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RESUMEN

El hecho de que el hombre tenga a su disposicion una gran diversidad de plantas
medicinales y por otro lado cada vez con mé&s frecuencia los microorganismos drogo-
resistentes, propician la necesidad de desarrollar nuevas drogas e impulsa proyectos como el
presente, en el que a partir de plantas utilizadas empiricamente, se busca probar
cientificamente sus actividades bioldgicas y propiedades fisicoquimicas. Por estas razones, en
este trabajo se estudiaron 4 plantas pertenecientes a la familia Lauraceae y Myrtaceae que se
utilizan con frecuencia en México. Se obtuvieron extractos a partir de Cinnamomum
zeylanicum (canela), Syzygium aromaticum (clavo), Eucalyptus camaldulensis (eucalipto) y
Psidium guajava (guayabo); los extractos se prepararon con solventes de diferente
polaridadcon agitacion a temperatura ambiente y mediante soxhlet. Posteriormente, se evalud
su accion antimicrobiana por el método de difusion en placa. Se separaron las fracciones de
los extractos con mayor actividad por medio de cromatografia en capa fina, se localizo la
fraccion responsable de dicha actividad por ensayos de bioautografia, se identificaron sus
grupos funcionales y estructura quimica utilizando pruebas quimicas y espectroscopia de
masas. Adicionalmente se analizd su actividad citotdxica sobre células OK, LLCPK-1 y MCF-7. En
cuanto a la actividad antimicrobiana se obtuvieron 24 extractos, de éstos, tres extractos hexanicos
presentaron mayor actividad: el extracto 4 correspondiente a clavo fue activo contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Cryptococcus neoformans, Candida
albicans, C. parapsilosis, Trichophyton tonsurans y Sporothrix schenckii; el extracto 10 de
eucalipto fue activo contra T. tonsurans y el extracto 13 de canela presentd una gran actividad
contra S. aureus, E. coli, B. cereus, C. neoformans, C. albicans, C. parapsilosis, T. tonsurans
y S. Schenckii. Por medio de cromatografia en capa fina se separaron las fracciones de estos
extractos y mediante bioautografia se identificaron las siguientes fracciones activas: del calvo
se obtuvo la fraccion Df (Rf 0.68), del eucalipto, la J (Rf 0.80) y de la canela se separ6 la
fraccion | (Rf 0.78). La fraccion Df resultd positiva para insaturaciones y oxhidrilos fenolicos,

después de purificarla se identificé como eugenol mediante cromatografia de gases y



espectrometria de masas (CG-EM). La fraccion J resultd positiva para la presencia de
insaturaciones, alcaloides y cumarinas, mientras en la fraccion | se determinaron
insaturaciones y alcaloides. Cuando se analizaron por CG/EM esta fraccion presentd un pico
de mayor intensidad que fue identificado como cinamaldehido. Las fracciones (Df, I, J) no
fueron citotoxicas contra las lineas celulares LLCPK-1, OK y CHANG sin embargo la fraccién Df
resulto citotoxica contra la linea celular de cancer de mama MCF-7 a una concentracion de 100 pg/mL.
De acuerdo a los resultados obtenidos todos los extractos evaluados presentan actividad, al
menos sobre uno de los microorganismos probados.los extractos mas activos fueron los no
polares del clavo; mediante ensayos biodirigidos de estos se obtuvo la fraccion Df (eugenol),
la cual tuvo actividad sobre bacterias Gram (+), Gram (-) y relevante actividad sobre C.
albcans (CMI 12.5 ug/ml) y C neoformans (3.1ug/ml) en comparacion con el control positivo
que presentd una CMI de 125.0 y 15.6 ug/ml respectivamente, ademas de prsentar toxicidad
selectiva sobre las células tumorales MCF-7 y no sobre las normales Con este trabajo se
pretende contribuir en la investigacién para el desarrollo de compuestos antimicrobianos y

antitumorales derivados de productos naturales que sean tanto eficaces como seguros.



ABSTRACT

The fact that man possess a variety of medicinal plants, and on the other hand, resistant
microorganisms are increasing, lead to the need to develop new drugs and promotes projects
like this, which seeks to scientifically test biological activities and physicochemical properties
from plants used empirically. For these reasons,in this work we studied 4 plants belonging to
the Lauraceae and Myrtaceae families,which are frequently used in Mexico”. Plant extracts
were obtained from Cinnamomum zeylanicum (cinnamon), Syzygium aromaticum (clove),
Eucalyptus camaldulensis (Eucalyptus) and Psidium guajava (guava). The extracts were
prepared using solvents of different polarity whith stirring at room temperature and by using
soxhlet aparatus. Subsequently, we evaluated their antimicrobial activity by the disk diffusion
method. Fractions were separated from the most active extracts by thin layer chromatography,
the fraction responsible for such activity was identified bioautography test; functional groups
and chemical structures were determined by chemical tests and mass spectroscopy.
Additionally, cytotoxic activity was analyzed on OK, LLCPK-1 and MCF-7 cells. In terms of
antimicrobial activity, 24 extracts were obtained, from these, three hexane extracts showed the
higher activity: extract 4 corresponding to clove was active against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, C.
parapsilosis, Sporothrix schenckii, and Trichophyton tonsurans, extract 10 from eucalyptus
was active against T. tonsurans, and 13 extract from cinnamon showed a high activity against
S. aureus, E. coli, B. cereus, C. neoformans, C. albicans, C. parapsilosis, T. tonsurans and S.
Schenckii. Fractions were separated by thin layer chromatography, and purified by
bioautography, we identified 3 active fractions: fraction Df (Rf 0.68) from clove, fraction J (Rf
0.80) from eucalyptus and fraction | (Rf 0.78), from cinnamon. Df fraction was positive for
phenolic hydroxyl acids and, after purifying was identified as eugenol by gas chromatography
and mass spectrometry (GC-MS). The J fraction was positive for the presence of unsaturation,
alkaloids and coumarins, while in fraction | were determined unsaturation and alkaloids. When
analyzed by GC-MS, this fraction showed a higher intensity peak was identified as



cinnamaldehyde. This three fractions (Df, | and J) showed no cytotoxicity against normal cell
lines LLCPK-1, CHANG and OK however Df fraction was cytotoxic against the breast cancer
cell line MCF-7 at a concentration of 100 . g / mL. According to our results, all extracts were
active, at least on one of the tested microorganisms. The most active extracts non-polar from
clove, Fraction Df (eugenol), had antimicrobial effect against Gram (+), Gram (-) and
significant activity against C. albcans (CMI 12.5 , g / ml) and C. neoformans (3.1 . g / ml)
compared with the positive control (MIC 125.0 and 15.6 u g / ml respectively), Besides of
this, Df fraction showed selective toxicity on tumor cells MCF- 7, and was not citotoxicic
against normal cell lines. This work aims to contribute to research for the development of

effective and safe antimicrobial and antitumor compounds derived from natural products.



1. INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre
todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso de que disponian
los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que
poseen propiedades medicinales y ampliar sus experiencias en el empleo de los productos que
de ellas se extraen (Hill, A. F. 1965).

A principios de 1900, la industria farmaceutica puso en marcha la produccion de
nuevos medicamentos. Para la fabricacion de muchos de ellos se utilizaron los principios
activos de determinadas plantas medicinales, creyendo que las acciones atribuidas a dichas
sustancias, se verian incrementadas, y permitir asi realizar terapias donde la cantidad de
principio activo es superior al que posee la planta. Pero se comprobd que las propiedades de
dichas sustancias, eran menos eficaces y existia peligro de producir intoxicaciones e
intolerancias, cosa que no ocurria con la utilizacién de la planta entera

La OMS hizo un Ilamado para que los paises incrementen sus esfuerzos para controlar
la resistencia antimicrobiana; promover las politicas nacionales de desarrollo sustentable para
el uso racional de antimicrobianos; desarrollar sistemas de comunicacién para recabar y
compartir datos sobre resistencia en patdgenos especificos y el uso de antimicrobianos y
promover la investigacion y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (WHO, 2002).

Los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja con
respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan siempre
biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias, que van a
potenciarse entre si, de forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que han aumentado las investigaciones y
estudios cientificos de las plantas medicinales, todavia no se conocen muchos de los principios
activos a los que deben las plantas sus cualidades (Hernandez et al., 2003).



Dichas cualidades terapéuticas o toxicas han propiciado el estudio de su composicion
quimica, andlisis estructural de sus componentes y posteriormente su sintesis para aplicaciones
en la industria farmacéutica. De lo anterior se deduce que la importancia de los productos
naturales en medicina, se basa no solamente en los efectos farmacoldgicos o
quimioterapéuticos que los extractos vegetales pudieran poseer, sino también en la posibilidad
que representan para el desarrollo de nuevas drogas a partir de las estructuras quimicas que se
Ileguen a elucidar a partir de estos. Para evaluar su eficiencia y garantizar su inocuidad se
necesita realizar un tamizaje extensivo mediante pruebas quimico-bioldgicas y citotoxicas de
este tipo de compuestos (Alanis, 1994).

Tomando como base lo anterior, en este trabajo se estudiaron plantas que se utilizan
comUnmente y de manera empirica, tales como Cinnamomum zeylanicum (canela), Syzygium
aromaticum (clavo), Eucalyptus camaldulensis (eucalipto) y Psidium guajava (guayaba), con
la finalidad de estudiar su posible actividad antibacteriana y antifungica, asi como su actividad

citotdxica sobre lineas celulares normales y tumorales.



3. ANTECEDENTES

3.1 Las plantas como fuente de compuestos medicinales

El reino vegetal posee muchas especies de plantas que contienen principios activos con
potencial medicinal ain por descubrir. En la naturaleza existen entre 250 000 a 500 000
especies vegetales, de las cuales se estima que menos del 10% han sido estudiadas en sus
aspectos quimicos o farmacologicos.

Un grupo importante son las llamadas plantas medicinales, el uso de éstas como
fuentes de nuevos farmacos puede ser mas econémico y rentable de lo que cominmente se
cree. Actualmente son alrededor de 120 compuestos quimicos derivados de plantas que se
utilizan como agentes terapéuticos. Menos de una docena de ellos se producen
comercialmente por sintesis 0 modificacion quimica del compuesto natural, los restantes se
extraen y purifican directamente de plantas pertenecientes a unas 90 especies. (Abreu y
Cuéllar, 2008

Por otro lado, la herbolaria en México ha estado presente desde la época prehispanica
como lo muestra una de las fuentes bibliograficas histéricas mas importantes de México
conocido con el nombre de Cddice Badiano; donde se puede encontrar una descripcion del
uso medicinal de mas de 150 platas Mexicanas utilizadas en esa época.

Cerca del 57 % de los farmacos vendidos en Estados Unidos son derivados sintéticos o
analogos de productos naturales. De 1983 a 1995, mas del 60 % de las drogas aprobadas para

el tratamiento del cancer e infecciones se basaron en productos naturales. (Setzer et al., 2003).



3.2 Familia Lauraceae y Myrtaceae

3.2.1 Canela Cinnamomum zeylanicum Brey

La canela en rama es originaria de Sri Lanka, pero también se cultiva en Brasil,
Birmania, India, Indonesia, Indias occidentales e islas del océano Pacifico. EI mayor productor
sigue siendo Sri Lanka seguido de las islas Seychelles. Uno de los principales importadores de
canela de Sri Lanka es México.

De la corteza del tallo se han preparado diversos tipos de extractos (cloroformo, éter de
petréleo, etandlico, acuoso, tintura y aceite esencial) y se han evaluado para conocer su accion
antibidtica frente a varias especies bacterianas, entre otras, Bacillus subtillis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella brobchiseptica, Sarcina lutea y
Mycobacterium tuberculosis. Con excepcion de la tintura, todos los extractos dieron resultados
positivos de actividad antibacteriana (Pahlow, 1981) También se ha demostrado buena
actividad antifangica contra los siguientes dermatofitos: Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y T. rubrum por parte de fenilpropanoides
aislados de la canela (Zacchino et al., 1999).

Contiene taninos que explican su accién astringente y anti diarreica ya que precipitan
las proteinas superficiales de las células, disminuyendo su permeabilidad y originando una
capa proteica insoluble sobre la mucosa inflamada, que protege de las sustancias irritantes e
impide las exudaciones y secrecion mucosa, asi como la absorcion de toxinas bacterianas

dando como resultado una accion antidiarreica (Alonso, 2004).

3.2.2 Componentes quimicos del aceite esencial de la corteza de canela

El aceite contiene de 55 a 85% de componentes carbonilicos, siendo el aldehido

cinamico el principal compuesto. En menor cantidad: o-metoxialdehido cinamico, eugenol (5

a 11%) hidrocarbonatos (a-pineno, p- cimeno, a-felandreno) aldehidos (bencilico, cuminico,



nonilico, furfural) cetonas (metil amil cetona) y también trazas de alcohol (linalol), timol y
carvacol. En la corteza fresca se presenta el cinamil-acetato, que durante el secado se
transforma en aldehido cinamico. En la corteza de las raices el aceite esencial se compone
principalmente de canfora ademas de otros monoterpenos, taninos (2%), azlcares: almidon e
indicios de mucilago, contiene el azlcar invertido manitol, cumarinas, diterpenos y
sesquiterpenos, cinnzeilanina y cinzeilanol, cariofileno. minerales: oxalato de calcio de 2.5 a
6%, Otros: bencilisoquinolina, berberina, metileugenol, miristicina, elamicina, ac. miristico,
ac. laurico, aldehido cuminico, fenantroquinolicidina, fenantroindolicionina. (Friedman et al.,
2000; Shu-Wei, 2009)

3.2.3 Clavo Syzygium aromaticum (L)

El clavo muestra actividad antiséptica, antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiespasmaddica y anestésica local. Durante la Edad Media, el clavo se empled para
contrarrestar la peste y los olores fétidos, asi durante el siglo XIII, sobre todo la aristocracia,
usaba las llamadas manzanas de ambar que contenian clavo, también se empleaba el aceite de
clavo (eugenol), conseguido mediante destilacion, que conservaba muchas de las propiedades
de la planta.

El aceite esencial ha mostrado actividad antibacteriana sobre microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos, que se ha atribuido a la estructura fenolica del eugenol. Este
compuesto es capaz de inhibir también el crecimiento de levaduras como Candida albicans y
C. neoformans y de hongos filamentosos. Por otro lado, el extracto metandlico ha sido
efectivo contra a patdgenos anaerobios orales Gram-negativos, siendo los principales
responsables de esta accion los flavonoles kempferol y miricetina. El extracto acuoso es un

potente inhibidor del crecimiento de Helicobacter pilori (Arteche, 1998).



3.2.4 Componentes quimicos del aceite esencial del clavo

El aceite volatil obtenido de esta planta estd constituido por un fenilpropanoide, otros

componentes son acetato de eugenilo, el eugenol con acetileugenol, o-—cariofileno,
B—cariofileno, metilsalicilato, benzaldehido y los sesquiterpenos a—copeno, y—cadieno,

d—cadieno y a—cubeno, también se han identificado c-glucosilcromonas tales como bioflorina
e isobiflorina. Taninos, entre los que destaca el elagitanino eugeniina, ademas se encuentran la
casuarictina, telimagrandina | y 1,3-di-O-galoil-4,6(S)-hexahidroxdiifenoil-beta-D-
glucopiranosa. Otros comuestos que se han encontrado son flavonoides (kempferol vy
mamnetina), esteroles (sitosterol, campesterol y estigmasterol) asi como sustancias diversas

(éster metilico de acido crategolico y lipidos) (Wren, 1994).

3.2.5 Guayaba Psidium guajava (L)

La referencia mas antigua se encuentra en la obra de Martin de la Cruz del siglo XVI
donde se menciona como antidisentérica y antitérmica. EI Cddice Florentino, relata su uso
para curar las diarreas, asi como para curar un gran nimero de enfermedades, especialmente
de los ojos (Pahlow, 1981)

Las partes de la planta que se usan medicinalmente son los frutos, hojas, corteza y
raices, las principales propiedades medicinales que se le atribuyen son accion antibiotica,
antidiarreica, antiespasmolitica, astringente, desinflamante, expectorante, sedante y sudorifica
en el tratamiento de problemas digestivos, catarro y tos.

Lin et al encontraron que los extractos acuoso y metandlico de hojas de P. guajava
mostraron efecto antidiarreico en ratas ademas presentaron actividad antimicrobiana in vitro
contra patdgenos que causan diarrea como Salmonella spp., Shigella spp. (S. flexneri, S.
virchow y S. dysenteriae) y Escherichia coli enteropatdgena. (Lin et al 2002). Ademas, el
extracto hidroalcohdlico al 40 % de las hojas tuvo efecto significativo contra Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Martinez, 1997).
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3.2.6 Componentes quimicos de las hojas del guayabo

Las hojas contienen un aceite esencial rico en cariofileno, nerolidiol, 3-bisaboleno,
aromandreno y para-selineno. También se han detectado el beta-sitosterol, los triterpenoides;
acidos oleandlico, ursolico, categolico y guayavélico; 10 % de taninos derivados del acido
eldgico y los flavonoides quercetina y quercitin-3-arabindsido. En la raiz se han detectado

leucocianidinas, esteroles y acido galico (Fu, 2009; del Monte 1998).

3.2.7 Eucalipto rojo Eucalyptus camaldulensis (Dehnh)

Los eucaliptos son ricos en diversos principios, sobre todo en eucaliptol, un polialcohol
de propiedades antisépticas, sedativas y anticatarrales que se usa en forma de esencia o por
obtencion de vapores a partir de sus hojas, para curar los procesos infecciosos de las vias
respiratorias.

En la medicina tradicional se ha reportado su uso como anestésico, antiséptico,
astringente, como remedio para los resfriados, colicos, tos, diarrea, disenteria, hemorragias,

laringalgia, laringitis, faringitis, espasmos y traquealgia (Duke and Wain, 1981).

3.2.8 Componentes quimicos de las hojas del eucalipto

El aceite esencial contiene hasta un 80% de eucaliptol, aldehidos, hidrocarburos,
pineno, canfeno, azuleno, tanino y resina.otros componentes son el alfa-tujeno 4.25%, alfa-
pineno 1.36%, sabineno 1.43%, beta-pineno 0.10%, myrceno 0.87%, alfa-fellandreno 0.32%,
alfa-terpineno 0.20%, para-cimeno 34.99%, beta-phellandreno 5.94%, 1,8-cineol 2.71%,
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gamma-terpineno 0.47%, trans-sabineno hidrato 0.35%, oxido cis-linalool 0.13%, terpinoleno
0.13%, alfa-o-dimetilestireno 0.10%, hidrato de cis-Sabineno 0.43%, linalool 3.39%, beta-
tujon 0.25%, trans-p-ment-2-en-1-ol 1.11%, terpinen-4-ol 5.72%, cripton 13.70%, p-cimen-8-
ol 0.50%, alfa-terpineol 1.21%, cuminaldehido 3.65%, linalil acetato 2.33%, cuminil alcohol
0.95%, carvacrol 0.47%, alfa-terpinil acetato 0.19%, geranil acetato 0.16%, allo-
aromadendreno 0.35%, (E)-beta-farneseno 0.28%, espatulenol 4.30% y 6xido de cariofileno
0.43% (Pappas, 2000).

3.3 Problemaética de la resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es un fenomeno bioldgico natural que puede ser
acelerado por una variedad de factores, incluyendo las practicas humanas. El uso de un
antimicrobiano para cualquier infeccion, real o temida, en cualquier dosis y durante cualquier
periodo de tiempo, fuerza a los microbios a adaptarse o morir en un fenémeno conocido como
"presion selectiva”. Los microbios que se adaptan y sobreviven son portadores de genes para

la resistencia, que pueden ser transmitidos.

Las bacterias son particularmente eficientes en la mejora de los efectos de la
resistencia, no solo por su capacidad para multiplicarse muy rapidamente, sino también porque
pueden transferir sus genes de resistencia cuando se replican.

Existe evidencia que apoya la opinion de que el alto consumo de antibidticos es el
factor critico en la seleccion de resistencia. Paraddjicamente, la falta de uso por problemas de
acceso, la dosificacion inadecuada, la falta de adherencia a los antimicrobianos puede
desemperfiar un papel tan importante como el uso excesivo. Por estas razones, la mejora en el
uso de antimicrobianos es una prioridad y la aparicion y propagacion de la resistencia deben
controlarse de manera eficiente.

En septiembre de 2001, la OMS lanz6 la primera estrategia mundial para la lucha

contra los graves problemas causados por la emergencia y propagacion de la resistencia a los
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antimicrobianos conocida como la Estrategia Mundial OMS de contencion de la resistencia a
los antimicrobianos. Las malas précticas de prescripcion en cualquier pais ahora amenazan
con minar la potencia de los antimicrobianos en todas partes (WHO 2002).

Se estima que més del 60% de los resfriados comunes son tratados con antibioticos,
contribuyendo al desarrollo de la resistencia bacteriana a estos farmacos. Algunas de las
bacterias resistentes podria pertenecer a la flora normal del individuo y dicha resistencia
podria ser transferida a otras bacterias oportunistas o patdgenas poniendo en riesgo al
hospedero. Asi, al intentar combatir con antibidticos a la segunda bacteria, ésta ya es resistente
y la enfermedad permanece en el individuo.

Es de particular importancia la adquisicion de microorganismos patogenos u
oportunistas de la flora normal que predispone a los individuos comprometidos a una posterior
invasion por sus propios microorganismos nativos, principalmente en los pacientes
postoperatorios y en los sujetos tratados con antibioticos, farmacos inmunosupresores o
agentes antineoplésicos. Estos microorganismos incluyen patgenos comunes como S. aureus
y cepas invasoras de E. coli, asi como también otras enterobacterias, Pseudomonas, hongos
oportunistas y virus.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), aunque dificiles de cuantificar, se
estiman relevantes en la salud de los mexicanos. Entre las bacterias que pueden sobrevivir en
los alimentos y que conservan una patogenicidad elevada esta especialmente la familia

Enterobacteriaceas (Beiio, 1990)

3.3.1 Familia Enterobacteriaceae

Las Enterobacterias son bacilos Gram-negativos pequefios (0.5 por 0.3 um) que no
forman esporas. Pueden ser moviles o inmoviles.

Para los nifios muy pequefios, los ancianos, los desnutridos y las personas que viven en
condiciones marginales, la diarrea representa una entidad grave gque constituye una amenaza

para la vida. Hasta una tercera parte de las muertes pediatricas que ocurren en los paises en
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desarrollo son atribuibles a la diarrea y a la deshidratacién que ésta provoca. Se estima que
cada afio se producen entre 3000 y 5000 millones de casos de diarrea, con 5 a 10 millones de
muertes, en Africa, Asia y América Latina.

Histdricamente las Enterobacteriaceae han sido divididas en patdgenos oportunistas y
patdgenos intestinales. Los patdgenos intestinales tradicionalmente han incluido a los
miembros de los géneros Salmonella, Shigella y Yersinia, y los patégenos oportunistas a todos
los demas géneros.

La familia de las Enterobacteriaceae contiene los géneros, Salmonella, Shigella, que se
encuentran entre las causas principales de la diarrea bacteriana. Las especies de, Shigella
constituyen las causas mas importantes de la disenteria bacilar, una enfermedad que se
caracteriza por colicos abdominales y la deposicion frecuente y dolorosa de un exceso
volumen de heces que contienen sangre y moco (Padilla, 2006)

En México, la incidencia es de 10 por cada 100,000 habitantes. De hecho, de 1989 a
1993, la incidencia disminuyo a la mitad, coincidiendo con las campafas del Sector Salud para
la prevencion del colera. El grupo méas afectado es el de adultos jovenes, de 19 a 44 afios de
edad. (Calva, 2007; Brock.et al.,1998).

Por otra parte, en un estudio de 5 afios en unidades de cuidado intensivo en Cuba en el
2002 Cordero Ruiz y cols observaron que los Gram-negativos eran los principales agentes
causales de bacteriemia en sentido general, pero porcentualmente hubo cifra significativa de
cepas aisladas de estafilococos coagulasa positivos (66,6 % de Enterobacter aerogenes)
(Cordero et al., 2002).

Dentro de las bacterias causantes de enfermedades géastricas importantes, también se
encuentra Escherichia coli, la cual puede ser responsable de diarreas y de enfermedades que
llegan a ser muy graves, como la colitis hemorragica y sindrome urémico (Donnenberg y
Kaper,1992). Sin embargo, existen varias maneras de interaccionar con el epitelio intestinal y
de causar diarrea por E. coli.

El género Escherichia contiene una sola bacteria, E. coli, la cual es el principal
habitante facultativo del intestino grueso y es el patdgeno humano aislado con mayor
frecuencia como agente causal de infecciones de las vias urinarias y de heridas, de neumonia,

de meningitis y de septicemia. Ciertas cepas de E. coli también son patdgenos intestinales
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importantes que causan una amplia variedad de enfermedades gastrointestinales (Caron et al.,
1989).

En 1993 se presentaron un ndmero inusual de nifios con fallas renales en los hospitales
cercanos a Seattle, Washington (EUA). Los nifios habian tenido una fuerte y dolorosa diarrea
con sangre antes de presentar dafios al rifion (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de E. coli enteroagregativas (EAEC) causan diarrea persistente en nifios. Al
igual que las cepas ETEC, estas células producen toxinas ST y hemolisinas y se adhieren al
intestino delgado y no son invasivas (Cravioto et al., 1991).

La versatilidad bioquimica de E. coli le permite no sélo invadir el tracto digestivo, sino
también el sistema urogenital, causando infecciones. Las cepas uropatogénicas (UTI) son
dispersadas en las comunidades (colegios, internados, centros de trabajo y recreacion), siendo
el grupo mas suceptible las nifias menores de 10 afios y las mujeres de 20 a 40 afos.
Infecciones causadas por UTI son muy raras en hombres. Las infecciones causadas por estas
bacterias causan normalmente cistitis, aunque en ocasiones pueden llegar a causar pielonefritis
al invadir el rifion (Salyers y Whitt 1994).

Los estafilococos son microorganismos ubicuos responsables de mas del 80% de las
enfermedades supurativas que se observan en la practica médica y ocupan el segundo lugar
después de E. coli como causa de las infecciones adquiridas en el hospital.

Los microorganismos del género Bacillus son bacilos gram-positivos, aerobios,
grandes, se agrupan formando cadenas. Bacillus cereus puede crecer en los alimentos y
producir una enterotoxina y producir envenenamiento, también puede acompafiar a varias
infecciones sintomaticas oportunistas (Jawetz. 1990)

La intoxicacion alimentaria por B. cereus, origina el llamado sindrome emético, que
surge después de un breve lapso de incubacién y se caracteriza por nauseas, vomitos, célicos
abdominales y diarrea en el 33 % en promedio de los pacientes. También causa un sindrome
diarreico con un periodo de incubacion mas largo y se caracteriza por colicos abdominales
moderados a intensos y diarrea acuosa y en el 25 % de los pacientes surgen vomitos (Kasper et
al., 2006).
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3.3.2 Familia Micrococcaceae

El Staphylococcus es el Unico género de importancia médica en la familia
Micrococcaceae. Los estafilococos son gérmenes Gram-positivos y algunas de sus cepas
producen una enterotoxina termoestable. Las principales fuentes de infeccion son fomites
contaminados, el aparato respiratorio y lesiones en la piel (Jawetz et al., 1983). Los
estafilococos habitan normalmente en la piel de los mamiferos pero si se rompe la barrera de
la superficie a causa de un traumatismo o por cirugia y los microorganismos ganan acceso a
los tejidos subyacentes pueden producir endocarditis aguda y lesiones metastaticas
diseminadas. Un factor importante en la persistencia del microorganismo es su capacidad para
desarrollar resistencia a los antibidticos antiestafilococicos (Jokik et al., 1997).

Aunque normalmente estan presentes en la nariz y en la piel del 20 al 30 por ciento de
los adultos sanos (y menos frecuentemente en la boca, las glandulas mamarias y los aparatos
genitourinario, intestinal y las vias respiratorias altas), los estafilococos no suelen ser
perjudiciales. Los individuos propensos a las infecciones estafilococicas son los recién
nacidos, las mujeres en periodo de lactancia, las personas con enfermedades cronicas
(especialmente afecciones pulmonares, diabetes y cancer), las que presentan afecciones
cutaneas e incisiones quirurgicas y aquellas cuyos sistemas inmunoldgicos estan inhibidos por
el uso de corticosteroides, radioterapia, farmacos inmunodepresores o medicamentos
anticancerosos.

Una infeccidn estafilocdcica del intestino suele provocar fiebre, asi como hinchazoén y
distension abdominal, debido a una suspension temporal de los movimientos contractiles
normales del intestino (ileo) y diarrea. La infeccion es mas frecuente entre los pacientes
hospitalizados, en especial los que han sido sometidos a cirugia abdominal o han recibido un
tratamiento con antibioticos (MSD, 2005).

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la rama y de

las proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias. P. aeruginosa se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza se puede aislar de muestras de suelo, aguas y

contaminadas, asi como de plantas y animales. Todas las cepas son potencialmente patdgenas
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para el hombre. Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos
orgénicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en los que son
escasos los nutrimentos que otros organismos pueden asimilar Se obtienen aislamientos de
esta bacteria a partir de entre el 2 y el 8% de las heces de personas sanas lo que nos muestra
que nuestro contacto con esta bacteria es cotidiano y sélo representa una amenaza para nuestra
salud en condiciones especiales. P. aeruginosa representa un problema importante de salud en
centros hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cancer o con quemaduras
Una vez que se establece la infeccion, P. aeruginosa produce una serie de compuestos toxicos
que causan no sélo dafio tisular extenso, sino adicionalmente interfieren con el funcionamiento
del sistema inmune. P. aeruginosa, presenta una muy alta resistencia natural a distintos
antibidticos y a desinfectantes.

Por otra parte, en ambientes acuosos esta bacteria se adhiere a superficies, produciendo
una especie de agregado llamado biopelicula. La formacion de estos cimulos de bacterias y
material extracelular representa un problema de salud pues contamina dispositivos que se
implantan dentro del cuerpo, como por ejemplo dispositivos intrauterinos, catéteres o valvulas

cardiacas (Sober6n-Chavez, Palmeros 1994).

3.3.3 Micosis Superficiales

Emmons, en 1934, clasifico los dermatofitos en tres géneros anamorficos (asexuales):
Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton, clasificacion que sigue aceptandose en la
actualidad. Los teleomorfos de los dermatofitos se clasifican en un género, Arthroderma. Por
otra parte, segun la adaptacion de cada una de las especies o variedades de estos hongos a
diferentes animales u otros reservorios ecoldgicos se dividen, clasicamente, en especies
geofilicas, zoofilicas y antropofilicas.

Los dermatofitos antropofilicos causan micosis solo en el hombre, entre ellos:
Microsporum audouinii, Trichophyton rubrum, Trichophyton schoenleinii, Trichophyton
mentagrophytes var. interdigitale, Trichophyton tonsurans, Trichophyton violaceum,

Epidermophyton floccosum etc. Entre los dermotofitos zoofilos, que originan micosis en los
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animales, a partir de los cuales se infecta el hombre, se puede citar a Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, var. mentagrophytes, Trichophyton verrucosum, Trichophyton
equinum, Microsporum gallinae, etc. Por ultimo, los gedfilos, especies que se encuentran en el
suelo como saprofitos, nutriéndose de la queratina existente en él (pelos, escamas, plumas) y
con quienes tanto el hombre como los animales se infectan directamente: Microsporum
gypseum, Microsporum fulvum, Microsporum nanum, Microsporum cookei.

Los hongos saprofitos son dificiles de controlar debido a que se asocian con
mecanismos de defensa dafiados del hospedero, y los agentes terapéuticos utilizados para su
tratamiento con frecuencia son, por si mismos citotoxicos (Conner y Beuchat, 1984).

Los hongos, tanto filamentosos como las levaduras son células eucaridticas. Esto hace
que sus diferencias con las células del organismo sean menores comparadas, por ejemplo, con
las que presenta una bacteria. La Unica estructura diferente es la pared celular; pero hasta el
momento no hay antimicrobianos que inhiban sin perjudicar en alguna forma al huésped
(Becker et al., 1983).

Entre 1807 y 1828, se presentaron en Paris 25 000 casos de tifia de la cabeza.En 1845,
Malmstein cre6 el género Trichophyton e identifico a Trichophyton tonsurans; que es un
hongo que frecuentemente causa micosis superficiales; en México esta presente en un 15 a
28% de los casos. En Alemania, en 1894, Busse, y en 1895, Buschke, describieron el primer
caso de criptococosis en seres humanos con lesiones cutaneas y 6seas. En 1901 Vuillemin
clasificé a la levadura en el género Cryptoccoccus y llamo C. neoformans a este hongo. En
1898, Benjamin Schenck, definid a la esporotricosis y su microorganismo causal y en 1900,
Hektoen y Perkins informaron el segundo caso y Ilamaron al hongo aislado Sporothrix
schenckii. En 1947, Simson informé una epidemia de alrededor de 3 000 casos en minas de
oro de sudafrica. Gayon reportdé en la Academia Nacional de Medicina el primer caso en
México en1913 y lo publicd en 1914 en la Gaceta Médica de México (Arenas, 1993).

De las distintas especies antes citadas, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes,
T.rubrum y E. floccosum son de distribucion universal, siendo las que se aislan con mas
frecuencia en nuestro medio (Koneman y Roberts 1984)

Candida albicans: La candidiasis es ocasionada por el hongo C. albicans o cepas
relacionadas. Las cepas Candida son patdgenos comunes, que un sistema inmunoldgico

saludable generalmente puede mantener bajo control. En la mayoria de los casos, la
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candidiasis es la primera sefial de deterioro inmunolodgico. La candidiasis puede afectar a la
piel, las ufias, o las membranas mucosas, pero es mas comun en la boca (afta oral), la garganta
(candidiasis del es6fago) y la vagina. La candidiasis no suele diseminarse por el cuerpo. La
candidiasis leve oral y vaginal pueden ser tratadas con medicamentos topicos administrados en
el &rea afectada; el tratamiento topico tiene preferencia siempre que sea posible, a fin de evitar
el desarrollo de la Candida farmacolégicamente resistente.

Cryptococcus neoformans : La criptococosis es causada por un hongo parecido a la
levadura, llamado C. neoformans, el cual se encuentra en la tierra y en el excremento de las
aves. Se transmite a través de la inhalacién de polvo contaminado. La criptococosis
usualmente afecta a personas con menos de 50 linfocitos CD4/mm?®. La afeccién més comdn
de la enfermedad es la meningitis criptococal, una inflamacion de las membranas que rodean
el cerebro y la columna vertebral; si no es tratada, la enfermedad puede derivar en coma y
muerte. La criptococosis también puede afectar a otras areas del cuerpo incluyendo la piel, los
pulmones (neumonia criptococal) y el cerebro (encefalitis). Después del tratamiento primario,
se requiere una profilaxis secundaria de por vida para prevenir la reaparicion (Highleyman,
1999).

3.4 Cultivos celulares

Los ensayos de citotoxicidad son técnicas de cultivo celular que, en cierto modo, han
sido disefiadas para sustituir a la metodologia in vivo (Cohen, 1995). El cultivo celular es muy
adecuado como modelo para el estudio del desarrollo y la diferenciacion, por lo que las lineas
celulares que conservan la capacidad de diferenciarse in vitro son objeto de un intenso estudio.
Las dos principales ventajas cuando se utilizan los cultivos celulares son: el control del medio
fisicoquimico, a saber, pH, temperatura, presién osmotica, tension de oxigeno (O,) y gas
carbénico (CO,) de las células cultivadas y, las condiciones fisiologicas que deben ser
constantes. La mayoria de las lineas celulares requieren para su buen desarrollo la adicion de
suplementos en el medio en que se cultivan, ejemplo de esto es el suero, el cual provee
hormonas y otras sustancias reguladoras (Borg, et al.,, 1985). El control del medio

fisicoquimico y de las condiciones fisiologicas permite el cultivo de células especificas.
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Los cultivos de células permiten someter a las mismas a una baja y definida
concentracion de reactivos asegurando un acceso directo en ellas, lo que ahorra en un 90% lo
requerido para la inyeccion del reactivo in vivo, su excrecion y su posterior distribucion a los
tejidos en estudio. Aungue los estudios in vivo resulten mas econémicos que los in vitro son
descartados porque el uso de la experimentacion en animales resulta cuestionado en aspectos
legales, morales y éticos (Paniagua et al., 2003)

Existen tres tipos de cultivos celulares: cultivo celular primario, originado de un tejido
u Organo recién obtenido, cultivos celulares continuos, que son lineas celulares derivadas de
tumores cultivadas indefinidamente y cepas celulares derivadas de tejidos normales con
nimero de subcultivos limitados (Zapata, 1982) Las técnicas para el cultivo de células
incluyen el método para células animales en superficie sélida, utilizando un medio liquido,

que fue originada y desarrollada por Earle y cols en 1947 (Garcia, 1981).

3.4.1 Caracteristicas principales de las lineas celulares utilizadas

Células OK
NUmero de la ATCC: CRL-1840
Propiedades de crecimiento: adherente

La linea celular OK (Opossum Kidney) fue desarrollada originalmente para usarla
como fuente de cromosomas X en un estudio de la inactivacion de X, y posteriormente se
encontré que eran un excelente modelo de cultivos celulares para el epitelio del tubulo
proximal del rifién. En cultivo estas células exhiben una variedad de receptores, y se han
utilizado extensamente como modelo para estudiar esos receptores; fue establecida a partir del
rindn de la zariglieya americana, hembra adulta de Didelphis marsupialis virginiana
(opossum) Koyama et al, 1978, sirve como un sistema modelo de tubulos proximales debido a
la considerable similitud de sus procesos de transporte de solutos, como ocurre in vivo
(Malstrém et al, 1987). Estas células poseen propiedades altamente diferenciadas tales como
una cadena hormonal completa de sefiales de transduccion para la inhibicion de la toma de
fosfato por la hormona paratiroidea (Malstrém et al, 1988). Los cultivos de células de epitelio

renal desarrollan una organizacion polarizada, crecen formando monocapas confluentes y
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forman domos sobre soportes permeables. La Ultima caracteristica indica transporte
transepitelial de solutos (Handler, 1986). Otras caracteristicas que presenta son el transporte de
hexosas, aminoacidos, fosfato inorganico y receptores para la hormona paratiroidea
(Terteloaum y Strewler, 1984). También permiten un intercambio reducido de iones Na* e H*
y transporte de fosfato acoplado a sodio (Malstrom y Murrer, 1986). Las monocapas que
forman muestran una resistencia transepitelial de 63 + 15 omms/cm?® (Hori et al, 1993),
aunque Schwegler la encuentra de 41 omms/cm? (Schwegler et al, 1989). En cultivo el lado
apical queda expuesto al medio de cultivo y es equivalente al lado luminal del epitelio tubular
in vivo, y al mismo tiempo queda accesible a sustratos marcados, mientras que la membrana
basolateral se orienta hacia el material de soporte (Carranza 1997).

Células MCF7

NUmero de la ATCC: HTB-22

Propiedades de crecimiento: adherente

Este tipo de células de morfologia epitelial fue obtenida de la glandula mamaria con
adenocarcinoma pleural de la efusidn (receptor estrogénico positivo) de una hembra humana
(Homo sapiens) caucésica de 69 afios de edad. Se han visto productos celulares como
proteinas de union al factor del crecimiento como la insulina (IGFBP) BP-2; BP-4; BP-5. La
secrecion de IGFBP se puede modular por el tratamiento con anti-estrégenos.

La linea MCF7 conserva varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado
incluyendo capacidad de procesar estradiol via receptores citoplasmicos del estrégeno y la
capacidad de formar bovedas o domos. Contiene el oncogen Tx-4.

El crecimiento de las células MCF7 es inhibido por el factor de necrosis tumoral alfa
(alffa TNF).

Presenta el oncogen wnt7h + y el antigeno de sangre tipo O, Rh +.

El cariotipo muestra que el nimero de cromosomas de la linea madre esta en un rango
de hipertriploide a hipotetraploide, con el componente 2S ocurriendo en un 1%. Habia de 29 a
34 marcadores cromosomas por metafase S; de 24 a 28 marcadores ocurrieron en por lo menos
el 30% de células, y generalmente eran reconocibles un marcador submetacéntrico (M1) y 3
grandes grandes subtelocéntricos (M2, M3, y M4) en cerca del 80% de las metafases. No se
detectaron ningunos DM. EIl cromosoma 20 era nullisomico y X era disdbmico. Se pueden
encontrar las isoenzimas AK-1, 1; ES-D, 1-2; G6PD, B; GLO-I, 1-2; PGML1, 1-2; PGM3, 1
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Células CHANG
Ndmero de la ATCC: CCL-13
Organismo: Homo sapiens (humano)
Morfologia: Epitelial

Esta linea fue pensada originalmente para ser obtenida de tejido normal del higado,
pero posteriormente fue encontrada, basado en analisis de isoenzimas, marcadores
cromosomales, y huella dactilar del DNA de células HelLa, entonces se establecié como
contaminacion de las células HeLa. Las células son positivas para la queratina por la tincion
de la inmunoperoxidasa. Es transcriptasa reversa negativa y presenta las isoenzimas G5PD y
A.

Es susceptible a los virus poliovirus 1, 2, 3; adenovirus 3; estomatitis vesicular
(Indiana). Es tumorigénico en los hamsteres de Siria.
LLC-PK;
Ndmero de la ATCC: CL-101

La linea celular LLC-PK; fue obtenida en 1958 por Hull et al. A partir del rifién de un
cerdo (Sus scrofa) macho normal Hampshire de 3 a cuatro semanas. Las células son
epitelioides y no tumorigénicas, forman domos y producen cantidades considerables de
activadores de plasmindgeno. Las células LLC-PK; retienen algunas caracteristicas del tdbulo
proximal y expresan alta actividad de enzimas marcadoras de membrana Yy de transporte
apical dependiente de Na+, de glucosa, aminoacidos y fosfato. Morfoldgicamente, el dominio
de la membrana apical se caracteriza por la presencia de microvellosidades, las cuales
incrementan en numero y tamafio con la edad del cultivo. Existe un contacto bien desarrollado
entre célula y célula. Las células LLC-PK; no responden a la hormona paratiroidea, pero
expresa ambos subtipos de receptores para los receptores de vasopresina V1 y V, y tienen una
baja respuesta a la calcitonina y a la oxitocina. Metabdlicamente las células LLC-PK; no son
capaces de realizar la gluconeogenesis. Se puede hacer el restablecimiento de esta ruta por una
adaptacion mas selectiva de las condiciones de cultivo, cambiando la glucosa por piruvato o

manteniendo las células en un medio bajo en glucosa (Ronald, 1992).
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4. HIPOTESIS

Los extractos vegetales de plantas de las familias Myrtaceae y Lauraceae presentan

compuestos con actividad bactericida, fungicida y/o citotoxica.
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5. JUSTIFICACION

La creciente resistencia bacteriana desarrollada por los patogenos a distintas
infecciones comunitarias e intrahospitalarias asi como a micosis representan un importante
problema de salud en México y se les ha relacionado con una alta incidencia de mortalidad. El
70% de las bacterias responsables de las infecciones nosocomiales son resistentes al menos a
uno de los antibidticos mas utilizados para tratarlas. La severidad de las micosis oportunistas
se incrementa en individuos inmunocomprometidos y se ve afectada por los factores de
virulencia del hongo y las condiciones en que se lleva a cabo la interaccion hospedero-
parésito. Ademas en México, el cancer de mama es la segunda causa de muerte entre las
mujeres mexicanas adultas de 30 a 54 afios de edad y resultan muy preocupantes las
predicciones que indican que 1 de cada 8 mujeres desarrollara cancer de mama a lo largo de
su vida. Por otra parte alrededor del 57% de medicamentos que se venden en los Estados
Unidos se basan en productos naturales, lo son por si mismos, derivados sintéticos o analogos
de éstos; de tal forma que de 1983 a 1995, mas del 60% de los nuevos medicamentos
aprobados para el tratamiento del céncer y las infecciones fueron disefiados a base de
productos naturales, la OMS ha estimado que el 80% de los habitantes de los paises en vias de
desarrollo dependen de las plantas para satisfacer sus necesidades de atencién primaria de
salud. Nuestro pais posee una gran diversidad de plantas con uso medicinal con un escaso
conocimiento cientifico, lo que nos da la pauta para realizar la investigacién de los
compuestos activos en plantas utilizadas en Mexico y validar sus propiedades farmacoldgicas
y efectos toxicos ya que en el mercado existen innumerables productos que se comercializan
promoviendo acciones terapéuticas sin bases cientificas que propician la automedicacion y
ante la falta de eficacia, una atencion médica tardia de sus males. Por lo tanto en este estudio
se seleccionaron plantas que pertenecen a las familias Myrtaceae y Lauraceae debido a que
son especies ampliamente utilizadas en nuestro pais en la medicina tradicional para curar
diferentes enfermedades y asi contribuira su conocimiento etnobotanico y si es posible, en el
desarrollo de farmacos antimicrobianos o antineoplasicos que sean tanto eficaces como

Seguros.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad bactericida, fungicida y citotdxica de extractos de Syzygium
aromaticum y Cinnamomum zeylanicum, Eucalyptus camaldulensis, y Psidium guajava e

identificar la estructura quimica de sus principios activos.

6.1 Objetivos especificos

1. Obtener los extractos de las plantas con solventes de distinta polaridad por dos
métodos soxhlet y agitacién continua a temperatura ambiente.

2. Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos obtenidos en Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella flexneri,
Enterobacter aerogenes, Bacillus cereus, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Cryptococcus neoformans, Candida albicans,
Candida parapsilosis y Sporothrix schenckii.

3. Separar por metodos cromatograficos las fracciones de los extractos activos.

4. Localizar el o los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana por el
método bioautografico.

5. Determinar la CMI de las fracciones activas.

6. Evaluar su efecto citotoxico sobre las lineas celulares OK (rifién de zarigueya),
LLCPK-1 (rifién de cerdo), CHANG (higado humano) y MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humano).

7. Aislar y purificar los compuestos activos y dilucidar su estructura por métodos

quimicos y espectroscopicos.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biologico

Tabla 1. Plantas estudiadas y parte de la planta utilizada.

Nombre Cientifico Familia
Cinnamomum zeylanicum (corteza) Lauraceae
Syzygium aromaticum (capullos) Myrtaceae
Eucalyptus camaldulensis (hojas) Myrtaceae
Psidium guajava (hojas) Myrtaceae

7.1.1 Descripcion de las plantas utilizadas

Syzygium aromaticum (clavo); Fam. Myrtaceae

Figura 1. Clavo (capullos).
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Reino: vegetal
Clase: angiospermae
Subclase: dicotiledoneae
Orden: myrtiflorae
Suborden: myrtineae
Familia: Myrtaceae
Género: Syzygium
Especie: aromaticum (Wren, 1994).

El clavo (Eugenia caryophyllus/Syzygium aromaticum) es un arbol de la familia de las
mirtaceas que tarda unos veinte afios en desarrollarse, con una altura entre doce y quince
metros, y que puede seguir produciendo fruto hasta cincuenta afios. Sus hojas se parecen
bastante a las del laurel, las flores tienen pétalos amarillos y la corteza es de color aceitunado.
Su ambiente ideal es el clima de caracter maritimo y tropical. El clavo posee un aroma fuerte,
caliente y rico, al probarlo es picante acido, fuerte y amargo y deja una ultima sensacion de
frio en la boca. Al cocinarlo su efecto se suaviza. Los clavos nacen en la punta de las ramitas
en grupos de diez a veinte y segun la estacion, da mas fruto en un lado que en otro. Los clavos
son blancos al principio, rojizos al madurar y al secarse, negros.

Los pétalos plegados con los estambres dentro forman la cabeza del clavo. Si se deja
que los capullos se desarrollen, florece y da un fruto rectangular colgante conocido como
madre del clavo.

Es de origen desconocido. Género con especies nativas de Asia, Malasia y Australia;
introducida en América y naturalizada en varias regiones tropicales. Asociada a bosque
tropical caducifolio En México se encuentra distribuido en Veracruz, Yucatan y Oaxaca.

(Pahlow, 1981).
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Cinnamomum zeylanicum (canela); Fam. Lauraceae

Figura 2. Canela (corteza).

Reino: vegetal

Clase: magnoliopsida

Subclase: dicotiledoneae
Orden: laurales
Suborden: magnoliineae
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum
Especie: zeylanicum (Sénchez O. S. 1980).

Esta planta pertenece a la familia de las lauraceas. Sus ramas crecen erguidas y
recubiertas de numerosas hojas de color verde brillante, siendo rojizos los nervios que las
recorren. Tienen forma ovalada, son bastante fuertes y resistentes y nacen enfrentadas de dos
en dos. Es originaria de Ceilan, desde donde se exporto a los paises europeos, incluida Espafia.

El arbol de la canela (Cinnamomum verum/Cinnmomum zeylanicum) es de hoja
perenne y puede alcanzar los diez metros de altura en su estado silvestre, pero se poda en
arboles mas pequerfios y densos para facilitar su cultivo. La especia es la corteza interna que se
extrae pelando y frotando las ramas y que una vez desprendida, es a su vez separada y vuelta a
pelar.

Esta planta es originaria de Ceilan y suroeste de la India. Esti presente en climas
calidos, semicalidos, semisecos y templados, entre los 100 y 200 m snm. Cultivado en huertos

familiares, solares o presente en terrenos de cultivo abandonados, asociada a vegetacion
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secundaria derivada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y
perenifolio, ademas del bosque mesofilo de montafia y bosque de pino (Pahlow M. 1981). En
México esta planta es cultivada a corta escala en algunos lugares de Veracruz y Chiapas.
(Martinez M. 1979).

Eucalyptus camaldulensis (eucalipto); Fam. Myrtaceae

Figura 3. Eucalipto (hojas).

Reino: Vegetal
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Eucalyptus
Especie: camaldulensis ( USDA, 2010).

El eucalipto es un arbol robusto y elevado que puede alcanzar con facilidad 15 6 20 m.
de altura, llegando en ocasiones hasta los 40 m. 0 ain mas. Posee un sistema radicular muy
desarrollado que penetra profundamente en busca de agua. El tronco que puede hacerse muy
grueso, presente una corteza lisa de color pardo-castafio a pardo-rojiza que se renueva
anualmente desprendiéndose en placas irregulares que dejan al descubierto la nueva corteza
blanquecina. Las hojas son curvadas y se disponen en ramillas angulosas, de forma que al
quedar las hojas verticales el arbol da poca sombra. Las hojas adultas tienen 12-22 cm. Los
frutos 7-8 cm. Esta es una especie de origen austral que habita en areas de climas célido,
semicalido, semiseco y templado entre los 500 y los 2500 m snm. Planta cultivada en huertos
familiares, ornamental, asociada a pastizal, matorral xeréfilo y bosque mixto de pino-encino

(Pahlow M. 1981).
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Psidium guajava (guayabo); Fam. Myrtaceae

Figura 4. Guayabo (hojas)

Reino: Vegetal
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Psidium
Especie: guajava (USDA 2010).

Psidium guajava es un arbusto o arbol pequefio de hasta 5 m de alto. La corteza es
lisa, rojiza y caediza. Las hojas son ovadas-elipticas, suaves de 6-15 cm de largo. P. guajava
presenta 12-20 nervaduras laterales. Las flores son de color blanco-rosado palido, con
numerosos estambres, de 1-2 cm de ancho. El fruto es una baya carnosa, de color amarillo o
rosado, de 2-6 cm de largo. P. guajava se conoce principalmente como planta cultivada con
frutos muy dulces. Se distribuye en varias partes de México y América Central, Cuernavaca,

Morelos y otros lugares célidos (Standley, 1961).

30



7.1.2. Cepas bacterianas

Se utilizaron los siguientes cultivos bacterianos provenientes del cepario del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.:
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Salmonella typhi , Escherichia coli y Shigella flexneri.

7.1.3Cepas fungicas

Las cepas de hongos tenian el mismo origen que los cultivos bacterianos. Cryptococcus
neoformans, Candida albicans, Candida parapsilosis, Sporothrix schenckii, Trichophyton

tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Microsporum gypseum.

7.1.4. Células

Se emplearon cultivos de células OK (rifion de zarigiieya), CHANG (higado
humano), LLCPK-1 (rifion de cerdo) y MCF-7 (adenocarcinoma humano) que
originalmente fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC) y

preservados en el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste del IMSS.

Figura 5. Imagenes representativas de células CHANG, células OK y células LLCPK1.
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7.2. Preparacion y extraccion del material vegetal

7.2.1. Recoleccion e identificacion de las plantas

El clavo se compro6 en el mercado Juarez de Toluca, Estado de México. NUmero de herbario
023493.

La corteza de canela se comprd en el mercado Juérez de Toluca, Estado. de México. Nimero
de herbario 023494.

Las hojas de eucalipto se colectaron en Santa Catarina N.L. Numero de herbario 023503.

Las hojas de guayabo se colectaron en San Nicolas de los Garza, N.L. Numero de herbario
024884.

7.2.2. Obtencion de extractos

Una vez colectadas las especies Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum,
Eucalyptus camaldulensis y Psidium guajava se tomd un espécimen de cada una para
depositarlo en el herbario para su identificacion y se dejaron secar a la sombra durante 8 dias.
Después , se trituraron cada una por separado en una licuadora, para extraerse despues
mediante dos técnicas: maceracion a temperatura ambiente y extraccion continua tipo
soxhlet.(Dominguez, 1973)

Para la técnica de maceracion a temperatura ambiente se utilizaron 30 g del material
vegetal con 150 mL de hexano, colocandolos en un matraz bien sellado para ser agitado a
temperatura ambiente en un agitador Dual Action Lab Line; luego de 7 dias se separé el
solvente del extracto por medio de un rotavapor tipo Biichi y se siguié la extraccion del

residuo vegetal con acetona y luego con metanol.
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Para el caso de la extraccion continua se utilizd un aparato de extraccion tipo soxhlet,
con 30 g de la planta y 500 mL de los mismos solventes anteriormente mencionados, los
extractos obtenidos fueron diluidos en etanol hasta obtener una solucion de trabajo a 25

mg/mL para ser utilizados en las pruebas microbioldgicas.

7.3. Evaluacién de la actividad antimicrobiana

7.3.1. Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado para las bacterias y hongos fue el medio C. Rivas (patente
No. 9810892) ya sea liquido o con 0.5 % de agar agar marca Difco. EI volumen de medio por
placa debe ser el adecuado para obtener una capa de 4 mm de espesor, aproximadamente de
25 a 30 ml de agar fundido y enfriado a 45-50° C. Para eliminar la humedad de la superficie

del medio, las placas se secaron incubandolas a 37° C durante 30-60 minutos.

7.3.2. Activacion de las cepas

Para la activacion de las cepas bacterianas se utilizé el medio liquido C. Rivas a pH 7,
incubandolas por 18 - 24 h a 37°C; los hongos se activaron en caldo Saboraud modificado pH
6.5 dandoles un tiempo de incubacion de 2 dias para las levaduras y de 7-15 dias para los
hongos filamentosos. Para los hongos filamentosos se utilizo la técnica de Heatley que
consiste en tomar una suspension homogénea que contenga 2°000,000 de esporas, levaduras o
fragmentos de filamentos por milimetro y distribuirlos uniformemente en una caja de Petri que

contenga agar Saboraud modificado (Arenas, 1993).
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7.3.3. Preparacion del inoculo:

Se prepar6 un testigo de turbidez 0.5 de la escala de Mc Farland afiadiendo 0.5 mL de
0.048 M de cloruro de bario a 99.5 mL de &cido sulfarico 0.36 N. Se distribuyen alicuotas de
4-6 mL del estandar de turbidez de sulfato de bario en tubos con tapa de rosca del mismo
tamafo, cerrados herméticamente y conservados en la oscuridad a temperatura ambiente.
(Koneman et al., 2001). Para bacterias y levaduras se tomaron de 3 a 5 colonias del cultivo
original con un asa de nicromel estéril y se introdujeron en 5 mL de caldo. Si la suspension
obtenida tenia una turbidez superior o similar a la del testigo no era necesaria la incubacion
posterior. De lo contrario, los tubos se incubaban a 37° C hasta lograr la turbidez requerida
(absorbancia 0.05 a 530 nm usando como blanco el caldo de cultivo), si era necesario diluir
para igualar la turbidez de la suspension con la del testigo 0.5, se utilizaba el mismo caldo 6
solucion salina estéril y se volvia a leer la absorbancia a 530 nm hasta obtener una lectura de
0.05, todo bajo condiciones de esterilidad (cubetas estériles con tapén de algodon y bajo el
mechero).

El in6culo para los hongos filamentosos se prepard adicionando 10 mL de solucion
salina estéril a un tubo con 7 dias de crecimiento del hongo sobre agar Saboraud modificado
inclinado, se rasparon las colonias con un asa de platino, se succion6 el liquido con las
conidias y se colocé en un tubo estéril. Después de esto se ajustd la densidad Optica de 0.9 -
0.11 (80 - 82 %T) a 530 nm en un espectrofotometro (Espectrophotometer SP-870 TURNER)
y se diluyd en el medio para obtener una concentracién al doble de la necesaria para la prueba
(de 0.4 X10* a 5 X 10* UFC/mL). La cuantificacion del inéculo se hizo tomando 0.01mL de la
dilucién del in6culo y plagueando el agar Saboraud dextrosa modificado para determinar el

numero de UFC viables por mL. Las placas se incubaron a 28 °C.
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7.4. Prueba de sensibilidad a los extractos por el método de difusion con discos

Para el sembrado de placas, la suspension bacteriana era absorbida en un hisopo de
algodon, el exceso de liquido se descartaba oprimiendo el algodon contra la pared del tubo,
para inocular las placas, se sembraba en césped sobre el agar, se dejaba secar las placas
durante 5 minutos antes de proceder a aplicar los discos o se colocaban 100ul de la cepa recién
activada con una micropipeta Eppendorf (estandarizado al tubo 0.5 por el método
turbidimétrico de Mc Farland) y se difundia homogéneamente con un asa Driblasky. Para
aplicar los discos se colocaban sobre la superficie seca del agar por medio de una pinza
estérily se aplicaban 10 pL de la dilucion del extracto, un control positivo (ketoconazol 25
mg/mL para las cepas fangicas y cloranfenicol 25 mg/mL para las bacterianas) y un control
negativo con etanol. Se debe tener cuidado que los discos hagan buen contacto con la
superficie del agar, ejerciendo para ello ligera presion sobre los mismos, debido a que parte
del farmaco se difunde casi de inmediato. Transcurridos 15 minutos de la colocacion de los
discos, las placas se incubaban invertidas en la estufa de aire atmosférico a 37° C por 18-24 h
para las bacterias, 2 dias para las levaduras y de 7-15 dias para los hongos filamentosos. Al
término del periodo de incubacién con el empleo de una regla se median cuidadosamente los
halos de inhibicion completa alrededor de cada disco incluyendo el diametro del disco en esta

medicion (Koneman et al., 2001).

7.5. Aislamiento de los compuestos activos

7.5.1. Cromatografia en capa fina

En general la cromatografia es un proceso de migraciéon diferencial en el cual los

componentes de una mezcla son transportados por una fase movil que puede ser un liquido o
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un gas y son retenidos selectivamente por la fase estacionaria que también puede ser un
liquido, o un solido. La idea bésica es la separacion de los componentes de una mezcla,
haciéndola pasar a través de un sistema que consta de una fase estacionaria y una fase movil.
Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen de modo
distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son retenidos con
fuerza por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase movil; por el
contrario los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con
rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se
separan en bandas discriminadas que pueden analizarse cualitativa o cuantitativamente.

La cromatografia en capa fina es una técnica de particion sélido-liquido parecida a la
de columna en que los materiales son practicamente idénticos. Estos son la alumina (6xido de
aluminio, Al,O3) y la silica gel (acido silicico, SiO;), como fase estacionaria y como fase
movil los solventes usuales. La diferencia de la cromatografia en columna y la de capa delgada
es que mientras la fase moévil desciende en la cromatografia en columna, en la de capa delgada
asciende.

Se realizaron cromatografias ascendentes usando como adsorbente silica Gel 7 G en
una proporcion de 10 g de silica en 40 mL de agua, la mezcla anterior se vertié sobre placas de
vidrio previamente desengrasadas de 7.5 X 2.5 cm, se les dejé secar al aire y enseguida se
activaron en una estufa durante 1h a 115 °C. Luego mediante un capilar con la punta estirada
se distribuy6 una porcion del extracto, se dejé evaporar el solvente y se aplico el extracto en
repetidas ocasiones en el mismo sitio para después efectuar el corrimiento dentro de una
camara de vidrio con la mezcla de solventes elegida. Los compuestos se separan basandose en
las diferencias de adsorcion con la silica gel y en la diferente interaccion que tiene cada uno
con el solvente. Para localizar los componentes que no son apreciables a simple vista se uso6

luz ultrvioleta (254 nm), luego se marcaron y se determiné el Rf a cada uno. (Mufios, 1981) La

fase moévil varié dependiendo del tipo de extracto que se deseaba separar.
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7.6. Localizacion de los compuestos activos

7.6.1. Bioautografia

De acuerdo a Betina (1973) la bioautografia es el método més importante de deteccion
para compuestos nuevos o no identificados; esta se basa en los efectos bioldgicos de las
sustancias bajo estudio. La autobiografia tipica estd basada en la técnica de difusion en agar
donde el compuesto antibacterial es transferido de la capa cromatografica a una de agar
inoculado. Las zonas de inhibicion pueden ser visualizadas después del periodo de incubacion
por deteccion con reactivos detectores de la actividad dehidrogenasa.

En el presente trabajo se utilizé una técnica de bioautografia modificada por Verastegui
M; 1998 (Verastegui M. 1998) la cual puede detectar concentraciones muy pequefias del
compuesto responsable de la actividad bioldgica y la zona de inhibicion se observa a simple
vista(Veréstegui M. 1998). Para esto se utilizaron cromatogramas en capa fina desarrolladas
en las placas de vidrio de 2.5 x 7.5 cm con las manchas ya localizadas; esta placa se coloca en
una caja petri y se esteriliza con L.U.V. por dos horas; después de esto se le coloca un trozo
largo, angosto y de unos 3 mm de espesor de medio sélido C. Rivas y un algodén himedo a un
lado del cromatograma para evitar la sequedad del medio. Se inoculé por medio de un hisopo
de algodén impregnado del microorganismo o con una micropipeta 100 ul de la cepa se
colocaban sobre el agar y se distribuian uniformemente con una asa bacteriol6gica. Se incub6
durante el tiempo necesario para cada microorganismo y se observd el area sin crecimiento

microbiano.

7.7. Purificacion de los componentes de los extractos activos por bioautografia

El método se utilizd para la separacion y purificacion de los componentes de los
extractos que presentaron actividad antimicrobiana por el método de bioautografia fue la

cromatografia preparativa en capa fina. Para ello se emplearon placas de cromatografia de
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capa delgada de 20 cm X 20 cm y 5 mm de espesor. La mezcla se aplico en forma de linea
continua a todo lo ancho de la placa y se eluyd en la mezcla de solventes que efectué mejor la
separacion de los componentes de la muestra. Después de eluida se dejo secar perfectamente,
se localizaron la o las bandas deseadas por medio de luz ultravioleta, se rasparon las bandas
del gel de silice que contenian los compuestos deseados y se extrajeron con etanol (Villareal,
1987)., se centrifugd la muestra y se decanto el solvente lavando varias veces hasta haber
obtenido la mayor cantidad de la fraccion, ésta se dejé secar y se utilizo para su identificacion,
para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y para las pruebas de

citotoxicidad.

7.8. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

A las fracciones que mostraron mayor actividad en la bioautografia se les determind la
MIC, para ello, se prepararon diluciones seriadas de las fracciones (desde 100 pug/mL) después
de lo cual se agregaron 100 uL de medio a todos los pozos. El pozo nimero 1 (desde A hasta
H) no tenia fraccion, antibiotico ni etanol y sirvié de control de crecimiento. Se colocaron 100
uL de la dilucion mayor (extracto o fraccion, etanol y antibiotico) en los siguientes pozos A 'y
se diluian a la mitad hasta el pozo H y se inoculaban con 100 uL de la suspension bacteriana
estandarizada y se incubaban a 37°C durante 18-24h (bacterias) y 2 dias (levaduras). Al
término de esta incubacidn, los pozos eran examinados a simple vista a fin de observar la
turbidez (ésta indica que el crecimiento bacteriano ha sido inhibido por la solucién); para
confirmar se les aplicaban 50 pL de una solucion de MTT (2.5 mg/mL) y se incubaban de 30
min a 1 h bajo las mismas condiciones (Koneman et al., 2001) la MIC se tomé como la
menor concentracion de la fraccion en pg / mL que inhibié el desarrollo in vitro de los
microorganismos (Koneman et al., 1992).El método se utilizo para la separacion y
purificacion de los componentes de los extractos que presentaron actividad antimicrobiana por
el método de bioautografia fue la cromatografia preparativa en capa fina. Para ello se
emplearon placas de cromatografia de capa delgada de 20 cm X 20 cmy 5 mm de espesor. La
mezcla se aplico en forma de linea continua a todo lo ancho de la placa y se eluyo en la mezcla

de solventes que efectud mejor la separacion de los componentes de la muestra. Después de
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eluida se dejo secar perfectamente, se localizaron la o las bandas deseadas por medio de luz
ultravioleta, se rasparon las bandas del gel de silice que contenian los compuestos deseados y
se extrajeron con etanol (Villareal, 1987), se centrifugd la muestra y se decantd el solvente
lavando varias veces hasta haber obtenido la mayor cantidad de la fraccion, ésta se dejo secar
y se utilizé para su identificacion, la determinacion de la MIC y para las pruebas de
citotoxicidad.

7.9. Evaluacién de la actividad citotoxica

7.9.1. Criopreservacion de las lineas celulares

Antes de comenzar a trabajar se debe limpiar perfectamente el area de trabajo con SDS
1 % y todo el procedimiento de realiza bajo condiciones asépticas.

Para la eliminacion del medio de la botella de cultivo se utiliza vacio y el cultivo se
lava suavemente dos veces con PBS (5 mL cada vez) y se agrega 1.8 mL 0 2.5 mL de tripsina
(para botellas de 25 o 50 cm respectivamente) para despegar las células, se incuba a 37 °C
hasta que se despeguen las células (5-10 min.), se agregan 5 mL 0 10 mL de medio de cultivo
(segun la botella utilizada) y pasar a un tubo para centrifuga de 15 o 50 mL (segln sea el
caso). Si es necesario, se lava suavemente con otros 2-5 mL de medio y recupera este volumen
para evitar la pérdida de células. Se centrifuga a 1000 rpm, 25 °C, por 10 min y se retira el
exceso de medio con vacio dejando 3 mL, se disgregan suavemente las células con una
micropipeta. Esta solucion se coloca en un hemocitdmetro para determinar el nimero de
celulas, la viabilidad de las mismas se observa colocando una gota de la suspension en un
porta objetos adicionando una gota de azul de tripano. Contar los 8 cuadrantes y sacar el
promedio, al resultado multiplicar por 10,000 y el resultado sera el nimero de células/mL que
tenemos (el total de células serd este valor multiplicado por el volumen aproximado que
tenemos).

La densidad celular se ajusta a las necesidades de trabajo con medio completo o para
preservar las células en congelaciéon se adiciona con 10% de DMSO estéril, para tener un
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rango de 1 a 2 X 10° cel/mL, tomando en cuenta el total de células que se tiene. Cada vial debe
ser marcado con lapiz o marcador con los siguientes datos: nombre de la linea celular, fecha,
medio de cultivo utilizado, nimero de pase, iniciales de la persona que las congel6 y si queda
espacio, anotar el namero de células por vial.

Las células pueden preservarse durante afios a bajas temperaturas y asi conservan su
viabilidad (Garcia, 1981). La congelacion se debe hacer de forma gradual para producir la
mejor supervivencia celular dejando primero a temperatura ambiente por 20 min y después
dejar en refrigeracion por 1h antes de comenzar con la congelacion a -20°C por 2h para poder
pasar al Revco (-80 °C) por 4 h o toda la noche y proceder a su almacenamiento en nitrégeno
liquido (-180°C), hasta su utilizacion.

7.9.2. Cambio de medio, resiembra y almacenamiento de las lineas celulares

El cambio de medio de las lineas celulares se recomienda cada 3 o 4 dias, bajo
condiciones de asepsia, las soluciones de trabajo se deben de ajustar a una temperatura de
37°C antes de comenzar a trabajar. La eliminacion del medio se hace con la ayuda de vacio y
después se lava dos veces con 10 mL de PBS estéril se rellena con 5 mL de medio completo a
las botellas de 25 cm? o 15 mL a cada botella de 50 cm? es muy importante anotar en la
botella la fecha del cambio de medio.

Se recomienda una resiembra cuando las células estan al 85-95 % de confluencia para
lo cual se les elimina el medio y se les agregan 1.8 mL de tripsina o0 2.5 mL (botellas de 25 o
50 cm?) y se incuban a 37 °C por 10 min para que se despeguen las células, luego se les
agregan 2 mL de medio (RPMI para las MCF-7, MEM para las LLCPK-1, OK 'y CHANG) y
homogenizar suavemente subiendo y bajando el medio y se transfieren 1.5 mL a botellas
nuevas y completar a 5 mL con medio de cultivo con los datos del las células, el nuevo
namero de pase, fecha, medio de cultivo utilizado, iniciales del nombre de quien hizo la
resiembra y se incuban con la tapa floja.

Al igual que los procedimientos anteriormente descritos, el descongelamiento de las

células se debe realizar en condiciones de esterilidad; cuando el criotubo se descongele pasar
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inmediatamente con una pipeta pasteur el contenido de éste a un tubo conico esteril, afadir
aproximadamente 5 mL del medio suplementado con 10 % de SFB y antibiotico al 1 %
(penicilina- estreptomicina), el cual previamente se calent6 a 37°C. Se resuspende gentilmente
para disgregar las células que estén aglomeradas y se centrifuga a 1000 rpm durante 5 min a
25°C para quitar el medio de conservacion con DMSO en el que se encontraban congeladas
las células, luego de esto se decanta el sobrenadante y se resuspende el botdn celular en 2-3
mL de medio y es necesario determinar la viabilidad (con azul tripano) del paquete celular en
un portaobjetos una vez verificada la viabilidad, pasar a una botella de cultivo complementado
segun sea el caso, anotando todos los datos pertienentes y se incuba a 37°C con 5% de CO; sin
apretar el tapon permitiendo aireacion. Permitir que se adhieran las células a la superficie de la
caja de cultivo celular, observar en el microscopio invertido la formacién de la monocapa

confluente, retirar el medio con células en suspension y agregar medio nuevo (Cruz, 1996).

7.10. Ensayo de citotoxicidad en microplacas

Los ensayos de citotoxicidad, basicamente se pueden dividir en 3 etapas, la siembra en
microplaca de las células a probar, la adicién de los compuestos a probar y por ultimo los
ensayos colorimétricos que nos ayudaran a verificar la viabilidad celular por medio de la
lectura de su absorbancia.

Para la primera etapa se lavan las células dos veces, suavemente con PBS a 37°C y se
les adiciona tripsina al 0.25%, e incuban a 37°C 5-15 min, para inactivar la tripsina se les
agregan 5 mL de medio con suero a las cajas grandes y 3 mL a las cajas chicas, luego se
colectan las células despegadas y se pasan a un tubo conico estéril, se lavan con medio con
suero y transfieren a un mismo tubo para centrifugar a 1000 rpm (10 min), se elimina el
sobrenadante con la ayuda de vacio y el boton restante se resuspende suavemente en 5-10 mL
de medio con suero y se toma una alicuota para contar en el hemocitémetro. A partir de aqui,
preparar una suspension celular para adicionar 25,000 células OK, 20,000 células LLC-PK1,
15,000 celulas CHANG y 10,000 células MCF-7 por pozo en 200 pl de medio con suero. Esta
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siembra se incuba a 37°C durante 24 h, con éste indculo y en microplacas de 96 pozos, debe
haber una monocapa confluente al dia siguiente para proceder con la etapa 2 del ensayo.

Antes de iniciar con la etapa 2 habra que preparar las diluciones de trabajo en medio de
cultivo sin suero y bajo condiciones de esterilidad, después disefiar la colocacion de las
muestras en la microplaca, tomando en cuenta que cada muestra debera ponerse por
quintuplicado, incluyendo control negativo (medio de cultivo) y de solventes utilizados. Ya
listo el orden de cada muestra retirar el medio de cultivo utilizando vacio y teniendo cuidado
de no dafiar la monocapa, lavar suavemente dos veces con 100 o 200 ul de PBS a 37 ° C,
agregar 200 pl de cada dilucién en los pozos correspondientes e incubar a 37 ° C con
atmosfera humeda (por 24 h para las células OK, LLCPK-1 y CHANG Y 48 h para las células
MCF-7).

El ensayo colorimétrico se realizd con MTT para las células OK, LLCPK-1y CHANG y
con WST para las células MCF-7, para ambos casos se retira el medio con los extractos
usando vacio y se lavan suavemente los pozos dos veces con 200 ul de PBS y se les agrega el
reactivo; para las celulas OK, LLCPK-1 y CHANG se agregan a cada pozo 200 ul de una
solucion recién preparada de MTT + PMS 5:1, se incuban las microplacas a 36° C por 75 min,
se decantan los reactivos y se lavan los pozos con 200 pl de PBS, se agregan 100 pl de alcohol
isopropilico acidificado, se dejan reposar las placas por 15 min y se resuspende vigorosamente
el alcohol con una pipeta de repeticion, se pasa el sobrenadante a una placa nueva y se lee la
absorbancia en un lector de microplacas (EIA Multiwell Reader, Sigma Diagnostics) a 570
nm. Para las células MCF-7 después de lavar con PBS se agregan 20 ul de WST a cada pozo,
se incuban las microplacas a 36° C por 75 min y se lee la absorbancia en un lector de
microplacas (EIA Multiwell Reader, Sigma Diagnostics) a 450 nm.
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7.11. Identificacién de los grupos funcionales de los compuestos aislados

7.11.1 Pruebas quimicas

Para la identificacion de los grupos funcionales de los compuestos aislados se
utilizaron las siguientes pruebas quimicas coloridas: para insaturaciones prueba del Br/CCl, y
la prueba del KMnOQy, para oxhidrilos fendlicos la prueba del FeCls, la prueba de Liebermann-
Buchard se wus6 para identificar la presencia de esteroides y triterpenos, las
sesquiterpenlactonas por la prueba de Baljet, los flavonoides por medio de la prueba de
Shinoda, los alcaloides con la de Dragendorff y las cumarinas con una solucion de NaOH al
10%.

7.11.2. Métodos espectroscépicos

Los espectros de masas (EM) proporcionan el peso molecular, la férmula molecular y
sefialan los fragmentos i6nicos mas estables en que se rompe la molécula al chocar con
electrones muy acelerados (Dominguez, 1982). Por lo tanto se utilizé espectrometria de masas
para deducir la estructura de los compuestos activos que se purificaron. El andlisis se efectud
en un equipo HP6890 con detector selectivo de masas. Se utilizd una columna capilar modelo
HP 19091J-433, HP-5 fenil-metil-siloxano 5%. Las condiciones de operacién fueron:
temperatura del horno 325°C, temperatura del inyector 280°C, modo Split, flujo de la columna
ImL/min, volumen de inyeccién 1.0 ul. los pardmetros de masas se usaron en un modo de
escaneo con un rango desde 50.00 hasta 550. La identificacion de los componentes se hizo con
la ayuda del programa DATABASE/WILEY275.L.
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de obtencion. Del 1 al 12 se obtuvieron con agitacion a temperatura ambiente: los extractos del
13 a 24 se obtuvieron mediante calentamiento de los solventes en un equipo soxhlet. Se

eligieron solventes de distinta polaridad para tratar de obtener la mayor diversidad de

Se prepararon 24 extractos, los cuales se enumeran en la tabla 2 de acuerdo al método

compuestos.

Tabla 2.

canela agitacion hexano
canela agitacion metanol
clavo agitacion acetona
guayabo agitacion hexano
guayabo agitacién metanol

. eucalipto agitacion acetona
. canela soxhlet hexano

. canela soxhlet metanol

. clavo soxhlet acetona

. guayabo soxhlet hexano

. guayabo soxhlet metanol

. eucalipto soxhlet acetona

Numeracion de los extractos obtenidos

o ADN
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8. RESULTADOS

canela agitacion acetona
clavo agitacion hexano
clavo agitacion metanol
guayabo agitacion acetona

. eucalipto agitacion hexano
12.
14.
16.
18.
20.
22.
24.

eucalipto agitacion metanol
canela soxhlet acetona
clavo soxhlet hexano

clavo soxhlet metanol
guayabo soxhlet acetona
eucalipto soxhlet hexano
eucalipto soxhlet metanol
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En la figura 6 se muestra el el halo de inhibicién formado por los extractos no polares
de canela y clavo sobre bacterias y hongos levaduriformes.

Figura 6. Efecto del extracto de canela soxhlet hexano (13) sobre Escherichia. Coli y de clavo agitacion hexano
(4) Escherichia. coli, Candida albicans y C. parapsilosis.
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En la tabla 4 se puede observar que todas las plantas utilizadas en este estudio presentan
actividad antimicrobiana sobre al menos uno de los microorganismos probados, siendo en
algunos casos posiblemente por la sinergia de 2 o més fracciones detectadas por medio de
bioautografias realizadas a los extractos en los que se observo actividad sobre alguno de los

microorganismos estudiados.

# DE Rf Coloren U.V. Mostro actividad sobre
FRACC.
1 3 0.57 Roja E. aerogenes, T. tonsurans, S,
schenckii
2 1,2 0.96,0.9 Naranja, rojo S. aureus, B. cereus, T.
tonsurans, S. schenckii
4 1,2,3,4 0.96, Azul, azul, S. aureus, S. schenckii
0.95, amarilla, verde
0.86, 0.57
5 1,2 0.96,0.9 Naranja, rojo B. cereus, T. tonsurans, S.
schenckii
6 1,2,3 0.93, Gris, gris, azul T. tonsurans, S. schenckii
0.81, 0.69
7 34,5 0.76,0.66, Roja, amarilla, E. coli, B. cereus.
0.53 amarilla
8 5 0.60 amarilla E. coli, B. cereus.
9 2 0.65 Verde E. coli, B. cereus.
fosforescente
10 5 0.83 roja E. coli, B. cereus.
11 2,3456 0.91,0.83, Rosa,rosa, E. coli, B. cereus.
0.75,0.67, naranja, fucsia,
0.60 negra
12 6 0.60 Café grisaceo E. coli, B. cereus.
13 2,4,5,6  0.82, Verde, azul, E. coli, S. aureus, E. aerogenes,
0.64, naranja, rojo B. cereus. T. tonsurans, S.
0.59, 0.52 schenckii
16 2,3 0.77,0.56 Verde, rosa E. aerogenes, T. tonsurans, C.
neoformans, S. schenckii
17 1,2 0.87,0.76  Rojo, azul T. tonsurans, S. schenckii
18 1,2,3 0.96, Gris, azul, azul T. tonsurans, C. neoformans
0.86, 0.75

Tabla 4. Bioautografias de todos los extractos que presentaron actividad antimicrobiana
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Para la determinacion de la CMI se eligieron los extractos del clavo ya que fueron los
que presentaron mayor actividad antimicrobiana frente a la mayoria de las cepas probadas,

siendo maés eficaces los obtenidos a temperatura ambiente, como puede verse en la tabla 5.

Microorganismo
S.aureus  B.cereus E.aerogenes

12.5 12.5 25
12.5 3.12 25
6.25 6.25 50
12.5 12.5 12.5
25 12.5 25
50 25 100

Tabla 5. CMI (mg/mL) de los extractos del clavo vs. las bacterias mas sensibles

De los 24 extractos obtenidos se logro la separacion de las tres fracciones responsables
de la actividad antimicrobiana; los eluentes utilizados para la separacion cromatogréafica de los
extractos activos, los Rf’s de las fracciones responsables de dicha actividad y sus

caracteristicas bajo luz UV se muestran en la tabla 6.

Eluente Hex-EtOH 5:1 Ep. —Benc-acet 3:2:1 Ep — acetona 4:1
Rf 0.68 Df 0.8 J 0.78 1
Color al UV morado rojo Azul fosforescente

Tabla 6. Caracteristicas cromatograficas de los compuestos con mayor actividad antimicrobiana

De las fracciones separadas por cromatografia en capa fina se logrd separar una mayor
cantidad de la fraccion Df (clavo agitacion hexano) (Tabla 7), lo cual permitié la

determinacion de la CMI de ésta con algunas de las cepas mas sensibles y compararla contra
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los controles positivos, cloranfenicol para el caso de las bacterias y Fluconazol para las
levaduras, siendo en estas tltimas menor la CMI de la fraccion como se muestra en la tabla 8.

Planta (30g)  Fracciébn %o de la fraccion

Clavo (4) Df 0.34
Eucalipto (10) J 0.22
Canela (13) I 0.16

Tabla 7. Rendimiento de las fracciones purificadas

Microorganismo Df c(+)
E. coli 50 1.95
S. aureus 100 1.95
C. albicans 12.5 125
C. neoformans 3.125 15.62

Tabla 8. CMI de la fraccién Df (ug/mL) sobre algunas de las cepas més sensibles

Como parte del proceso para establecer la estructura quimica de los compuestos de
mayor actividad biologica se realizaron las pruebas quimicas que se muestran en la tabla 9.
Como puede observarse, se encontraron insaturaciones en las tres fracciones y oxhidrilos
fendlicos en la fraccion Df (clavo-agitacion hexano), alcaloides en las fracciones | (canela-
soxhlet hexano) y en la J (eucalipto-agitacion hexano) ademas de insaturaciones y alcaloides

también se encontraron cumarinas.

Prueba Df J |
Insaturaciones +) ) &)
Oxhidrilos fenélicos  (+) (-) (-)
Cumarinas () (+) ()
Sesquiterpenlactonas (-) () (-)
Flavonoides () (+) ()
Alcaloides () (+) (+)

Tabla 9. Pruebas quimicas realizadas a las fracciones Df, J e |
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En la Figura 9 se observa el patron de elucion de los compuestos que conforman la
fraccion I, donde se encontr6 mayoritariamente cinamaldehido (tiempo de retencion de 11.90),
pero también eugenol (TR 12.70) y &cido 1,2-bencendicarboxilico (TR 20.73)

Abundance TIC: MTA-02.D
11,90
460000

440000
420000
400000 | Cinamaldehido
380000
20.73

360000
340000
320000

12.70
300000
280000 Eugenol

260000

240000

220000

S Acido 1,2-
bencendicarboxilico
180000

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000

7.27 14.21
20000

Ao i | o s i SN S

0 L PIINENE PR, W Y SR, V., (0. S LL UL

Time--> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Figura 9 Cromatografia de gases de la muestra | (fraccion de canela soxhlet hexano)
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La muestra | fue comparada con un estdndar de la base de datos Wiley275.L

encontrando que el componente mayoritario eluido de la cromatografia de gases es el

cinamaldehido (figura 10).
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Figura 10. Espectro de Masas de la fraccion | (cinamaldehido) obtenida del extracto de canela-

soxhlet hexano.
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La figura 11 muestra la estructura quimica del compuesto principal de la fraccion |
(canela- soxhlet hexano) determinada con los datos obtenidos de la espectroscopia masas-

gases.

Ny CHO

Figura 11. Estructura quimica del cinamaldehido
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En el cromatograma de gases de la muestra Df se eluyo principalmente Eugenol con la
aparicion de una sefial con un tiempo de retencion de 12.70 y componentes menores que

indican un alto grado de pureza del compuesto obtenido (Figura 12).

Abundance TIC: MTA-01.D
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Figura 12. Cromatografia de gases de la muestra Df (fraccion de clavo agitacion hexano)
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En la comparacion de la muestra Df y el estdndar de la libreria electronica Wiley275.L

se determind que la muestra contenia principalmente eugenol (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de Masas de la fraccion Df obtenida de Clavo agitacién hexano (Eugenol)
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Se determino la estructura quimica del compuesto principal de la fraccion Df quedando

de la siguiente manera (Figura 14).

CH

- O—CH,

Sy

CH-

CH

CH,

Figura 14. Estructura quimica del Eugenol
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9. DISCUSION

La investigacion dirigida hacia la busqueda de compuestos o principios activos
obtenidos a partir de productos naturales ha aumentado considerablemente en los Gltimos
afios. Con la finalidad de contribuir al conocimiento etnobotanico de 4 plantas de las familias
Myrtacea y Laureaceae (canela, clavo, eucalipto y guayabo), asi como para caracterizar
algunas de sus actividades bioldgicas, en el presente trabajo se estudiaron y establecieron
algunas propiedades quimicas y bioldgicas de estas plantas, las cuales son ampliamente
utilizadas y consumidas en México. Los resultados obtenidos demuestran diferencias entre el
tipo de extracto y la actividad antimicrobiana que mostraron, siendo mas eficaces los extractos
no polares. Dependiendo del método de extraccion se observo una influencia significativa en
la obtencion de los diferentes principios activos presentes en la planta, dichas diferencias ya
habian sido descritas con anterioridad (Lapenna et al. 2005). Aunque se tenian antecedentes de
actividad antimicrobiana de los extractos polares del género Psidium (Neira, 2005; Martinez et
al. 1997; Jaiarj P. et al. 1999), de los no polares (P. Ghosh et al. 2010) y de que con ciertos
antibidticos se producia un sinergismo que dan lugar a una mayor actividad en éstos sobre
S.aureus (Betoni et al. 2006) en esta investigacion no se observé actividad relevante con
ninguno de los extractos de Psidium guajava sobre ninguno de los microorganismos probados,
solo se observd actividad fungistatica sobre T. tonsurans y C. neoformans. Al igual que lo
reportado por otros autores en los extractos de las hojas de guayabo se encontraron
compuestos terpenoides (Begum S. et al. 2004), carbohidratos (Arima H y Danno G., 2002) y
flavonoides (Metwally Am. et al. 2010), siendo estos ultimos los responsables de la actividad
antimicrobiana encontrada en los extractos metandlicos de las hojas del guayabo reportada en
trabajos anteriores Hidetoshi (Arima y Gen-ichi Danno; 2002). Aunque en este estudio no se
comprobd la actividad antimicrobiana de las hojas del guayabo, no se descarta para futuras
investigaciones, ya que posee compuestos con actividad bioldgica como la quercetina que se
ha descrito como un potente agente antidiarreico que inhibe la contraccion in vitro del ileon de
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cobayo, la movilidad peristaltica del intestino delgado del raton y también reduce la
permeabilidad de los capilares abdominales ( Zhang et al., 2003)Ademas, posee propiedades
anticancerigenas (Kaneuchi et al., 2003) y no provoca muerte ni signos de eventos adversos en
los estudios de toxicidad aguda de las hojas secas y molidas realizados en ratones (Martinez et
al., 2001).

En otro trabajo, Seenivasan y cols evaluaron la actividad antimicrobiana de 21 aceites
esenciales de plantas entre las que se encontraba la canela, el clavo y el eucalipto contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, encontrando que el microorganismo mas
susceptible fue del género Bacillus y que la canela era una de las plantas con mayor actividad
y el eucalipto con menor, similar a lo encontrado en este trabajo (Seenivasan et al., 2006). En
cuanto a los extractos obtenidos del eucalipto, se encontré un pobre efecto antimicrobiano, al
igual que lo reportado por Lattaoui and Tantaoui-Elaraki, 1994; Cosentino et al., 1999,
quienes lo atribuyen a que las hojas de eucalipto son ricas en terpenos los cuales en estudios
previos habian sido descritos como los componentes menos bioactivos del aceite esencial de
esta planta (Gende et al., 2010). Lo cual contrasta con los hallazgos descritos por Cimanga K.
y col’s; quienes describen a los aceites esenciales de Eucalyptus camaldulensis como potentes
inhibidores del crecimiento bacteriano principalmente sobre Pseudomonas aeruginosa.
(Cimanga Ky et al. 202). Ademaés se han encontrado reportes de efectos citotdxicos notables
de los aceites esenciales de tallos y hojas de diversas especies eucalipto sobre células MCF-7
pero en este trabajo la especie camaldulensis mostr6 menos del 50% de inhibicion de las
mismas (37.6 mg/mL) mediante el ensayo con WST. (Hossam M. Ashour; 2002).

Por otra parte Lining Cai y Christine D. Wu. comprobaron el potencial como
antimicrobiano de los extractos no polares del clavo contra patdgenos orales Gram negativos
(Cai and Wu,1996), y sobre otros microorganismos (Dorman y Deans, 2000) sin embargo en
un estudio hecho por Burt et al 2003 el clavo resultd ser el menos activo contra E. coli. Con
respecto al aceite esencial del clavo, un grupo de autores obtuvieron resultados relevantes
similares a los encontrados en este trabajo, solo que en bacterias asociadas a caries dental
(Branch-Mays et al., 1994).

El trans-Cinamaldehido es un potente compuesto antimicrobiano presente en aceites
esenciales como el de canela (Ooi et al.,, 2006) esto fue corroborado tanto para hongos

filamentosos, levaduras y bacterias en las pruebas de difusion en placa de agar como en las
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bioautografias. Las discrepancias encontradas en los resultados de esta investigacion y los
reportes de otros autores pueden deberse a multiples factores entre los que se encuentran la
época y el lugar de recoleccion, la parte de la planta utilizada y la etapa en la que se encuentre
la planta, generalmente los aceites esenciales de plantas que fueron cosechadas durante o
inmediatamente después de la floracion poseen mayor actividad antimicrobiana. (McGimpsey
et al., 1994; Marino et al., 1999).0tro factor importante es el sitio de produccion de los
compuestos, en algunos casos pueden producirse en toda la planta; en otras especies puede
haber produccién selectiva de metabolitos antifungicos en cada 6rgano de la planta, como
ocurre con la canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), que en la corteza del tallo produce
altas concentraciones de aldehido cindmico, en las hojas predomina el eugenol y en la corteza

de la raiz el camfor (Senanayake et al., 1978).

Al igual que en el trabajo de Lopez P y cols, se encontr6 que los hongos fueron los
microorganismos mas susceptibles frente a la fraccion con actividad antimicrobiana del
extracto hexanico del clavo (Df) con una MIC menor (de 12.5 y 3.125 pg/mL para C. albicans
y C. neoformans) a la requerida por las bacterias (50 y 100 ug/mL para E.coli y S. aureus )
(Lopez et al., 2005). También se observo que los hongos més susceptibles fueron los
filamentosos, principalmente Trichophyton tonsurans y Sporotrix schenckii; estas cualidades
antifangicas del clavo sobre cepas filamentosas también han sido descritas por autores como
Amiri A. y col’s quienes probaron al eugenol como posible agente activo en formulaciones
para evitar el desarrollo de enfermedades posteriores a la cosecha de frutos como la manzana
(Amiri A. et al.; 2008). De acuerdo a Grayer y Harborne (1994) los antifungicos constitutivos
pertenecen a todas las principales clases de compuestos secundarios: terpenoides, iridoides,
sesquiterpenos, saponinas, compuestos azufrados o nitrogenados (alcaloides, aminas, amidas),
alifaticos (especialmente alkanos de cadena larga y &cidos grasos) y aromaticos fenoles,
flavonoides, estilbenos, bibencilos, xantonas y benzoquinonas).

En general, los aceites esenciales poseen fuertes propiedades antibacterianas debido a
que contienen un alto porcentaje de compuestos fenolicos como el eugenol (Farag et al, 1989;
Thoroski et al, 1989; Cosentino et al, 1999; Dorman y Deans de 2000; Juliano et al, 2000;
Lambert et al., 2001). Lo anterior sugiere que su mecanismo de accion, sea similar al de otros

compuestos fenolicos, por alteracion de la membrana citoplasmatica, interrumpiendo la fuerza
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motriz de protones (PMF), el flujo de electrones, el transporte activo y la coagulacion del
contenido celular (Denyer y Hugo, 1991b; Sikkema et al, 1995.; Davidson, 1997). El eugenol
es el principal componente del aceite del clavo (Farag et al., 1989). Se ha encontrado que a
concentraciones subletales de eugenol se inhibe la produccion de amilasa y proteasas de
B. cereus, deteriorando la pared celular, lo que origina la lisis celular. Esto también fue
observado por Thoroski et al., 1989. Se cree que el grupo hidroxilo del eugenol. Al que se
unen ciertas proteinas, previene la accion enzimatica en E. aerogenes (Wendakoon y
Sakaguchi, 1995). Aunque se sabe que el cinamaldehido inhibe el crecimiento de E. coli
0157: H7 y S. typhimurium a concentraciones similares a las del carvacrol y el timol, no
desintegra la membrana externa o agotan el ATP intracelular (Helander et al., 1998). De
manera similar a lo que recién se ha descrito, se piensa que el grupo carbonilo se une a
proteinas, impidiendo la accion de la aminoacido descarboxilasa E. aerogenes (Wendakoon y
Sakaguchi, 1995). Se conoce que compuestos encontrados en el eucalipto como el cineol
reducen la division celular y que el limoneno, el a-pineno y el B-pineno inhiben el consumo
de oxigeno (Pefiuelas et al., 1996); también se sabe que el 1-8 cineol inhibe la respiracion
mitocondrial, la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ADN (Koitabashi et al., 1996).

Diversos autores como Shaik Mahaboob Ali y col’s han demostrado el potencial
medicinal de compuestos como el cinamaldehido y el eugenol en experimentos in vitro como
en el que probaron su bioactividad sobre 30 cepas de H. pylori y pudieron encontrar
inhibicion del crecimiento en todas a una concentracion de 2 pg/ml en la novena y doceava
horas de incubacién, ademas de que no desarrollaron resistencia después resiembras a
concentraciones subinhibitorias (Shaik Mahaboob Ali y et al. 2005).

En el presente trabajo, por medio de pruebas quimicas se determind la presencia de
compuestos fenolicos e insaturaciones en los extractos activos de canela y de clavo; con ayuda
del andlisis con espectroscopia de masas acoplada a gases se identificaron el eugenol vy el
cinamaldehido como los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana presentada
por los extractos hexanicos de clavo y canela respectivamente, los cuales previamente habian
sido estudiados por el método de difusion en placa de Bauer Kirby. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Janssen y cols, quienes reportan que los fenilpropanos
presentan una alta actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus y Tricophyton mentagrophytes var. interdigitale (Janssen et al., 1989).
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La relacion entre la actividad antimicética y la estructura quimica de los compuestos fue
estudiada por Sen-Sung Cheng y col’s, las pruebas de accion antifungica revelaron que el
cinamaldehido y el eugenol exhibian una fuerte actividad contra todas las cepas probadas, los
resultados obtenidos en el estudio de la relacion estructura quimica- actividad antimicética de
estos dos compuestos sugirieron que la presencia de un grupo carbonilo, un grupo carboxilo,
un doble enlace conjugado y una cadena hidrocarbonada larga fuera del anillo, afectan sus
propiedades antifungicas. Ademas, la presencia de un radical metilo en la posicion orto puede
tener una influencia considerable en dicha accion (Sen-Sung Cheng y col’s; 2008). El
espectro de masas de la fraccion Df mostro el ion molecular (M™) en 164, que corresponde a la
masa molecular relativa del eugenol. El fragmento de 149 es debido a la pérdida del grupo
metilo (M-CH3)" de la cadena lateral, también se observa una fragmentacion en 131
correspondiente a la pérdida de agua y un grupo metilo del i6n molecular (M-(CH3"H20)", la
sefial en 91 es tipico de la presencia de un grupo bencilo en la molécula (C;H;"). El pico con
una relacion m/z de 65 es debido a la pérdida de un grupo de acetileno; estos datos
concuerdan con los encontrados en la libreria del espectrometro de masas y con lo reportado
por G. A. Ayoolay cols. (Ayoola et al., 2008).

Para la fraccion | el pico mayor correspondiente al i6n molecular (M*) fue de 131
indicando la presencia de cinnamatos en la muestra, confirmado con la sefial m/z de 103
(CgHy), se detectd la presencia del ion tropilo carécteristico en el arreglo Mc Lafferty de
alquilbencenos (m/z =91) y (C4H3) derivado de la fragmentacion del grupo fenilo en m/z=51.

El potencial anticancerigeno del clavo ya habia sido reportado por Guo y cols, quienes
probaron diferentes sesquiterpenos, entre ellos el eugenol, para inducir la detoxificacion de
enzimas que se relacionan con la inhibicion de la carcinogénesis quimica (Guo-Qiangz et al.,
1992). En el presente trabajo se encontré que existe selectividad del eugenol al comprobar la
accion toxica sobre células MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano) pero no sobre las
lineas celulares normales OK (rifién de zarigiieya), LLCPK-1 ( rifién de cerdo), CHANG
(higado humano), esto por medio de la medicion del indice de selectividad (SI= IC50 de las
células normales/IC50 de las células tumorales) que establece que si el valor de Sl es >1 indica
gue la substancia es mas téxica para las células tumorales que para las células normales y
viceversa (Zhou etal., 2004). A diferencia de Boonchird C y Flegel TW; que excluyen el uso

de eugenol como agente terapéutico en micosis sistémicas al determinar una dosis maxima
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tolerada a este compuesto de 62.5 mg/kg por via peritoneal sobre ratones en un ensayo a corto
plazo (Boonchird C y Flegel TW, 1982). Pero la actividad anticandida del eugenol ya ha sido
descrita tanto in vitro como in vivo y los autores concluyen que el eugenol podria ser
considerado como un producto prometedor en el tratamiento de la candidiasis vaginal y oral
(Chami F. y col’s.; 2004 y 2005) ; Silva et al, en el 2005 demostraron su actividad
antidermatofitica in vitro y Sook-Jin Lee et al, probaron el efecto del eugenol sobre cepas de
Microsporum gypseum in vivo utilizando cerdos de guinea, los resultados sugieren que el
eugenol podria tener una aplicacién como agente antifingico suplementario (Sook-Jin LEE et
al, 2007 ), se debe continuar con los estudios in vivo para determinar la utilidad del eugenol
sobre el resto de los hongos dermatofitos de importancia clinica para establecer su uso

terapéutico.
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10. CONCLUSIONES

De los 24 extractos obtenidos 15 presentan actividad antimicrobiana

La mayor actividad antimicrobiana se observé con los extractos no polares de canela y
de clavo

Los hongos fueron més sensibles a los extractos que las bacterias

Los datos de GC-MS muestran al eugenol y cinamaldehido como los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana del extracto hexanico obtenido del clavo
mediante agitacion continua (fraccion Df) y de la fraccién | (canela-soxhlet hexano),

respectivamente.

Los principales componentes bioactivos del clavo (eugenol) y canela (cinamaldehido)

tienen un efecto toxico selectivo sobre las células tumorales MCF-7.

Los compuestos de los extractos de mayor actividad antimicrobiana no mostraron

actividad toxica sobre las lineas celulares normales probadas.
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11. PERSPECTIVAS

Algunas de las perspectivas del presente trabajo son: continuar con la investigacion de
las plantas medicinales para el aislamiento e identificacion de productos naturales bioactivos,
con miras a la caracterizacion de grupos en un género que pueda contribuir a la investigacion
del valor medicinal de las plantas. Probar potencial antineoplasico de los compuestos aislados
en mas lineas celulares tumorales. Determinar la eficacia y/o toxicidad de los compuestos en
modelos in vivo. Trabajar en la reformulacion de los compuestos activos tomando como base
las estructuras encontradas en el presente trabajo, para la obtencién de analogos que brinden
un mayor efecto antimicrobiano pero con menos efectos adversos sobre el paciente. Investigar
métodos de sintesis (u obtencion en masa) de los compuestos con actividad bioldgica relevante

y comprobada.
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13. APENDICES

13.1. Preparacion de reactivos y soluciones de trabajo

Rojo de fenol al 1 %
Se disuelve 1.0 g del colorante rojo de fenol en 6 mL de NaOH 1N vy se afora la solucién a
100 mL con agua desionizada. Se filtra la solucion en papel filtro Whatman No. 1. Almacenar

a-20°C en un frasco de borosilicato con tapon de rosca.

Amortiguador de pH isotonico de TRIS (TD)

NaCl 8 g, KCI 3.75 g, Na,HPO, 0.1 g, trizmabase 3 g. Se disuelven los componentes en 90
mL de agua desionizada, se le afiaden 30 mL de HCI 1 N, se afora a un volumen de 1000 mL
con agua desionizada, esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente distribuida

en alicuotas de 100 mL en frascos de borosilicato con tapon de rosca (pH 7.4).

Tripsina al 2.5 %

Se disuelven 2.5 g de tripsina 1:250 Difco en 100 mL de agua desionizada estéril y se deja
agitando suavemente toda la noche a 4 °C con un agitador magnético. Se filtra la solucién en
un papel filtro Whatman No. 1 con un embudo Biichner (o se hace pasar a través de varios
filtros de poro pequefio), se esteriliza por filtracion con filtros de 0.22 um. Almacenar a - 20

°C en alicuotas de 10 mL.

Tripsina al 0.25 %
Se mezclan 10mL de tripsina al 2.5 % en vasos de presipitados con 0.6 mL de rojo de fenol al
1 % de la solucion de antibidticos (100X) y 90n mL de TD. Enseguida se esteriliza la

solucidn por filtracion (filtro de 0.22 um). Almacenar a - 20 °C en alicuotas de 5 mL.
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Se incuba un tubo de cada lote elegido al azar por tres dias a 36 °C para cerciorarse de su
esterilidad. Se toma 1 mL de la tripsina al 0.25 % y se inocula un tubo con PEHPS con suero

para la prueba de esterilidad y se deja incubando toda la noche.

PBS

NaCl 8 g, KCI 0.2 g, K;HPO, 1.44 g, KH,PO,4 0.24 g. Se disuelven los componentes en 900
mL de agua mili Q, se ajusta el pH a 7.4 con HCI 1 N o con NaOH 1N, se afora a un volumen
de 1000 mL con agua mili Q, esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente

distribuida en alicuotas de 100 mL en frascos de borosilicato con tapon de rosca.

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio MTT a 2mg/mL

Se pesan 0.02 g de MTT de RESEARCH ORGANICS vy se disuelven en 10 mL de SSB.
Esterilizar por filtracion con filtros de de 0.22 um y se coloca en un tubo de vidrio esteéril.
Almacenar a -20 °C, cubierto con papel de aluminio para protegerlo de la oxidacion catalizada

por la luz.

Isopropanol acido
Se mezclan 160 ul de HCI 0.04 M con 49.84 mL de isopropanol. Almacenar a temperatura

ambiente.
Metasulfato de fenazina a 3.5 mg/mL (PMS)
Se pesan 0.035 g y se disuelven en 10 mL de agua desionizada. Se esteriliza por filtracion con

filtros de 0.22 um y se coloca en un tubo de vidrio estéril. Almacenar a -20 °C, cubierto con

papel de aluminio para protegerlo de la oxidacion catalizada por la luz.

Pruebas quimicas

Insaturaciones

Prueba del Br/ CCl,: Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de CCl, y se agrega gota a
gota una solucion al 2% de bromo en CCly, si se observa decoloracion de la solucion, la

prueba es positiva.
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Prueba del KMnOQOy : se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetona o metanol;
posteriormente se afiade gota a gota una solucion de KMnO, al 2% en agua; la prueba es
positiva si se observa decoloracion o formacion de un precipitado café, resultado de la

formacion de bioxido de manganeso.

Oxhidrilos fendlicos

Prueba del FeCls: Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua o etanol después se le
afiaden unas gotas de cloruro férrico al 12.5% en agua; la aparicion de un precipitado rojo,
azul violeta o verde se considera positivo. En algunas ocasiones, para hacer mas sensible la
determinacion, es necesario utilizar una solucién no acuosa de cloruro férrico a la que se le

afiade una base débil, como por ejemplo una combinacion de piridina - cloroformo.

Esteroides y _triterpenos

Prueba de Liebermann-Buchard: Se disuelve una pequefia muestra en cloroformo para
afiadir el reactivo que se prepara agregando una gota de acido sulfdrico en una mezcla de
anhidrido acético con 1 mL de cloroformo; la aparicién de cualquier color en el lapso de 1

hora determina que la prueba es positiva.
Cumarinas
Se disuelven 1-2 mg de la muestra en una solucion de NaOH al 10%; si aparece una

coloracion amarilla que desaparece al acidular, la prueba es positiva.

Sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet: Se utilizan dos soluciones que se mezclan en iguales volimenes antes de
usarse. Solucion A: 1g de acido picrico en 100 mL de etanol; solucién B: 10 g de hidroxido de
sodio en 100 mL de agua. Para la prueba se ponen 2-3 mg de compuesto y de 3 a 4 gotas del

reactivo, siendo positiva si se forma una coloracién naranja o roja oscura.
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Flavonoides
Prueba de Shinoda: La muestra disuelta en etanol, se trata con limaduras de magnesio se
aplica calor (60°C) y después unas gotas de acido clorhidrico concentrado, se considera

positiva la prueba si se presentan colores naranja, rojo, rosa-azul y violeta.

Alcaloides

Prueba de Dragendorff: El reactivo utilizado consta de dos soluciones: Solucion A: 5 mL de
subnitrato de bismuto al 1.6% en acido acético al 20%. Solucion B : 5 mL de yoduro de
potasio al 40% y 20 mL de acido acético aforando a 100 mL con agua destilada.Se disuelven
1-2 mg de la muestra en etanol y se colocan unas gotas en una placa de porcelana, luego se le
afiaden unas gotas del reactivo de Dragendorff; la prueba se considera positiva si aparece un

precipitado naranja marrén.(Quintanilla, 1998; Veldzquez, 1997; Villareal, 1987)

79



13.2. Resumen curricular

Beatriz Padrén Marquez

Candidata para el Grado de
Doctora en Ciencias con Acentuacion en
Quimica de Productos Naturales

Tesis: COMPONENTES QUIMICOS CON ACTIVIDAD BACTERICIDA, FUNGICIDA Y
CITOTOXICA DE PLANTAS DE LA FAMILIA MYRTACEAE Y LAURACEAE

Campo de Estudio: Ciencias Biologicas.
Datos Personales: Nacida Monterrey, Nuevo Le6n el 15 de abril de 1977, hija de Yolanda
Marquez Urbina y Francisco Padron Grimaldo

Educacién: Egresada de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, grado obtenido
Quimico Bacteriologo Parasit6logo en 1998.

Maestra de licenciatura en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL (2000-2004)

Participacion como instructora del curso “Introduccion a las técnicas de cromatografia en capa
fina “con duracion de 20 horas del 8-12 de julio de 2002.

Reconocimiento por obtener el 2° lugar en el trabajo de investigacion de la categoria basicos
orales con el titulo “Actividad bactericida y citotoxica de compuestos quimicos de la familia
Myrtaceae y Lauraceae” presentado en el XXI Congreso Nacional de Investigacion
Biomedica, llevado a cano del 22 al 24 de octubre de 2003.

Publicacion del articulo “Identificacion de compuestos de Melia azedarach, Syzygiun
aromaticum y Cinamomum zeylanicum con efecto inhibitorio sobre bacterias y hongos”.
Beatriz Padron Marquez, Azucena Oranday Cardenas, Catalina Rivas Morales, Maria Julia
Verde Star.. Revista Ciencia UANL.2003. Vol VI(3):333-338. Este articulo ha sido citado por
al menos 5 autores de trabajos relacionados con el tema.
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13.3. ARTICULO

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS DE MeLA
AZEDARACH, SYZGIUM AROMATICUM

Y CINNAMOMUNM ZEVLANICUM CON EFECTO
INHIBITORIO SOBRE BACTERIAS Y HONGOS

Bzamiz Paorom Mancuez, Azvcena Oranoay Carpenas, Camuma Brras Mosaes, Marts Juus Veroe S1ea”

n la actualidad, las enfermedades gas-

trointestinabes son frecuentss an la po-

blacion. En la literatura internacional

aparece informacion cada ver mas in-
quietante sobre la elevada frecuencia de enfarme-
dades infecciosas por estafilococos penicilinomesis-
tentas y por bacilos Gram-negativos pertenecientas
las enierobacterias, muchos de ésios aungue for-
man parte de la flora intestinal. al igual que hongos
que normalments no son paidgenos, pusden serlo
de forma oporfunisia @ incleso causar infeccioneas
fatales cuando las defensas normales del huasped
son insuficientes.’

En oro tiempo las plantas eran la base principal
para la preparacian de medicamentos y, en wvista
de la gran resistencia de los microorganismos a los
farmacos ya existentes, pueden seguir siendo la fuen-
e principal de principios activos.

La importancia de bos producios nabwrales en me-
dicina s& basa no solamente en sus efectos farma-
coldgicos o guimiclerapeuticos sino en la posibili-
dad que ofrecen para poder desamollar a partir de
sus estruchwas nuevas drogas.? S5in embargo, tan-
ios anos de terapeéutica antibiatica han producido
profundas modificaciones de la microflora patoge-
na, sobre todo en el ambiente hospitalario, donde
&l uso continuo de farmacos antibacterianos ha fa-
worecido la seleccion de las cepas menos sensibles
o de las cepas portadoras de resistencia contra wno
o mas anibidticos, y la tozscidad selectiva de los ya
existentes se ve limitada por la similitud de las es-
tructuras eucariaticas de los hongos filameniosos y
levaduras con celulas del organismo;** por lo cual
&5 necesana la busgueda constante de nuewos far-

CENCLA LINML 7 WO W, Mo, 3, JLLIO-SEFTEMERE 2003
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macos antibidticos gue conirarresten ka resistencia
de kos microorganismos a los ya existenbas.

Metodologia

Este trabajo fue realizado en los laboratorios de
Cuimica Analftica y Cuimica de Productos Nabu-
rales del Departamento de Cluimica de la Faculad
de Ciencias Bioksgicas de la Universidad Autdno-
ma de Muawo Ledn.

Material microbiologico

Cepas bacterianas: Escherichia coli Saphylococ cus
aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi y
Emterobacter aerogenss

Cepas fungicas: Trichopipon tomsurams, Cyp-
tococows neoformans §y Sporotnx sohemokii.

Material vegetal:
Familia:

Meliaceae Lawraceas™*

kMyrtaceas

* laboratoros de Cuimica Amaitica y Productos Natumales del De-
partamenta de Bloquimica, Facutad de Clendas Blokigicas, LANL.
E-mad: beatrirnedron@habmall. com
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ig.1 Melndologia o2 obdencion de los exiractos.

Preparacion del material vegetal
y obtencion de los extractos

Las hojas de Meda aredara of (canelo) fueron reco-
lectadas al sur del drea metropolitana de Monie-
mey, M. L.. en agosto de 1998, se secaron a la som-
bra durante ocho dias; Syzpgium aromaticum (cla-
wo) y Cimmamomum zeylamicum (canela) se compra-
ron en & mercado Judre: de Toluca en o estado da
Magico en septismbre del mismo ano, posteriormmen-
ie 52 dejo un especimen de cada planta en el her-
bario de la Facultad de Ciencias Bicldgicas de la
LANL, donde fueron identificadas y se les otonga-
ron bos numeros de herbario 023492, 023433 y
023494, respactivamente. Despuss fusron molidas
cada una por separado en un molino, para extraer-
se despues por medio de dos 1ecnicas: maceracion
a termperatura ambiente y extraccidn continua Gpo
soxhlet (Fig. 1).

134
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Pruebas microbiologicas

Se utilizg el medio liquido C. Rivas (patente en ra-
mite Mo. 9810802) para la activacidn de las cepas
bacterianas, incubandolas por 18-24 ha 37°C; bos
hongos fueron activados en caldo Saboraud modi-
ficado (patente en ramite No. 98710892) con un
tiempo de incubacion de dos dias para C. neofor-
mansy de 7-15 dias para T. tonsuransy & sohenoki.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada
uno de los extractos se utilizg el metodo de difusion
en placa de agar y los medios de culteo antes men-
cionados; s colocaron 100 pl del indcule con una
micropipeta Eppendor (estandarizado a 6510° UFC
por &l método turbidimétrico de Mac Farland) di-
fundiendolo homogénaaments con un asa Driblasky,

luago sa colocaran discos de papel filtro impregna-
dos con 10 mil del extracto (previamente estéril con

membranas de nitrocelulosa con un poro de 0.45
i} y un control negativo con etanol, despuds se in-
cubaron durante 18-24 h a 37°C (bacterias) y a
temperatura ambiente de 2-15 dias (hongos). Des-
puss de este periodo se midio el hako de inhibicion
formadao. *

Separacion cromatografica
de los extractos activos

5e realizaron cromatografias en capa fina, usando
como adsorbente Silica Gel 7 G, en una propor-
cidn de 10 g de Silica en 40 ml de agua, la mezcla
amerior se vertid sobre placas de vidrio previamen-
te desengrasadas, se las daejo sacar al aire y ense-
guida s& activaron en una estufa durante Th a
115°C. luego, mediante un capilar, sa distribuya
una porcign del extracto y se dejo evaporar el sol-
vente para efectuar el comimiento dentro de una
camara de vidrio con la mezcla de solventes elegi-
dos, los solventes con los que se logrd una major
separacion cromatografica fueron el ater de petra-
loo, el benceno y la acetona merclados en diferen-
bes proporciones enre si o con otros solventes. Para
bocalizar los componentes que no son apreciables
al visible, s usaron luz UV y vapores de yodo, se
marcaron y se les tomd el Rf a cada uno. ®

Evaluacion de las fracciones activas

Se utilizd una tecnica de bivautografia modificada,
la cual puede detectar concentraciones minimas del

CENCIA LIANL S WO W, Mo 3, LUO-SEFMEMERE 7003
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compuesto responsable de la actividad bioldgica y
sa observa a simple vista la zona de inhibicion.® ™.
Para esto se hicieron cromalogramas en capa fina
utilizando placas de vidrio de 2.5 % 7.5 cm con las
manchas ya localizadas. 5e colocd el cromatograma
e una caja petri y se esterilizd con luz UV por dos
horas; despuss de esto bajpo el mechero se colocd
un trozo largo, angosto y de unos 3 mm de espesor
de medio salido C. Rivas [se colocd un algodan
humedo a un lado del cromatograma para evitar la
deshidratacion del medio). Luego se sembra el mi-
Croorganismo con una micropipeta y se distribuyd
uniformements con una asa bacterioldgica. 5e in-
cuba durante el Gempo necesaris para cada micro-
organismo y =2 midid el drea sin crecimiento mi-
crobiano.™ *

Identificacion de grupos funcionalas

A los extractos se les realizaron las siguientes prue-
bas quimicas para determinar su naturalaza quimi-
ca: Shinoda (flavonoides), esteroles y terpenoides
(Lisbermann- Buchard), akcaloides (Dragendorff],
Insaturaciones (Br,/CCL ), oxhidrilos fenalicos (FeCl,
5%, cumarinas (NaOH 10%) y sesquiterpenlacionas
(Baljet).” " e sapard la fraccidn activa uliizan-
do CCF preparativa con placas de 20 x 20 cm y
sflica gel 7 G como soporte, esta fraccion se raspd
de |a sllica, se resuspendic en etanol, se centrifugd,
se decantd el liguido con la fraccion y se be realizd
un analisis especroscopico (K] para confirmar la
presancia de esteroles.

Resultados

Los resultados obtenidos que se muastran en la ta-
bla | indican que de kos extractos del canslo (Malia
aredarach) al etéreo en sozhlet (1.7) presentd wuna
fuerte actividad antimicrobiana contra 5. typhi B
cereus y &l acatonico en soxhlet [2.1), inhibéa fusr-
temente a T. fomsurars; se observd menor actividad
de los extractos de mayor polaridad y por el meto-
do de maceracion, en al metanalico por agitackan
(3.2) se observa una actividad casi nula.

Se comprobd la efectividad contra todos los mi-
croorganismos probados con bos exracios de ca-
nela (. zepamicwr) excepio los realizados con
metanol por kos dos maétodos; Bacilus cereus y
Tric hopimton iomsurains fueron los mas sensibles con
los exfractos etéreo y aceldnico por agitacion; los

CENCIA LNNL 7 WOHL. W, Mo 3, JULIO-SEFTEMERE 2003
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menos sensibles Saimoneda hphi y Crplococcus
meoiormais (tabla ).

Tabla L Aclividad biolngica de los exractos de Mele

azedaach jcansl)
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For otra parte, los realizados con clavo (Syzymicm
aroimaticurn ) presentaron inhibicidn tanto en los ex-
ractos no polares como con los polares por los dos
metodos excepto confra £ aerogenes que salo fue
fuertements afectado por el etéreo con soxhlet (7.1),
como se pusde observar en la tabla Mo. 3 los ez-
ractos de éier de petralen y acetona tuvieron una
actividad relevante conra Saphylococous aures,
Salmonella typhi Emerobacter aerogenes, Bacilus
cereds, Trichophyton tonsurans, Crpilococcus meo-
formanns y Spovoliy sohonokii,

En las pruebas quimicas de los exractos mas
actiwos se obsennd que la mayoria de los extractos
actiwos fusron positvos para flavonoides, cumarinas
y awhidrilos fenalicos. El extracto mas activo (cane-
la soxhlet —éter de petroleo) fue positivo para las
pruebas de Lisbermann- Burchard (para esteroles y
riterpenoides), de shinoda [para flavonoides) y de
dragendordf (para alcaloides).

Los extracios de C. repanicum con éler de pe-
rakeo con soxhjpt (4.7) y el 5. aromaticum con ater
de peraleo corfagitacion (7.2) presentaron el ma-
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yor numero de fracciones con actividad y el exrac-
io 4.1 sobre mayor cantidad de microorganismos
tanto bacterias como hongos.

Tabda ll. Aciwidad bicdogica de  los exiraclos de
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Discusion

Los exractos de las hojas de M. azedarach, corte-
za de C zeylamicum y los capullos de S aromaticum
migstraron inhibicion del crecimiento al menos uno
de los microorganismos probados. Esto concuerda
con kos resultados obtenidos por Hamer-Schmidt y
cobs (1993)"7 en O, seWamcum y 5. aromaticom,
quienes tambien observaron mayor inhibicion en
hongos que en bacterias.™ En este trabajo se en-
contrd que 8. cereus fue el mas sensible y £, agno-
genas el menos, los mismos resuliados obtuvo San-
chez, [19095), M. azedarach presenta actividad con-
ra diferentes microorganismos,” en este rabajo el
extracto atdreo en soxhlet (1.1) presentd actividad
contra 5. typfi y B, cereus al igual que &l acetonico
que ademas inhibic a T. tomsurams contrano a lo
esperado, puesio que el calor es considerado comio
un agente destrucior de algunos principios y solo se
ha reportado actividad bactericida en los extrac-
tos acuosos de los frutos.® En C. eylamicom no hubo
diferencia significativa entre ambos metodos, peno
5 hubo una disminucian de la actividad conforme
se gumenta la polaridad del solvente; O zeplamicum
85 igualmente acivo sobre hongos y bacierias con
los exfractos eiéreos por agiacian y soxhlet (4.7,
4.2) y el acetonico por agitacion (5.2). Sanchez,
(1985)* trabajo con extractos stanolicos de C.
Zeylamicum y 5 aroma foum donde repona una fuere
inhibicion de B corews y 5. aureus resulados simi-
lares a bos mosirados por bos extracios 4.1, 5.2, 7.2
y 8.2. 5 aromaticum es moderadamente  activo
sobre bacterias y mayor en hongos, esta actividad
tambign s& ha publicado por Hammer- Schmidt |
(1993)" y por P. Hilli en 1'997." 5 encontraron
flavonoides en £ zeplamicum en el exracto atérao
por ambos métodos de extraccion, al igual gue
Aguilar, {1982)" repona flavonoides en esta misma
especie; ademas dieron positivas las pruebas para
akaloides, riterpenoides y estercles en el exrac-
to etéreo en soxhlet, este glimo grupo se confirma
con &l especio inframojo. la fraccidn activa presenta
absorciones caracteristicas de OH en 3438 cm™, en
2920 cmr'para C-H y en 1098 cm caracteristico
de C-0.

En 5 ammaticum en el exracto etérec encon-
tramos flavonoides y en el exracto metanolico
esterobes, como reportd Wren, (1994);° ademas
Encontramos cumarinas y alcaloides en el axracto
acetdnico con agitacion y oxhidrilos fendlicos en

CERCLK LANL P WL WL Moo 3. JULKD-SEPTIEMERE. 7003
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indos sus exractos por ambos matodos, los com-
puestos fenalicos ya hablan sido mencionados por
Coleman & Anderson, (1985) ™ como respuesta de
las plantas en asociaciones incompatibles entre
planta y hongo.

En Mol azedarach =& ha reporado la presen-
cia de alcaloides Aguilar, [1993)™ triterpenoides y
estercles 'Wren, (1994)% los cuales no fusron de-
iectados con las pruebas quimicas realizadas. 5e
enconird presencia de flavonoides y cumarinas en
el exfracio etéreo por soohlet.

D los 11 exractos acteos que se obtuvieron la
mejor separacion s lleve a cabo con aer de petra-
leo, benceno y acetona, en la mayoria de ellos.

El extracto atéreo de O, zepamicum por &l meto-
do de soxhlet mostrd una actividad relevants sobre
E. coli, 5 auvreus, E. asrogenes. B. cereus,
Tiomsurans y 5. schencki , en cuatro fracciones se-
paradas por CCD con Rf de 0.52, 0.59, 0.64 y
0.82, ko cual indica que el extracto no polar contie-
ne compuestos con aclividad biolagica de amplio
especiro qQue &n concentracionses muy peguenas
pudieron ser detectadas por el m'gtnl:ln de
bioautografia modficado por Verastegui (1999)",
lo cual concuerda con reportes de Oranday (1998)™
sobre compuestos no polares extraidos de plantas
que benen esta actividad.

Conclusiones

El método de extraccidn en sozhlet para Mefa
axdarach fue mejor gue el matodo de agitacion, la
diferancia no es significativa en las ofras dos plantas.

El exfracio siéren en soxhlet de M azedarach
presenid actividad relevante sobre 5. iyphiy B cemus
y dio positiva para las pruebas de flavonoides y
cumarinas; en el acetdnico contra 5. iyph, B cereus
¥ T. tomsurans. Por separacion cromatografica del
edracto etéreo en soxhlet obtuvimos 11 fracciones
con un eluente da éter de petrdleo-bencano-acetona
{40:20:5), las cuales por el métedo de bioautografia
mosiraron actividad sobre 5. iyphiy B cemus, mien-
ras que en el extractos acetdnico en nimguna de las
fracciones se obsered actividad inhibitoria.

5 aromaticum fue la especie gque presentd ma-
yor actividad contra todos los microorganismos
estudiados aun con los exracios metanclicos. El
exiracio eigérec con soxhlet dio pruebas positivas
para flavonoides, nsaturaciones, oxhidribos fenali-
CO5 ¥ CUMarinas.

CENCIA LUANL { WOL. W, Mo. 3, JLLIO-SEFTEMERE 2003
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Al realizar el comimienio cromatografico de este
extracto con éer de petrales y metanol (30:05), se
obluvieron cinco fracciones, que evaluadas por el
méiodo bicautografico, dos de ellas presentaron ac-
tividad considerable conra el 50 % de bos microor-
ganizmos probados,

El extracto etérec de O. zepamicum por soxhlet
{4.1) y el esracio acetonico por agitacion [5.2)
inhibieron a la mayoria de los microorganismaos pro-
bados. El etéreo dio positivo para las pruebas de
flavonoides, alcaloides, esteroles y interpenoides.

La separacign cromatografica de dicho extracto
sa llevd a cabo con éter de petrdlec-benceno-
acetona (40:20:5) y dio 12 fracciones de las cuales
cuatro presentaron aclividad por &l metodo de bio-
autografia en los microorganismos probados, ex-
cepio contra 5. G

El exracto stéren de C. zeplamicum fue e gue
presentd la mayor actividad de todos los extractos
probados.

Resumen

S hicieron preparaciones de extracios, prusbas
microbicldgicas contra ocho microorganismaos y ca-
racterizacion de los compuestos activos de seis ex-
ractos obienidos por dos métodos de exraccion,
de Melia aredarach, Syzygium aromaticum y
Cinnamomum zepamicum, ieniendo como objetivos
comparar la eficacia de las tecnicas de exraccian,
y evaluar la actividad antimicrobiana de estas plan-
tas, partiendo del antecedente de que son utiliza-
das como remedios caseros. Se obsard mayor ac-
tivided en &l extracto etérec de Cimemomum con
soxhlet; enconrando flavonoides, alcaboides, riter-
penos ¥ esteroles. Se bocalizaron kas bandas con
actividad y se confirmd la presencia de esteroles

por medio del especiro inframojo.

Palabras clave: Meliaceae, Myrtaceae, Lauraceae,
Fatagenos gasirointestinales, Dermatofitos.

Abstract

Six plant extracts of Melia azedarach, Syzypgium
aromaticum and Cimnamomim feylamic iim, respec-
tively were made, extracis being obtained through
two methods. Microbiological tests against eight mi-
croorganisms and active compound characteriza-
tion were performed. Chr aim was o compare the
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affectiveness of wo exfraction methods and io evalu-
ate these plants’ activity because of reports of their
being wsed as home remedies. Higher actvity was
observed in ather exracts of Cinmamomum by
sorhlet, which had flavonoids, akcalboids, friterpenas
and esterols. Active bands wers found and esterol
presence was confirmed through infrared speciros-

COY.

Keywords Meliaceas, Myrtaceas, Lauraceae, Gas-
rrointestinal and dermatophyte pathogens.
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