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RESUMEN

A fin de investigar la actividad antimicrobiana sobre los microorganismos patégenos
Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y Candida albicans, se
obtuvieron tres diferentes extractos de damiana negra silvestre y cultivada (Turnera
diffusa var. aphrodisiaca) y de damiana blanca silvestre (T. diffusa var. diffusa). Las
metodologias de extraccidn involucraron solventes de diferente polaridad tales
como: etanol-agua (1:1), metanol y hexano. Mediante ensayos in vitro por el
método de difusién en discos impregnados, se determind que tanto las variedades
silvestres y genotipo cultivado de Turnera diffusa, asi como el tipo de extracto
influyen significativamente sobre el porcentaje de actividad antimicrobiana frente a
las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli y al hongo Candida albicans.
Los extractos no mostraron inhibiciébn sobre S. typhi. El extracto metandlico de
damiana negra silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca) fue el de mayor actividad,
presentando inhibicidn de los microorganismos a una concentracion de 1 mg/mL
(55% en S. aureus, 44.5% en E. coli y 57.5% en C. albicans. La concentracion
minima inhibitoria para S. aureus y C. albicans fue de 1 mg/mL, y para E. coli fue
de 0.05 mg/mL. Este extracto fue analizado por cromatografia de gases y
espectrometria de masas, identificando mayormente compuestos de tipo terpénico,
los de mayor concentracion fueron el eucaliptol, el a-cedreno y el fendlico-glucésido
arbutina, a los que se les atribuye la actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Antibacteriano, Antifungico, Arbutina, Bioensayos in Vvitro,
Terpenos.
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ABSTRACT

In order to investigate the antimicrobial activity against the pathogenic
microorganisms Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus and
Candida albicans, three different extracts were obtained of wild and cultivated black
damiana (Turnera diffusa var. aphrodisiaca) and wild white damiana (T. diffusa var.
diffusa). Extraction methodologies involved solvents of different polarity such as:
ethanol-water (1:1), methanol and hexane. Using in vitro tests for the impregnated
Disc diffusion method, it was determined that both wild varieties and cultivated
genotype of Turnera diffusa, as well as the type of extract significantly influence the
percentage of antimicrobial activity against the bacteria Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and fungus Candida albicans. The extracts showed no inhibition of
S. typhi. Extract methanol of wild black damiana (T. diffusa var. aphrodisiaca)
showed the best percentage inhibition of microorganisms at a concentration of 1
mg/mL (55% in S. aureus, 44.5% in E. coli and 57.5% in C. albicans). This extract
was analyzed by gas chromatography and mass spectrometry and the mostly
compounds were identify as terpenes, the highest concentration was eucalyptol, a-
cedrene and the phenolic glycoside arbutin, which is attributed to the antimicrobial
activity.

Keywords: Antibacterial, Antifungal, Arbutin, in vitro assays, Terpenes.



INTRODUCCION

Un éarea de la farmacologia que se ha estudiado con gran énfasis es la terapia
antimicrobiana. Desde principios del siglo XX, con el descubrimiento de la penicilina
se desencadend una serie de eventos que mostraron como un solo antibiético
podia curar la mayoria de las enfermedades infecciosas (Risso, 2000). Sin
embargo, pronto se presentaron fendmenos de resistencia antimicrobiana
favorecidos por: 1) la presion selectiva ejercida al prescribir formal o libremente
medicamentos para uso terapéutico en humanos o animales, 2) la utilizacion
generalizada de antimicrobianos en pacientes inmunocomprometidos, 3) el uso de
dosis o duracion inadecuada de la terapia antimicrobiana, y 4) el desconocimiento
de los perfiles de sensibilidad de los diferentes microorganismos teniendo en

cuenta la flora local de cada institucion o comunidad (Sussmann et al., 2008).

A pesar de la gran variedad de antimicrobianos con los que se cuenta actualmente,
las infecciones provocadas por bacterias multi-resistentes causan una amplia
morbilidad y mortalidad. Asimismo, incrementan los costos por una mayor estancia
hospitalaria y complicaciones derivadas de la misma. Se calcula que el costo anual
en los Estados Unidos por la resistencia antibiética es entre 100 millones y 30

billones de dolares (Sussmann et al., 2008).

En los dltimos afos se han estudiado nuevas estrategias para combatir las
enfermedades infecciosas utilizando mecanismos diferentes a los ya establecidos,

un caso especifico son las plantas o los extractos y principios activos derivados de



éstas. El estudio de las plantas medicinales es hasta la fecha, un factor importante
para la investigacion y el desarrollo de farmacos antimicrobianos, ya que durante el
desarrollo de investigaciones etnobotanicas se han encontrado y determinado
metabolitos con propiedades antimicrobianas, con los que se han desarrollado
tratamientos contra enfermedades gastrointestinales y dérmicas provocadas por

microorganismos como bacterias y virus (Lozoya y Rivera, 1999).

Las sustancias derivadas de plantas, cuya actividad farmacoldgica es trascendente,
se producen en las plantas mediante rutas adicionales al metabolismo primario,
conocido como metabolismo secundario (Barrera, 2000), por ello dichas sustancias
son llamadas metabolitos secundarios. Muchos de estos componentes, ya sea de
forma individual o en diferentes combinaciones, poseen efectos estimulantes,
calmantes o terapéuticos en el hombre, incluso, algunas de estas sustancias se
aprovechan también en la industria farmacéutica, alimentaria, textil, agroquimica,
perfumeria y cosmetologia (Morales-Lépez, 2003). Se infiere que la distribucion de
los metabolitos secundarios en el reino vegetal es amplia puesto que se estima
cerca de 20, 000 especies vegetales que son utilizadas medicinalmente (Penso,

1982).

Se estima que en México hay alrededor de 4,000 a 5,000 especies de plantas con
atributos medicinales, esto equivale al 15% del total de su flora conocida. El
conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas ha trascendido desde
la época prehispanica hasta nuestros tiempos gracias a la tradicion oral. Los

actuales “duefios” de esta informaciéon son, algunos de los miembros de los



diferentes grupos étnicos de nuestro pais. A pesar de esta riqueza de diversidad y
del conocimiento tradicional acerca de las plantas medicinales, los trabajos de
validacion quimica y biomédica a cerca de estas plantas, ha sido muy lento, ya que
s6lo en 5% de éstas se han llevado a cabo estudios de validacién farmacolégica,

biomédica y de quimiotaxonomia (Huerta, 2002).

Un ejemplo de este conocimiento sobre el uso en la medicina tradicional mexicana,
lo presenta la planta aromatica de damiana (Turnera diffusa Willd., Familia
Passifloraceae) que es utilizada debido a que entre sus diversas propiedades se le
atribuye actividad antimicrobiana, sin embargo este efecto ha sido poco estudiado.
La damiana se emplea como estimulante nervioso, afrodisiaco, diurético y para el
tratamiento de afecciones genitourinarias (Osuna-Leal y Meza-Sanchez, 2000;
Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo, 2006). Los estudios fitoquimicos y farmacologicos
de la damiana, demuestran la presencia de compuestos terpénicos, fendlicos y
flavonoides, a los que se les atribuyen las propiedades antioxidantes,
antiulcerogénicas e hipolipemiantes (Piacente et al., 2002; Alcaraz-Meléndez et al.,

2004; Pazos-Guarneros, 2009).

Por ello, en la presente investigacion, con el fin de estudiar las propiedades
antimicrobianas de damiana, se determino el efecto de diferentes extractos de tres
genotipos (dos silvestres y uno cultivado) de dos variedades damiana (damiana
negra, T. diffusa var. diffusa; y damiana blanca, T. diffusa var. aphrodisiaca),
mediantes ensayos in vitro, contra las bacterias Escherichia coli, Salmonella typhi y

Staphylococcus aureus, y el hongo Candida albicans, que afectan la salud humana.



.  ANTECEDENTES

La incidencia de infecciones serias en los vertebrados, provocadas por diversos
microorganismos como bacterias y hongos, se han incrementado en los ultimos
afios, debido principalmente al surgimiento de resistencia a las drogas que se
emplean normalmente contra estos patdégenos (Jawetz et al.,, 1992). Esto ha

provocado que las terapias antimicrobianas cada vez sean mas toxicas.

Entre los casos de resistencia, un ejemplo, donde la terapia antifungal actual
produce gran toxicidad y problemas de resistencia, es el relacionado al uso del
fluconazol, un antifingico ampliamente distribuido y utilizado en contra de Candida
albicans, la cual ha desarrollado resistencia a este farmaco. Se ha demostrado que
la resistencia que esta especie ha desarrollado se puede transmitir en forma
horizontal a otras especies de Candida, como ocurri6 en Candida glabrata
(Hosking, 1999). Debido a circunstancias como éstas, muchos grupos de
investigaciéon a nivel mundial, han retornado su atencion a las plantas, que en
diferentes grupos étnicos en el mundo son consideradas como medicinales, en
busca de nuevos agentes activos, que pueden emplearse para dar salida a estos

problemas (Jawetz et al., 1992).

[I.L1. USOS DE LAS PLANTAS MEDICNALES

De acuerdo a la OMS (2002) una planta medicinal es definida como cualquier

especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para



propésitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores
para la sintesis de nuevos farmacos. La OMS hace una referencia a la medicina
tradicional cuando interactian las plantas con propiedades medicinales,
definiéndola como “el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en
teorias, creencias y experiencias de utilizar dicha planta, de las diferentes culturas,
sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de las enfermedades fisicas y
mentales”. En la mayoria de los casos donde se emplea medicina tradicional se
hace referencia a aquellos aspectos de esta medicina tendientes a ser empiricos
(no estan basados en metodologias y estudios cientificos), donde se busca obtener
soluciones a los problemas de salud de las personas, utilizando a las plantas como
productos naturales con potenciales para el alivio o cura de enfermedades de la

salud humana (Cortes-Mancera, 2015).

La investigacion cientifica de las plantas utilizadas en medicina tradicional con un
enfoque multidisciplinario se ha incrementado en todo el mundo, una gran variedad
de especies se han estudiado y se ha acumulado suficiente evidencia cientifica
sobre sus propiedades farmacoldgicas (Dahanukar y Kulkarini, 2000). Con este
conocimiento, la industria farmacéutica a partir de los ingredientes activos aislados
de las plantas ha logrado sintetizar aproximadamente el 25 % de los medicamentos

mas exitosos del mercado, por ejemplo la aspirina y el tamoxifén (Tripathi 2003).

Existe una gran cantidad de plantas que se han empleado como solucién a

malestares que interfieren al bienestar de la salud. En muchos trabajos se ha



determinado la funcion que tienen diversas plantas que son utilizadas en la
medicina tradicional y se describen los métodos de cémo se realiz6 la identificacion
cientifica de sus componentes. Sin embargo, aunque son numerosas las especies
de plantas estudiadas farmacologicamente, solo de un 5% de ellas se ha validado
su relacion fitoquimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos

(Ocegueda et al., 2015).

A nivel mundial, cada dia se presta mas atencién al uso de las plantas medicinales
de forma que la Etnobotanica, la Fitoterapia y la Fitoquimica estan tomando un
auge inesperado, tanto en la practica de la medicina complementaria como en el
ambito académico. El 80% de la poblacién mundial, mas de cuatro mil millones de
personas, utiliza las plantas como principal remedio medicinal segun lo sefiala la

OMS (Beyra, 2004).

La OMS estructuré en 1985 un Programa de Medicina Tradicional Herbolaria,
reconociendo la existencia de 119 sustancias de origen vegetal que pueden
considerarse farmacos importantes, Utiles en mas de 60 categorias terapéuticas y
obtenidas principalmente de 91 especies. El estudio de las plantas medicinales
mas utilizadas por la poblacion y su evaluacion con métodos cientificos actuales
sus efectos farmacologicos y téxicos han permitido su incorporacion a la llamada
medicina moderna, estos medios tradicionales con verdadera efectividad, han ido

ganando prestigio en la practica médica actual (Beyra, 2004).



Se estima en 5 mil el nUmero de especies vegetales estudiadas exhaustivamente
para una posible aplicacién médica, que es una pequefia fraccion del total estimado
en 3 millones de especies (Sanchez, 2000). La utilizacion de extractos totales de
las plantas ejerce en muchos de los casos un efecto mas beneficioso sobre el
organismo humano que la accion del compuesto aislado y produce menos efectos
secundarios indeseables. Este postulado constituye el fundamento de la
Fitoterapia, que tantos adeptos gana actualmente en el mundo entero (Sanchez,
2000). La OMS ha insistido en que el uso de plantas medicinales puede ser de gran
aplicacion en la atencion primaria de los sistemas de salud, pero sobre bases
cientificas que sustenten seguridad, efectividad y calidad requeridas para su

administracion en humanos (Sanchez, 2000; Kumar et al., 2007).

Otra caracteristica muy importante que apoya al uso de productos derivados de las
plantas, es que producen efectos secundarios minimos o no los producen y son de
bajo costo comparados con los agentes sintéticos (Kumar et al., 2007). Por lo tanto
es prioritario investigar sobre medicina tradicional con los recursos disponibles en
la regién para conseguir un aprovechamiento y uso de la misma con un respaldo

cientifico (Beyra, 2004).

Ademas, las plantas medicinales tienen importantes aplicaciones en la medicina
moderna, ya que son fuente directa de compuestos que se emplean como materia
prima para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la
estructura quimica de sus principios activos puede servir de modelo para la

elaboracion de drogas sintéticas y tales principios se pueden utilizar como



marcadores taxonémicos en la busqueda de nuevos medicamentos (Oliveira-

Miranda et al., 2005).

Las plantas medicinales mas utilizadas a nivel mundial son Aloe vera (sabila),
Matricaria spp. (manzanilla), Eucalyptus spp. (eucalipto), Allium sativum (ajo),
Plantago major (llantén), Gingko biloba (ginco), Valeriana officinalis (valeriana),
Hypericum perforatum (hierba de San Juan), Echinacea purpurea (equinacea),
Panax ginseng (ginseg), Ocimum basilicum (albahaca), Zingiber officinale

(jengibre), entre otras (Ecured, 2016).

[1.1.1. Plantas con propiedades medicinales en México

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el niumero de plantas
medicinales registradas con 4500 plantas, sin embargo, se estima que sélo el 5%
han sido estudiadas para validar quimica, farmacolégica y biomédicamente los
principios activos que contienen. En México, la mayor parte del conocimiento
tradicional que se tiene acerca de las plantas medicinales proviene desde la época
prehispanica y actualmente diversos grupos étnicos lo conservan. Desde hace mas
de 30 afios ha surgido la necesidad de integrar las medicinas tradicionales dentro
de los sistemas oficiales para mejorar la calidad de vida de los pacientes esto por

razones de orden cultural y economico (Huerta, 2002).

En nuestro pais, la medicina moderna comenz0 a practicarse recientemente en

muchas de las zonas rurales, en donde sus habitantes rara vez disponen de



recursos econémicos para pagar farmacos modernos caros. Por eso, la poblacién
contintia confiando en las plantas medicinales de la region y de otras fuentes de la
medicina tradicional. El conocimiento de estos aspectos farmacolédgicos y clinicos
de la cultura autdéctona mexicana, constituye una fuente importante de informacion
de posibles nuevos agentes activos medicinales. Se estima que el 85% de la
poblacion de México recurre a las plantas tanto con fines medicinales como

ingredientes de alimentos (Robinson y Lépez, 1999).

Las investigaciones realizadas en nuestro pais con plantas medicinales, se han
desarrollado de sobremanera en la ultima década, indicativo de la importancia de la
medicina tradicional mexicana. Actualmente, los reportes indican la existencia de
literatura cientifica que avala el uso de las plantas, sus extractos o sus compuestos
activos contra diversas enfermedades como la diabetes, hipertension y céancer, o
con propiedades antibacterianas, antimicoticas, antiprotozoarias, relajantes y

sedativas (Huerta, 2002).

Aungue los reportes indican un sinnimero de plantas medicinales utilizadas en
nuestro pais, las mas nombradas por sus usos son: Gordolobo (Gnaphalium sp.),
Eucalipto (Eucalyptus globulus), Hierbabuena (Menta sp), Manzanilla (Matricaria
chamomilla), Nopal (Opuntiaficus-indica), Arnica (Heterotheca spp.), Guarumbo
(Cecropia obtusufolia), Verbena (Verbena carolina), Sauco amarillo (Tecoma
stans), Epazote (Chenopodium ambrosioides), Sabila (Aloe vera), Ruda (Ruta
graveolens), Romero (Rosmarinus officinalis), entre otras (Linares y Bye,1990;

Taddei-Bringas et al., 1999).



[1.2.  PRINCIPIOS ACTIVOS DE LAS PLANTAS

Actualmente, se tiene el conocimiento de que muchos compuestos derivados de
plantas, cuya actividad farmacoldgica es importante, se producen mediante vias
metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo
secundario (Wink, 2003), por lo que dichos compuestos son llamados metabolitos

secundarios.

Algunos metabolitos secundarios son atrayentes de insectos polinizadores
(pigmentos y aromas) representando adaptaciones quimicas a cambios del medio
ambiente, o sirven como agentes de defensa contra plagas (fitoalexinas, quitinasas,
B-glucanasas, proteinasas, péptidos antimicrobianos, etc.). Los metabolitos
secundarios vegetales generalmente se encuentran en pequefas cantidades en
comparaciéon a los metabolitos primarios y constituyen un grupo quimico diverso
que incluye a los alcaloides, flavonoides, glicésidos, fenoles, saponinas, taninos,
esteroides, carotenoides y terpenoides entre otros, los cuales son usados por

diferentes tipos de industrias (Dixon, 2001).

Muchos de éstos, ya sea de forma individual o en diferentes combinaciones,
poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el humano, ademas de
que es su mayoria son utillizados como materias primas de la industria
farmacéutica, alimentaria, textil, agroquimica, perfumeria y cosmetologia
(Hartmann, 2007). Su distribucion en el reino vegetal se infiere que es amplia, se

estima que cerca de 50,000 especies vegetales que son utilizadas medicinalmente,
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de las cuales solo una pequefia cantidad se ha investigado para la obtencion de
medicamentos. De todas, aproximadamente del 15 al 20% de las plantas terrestres
han sido evaluadas sobre el resto de las especies vegetales, ademas de que se
desconoce si sus metabolitos poseen algun efecto farmacolégico, por lo que el
conocimiento en este campo queda restringido a grupos taxonémicos particulares,

por lo que queda mucho por estudiar (Soejarto et al., 2005).

Estas sustancias pueden encontrarse en cualquier estructura de la planta. Existen
varios factores que determinan la calidad y la concentracion de sustancias
pertenecientes a la planta, los cuales son la época del afio, la humedad, tipo de
suelo y la edad de la planta entre otras. Por ejemplo las plantas que son jévenes 0
demasiado viejas tienden a tener menos concentracion de principios activos, asi
mismo suelos acidos son sumamente mas favorables para plantas que producen
alcaloides y que la humedad afecta directamente a la concentracion de los

compuestos quimicos presentes en las plantas (Ocegueda et al., 2015).

Los efectos terapéuticos se debe al contenido de diferentes metabolitos
secundarios como los aceites esenciales, taninos, &cidos fendlicos,
sesquiterpenlactonas, cetonas y flavonoides, entre otros (Huerta, 2002). Entre los
metabolitos secundarios que se producen en las plantas, destacan por ejemplo el
taxol, que proviene de Taxus brevifolia y Taxus cuspidata, un compuesto con
actividad anticancerigena (Wani et al., 1971); la reserpina, sintetizado por las
especies de Rauwolfia serpentina y Rauwolfia vomitoria, presenta actividad

antihipertensiva y tranquilizante (Vakil, 1955); y la morfina y noscapina, son algunos
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de los principios activos de Papaver somniferum, cuya actividad analgésica y
antitumoral respectivamente son recetados a pacientes cuyos padecimientos son

muy dolorosos incluyendo cancer (Duke, 1973; Bulduk y Taktak, 2012).

La clasificacion de los mismos se basa en la consistencia y se denominan con el
mismo nombre de la planta de la cudl provienen (planta donante), por ejemplo
aceite esencial de romero. Los aceites esenciales son las fracciones liquidas
volatiles que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas, son
mezclas complejas de hasta 100 componentes, entre ellos: terpenoides, fenoles
aromaticos, éteres, ésteres, aldehidos y cetonas que determinan el aroma

caracteristico de la planta donante (Batish et al., 2008).

Algunos de los componentes fendlicos de los aceites esenciales son clasificados
como GRAS (por las siglas en ingles de Generally Recognized as Safe) lo que
potencia su uso (Ponce et al., 2003). Los aceites esenciales de han mostrado en
varios trabajos propiedades antibacterianas, antimicéticas, antiparasitarias e
insecticidas (Burt, 2004; Gutierrez et al., 2008; Ponce et al., 2008). Algunos de los
aceites esenciales que han sido ensayados en alimentos son: eucalipto (Melaleuca
alternifolia), romero (Rosmarinus officinalis), menta (Mentha piperita), rosa
mosqueta (Rosa moschata), trébol (Syzygium aromaticum), limén (Citrus limonum),

orégano (Origanum vulgare), etc.

Las oleorresinas son liqguidos muy viscosos o0 sustancias semisdlidas, éstas

constituyen las verdaderas esencias de las especias en su forma mas concentrada
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y contienen gran variedad de compuestos volatiles y no volatiles. Ademas son los
sustitutos preferidos de las especias tradicionales en las industrias de alimentos
(Ponce et al., 2008). Algunas de las oleorresinas utilizadas en alimentos por sus
propiedades antimicrobianas son: romero, orégano, ajo (Allium sativum), cebolla
(Allium cepa L.), ardndano (Vaccinium oxycoccus), oliva (Olea europea), entre

otros.

[1.3. PLANTAS MEDICINALES CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

En la actualidad, las posibilidades terapéuticas se ven notablemente menguadas
por la ausencia de nuevos medicamentos que actlen frente a diversos patégenos;
y a pesar de la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de estas infecciones,
se presenta problemas de resistencia, espectro de accion, costo y efectos adversos
en el paciente como hepatotoxicidad y nefrotoxicidad (Nazar et al., 2010; Peman et
al., 2011). Debido a estas razones se debe orientar los esfuerzos a la busqueda de

nuevos agentes antimicrobianos que superen dichas limitaciones.

Es por ello, que numerosas investigaciones se realizan encaminadas hacia la
evaluacion de actividades antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de
plantas medicinales y aromaticas. Para ello se han empleado las técnicas in

vitro dada la sencillez y reproducibilidad de las mismas.

Los principales extractos vegetales con actividad antimicrobiana son los aceites

esenciales y las oleorresinas. Los extractos naturales se obtienen directamente de
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las plantas y no sufren transformaciones posteriores, por ello su rendimiento es
bajo y continban siendo costosos. Se extraen de las partes no lefiosas de las
plantas, en especial de las hojas, mediante diferentes métodos: extrusion,
destilacion por arrastre con vapor de agua (mas usada a nivel comercial),
extraccion con solventes volétiles y con fluidos supercriticos. Se encuentran en
estructuras histolégicas especializadas, localizadas sobre o cerca de la superficie
de la planta (Shiva-Ramayoni, 2007). Se conocen aproximadamente 3000 plantas
con potencial antimicrobiano, de las cuales 300 tienen importancia comercial (Burt,

2004).

[1.3.1. Antibacterianos de origen vegetal

En la medicina tradicional de las diferentes regiones del mundo, a la fecha se
dispone de variados agentes antimicrobianos obtenidos de plantas que se han
probado tanto in vitro como in vivo (Cowan, 1999). Un ejemplo de ello es Piper
tuberculatum Jacqg. (Piperaceae) utilizado en humanos y animales domésticos
como antiinflamatorio y desinfectante de heridas, los compuestos responsables de
esta actividad con amidas isobutilicas, pirrolidina, dihidropiridona y piperidina (Silva
et al, 2002). Ademas, diferentes extractos derivados de plantas son
potencialmente bactericidas, de algunos de ellos se desconocen los principios
activos o0 estan bajo investigacion y algunos son inhibitorios del crecimiento de
bacterias que causan infecciones dificiles de controlar en humanos con el uso de
antibioticos tradicionales. En el cuadro 1 se describen diferentes tipos de extractos

(acuosos, etandlicos y metandlicos) de diversas plantas como “té limén”
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(Cymbopogon citratus), “hibisco” (Hibiscus rosa-sinensis) o “romero” (Rosmarinus

officinalis) que muestran actividad contra bacterias patégenas de humanos, entre

ellas Bacillus subtillis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus.

Cuadro 1.

patdgenas de humano.

Extractos o compuestos derivados de plantas contra bacterias

ESPECIE VEGETAL EXTRACTO/ BACTERIA REFERENCIA
COMPUESTO
Rhizophora apiculata Taninos Proteus mirabilis, Acinetobacter Lim et al., 2006
hidrolizables calcoaceticus, Micrococcus sp.,
Staphylococcus  epidermidis,
Yersinia  enterocolitica, S.
aureus, Erwinia sp.,
Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus, Klebsiella sp
Woodfordia fruticosa Metandlico Bacillus subtilis, Micrococcus Parekh 'y Chanda,
flavus, Pseudomonas 2007
pseudoalcaligenes
Myrcianthes rhopaloides  Eucaliptol Staphylococcus aureus y Maldonando, 2008

Streptococcus pyogenes

Thymus capitatus

Aceite esencial

Pseudomonas aeruginosa

Qaralleh et al., 2009

Elettaria cardamomum Acuoso Staphylococcus aureus Kaushik et al. 2010
Cymbopogon citratus Etandlico/ Escherichia  coli, Klebsiella Hindumathy, 2011
alcaloides pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus vulgaris

Hibiscus rosa-sinensis Etandlico Bacillus  subtillis, Escherichia Ruban y Gajalakshmi,
coli 2012

Anisomeles indica Metandlico Bacillus subtilis, Salmonella Naise y Bhadange,
typhi 2013

Emilia sonchifolia Metandlico Bacillus cereus, Thenmozhi et al., 2013
Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi.

Caesalpinia spinosa Infusion Staphylococcus aureus Guevara et al., 2014

Prunus africana Metandlico Salmonella typhi, Proteus Ngule et al., 2014
vulgaris, Serratia marscecens,
Escherichia coli, Bacillus
cereus

Rosmarinus officinalis Acuoso Staphylococcus aureus, Adam etal., 2014
Escherichia coli, Proteus
vulgaris

Pittosporum tetraspermum Isosteviol Staphylococcus  epidermidis, Al-Dhabi et al., 2015
Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae
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11.3.2. Antifungicos de origen vegetal

Desde los afios 60’s del siglo veinte se han reportado substancias producidas por
las plantas con alto potencial antifingico: se ha reportado el poder antibiotico de
extractos de cebolla, ajo y otras plantas, y otros grupos de investigacion han
demostrado que los dermatofitos y otros hongos patdégenos son sensibles a
compuestos producidos por las plantas. Son muchos los trabajos con plantas de la
familia Asteraceae que indican su efecto contra hongos patdgenos aunque las mas
importantes pertenecen a los géneros Achillea, Ageratum, Artemisia, Aster,
Blumea, Caesulia, Centaurea y Crepis, Inula, Solidago, Parthenium, Pentanema,
Tagetes y Tanacetum, aunque plantas de otras 50 familias tienen caracteristicas
antifingicas destacando la familias Fabaceae y Brassicaceae (Damian-Badillo,

2007).

11.3.2.1. Metabolitos vegetales contra hongos que afectan la salud humana

Las enfermedades mas importantes causadas por hongos en el ser humano son
las dermatomicosis, micosis superficiales, micosis subcutaneas y profundas. Estas
son ocasionadas por hongos conocidos tales como Trichophyton rubrum
(Ascomycetes), Candida albicans (Basidiomycetes), Sporothrix  schenckii
(Deuteromycetes), Cryptococcus sp y Aspergillus sp que afectan la piel, tejido
subcutaneo y o6rganos internos como pulmoén, huesos, articulaciones, musculos o
tracto genitourinario. Los metabolitos vegetales como vernolepina, vernodalina,

taraxasterol, parteniol, gayuolona, artemisinina y algunas flavonas, han mostrado
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toxicidad contra Aspergillus niger, Trichoderma viride y Candida albicans. Otros

extractos de plantas se reportan también como fuente de metabolitos contra

hongos que afectan la salud humana (Cuadro 2). Incluso se ha reportado que los

extractos vegetales de algunas plantas potencian el efecto de los fungicidas

guimicamente sintetizados (Jawets et al. 2002).

Cuadro 2.

Especie vegetal y principio activo contra hongos que afectan la salud

humana (Tomado de Damian-Badillo, 2007).

ESPECIE VEGETAL COMPUESTO HONGO
Artemisia absinthium Tujona Candida spp.
Aspergillus niger.
Vernonia amygdalina Vernolepina Candida albicans
Vernodalina Aspergillus Niger
Taraxasterol Candida albicans

Ageratum conyzoides

Aceites esenciales

Epidermophyton floccosum
Microsporum cani
Trichophyton mentagrophytes

Protoanemonina

Epidermophyton floccosum

Solidago virgaurea

Triterpenoides

Candida albicans

Achillea fragrantissima Terpinenol Candida albicans

Parthenium argentatum X Parteniol Guayulona  Aspergillus niger

tomentosa

Artemisia giraldii Flavonas Aspergillus flavus
Trichoderma viride

Pelargonium graveolens Clorotalonilo Colletotrichum gloesporioides

Tagetes erecta Aceite esencial Trichophyton mentagrophytes

Richardia brasiliensis Taninos Candida albicans

Epidermophyton floccosium
Trichophyton verrucosum.

Tribulus terrestris

Espirostanol

Candida albicans
Cryptococcus neoformans

Oxalis erythrorhiza

3-Heptadecil-5-metoxi-
fenol

Microsporum canis
Microsporum gypseum
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum

Azadirachta indica Triterpenos Trichophyton rubrum
Azadiractina Trichophyton mentagrophytes
Microsporum nanum
Citrus bergamia Bergapteno Candida spp
Limoneno

Drimys brasiliensis

sesquiterpen drimanos

Epidermophyton floccosum
Trichophyton rubrum

Piper regnellii

Conocarpano

Candida albicans

Camellia sinensis

epicatequin-3-O-galato
(ECG)

Candida glabrata
Clavispora lusitatiae
Cryptococcus laurentii
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Se han encontrado numerosas especies de plantas mexicanas que contienen
metabolitos antifiingicos, destacando las que pertenecen a la familia Asteraceae,
Lamiaceae, Fabaceae y Brassicaceae, han sido analizadas y se ha determinado
sus principios activos antifungicos (Cuadro 3).

Cuadro 3.  Algunas plantas mexicanas con propiedades antifiungicas (Tomado de

Damian-Badillo, 2007).

ESPECIE VEGETAL

COMPUESTO

HONGO

Asclepias curassavica

Terpenos
Cardendlidos

Candida albicans

Chenopodium Terpenos Rhizoctonia solani
ambrosioides
Heliopsis longipes Afinina Colletotrichum lindemuthianum

C. gloesporioides
Phytophthora cinnamomi

Persea americana Mill.

(E,Z,Z)-1-Acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-
heneicosa-5,12,15-trieno

C. gloeosporioides

Flourensia cernua
Origanum majorana
Bouvardia ternifolia

Aceites esenciales

Rhizoctonia solani
Phytophthora infestans

Eupatorium Benzofuranos Tricophyton mentagrophytes
aschenbornianum T. rubrum
Larrea tridentata Resina Pythium sp

Tagetes lucida

6,7-dimetoxi-4-metilcumarina
Escoparona

Fusarium moniliforme
F. sporotrichum
R. solani

I.4. METODOS DE EVALUACION ANTIMICROBIANA

Actualmente existen varios métodos para

la evaluacion de

la actividad

antimicrobiana y antimicética de las plantas medicinales, pero los mas utilizados

son los métodos de difusion y dilucion.
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Técnica de difusion en agar:- El método consiste en aplicar una cantidad
determinada del extracto en estudio en un disco de papel sobre la superficie de la
placa donde se ha distribuido el inéculo con el microorganismo sobre el que se
determinara la actividad antimicrobiana. Por el gradiente de concentracién, el
extracto difunde alrededor del disco. La sensibilidad del microorganismo al extracto
se relaciona con el tamafio de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano.
Segun el diametro del halo de inhibicion, los microorganismos se clasifican en: no
sensibles (d < 8mm), sensibles (9mm< d < 14mm), muy sensibles (14mm< d <

19mm) y extremadamente sensibles (d > 20mm) (Ponce et al., 2008).

Método de dilucién en medio de cultivo y en agar.- Ambos permiten obtener datos
cuantitativos. En ellos, el extracto se incorpora al medio con agar cuando aun esta
liguido. Para lograr el rango de dilucién deseado se preparan una serie de placas
con diferentes concentraciones del extracto. Los resultados se expresan como
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) o como Bactericidas (CMBs). CIM se
define como la menor concentracion del extracto que produce el 90% de reduccion
en el crecimiento de las colonias. La CMB se define como la minima concentracion
del extracto que produce al menos un 99.9% de reduccion en el crecimiento de las
colonias (Ponce et al., 2003). Si se usan medios liquidos, el procedimiento es el

mismo, solo que se usan tubos de ensayo para las diferentes diluciones.

Estos dos métodos pueden variar dependiendo de varios factores tales como:
composicion del medio de cultivo, microorganismos de prueba, método de

extraccion, pH, y otros, que afectan los resultados obtenidos. Se han minimizado
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estas variaciones, realizando ambos métodos en condiciones estandar. Se han
propuesto modificaciones de los métodos, con el fin de mejorar los resultados,
tomando en cuenta que los principios basicos son los mismos (Mitscher et al.,

1972; Rios y Recio, 1988).

I1.5. MICROORGANISMOS EN ESTUDIO

Escherichia coli.- Es un bacilo Gram-negativo, aerobio o anaerobio, produce
endotoxinas, fermenta la lactosa y la glucosa, positivos al indol en rojo de metileno,
no tienen capsula, cepas son moviles por flagelos. Las cepas lisas (L) forman
colonias incoloras, convexas y brillantes, pero al ser sub-cultivadas se convierten
en cepas rugosas (R) que forman colonias granuladas y opacas. Patologia: se
encuentra en el intestino grueso, causan enfermedad intestinal primaria, infeccion
extra-intestinal. Es un microorganismo que puede desplazarse del conducto
intestinal al tracto urinario y a los rifiones por via hematégena o linfatica
presentando con mayor frecuencia procesos patolégicos en el tracto urinario

(Winfield y Groisman, 2003; Kaper y Mobley, 2004).

Salmonella typhi.- Es un bacilo Gram-negativo, movil anaerobio facultativo no
esporulado, utiliza la glucosa y la manosa para produccion de acido sulfhidrico. En
medio de Mac Conkey, las colonias miden de 2-3 mm de diametro, son circulares,
convexas, lisas e incoloras. Patologia: la infeccion por S. typhi es causante de la
fiebre tifoidea; produce malestar general, fiebre, cefalea, letargo, anorexia,

molestias abdominales, erupcion transitoria, esplenomegalia y leucopenia; a veces
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diarrea de consistencia liquida con gran nimero de leucocitos polimorfonucleares

(Ekinzi et al., 2002; Durango et al., 2004).

Staphylococcus aureus.- Son cocos Gram-positivo en racimos irregulares,
inmoviles no formadores de esporas, sin capsula, catalasa positiva y aerobios
facultativos, poseen alta tolerancia a la sal, fermenta el manitol. Los antigenos
constituyen la proteina A especifico. S. aureus produce enzimas extracelulares
como la coagulasa, estafilocinasa, nucleasa, lipasa y hialuronidasa. Crece con
facilidad en tripticasa soya y agar sangre de carnero. Las colonias de S. aureus son
redondas de 1-4 mm, de diametro lisas, elevadas y resplandecientes de color gris o
amarillo dorado intenso. Patologia: S. aureus causa infecciones pidgenas en
lactantes y nifios, en la piel, celulitis, furdnculos, pustulas, impétigo e infecciones
postoperatorios. Si la lesidn es severa las bacterias pasan las barreras locales de la
lesion llegando a los ganglios linfaticos y al torrente sanguineo en donde se
multiplica causando necrosis. Produce intoxicacion alimenticia: nauseas, vomitos,
diarrea y a menudo shock. Se asocia con enteritis, osteomielitis, pioartrosis,

bacteremia y endocarditis (Murray, 1995; Paganini, 2007).

Candida albicans.- Son levaduras que pueden producir pseudohifas e hifas
verdaderas, colonias elevadas de coloracion cremosa y opaca, de 1-2 mm de
diametro aproximadamente. Las levaduras macroscopicas son elipsoides o
esféricas con brotes de 3-6 um de tamario; en medios sin carbohidrato fermentable
C. albicans crece como levadura por gemacion mientras que en medios sin

carbohidrato fermentable y en condiciones semi-anaerobias la levadura se alarga
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formando un pseudo-micelio. Patologia: causa infecciones en la piel, mucosas y
ufias. La candidiasis de la mucosa presenta lesiones Unicas y una pseudo-
membrana blanquecina que puede cubrir la lengua, paladar blando y mucosa oral.
La candidiasis cutdnea ataca los pliegues inter-triginosos de la piel, la region vulvo-

vaginal y los genitales (Ripon, 1990).

[1.6. DAMIANA (Turnera diffusa)

[1.6.1. Descripcion botanica

La damiana (Turnera diffusa Willd. Ex Schult.) pertenece a la familia Passifloraceae
(Turneraceae) (Cuadro 4), es un hierba o arbusto, anual o perenne, de 0.3 —1(2) m
de alto; tallo muy ramificado y pubescente, con glandulas amarillas especialmente
en las partes medulas. Contiene hojas alternas y/o verticiladas, simples,
pecioladas, color verde, mas claro en el haz, ovadas, espatuladas, elipticas o
rébmbicas — ovadas, de 0,2 — 2.2cm de largo, 0.1 a 1.1cm de ancho, arométicas en
estado fresco, el haz glabro o tomentoso, con glandulas amarillas especialmente en
las maduras. Presente hojas alternas y/o verticales, simples, de color verde, mas
claro que en el haz, ovadas, elipticas o rombico — ovadas, de 0.2 — 2.2cm de largo
y 0.1 a 1.1 cm de ancho, aromaticas en estado fresco. Ademas tiene presencia de
inflorescencias axilares, de flores solitarias 0 3 — 4 en grupos cimosos; bractéolas
lanceoladas. De 2 — 5 mm de largo. Flores subesésiles sobre el peciolo, de 4 — 7
mm de largo. Corola pequeia, amarilla de 5 pétalos, de 6 — 8 mm de longitud,
escasamente acuiados, a veces retorcidos insertos en la entrada del tubo del caliz.

5 estambres, insertos en los pétalos; filamentos libres y distintos, un poco
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aplanados, anteras con dos celdas, los sacos se abren longitudinalmente (Ramirez

1904; Gama et al., 1985) (Figura 1).

Figura 1.

Cuadro 4.

Caracteristicas principales de planta (A) y flor de damiana (B)
(Turnera diffusa, Passifloraceae) (Fotografias de Margarito Rodriguez,
CIBNOR).

Ubicacién taxondémica de damiana (Turnera diffusa Willd. Ex Schult.)
(Species 2000 & ITIS Catalogue of Life, 2013).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Malpighiales
Familia: Passifloraceae
Género: Turnera
Especie: T. diffusa

Willd. Ex. Schult.

23


http://eol.org/content_partners/14
https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Malpighiales
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Turneraceae
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Turnera
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie

La damiana también es conocida como hierba de la pastora, hierba del
venado, oreganillo, pastorcilla o rompe  camisa macho. Presenta  sinonimias
botanicas con Bohadschia humifusa C. Presl, Turnera aphrodisiaca Ward, Turnera
diffusa var. aphrodisiaca (Ward) Urb., Turnera humifusa (C. Presl) Endl. ex Walp. Y

Turnera pringlei Rose (The Plant List, 2016).

El nombre de damiana que se le da a Turnera diffusa, hace referencia a San
Damian, un martir cristiano que es considerado como el patrono de los
farmacéuticos, que fue apreciado por el misionero de la peninsula de Baja

California, Juan Maria de Salvatierra en el siglo XVII (Réatsch, 1997).

[1.6.2. Origen y distribucién geogréfica

La damiana es una especie nativa de México y Centro América, con una
distribucion amplia hasta Sudamérica (Brasil y Bolivia). En nuestro pais se
distribuye en los Estados de Chihuahua, Querétaro, Guerrero, Oaxaca, Baja
California Sur, San Luis Potosi, Coahuila, Sinaloa, Nayarit, Zacatecas, Tamaulipas
y Puebla. Crece en matorral xerdfilo, Bosque tropical caducifolio, vegetacion de
dunas costeras, vegetacion secundaria derivada, sabanas, selva baja, bosque
caducifolio y selva baja caducifolia, en altitudes de 700 a 1200 y de 0 a 800 m

(Gama et al., 1981; Alcaraz, 1999).
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[1.6.3. Descripcion quimica

Existen muchas moléculas bioactivas que conforman la composicion de damiana,
Alcaraz-Meléndez et al. (2007) mostraron las presencia de terpenoides como
cineol, alfa y beta — pinenos, p-cimeno, timol, sesquiterpenos (alfa — copaeno, delta
— cadineno, calameneno); taninos; heterdsidos hidroquindnicos; arbutésido;
heterésidos cianogénicos; alcaloides; beta — sitosteroles; damianina (principio

amargo); resina; y, goma.

Anteriormente se ha descrito que también contiene tetrafilina B, un cianoglicosido
(Spencer y Seigler, 1981); gonzalitosina |, un flavonoide (Dominguez e Hinojosa,
1976); arbutina, un glucdsido fendlico (Auterhoff y Hacle, 1968) y damianina

(Steinmentz, 1960).

[1.6.4. Usos y aplicaciones

Se aprovecha la hoja con fines medicinales y se elaboran licores a partir de ella. En
Zapotitlan de las Salinas, Puebla, las infusiones se usan como expectorante para
problemas de vias respiratorias, bronquitis y tosferina. También se usa para la
disenteria, dispepsia, malaria, dolores de estdmago e intestino, asi como para
tratamiento de algunos tipos de paralisis. Se le atribuyen propiedades afrodisiacas,
diuréticas y laxantes. En Europa se usa para problemas renales y de vesicula. Se
utiliza para problemas de debilidad nerviosa, inflamacion de la vejiga, estados

alterados de los organos sexuales (impotencia), espermatorrea, nefritis y diabetes.
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También se usa para dispepsia, disenteria, albuminaria, como catartico, para
jaquecas debidas a bebidas alcohdlicas, mejorador de la vista (Gama et al., 1981;

Sandoval, 1982; Ramirez, 1999; Alcaraz, 1999; Arias, 2000).

Son frecuentes los usos de la damiana en la medicina tradicional de varios paises,
para atender variados problemas de tipo ginecolégico y sexual, tales como la
debilidad e impotencia sexual, en dolores de postparto, espermatorrea, para
promover la fertilidad, en la fortificacion del Utero y en caso de orquitis; asi como
afrodisiaca y conceptiva. Cuando se presentan irregularidades en el sangrado de la
mujer popularmente se recomienda tomar la infusiébn hecha con las ramas con
hojas o toda la planta pero sin raiz en ocasiones se administra dos veces al dia por
15 dias, después del dultimo periodo menstrual. Sin embargo, es la tos el
padecimiento en el que mas se emplea en Guanajuato por ejemplo, se bebe el vino
vegetal hecho con la planta o en Baja California Sur de las ramas con hojas se
elabora una infusibn que se ingiere caliente varias veces al dia. Otros usos
medicinales que se le confieren son contra el dolor de estémago, para el catarro y
el pulmén contaminado por tabaquismo, en la debilidad muscular y general.
También se aprovecha en picadura de escorpion, reumas, diabetes, inflamacién de
la vejiga y en nefritis; asi como para estimular el apetito y reforzar la sangre

(BDMTM, 2009).

La damiana cuenta con una fiable actividad diurética, su contenido en arbutina
(0.7%) es una buena cobertura antiséptica en casos de infecciones urinarias, sobre

todo en las cistitis. Se utiliza también como coadyuvante en litiasis renales y
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pielonefritis, proporcionando excelentes resultados en las prostatitis (Alvarado et

al., 2011).

En épocas prehispanicas en México, en zonas de América del Norte los indios la
utilizaban como ténico para la debilidad muscular y para reponer fuerza por el
consumo de alcohol y como potenciador sexual (Giron y Caceres, 1996). En la
cultura Maya, usaban T. diffusa para enfermedades respiratorias desde tos hasta
bronquitis (Heinrich et al., 1998; Ankli et al., 1999). Ademas los Zapotecas, en
Oaxaca, utilizaban esta planta en decocciones, como remedio para la fiebre y
mucho antes se usaba para casos de malaria (Frei et al., 1998). Estudios
posteriores determinan la capacidad de ser un eficiente antiasmatico y nueva

mente se confirma su propiedad afrodisiaca (Ratsch, 1997).

[1.6.5. Variedades de damiana en estudio

En el grupo de investigacion de la Dra. Lilia Alcaraz Meléndez, en el Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR, La Paz, Baja California Sur) se
han descrito y estudiado para su propagacion diversos genotipos de damiana (T.
diffusa), resaltando principalmente genotipos de damiana blanca y genotipos de
damiana negra, actualmente descritos como variedades, de los que se tienen

individuos tanto cultivados como silvestres.

La damiana blanca, de acuerdo a los ejemplares comparados con los del Herbario
del CIBNOR, ha sido clasificada como Turnera diffusa variedad diffusa, la cual

presenta distintivamente pubescencia en hojas y tallos (Figura 2A); sin embargo la
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damiana negra, fue clasificada como Turnera diffusa variedad aphrodisiaca, que

presenta hojas y tallos glabros (sin pubescencia) (Figura 2B).

Las plantas silvestres tanto de damiana blanca como negra, son obtenidas de
diferentes zonas en Baja California Sur y las plantas cultivadas de damiana negra
se mantienen bajo condiciones no controladas en una zona de cultivo a campo
abierto en el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (La Paz, Baja

California Sur) (Figura 2C).

Figura 2. Planta de damiana blanca silvestre (Turnera diffusa var. diffusa) (A),
planta de damiana negra silvestre (B) y cultivada (C) (Turnera diffusa
var. aphrodisiaca) (Fotografias de Margarito Rodriguez y Lilia Alcaraz
Meléndez, CIBNOR).
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. JUSTIFICACION

En la medicina tradicional mexicana, a la planta damiana (Turnera diffusa) se le
atribuyen propiedades antimicrobianas, sin embargo este efecto no ha sido
completamente estudiado, sobre todo con genotipos de dos variedades de esta
especie que habitan o se cultivan en Baja California Sur. Con la obtencion de
diferentes tipos de extractos, puede mostrarse esta actividad, asi como los posibles

principios activos de la planta.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antimicrobiano de extractos de damiana (Turnera diffusa).

IV.1.1. Objetivos especificos

1. Obtener diversos extractos de la parte aérea de tres genotipos (dos
silvestres y un cultivado) de dos variedades de damiana (T. diffusa),
colectados Baja California Sur.

2. Evaluar la accion inhibitoria in vitro de los diferentes extractos de T. diffusa
contra las bacterias Escherichia coli, Salmonella typhi y Staphylococcus
aureus, y contra el hongo Candida albicans.

3. Determinar la CMI in vitro del extracto que presente actividad inhibitoria
positiva frente a las bacterias y hongo en estudio.

4. ldentificar los compuestos mayoritarios del extracto mas activo mediante un

perfil cromatogréfico.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. MATERIAL BIOLOGICO

Material Vegetal.- Se colect6 la parte aérea (hojas y tallos) de plantas de las dos
variedades de damiana (T. diffusa): 1) Damiana negra silvestre (T. diffusa var.
aphrodisiaca); 2) Damiana blanca silvestre (T. diffusa var. diffusa); 3) y Damiana
negra cultivada (T. diffusa var. aphrodisiaca). Todas colectadas en la etapa de
floracién, en el municipio de La Paz, Edo. de Baja California Sur. Las muestras
fueron sometidas a secado a temperatura ambiente en sombra, previo al transporte
a la Ciudad de Morelia, donde fueron pulverizadas y almacenadas sin exposicion a

luz, a una temperatura de 25°C hasta su extraccion.

Hongo.- La cepa de levadura (Candida albicans) pertenece al cepario del Médulo 3,
Centro Multidisciplinario De Estudios En Biotecnologia (CMEB) de la Facultad de

Veterinaria y Zootecnia (UMSNH), a cargo del D.C. Joel Edmundo Lépez Meza.

Bacterias.- Las cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y Escherichia

coli, pertenecen al cepario del Lab. de Biotecnologia Vegetal del Instituto de

Investigaciones Quimico Biologicas (UMSNH).
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V.2. MEDIOS DE CULTIVO

El mantenimiento y re-cultivo de C. albicans se realizd por el método de siembra
sucesiva con estriado completo en cajas Petri con medio Caldo Nutritivo sélido
(Cuadro 5), en condiciones de incubacién de 28°C. Las bacterias fueron cultivadas
en matraces Erlenmeyer con medio nutritivo liquido (Cuadro 5) y en cajas Petri con
caldo nutritivo sélido con agar bacteriolégico (10 g/L) mediante estria cruzada, en
condiciones de incubacion de 28°C. Para medios liquidos se utilizé agitador orbital

a 100 rpm.

Cuadro 5. Medio de cultivo liquido Caldo Nutritivo*.

Peptona 5¢g

Extracto de carne 39

El pH final: 6.9 +/- 0.2. Suspender 8 gr de medio en polvo en 1000 ml. Ajustar el pH de
crecimiento ideal a 6.8. Esterilizar en autoclave a 121°C por 25 min.

*10g/L de agar bacteriolégico para medio sélido.

V.3. METODOS DE EXTRACCION

Los extractos para cada genotipo de damiana fueron obtenidos por maceracion en

solvente, utilizando metanol, hexano y una mezcla de agua/etanol (1:1), dando un

total de 9 extractos. La maceracion se realizé de la siguiente manera:
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V.4,

a)

b)

d)

Por cada 10g de muestra se adicioné un volumen de 100 mL de solvente,
la maceracion con metanol y hexano fue directa; pero para obtener el
extracto hidro-alcohdlico, a 10g de muestra se le adicioné un volumen de
50 mL de agua en ebullicion, para posteriormente cuando enfrio la

mezcla, se adicionaron 50 mL de etanol absoluto.

Cada sistema se dejo en reposo durante 5 dias sin exposicion a luz y a

temperatura ambiente (25°C).

Cada uno de los extractos obtenidos se sometié a un proceso de filtrado
para remocion de impurezas sélidas y se llevd a sequedad por

evaporacion, utilizando nitrégeno gaseoso.

Todos los extractos fueron disueltos en Dimetil Sulféxido al 1 % (DMSO),
el cual se utilizd6 como vehiculo en los bioensayos, los extractos se

llevaron a refrigeracion hasta su aplicacion.

ENSAYOS BIOLOGICOS

V.4.1. Ensayos antimicrobianos

Previo a la realizacion de los ensayos, cada bacteria fue cultivada por 24h en 10

mL de Caldo Nutritivo liquido en agitacion, tomando como inoculo, una colonia con

aza bacteriologica.
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Se utilizé el método Kirby-Bauer, que consiste en realizar un frotis sobre la
superficie del agar nutritivo con 100 pL de cada suspension bacteriana (Rojas et

al., 2005), y se aplican discos impregnados con los extractos en estudio.

Para el ensayo con C. albicans, la siembra del hongo se llevé a cabo por dispersion
con estria sobre el medio de cultivo con aza bacteriolégica, de un cultivo reciente (8

dias).

Posteriormente, para todos los microorganismos, se depositaron discos de papel
filtro (Whatman No. 1) impregnados con cada uno de los extractos y las cajas Petri
fueron incubadas a 28°C durante 48 h. Estas se invirtieron para evitar
deshidratacion del medio de cultivo. Cada experimento de realizd con una n=3, por

duplicado.

En caja Petri estéril, los discos fueron impregnados con 20 pL de cada uno de los
extractos en una concentracion inicial de 1 mg/mL. Como tratamiento Control
Negativo, se aplicaron 20 pL del vehiculo (DMSO 1%); como Control Positivo para
bacterias, 10 yuL de ampicilina (50 mg/L); y como Control Positivo para C. albicans,

10 pL de nistatina (10 mg/L).

A las 48 h de cultivo, se determinaron los halos de inhibicion, incluyendo el

diametro de los discos (mm), de cada uno de los tratamientos. Estos se expresan

en porcentajes de inhibicion, considerando un 100% de inhibicion a los halos de 2
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cm producidos por la ampicilina y por la nistatina, y sin inhibicién al presentando
por el Control Negativo (DMSO 1%).

V.4.2. Determinacién de la CMI

La determinacién de concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada con el
extracto con mayor actividad antifingica o antibacteriana, ésta se obtuvo probando
el efecto con la aplicacion de diferentes concentraciones del extracto obtenidas por
el método de dilucién sucesiva (1:1, 1:5, 1:10 y 1:100) que corresponden a 0.5, 0.1

y 0.01 mg/mL), con el mismo método de bioensayo.

V.5. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS DEL EXTRACTO CON MAYOR
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
La identificacion fue realizada por cromatografia de gases y espectrometria de

masas.

V.5.1. Cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG/EM)

La identificacién de los compuestos presentes en la fraccion mas activa del extracto
de damiana, se realiz6 en un cromatografo de gases 7890A (Agilent Technologies)
acoplado a un espectrometro 5975C (Agilent Technologies), el volumen de
inyeccion de la muestra fue mediante inyeccion tipo Split (50:1), se utilizo la
columna capilar HP 5MS (30 m x 0.25 mm I.D. x 0.25 um de Film) con un gradiente
de temperatura, iniciando con 50°C/1min, con un aumento de 5°C/min hasta

alcanzar 180°C/3min (tiempo de corrida 50 min), usando helio ultra puro constante
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como gas acarreador (ImL/min). La identificacion de los compuestos se llevd a
cabo por comparacién de su espectro de masas y el tiempo de retencion, de
acuerdo a la base de datos espectrales NIST/EPA/NIH2011 (Torres Martinez et al.,

2014).
V.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando la
prueba de diferenciacion de medias de TUKEY (0.05), analizando una n=6. Para
realizar la prueba de ANOVA, los datos de los experimentos se transformaron con

la formula siguiente (Steel y Torrie, 1980):

I/ X+0.5
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion de plantas medicinales ya no es solo para conocer su papel como
fuente de fitoquimicos, sino que es importante para determinar la interaccion entre
los expertos etnobotanicos e indigenas que conocen y usan a las plantas como
medicinales. Asimismo, las investigaciones fitoquimicas se han hecho necesarias
para la validacion de extractos utilizados en estudios clinicos por medio de analisis
cromatograficos, espectroscopicos, infrarrojo y por resonancia magnética nuclear

(Heinrich, 2005).

En la presente investigacion se evaluaron diferentes tipos de extractos de plantas
de damiana con fines de analizar su efecto antimicrobiano, si éste esta relacionado
con cada una de las variedades estudiadas y determinar los principales

compuestos bioactivos.

VI.1. EFECTO ANTIBACTERIANO

Con el disefio experimental para determinar el efecto antibacteriano, se comparé la
capacidad de los diferentes extractos de los tres genotipos de damiana, de inhibir el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y Escherichia coli, a
través del método Kirby-Bauer o de discos impregnados. Como control positivo se
aplicé el antibidtico ampicilina a una concentraciéon de 50 mg/L, a la cual mostraron
una alta susceptibilidad los tres tipos de microorganismos, produciendo un efecto

bactericida.
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La capacidad antibacteriana fue determinada por la medicion del didmetro (cm) del

halo de inhibicion y también reportada como porcentaje de inhibicién, considerando

un 100% de inhibicion del didmetro de inhibicién ocasionado por el antibitico (2

cm).

En el cuadro 6 se presentan los resultados obtenidos a las 48 h del cultivo, como

valores del diametro de los halos de inhibicion (cm) producidos por los extractos en

S. aureus, S. typhiy E. coli, en una concentraciéon de 1 mg/mL.

Cuadro 6.

Halos de inhibicion (cm) de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi

y Escherichia coli, ejercidos por extractos de damiana (T. diffusa) [1
mg/mL], con el método de discos impregnados, a las 48 h del cultivo.

GENOTIPOS DE TIPO DE Halo de Inhibicién (cm = D.E.)
DAMIANA EXTRACTO
S. aureus S. typhi E. coli

DAMIANA NEGRA | METANOLICO 1.1+0.15* 0.12+0.015 0.89+0.09*
SILVESTRE ,

HEXANICO 0 0 0

HIDROALCOHOLICO | 0.88+0.08 0.13+0.011 0.39x0.022
DAMIANA BLANCA | METANOLICO 0.78+0.09 0.09+0.012 0.61+0.014
SILVESTRE ,

HEXANICO 0 0 0

HIDROALCOHOLICO | 0.71+0.14 0.11+0.016 0.36+0.012
DAMIANA NEGRA | METANOLICO 0.57+0.11 0.12+0.011 0.44x0.06
CULTIVADA ,

HEXANICO 0 0 0

HIDROALCOHOLICO | 0.33+0.04 0.15+0.017 0.12+0.017

(*) Indica diferencia significativa, (n=6, Tukey a=0.05).
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El efecto de los extractos de los diferentes genotipos de damiana fue diverso,
dependiendo claramente de la sensibilidad de la bacteria, siendo S. aureus la
bacteria mas sensible y S. typhi la mas resistente. Los extractos metanolicos de los
tres genotipos de damiana mostraron ser los mas efectivos ya que produjeron los
mayores halos de inhibicién en S. aureus y los mas altos en E. coli, en S. typhi no
se considerd un efecto inhibitorio. De éstos, el correspondiente a damiana negra
silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca) fue el de mayor capacidad inhibitoria (Cuadro
6). Nakanishi et al. (1965) reportaron un resultado similar sobre S. aureus con un

extracto metanol-agua (1:1) de Turnera ulmifolia.

Asi mismo, los extractos hidroalcohdlicos de los tres genotipos de damiana
mostraron su efecto antibacteriano contra S. aureus y E. coli. En S. aureus se
presentaron halos de inhibicion entre 0.33 y 1.11 cm, siendo el mas alto el ejercido
por el de damiana negra silvestre, el cual también fue mayor en E. coli produciendo
un halo de inhibiciéon de 0.39 cm. En S. typhi no hubo tal efecto inhibitorio (Cuadro
6). Respecto a los extractos hexanicos de los tres genotipos de damiana, éstos no
presentaron capacidad antibacteriana para ninguna de las tres bacterias,

observando nulos halos de inhibicién (Cuadro 6).

Debido a estos resultados, en la Figura 2 se presentan los datos de la inhibicién de
los extractos con el mayor efecto inhibitorio de los tres genotipos de damiana,

ejercidos sobre S. aureus y E. coli, expresados en porcentajes de inhibicion (%). En
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ésta se muestra que el control positivo (ampicilina, 50 mg/L) produce un 100% de
inhibicion y el control negativo (DMSO 1%) utilizado como vehiculo, no causa
inhibicibn en ambas bacterias. En esta figura puede observarse que la mayor
inhibicion sobre S. aureus fue obtenida con los extractos metandlico (MeOH) e
hidroalcohdlico (Ag-EtOH) de damiana negra silvestre (DNS), con porcentajes de
inhibicion de 55% y 44%, respectivamente; y de 44.5% y 19.5% sobre E. coli,
respectivamente. Los extractos de damiana blanca silvestre (DBS) aunque
ejercieron inhibicibn sobre estas dos bacterias, fueron menores tanto con el
extracto MeOH como con el Ag-EtOH, con 39% y 35.5% en S. aureus y con 30.5%

y 18% en E. coli, respectivamente.

100 4
90 1
80 1
70 1
60 1
50 4

%khhﬁg

DONS MeOH DNS Ag- DBS MeOH DBS Ag- DNC MeOH DNCAg- DMSO 1% AMPICILINA
EtOH EtOH EtOH

EXTRACTOS

INHIBICION (%)

mS. aureus OE. coli

Figura 3. Porcentajes de inhibicion de extractos de (Turnera diffusa) [1mg/mL]
sobre S. aureus y E. coli, a las 48 h de cultivo: Damiana negra
silvestre (DNS); Damiana blanca silvestre (DBS); Damiana negra
cultivada (DNC); Metandlico (MeOH); Hidroalcoholico (Ag-EtOH).
(*)Indica diferencia significativa, (n=6, Tukey a=0.05).
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En la Figura 4 se presenta una imagen representativa de los bioensayos con S.
aureus, en la que se destaca el efecto inhibitorio de los extractos de damiana negra

silvestre.

Ag-EtOH

DMSO 1%

Figura 4. Bioensayo in vitro con el extracto metandlico de damiana negra
silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca), por el método de discos
impregnados en S. aureus, 48 h después del cultivo: Metandlico
(MeOH); Hidroalcohdlico (Ag-EtOH); Dimetil sulféxido (DMSO 1%);
Ampicilina (Amp).

Los extractos de damiana negra cultivada (DNC) mostraron los mas bajos
porcentajes bajo este mismo andlisis de datos. Los valores del extracto de DNS
presentaron diferencias significativas con todos los demas extractos (P>0.05).
Estos resultados determinan que los extractos de damiana negra silvestre son mas
efectivos que el genotipo cultivado y la variedad blanca silvestre (T. diffusa var.

diffusa) por su efecto sobre el crecimiento de S. aureus y E. coli.
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Los extractos hexanicos no presentaron actividad antibacteriana frente a las cepas
estudiadas, esto se puede deber al método de extraccion utilizado, ya que con este
solvente se obtienen los compuestos menos polares, principalmente lipidos, y
puede inferirse que éstos no tienen propiedades antibacterianas. Esto al
compararse con los extractos metandlicos o hidroalcohdlicos, en los que se
obtienen los compuestos méas polares o hidrosolubles, se comprueba que este tipo
de metabolitos en damiana son méas activos. Esto ha sido descrito para un gran
namero de especies de plantas, ya que en este tipo de extractos, se logra extraer la

mayor parte de los compuestos activos (Cobian, 2007).

La diferencia de la actividad antibacteriana entre las variedades y el genotipo
cultivado fue clara, lo que demuestra una variacion en la produccién de metabolitos
secundarios activos que se reporta entre genotipos y segun las condiciones donde
crece la planta (Kumar et al.,, 2007; Ocegueda et al., 2015). Los genotipos
silvestres de damiana mostraron una mayor actividad antibacteriana que el
genotipo cultivado, indicativo que el efecto de localidad, temperatura, suelo, pH y
disponibilidad de agua, son determinantes en damiana para que sintetice

compuestos bioactivos.

VI.1.1. Determinacién de CMI

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada con el extracto
metanolico de damiana negra silvestre, observando el efecto con diferentes

concentraciones sobre S. aureus y E. coli (0.5, 0.1, 0.05 y 0.01 mg/mL),
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encontrando los siguientes resultados: para S. aureus el extracto no ejercio
inhibicién desde la primera dilucion 1:1, que corresponde a la concentracion de 0.5
mg/mL, por lo que la CMI es 1 mg/mL; sin embargo, en E. coli pudo observarse
inhibicién aun en la dilucién mayor (1:5) por lo que ésta fue considerada como la

CMI (0.05 mg/mL).

VI.2. EFECTO ANTIFUNGICO

Mediante los bioensayos in vitro se determind el efecto antifingico de los extractos
MeOH, Ag-EtOh y Hexéanico, a una concentracion inicial de 1 mg/mL, de los tres
genotipos de damiana (DNS, DBS y DNC), probandolos contra el crecimiento del

hongo levaduriforme Candida albicans, a las 48 h de su cultivo.

El efecto con mayor capacidad inhibitoria fue observado con los extractos
metandlicos de los tres genotipos de damiana, aunque el halo de inhibicion mas
grande se obtuvo con el de damiana negra silvestre (0.85 cm), valor con diferencia
significativa al compararse con los demas tratamientos. Con el extracto hexanico
de damiana negra silvestre solo se detecté una inhibicién con un halo de 0.41 cm

sobre C. albicans (Cuadro 7).

El extracto hidroalcohdlico también tuvo un efecto antifUngico aunque en una

proporcion menor que el metandlico, siendo similares los valores tanto para

damiana negra como damiana blanca silvestres. Los extractos de damiana negra
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cultivada mostraron ser los menos efectivos sobre la inhibicién del crecimiento de

C. albicans (Cuadro 7).

Cuadro 7. Halos de inhibicion (cm) de Candida albicans, ejercidos por extractos
de damiana (T. diffusa) [1 mg/mL], con el método de discos
impregnados, a las 48 h del cultivo.

GENOTIPOS DE DAMIANA TIPO DE EXTRACTO Halo de Inhibicion (cm
+D.E.)
C. albicans
DAMIANA NEGRA METANOLICO 0.85+0.092*
SILVESTRE )
HEXANICO 0.41+0.033
HIDROALCOHOLICO 0.68+0.092
DAMIANA BLANCA METANOLICO 0.71+0.088
SILVESTRE )
HEXANICO 0
HIDROALCOHOLICO 0.68+0.091
DAMIANA NEGRA METANOLICO 0.22+0.011
CULTIVADA ]
HEXANICO 0
HIDROALCOHOLICO 0.12+0.009

(*)Indica diferencia significativa, (n=6, Tukey a=0.05).

Esta actividad antifingica puede explicarse de la misma forma que para el efecto
antibacteriano, donde se infiere que los compuestos polares de los extractos de
damiana son los responsables de esta respuesta. Un ensayo antifungico contra
diferentes especies de Candida (Candida albicans, Candida krusei y Candida
tropicalis), aplicando un extracto etandlico de Turnera ulmifolia, demostré una nula

efectividad, lo que no coincide a lo encontrado para el extracto metandlico de T.
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diffusa var. aphrodisiaca (silvestre) (Santos et al., 2012), ya que con éste se logré

un halo de inhibicién de 0.85 cm.

Estos valores de halos de inhibicion determinados por el efecto de los diferentes
extractos de damiana, se presentan en la figura 5 como porcentajes de inhibicion,
tomando como 100% de inhibicion un halo de 2 cm ejercido por nistatina a una

concentracion de 10 mg/mL.

100 A
90 -
80 -
70 A

60 -

40 -

30 -

20 A

10 '

0 | 1

DNS MeOH DNS Ag- DBSMeOH DBSAg- DNCMeOH DNCAg- DMSO 1% NISTATINA

INHIBICION (%)

EtOH EtOH EtOH
EXTRACTOS
Figura 5. Porcentajes de inhibicion de extractos de damiana (Turnera diffusa)

[Lmg/mL] sobre C. albicans, a las 48 h de cultivo: Damiana negra
silvestre (DNS); Damiana blanca silvestre (DBS); Damiana negra
cultivada (DNC); Metanélico (MeOH); Hidroalcoholico (Ag-EtOH).
(*)Indica diferencia significativa, (n=6, Tukey a=0.05).
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En esta figura se resalta el mayor porcentaje de inhibicién producido por el extracto
de damiana negra silvestre (DNS) con un 57.5%, con diferencia significativa con
todos los demas tratamientos. El extracto metandlico de damiana blanca silvestre
produjo un 44.5% de inhibicion, un valor mayor a los obtenidos por los extractos
hidroalcoholicos de los genotipos silvestres de damiana, que correspondieron a un
34%, en ambas. Los porcentajes de inhibicion por los extractos de damiana negra

cultivada fueron de 11% o menores (Figura 4).

En la figura 6 se observa el efecto inhibitorio del extracto de damiana negra
silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca) en un bioensayo in vitro, con la cepa de C.

albicans.

Ag-EtOH

“

Figura 6. Bioensayo in vitro del extracto metandélico de damiana negra silvestre
(T. diffusa var. aphrodisiaca) por el método de discos impregnados en C. albicans,
48 h después del cultivo: Metandlico (MeOH); Hidroalcohdlico (Ag-EtOH); Dimetil
sulfoxido (DMSO 1%).
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VI.2.1. Determinacion de CMI

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada de manera similar a la
de bacterias, empleando solo el extracto metandlico de damiana negra silvestre,
observando el efecto con diferentes concentraciones (0.5, 0.1, 0.05 y 0.01 mg/mL).
La CMI se determind con la concentracion inicial utilizada (1 mg/mL) ya que desde

la primera dilucion (1:1) se perdi6 el efecto inhibitorio.

VI.3. ANALISIS POR CG/EM DEL EXTRACTO CON MAYOR ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

El analisis de los componentes fue realizado por cromatografia de gases-
espectrometria de masas, con el fin de determinar la presencia e identificar
metabolitos de tipo fendlico o terpénico. Los resultados llevaron a seleccionar al
extracto metandlico (MeOH) de damiana negra silvestre (DNS) (T. diffusa var.
aphrodisiaca) para realizar este tipo de andlisis y relacionar la capacidad
antimicrobiana con los metabolitos identificados, ya que éste fue el que mostrd el
mayor efecto inhibitorio sobre las bacterias S. aureus y E. coli, y sobre el hongo C.

albicans.

En el extracto se identificaron como compuestos mayoritarios, principalmente de tipo
terpénico como el a-Pineno, B-Pineno, Eucaliptol, Copaeno, Oxido de Cariofileno, a-

Cedreno, a-Cadinol, 10-epi-y-eudesmol, Espatulenol y Cadineno; sin embargo el
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compuesto arbutina, un fenil-glucésido, fue el compuesto de mayor concentracion,
con un Tr de 32.22 y un area de 18,710,988, correspondiente a un 20.4% del total de

compuestos en el extracto, en una abundancia de 400,000 (Figura 7, Cuadro 8).

Abundancia

400000
360000
360000
340000
320000
300000
280000
260000
240000
220000
200000 26.71
130000
160000 13.41
140000 29.04
120000 36.75
{00000 29.48 3367 39.90
80000

60000
40000 1051 11.81 2328

20000 '| L ',..\.A_,__l_u e L‘Ill i . .
OI 0.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

32.22

Tiiempo—>

Figura 7. Cromatograma del extracto metandlico de damiana negra silvestre (T.
diffusa var. aphrodisiaca).

Cuadro8. Compuestos mayoritarios del extracto metandlico del genotipo de
damiana negra silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca), por tiempo de
retencion y area bajo la curva de cada pico en el cromatograma
correspondiente (Figura 6).

No. Tiempo  de | Area Compuesto

Pico retencion (Tr)

1 10.51 1147898 a-Pineno

2 1181 1119322 B-Pineno

3 1341 3234842 Eucaliptol

4 23.28 1572996 a-Copaeno

5 26.71 4011292 a-Cedreno

6 29.04 3126157 Oxido de cariofileno
7 29.48 1964560 a-Cadinol

8 32.22 18710988 Arbutina

9 33.67 3306540 10-epi-y-eudesmol
10 36.75 2345142 Espatulenol

11 39.90 2398017 Cadineno
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Los otros dos componentes de mayor concentracion son el eucaliptol (cineol) y el
o-Cedreno. Al poseer este extracto este tipo de metabolitos secundarios es
indicativo de que son los responsables de la accidén bactericida y fungicida. Estos
compuestos deben su actividad fungicida y/o bactericida a la sobrecarga a la que
es sometida la membrana celular de los microorganismos de forma tal que la hace
perder el control y la integridad. Los compuestos de tipo terpénico al igual que la
membrana celular son hidrofébicos por lo cual se introducen a través de la
membrana celular alterando su estructura y haciéndola mas permeable.
Consecuentemente se altera la permeabilidad selectiva y se pierden contenidos

celulares (Sanchez et al., 2000).

Los terpenos, principalmente los monoterpenos y sesquiterpenos poseen un amplio
espectro de actividad biologica, en particular antimicrobiana (Adris, 2007). Hay una
gran cantidad de terpenos a los que se les atribuye capacidad antimicrobiana,
como ejemplo estan el mentol que se obtiene de la menta (Mentha piperita) y el
eucaliptol presente en el eucalipto (Eucalyptus globulus) que inhiben el crecimiento

de bacterias y hongos (Domingo y Lépez-Brea, 2003).

Por otro lado, la presencia del fenil-glucdsido arbutina, el compuesto de mayor
concentracion en T. diffusa var. aphrodisiaca (silvestre), ha sido relacionada con las
propiedades antimicrobianas de diversos extractos, principalmente de plantas como
Pyrus spinosa, cuyo extracto metandlico inhibié el crecimiento de las bacterias

Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Escherichia coli y Salmonella typhimuirum; y
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los hongos C. albicans, C. kruzei, Aspergillus niger y A. fumigatus (Kundakovi¢ et

al., 2014).

VII. CONCLUSIONES

Se determin6 que tanto las variedades silvestres y genotipo cultivado de Turnera
diffusa, asi como el tipo de extracto influyen significativamente sobre el porcentaje
de actividad antimicrobiana frente a las bacterias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y al hongo Candida albicans, siendo el extracto metandlico de

damiana negra silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca) el de mayor actividad.

Este extracto a una concentracion de 1 mg/mL inhibié en un 55% a S. aureus, un
44.5% a E. coliy en un 57.5% a C. albicans. La CMI para S. aureus y C. albicans

fue de 1 mg/mL, para E. coli fue de 0.05 mg/mL.

El subsecuente analisis fitoquimico determin6é que la actividad antimicrobiana del

extracto de damiana negra silvestre (T. diffusa var. aphrodisiaca) es debido a la

presencia de compuestos terpénicos y del flavonoide arbutina.
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