto de 5.8 2 0.0l mg/mL y 0.5 pg/mL
de Ketoconazol y metanol como controles positivo v negativo,
respectivamente. En una placa de 96 pocillos se colocaron 100
uL de la solucion diluida de conidias mas 100 pL de 1a dilucion
de los extractos y controles. Posteriormente se incubaron a las
mismas condiciones antes mencionadas por 7 d. Al término de
éste se observaron los pocillos para verificar el crecimiento de los
dermatofitos. se determind como CMI la iltima concentracion
donde hay inhibicién del crecimiento: de estos pocillos se tomd
una asada y se inoculd en medio solido C. Rivas y se incubo a
las mismas condiciones por 7 d. Posteriormente se determind
la CMF que corresponde a la concentracion donde no hay
crecimiento.

Separacion Cromatogrifica

Los extractos que mostraron actividad bioldgica se separaron
por cromatografia. Se prepar6 una columna cromatografica (33
mm X 28 mm) empacada con silica gel 60 G (Sigma-Aldrich) y
se colocaron en la parte superior 7.11 g de extracto de semilla de
apio adsorbida en silica-gel. Se hizo pasar 25 ml de un sistema de
disolventes de mayor amenor polaridad hexano:acetona:metanol.
colectandose fracciones de 5 mL. De cada fraccion se corrio una
cromatografia en capa fina con el sistema benceno:hexano 9:1.
posteriormente se esterilizaron con luz UV y se realizé una
bioautografia para determinar la fraccion activa. Esta se separd
v mediante cromatografia de gases acoplada a masas (Agilent
Technologies) con las condiciones: Acarreador: He: Columna
capilar HP-5 MS: 1 mL/min; Temperamra Inicial de 80 °C,

5z FARMACEUTIOAS

¥ se incrementa a 220°C/3 min. 300 °C/1 min: la temperatura
del inyector fue de 230°C. volumen de inyeccién 1 uL. la
comparacion se realizé con la base de datos Wiley Library y se
identific el compuesto responsable de la actividad.

Determinacion de la Capacidad de captura de radicales
libres

La determinacion de captacion del radical ABTS? se realizd
por la técnica establecida por Re et al. 199914 con algunas
modificaciones. El radical ABTST se formo tras la reaccion de
ABTS (Sigma-Aldrich, 7 mM) con persulfato de potasio (2.45
mM) incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante
16 h. Una vez formado el radical ABTS? se diluy6 con etanol
hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.200 a 734 nm. Se
colocaron 1980 pL del radical libre en tubos de vidrio y se
hicieron reaccionar con 20 pL de las soluciones de los extractos
a concentraciones de 3.15 a 50 pg/mL: a excepcidn del extracto
de gobernadora este fue de 0.6 a 50 ng/mL. Se tomo lectura de
la mezcla de reaccién al minuto 1 y 6 a 734 nm. los ensayos se
realizaron por friplicado. Se realizd una curva de calibracion
con TROLOX?® (Sigma-Aldrich) 15 mM a 3 mM (0.75 — 3.75
pg/ml), se determind el porcentaje de inhibicién y con esos
datos se calculo la Concentracion Inhibitoria 50 (CI, ) por medio
del paquete estadistico SPSS. después se determind la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC) segim la siguiente formula:'

g _IC,, Trolox

TEAC|TROLOX =
100planta IC,, muestra

X100

Resultados

Se utilizaron diferentes partes de la planta para la obtencion de
los extractos de acuerdo al uso tradicional de cada wna. en la
Tabla 2 se muestra el rendimiento obtenido y la parte utilizada

Tabla 2. Rendimiento de los extractos metanélicos de las plantas
en estudio.

Planta Parte % Rendimiento Planta Parte % Rendimiento

utilizada (plp) utilizada (p'p)

Manzanilla aérea 58,82 Fasiflora adrea 25,89

Romero aérea 45,33 Chaparra aérea 19.76

amargoso

Pingiiica fruto 416 Nogal aérea 17.60

Gobernadora aérea 3763 Tila adrea 17,07

Eucalipto aérea 3713 Apio semilla 16,68

Hierba dulce adrea 3333 Hinojo aérea 16.60

Gordalobo aérea 3225 Cola de aérea 14,96
caballo

Valeriana aérea 32,07 Zapote aérea 14,59
blanco

Neem adrea 2740 Zacate aérea 7.72
limén

Cuachalalats corteza 2735 Mpiste semilla 342
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para la obtencién de los extractos metandlicos. siendo el de la
parte acrea de manzanilla la que produjo mayor rendimiento y
la semilla de alpiste el de menor rendimiento.

Enla Tabla 3 se muestra la actividad fungicida de las plantas en
estudio sobre el género Microsporum. Donde 6 plantas inhiben
el crecimiento de M. canis, 10 el de M. gypseum y 6 el de M.
nanum.

Tabla 3. Actividad fungicida de los extractos metanolicos de las
plantas en estudio sobre el género Microsporum.

Extracto Halo de Extracta Hala de

U g RO
Apia 25 M. canils Cuachalalate 12 M. gypseum
Gobernadora 15 M. canis Neem 1.0 M. gypseum
Neem 1.0 M. canis Nogal 1.0 M. gypseum
Tila 1.0 M. canis Hierba dulce 1.0 M. gypseumn
Hierba dulce 1.0 M. canis Valeriana 10 M. gypseum
Valeriana 10 M. canis Ketoconazol 4.0 M. gypseum
Ketoconazol 4.0 M. canis Apio 15 M. nanum
Gobemadora 2.0 M. gypseum Mogal 1.2 M. nanurm
Apio 15 M. gypseum Tila 12 M. nanum
Hingjo 15 M. gypseum Gebernadora 1.2 M. nanum
Eucalipto 1.5 M. gypseumn Neem 0.9 M. nanum
Tila 1.3 M. gypseum Hinoje 0.8 M. nanum

En la Tabla 4 se muestra la actividad fungicida de las plantas en
estudio sobre el género Trichophyton; donde 8 plantas inhibieron
el crecimiento de T. rubrum. 4 el de T. mentagrophytes y 8 el de
T tonsurans.

Tabla 4. Actividad fungicida de los extractos metandlicos de las
plantas en estudio sobre el género Trichoplyton.

Extracto Halo de Microorganismo _ Extracto Microarganismo

Halo de
inhibicién (cm}

(100mgiml)  inhibicién (cm} (100mg/mi)

Gobemadora 20 ibrum Valeriana 1.0 T-mentagrophytes
Apio 25 T. rubrum Ketoconazol 4.0 T.mentagrophyles
Tila 18 T. rubrum Gobemador 20 T. tonsurans

a
Nogal 14 T. rubrum Apio 15 T. tonsurans
Eucalipto 12 T. rubrum Manzanilla 13 T lonsurans
Neem 12 T. rubrum Cela de 13 T. tonsurans
caballo
Valeriana 1.2 T rubrum Gordolobo 12 T. tonsurans
Hinojo 1.0 T. rubrum Hinjo 12 T. tonsurans

Ketosonazol 40 T. rubrum Romero 10 T. tonsurans
Apio 45 T.mentagrophytes  Valeriana 10 T tonsurans

Gobemadora 35 T.mentagraphytes  Ketoconazol 3.0 T. tonsurans
Tila 15 T.meniagrophyles

Como puede observarse en las Tablas 3 y 4 de las plantas en
estudio las de mayor actividad fueron apio y gobernadora,
debido a los pocos reportes de la primera en cuestion fimgicida
se decidid trabajar con la semilla de apio. al extracto metanélico
de ésta. se le determind la CMI y la CMF. dando como resultado
1.4 mg/mL y 2.8 mg/mL respectivamente. contra todos los

hongos evaluados excepto para 7. rubrum. el extracto se
sometio a separacion cromatografica en capa fina con sistema
benceno:hexano 9:1 obteniendo 4 bandas observadas con luz UV
y con revelador de cloruro de cobalto. Se calculd el  frente de
retencién de las bandas, obteniendo los siguientes valores: Rf)
=0.5.Rf,= 044, Rf, = 0.36 y Rf, = 0.16. con las cromatoplacas
se comrid la bioautografia, donde se observé inhibicion en las
bandas referidas (Figura 1) éste sistema condujo a utilizar
un gradiente de solventes de baja polaridad para la técnica de
cromatografia en columna del extracto crudo de semilla de

Figura 1. Bioautografia del extracto metanolico de la semilla de
apio sobre diferentes especies de género Trichophyton. La linea
negra indica el limite del eluyente benceno:hexano 9:1. Cajal =
T mentagrophytes. Caja 2 = T rubrum. Caja 3 = T tonsurans y
cromatografia revelada con luz UV.

apio donde se recolectaron 98 fracciones, a las cuales se les
determino nuevamente la actividad fungicida contra las especies
de Trichophyton. Bajo el sistema hexano:acetona 9.9:0.1 se
recuperaron la fraccion 52 con una masa de 201.2 mg y la 53
con una masa de 32.6 mg que fueron las activas (Figura 2).

La fraccion 52 de mayor actividad antifingica se sometio a una
cromatografia de gases acoplada a masas. Los picos de mayor

I. mentagrophytes T, tonsurans T rubrum
Fraians Fraccicnes Fracciones
:g’:;’“ S2=3cm §2=3cm
=L0cm 53=10cm 53w 10cm
54-59 = Negativa 54-59 = Negatvo 54 - 59 = Negativa

Figura 2. Actividad fungicida de las fracciones (52-59)
de semilla de apio sobre diferentes especies del el género
Trichophyton. n=3

abundancia que se obtuvieron en el cronograma corresponden
seglin la base de datos a tujona (Rt=9.77 min). 3-butilftalido
(Rt=12.97min) y neocnidilido (Rt=13.90min). Figura 3
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Figura 3. Estructura de 1) 3-Butilftalido v 2) Neocnidilido

En el espectro de masas el compuesto con tiempo de retencion
12.97 min mostré la siguiente fragmentacion: 190(M+). 133,
105,77, 51 mv/z: el de tiempo de retencion de 13.90 min mostrd
194(MV+). 137, 108. 79 ny/z. comparando estos espectros de
masas con la literatura,’® observamos que coinciden con el
patron de fragmentacion del 3-butilftalido y el neocnidilido
respectivamente.

Tabla 5. Determinacion de la CT,  para la capacidad Antioxidante
y Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) de las plantas en
estudio.

) TEAC (mg TEAC (mg
Cleo Trolox 100 Clo Trolox 100 g

Muestra (ugiml) g musstra)  Muestra (ugiml) muestra)

136,72 Zapote 318
Gobernadora 167(£0,012) Blanco 71.72(22,845)
Hierba Dulce 2.68 (+0.086) 8502  Pasiflora 79.00 (+6.767) 2,90
Nogal 2,70 (40.052) 8452 Hinojo 63.99 (+8.381) 274
Cuachalalate 3,64 (+0,159) 6265  Valeriana 93,75 (+25,321) 257
Eucalipto 5.75 (+0.316) 3969  Pinglica 107.56 (+7.697) 213

33.80 138,25 166
Romero 6,90 (+1,303) Zacate Limén (+13.474)

20.70 258.01 089
Manzanila 11,18 (+1.682) Alpiste (+28.724)

6.42 Cola de 464,04 042
Tila 36,76 (+7,773) Caballe (427,229}
Neem 45,12 (+1.313) 5.06 Apio 768.17 (+9.592) 030

468 Trolox
Gordolobo 51.91 (+17.116) (cantroly 2,28 (+0.178)
Chaparra 4,28
Amargoso 53 86 (+6.930)

En la Tabla 5 se muestra la capacidad antioxidante de los
extractos metanolicos de las plantas en estudio. Se calculd la CL
mediante un anélisis Probit con el paquete estadistico SPSS*®.
La Gobernadora fue la que mostré el mejor indice antioxidante
resultando mayor que el control. los extractos fueron probados
a concentraciones de 3.15 a 50 pg/mL y para la gobernadora
de 0.6 a 50 pg/mL: a partir de éstos resultados se obtuvo la
actividad equivalente de Trolox (TEAC).

Discusion

En este trabajo se realizo la evaluacion fungicida y antioxidante
de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana.

SR FARMACEUTICAS

a las cudles se les han atribuido muchos beneficios como
diuréticos. carminativos. emanagogos. eméticos. contra
enfermedades del sistema respiratorio, digestivo, circulatorio,
Oseo, entre otros.#1%2% Trabajos anteriores han evaluado
un grupo de plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana y fueron dirigidos hacia los campos de la agricultura
en forma de nematicidas y plaguicidas. utilizando extractos

hexanicos, aceténicos, etandlicos, metandlicos ¥ acuosos, con
concentraciones efectivas desde el 1 al 5 %.21% La relevancia
de este trabajo es potenciar el uso de las plantas para combatir
enfermedades de importancia médica como lo son las micosis®
y abre un panorama para fortalecer las terapias de patente
existentes, ademas de offecer, en algunos casos como el de
la hierba dulce o la manzanilla. que poseen adicionalmente
capacidad de capturar radicales libres®* formados por el estrés
oxidativo de enfermedades cronico-degenerativas.

Diferentes extractos de Apium graveolens (apio) han sido
reportado con actividad fungicida para hongos fitopatogenos. de
los géneros Rizectonia. Fusarium. Alternaria (éter de petrleo:
100 ng/mL) y Uromyees (extracto acuoso: 1 g/100 mL). En esta
investigacion el extracto metandlico fue activo contra hongos
dermatofitos de los géneros Trichophyton y Microsporum.
Otro estudio indicé que el aceite esencial de semilla de apio por
extraccion supercritica con CO, posee actividad contra especies
de Candida v algunas especies de dermatofitos reportando la
presencia de sedandlido, neocnidilido y neofitadieno con CMI de
0.16-0.32 pL/mL por el método de macrodilucién®. Los fidlidos
y sus correspondientes analogos hidratados se encuentran en
una amplia variedad de la familia Apiaceae. estas moléculas
son lactonas®, y sirven como micleo estructural de una variedad
de compuestos més complejos. ademds sus derivados son
utilizados en la sintesis de antineoplésicos v potenciadores
en la quimioterapia y en el tratamiento y prevencion de la
Diabetes mellitus.* Estas investigaciones fundamentan nuestros
resultados, ya que se encontraron este tipo de compuestos en 4.
graveolensy estos fueron responsables de la actividad fungicida.
En este trabajo utilizamos un extracto metanélico y obtuvimos
una CMI de 1.4 mg/mL. por el método de microdilucién.. cémo
ya se menciond son componentes de los aceites esenciales y su
proceso de aislamiento es costoso. en nuestro trabajo pudimos
obtener una fraccion activa rica en estos compuestos mediante
una técnica clasica de separacion. lo que implica una ventaja en
el costo-beneficio al no requerir de equipo de alta tecnologia. Los
compuestos neocnidilido y el 3-butilftalido son las responsables
de la actividad biolégica fungicidal® y esta reportado que la
tujona esté relacionada con efectos convulsivos.!*

La capacidad antioxidante de la gobernadora es debida a
la presencia del acido nordihidroguayarético (NDGA) y la
actividad antifiingica también a la presencia de lignanos (500
ng/mL sobre Aspergillus spp).*® Sin embargo existen reportes de
que el NDGA presenta niveles de toxicidad a 50 pM (0.015118
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g/L)* y en el extracto probado de gobernadora muvimos una CI,
de 0.00166 g/L, esta concentracion es menor que la reportada.
Despues de una busqueda en las principales bases de datos
(EBSCO. NCBI) de estas 20 plantas los resultados nos indican
que es la primera vez que se reportan a Tila (Tilia platphyllos).
Nogal (Carva illinoensis). Hietba dulce (Stevia rebaudiana).
Valeriana (Faleriana ceratophylla). Cola de caballo (Equisetum
robustum A. Br) y al Hinojo (Ferbascum thapsus) con actividad
antifingica sobre dermatofitos. lo que es una contribucion a la
validacién cientifica de su uso etobotanico.

Conclusion

En la evaluacién de la actividad fungicida de los extractos
metanolicos de las 20 plantas de la medicina tradicional
mexicana estudiadas. al menos 8 de ellas mostraron actividad
contra dermatofitos de importancia médica. Por primera vez se
reporta actividad fungicida para: T. platyphviles, C. illinoensis,
S. rebaudiana, V. ceratophylla, E. robustum y V. thapsus.
El extracto metandlico de semilla de apio, fue el que mostro
mayor actividad fungicida en este estudio: la fraccion 52 de este
exfracto mostré actividad contra dermatofitos de los géneros
Trichophyton y Microsporum, con una CMI de 1.4 mg/mL y
una CMF de 2.8 mg/mL, excepto T rubrum. Se identificaron
dos compuestos por CG-MS. que fueron 3-butilftalido y
neocnidilido. La mayor capacidad antioxidante de las plantas
en estudio la presentaron gobernadora, hierba dulce y nogal
con una CIS0= 1.67. 2.68 y 2.70 ng/mL. respectivamente y un
TEAC igual a 136.72, 85.02 y 84.52 (mg Trolox 100 g muestra)
respectivamente: la gobernadora mostré una actividad superior
en un 36% al control positivo (TROLOX).
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ANEXO 1. Espectrograma de infrarrojo del compuesto 2 del extracto metandlico de

Romero.
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ANEXO 2. Resonancia magnética nuclear de protones (‘H-RMN) del compuesto 2 del

extracto metandlico de Romero.
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ANEXO 3. Espectrograma de '*C-RMN del compuesto 2 del extracto metandlico de

romero.
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ANEXO 4. Andlisis DEPT del compuesto 2 del extracto metandlico de Romero.
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ANEXO 5. Espectrograma de HSQC del compuesto 2 del extracto metandlico de

romero.
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ANEXO 6. Cromatograma de gases de la fraccion 52 de semilla de apio.
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ANEXO 7. Patrén de fragmentacién del compuesto con tiempo de retencion 12.97.
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ANEXO 8. Patrén de fragmentacién del compuesto con tiempo de retencién 13.90
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