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Resumen

La resistencia de microorganismos patdégenos causada por el uso excesivo e inadecuado
de plaguicidas de uso comercial, es un problema a nivel mundial, por lo que se ha hecho
necesario la busqueda de nuevas sustancias para que los controle, pero que ademas sea
econdmico y tenga menos efectos adversos en el ser humano y al ambiente. Una
alternativa es utilizar los componentes microbicidas de origen vegetal, ya que las
plantas son una biofuente de componentes quimicos biodegrabales de los cuales es
posible determinar su espectro mirobicida. En el presente trabajo se determind la
eficacia de extractos y componentes puros derivados de plantas contra bacterias, hongos
y oomicetos. Se seleccionaron tres plantas endémicas del Estado de Michoacan
Eupatorium arsenei (Ageratina arsenei (Rob.) King & Rob.), Eupatorium pulchellum
H. B. K. (Chromolaena pulchella (H.B.K.) King & Rob.) y Eupatorium cardiophyllum
B.L. Rob. (Ageratina cardiophylla (B. L. Rob.) King & H. Rob.) a cuales se les realizo
un escrutinio microbicida y se identificaron los extractos y componentes que inhibieron
el crecimiento de bacterias, hongos y oomicetos. Los resultados mostraron que los
extractos de E. cardiophyllum presentaron un mayor efecto microbicida al compararse
con los extractos de E. arsenei y E. pulchellum, de tal forma se seleccioné a E.
cardiophyllum para continuar con el escrutinio. Se observo que los extractos hexanicos
de esta planta presentan mayor actividad contra bacterias, hongos y oomicetos. Con la
finalidad de hacer una busqueda biodirigida se seleccion6 el extracto hexanico de flor
de donde se aislaron, purificaron e identificaron dos componentes mayoritarios: los
acidos cativico y labdanélico. De estos componentes se determin6 su efecto microbicida
y se observo que afectan el crecimiento de bacterias Gram positivas, siendo mas activo
el acido cativico. Por tltimo no se observo variacion natural local de los componentes
mayoritarios del extracto hexanico de flor de E. cardiophyllum al realizar extracciones

en diferente ano.
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I. Introduccion

En el desarrollo de la humanidad, el hombre ha buscado la forma de combatir
plagas corporales o para facilitar las actividades agricolas y mejorar la produccion de
alimentos para satisfacer a la poblacion. Es por eso que se han producido una gran
cantidad de sustancias toxicas, la mayoria producidas por sintesis quimica, que no
existen de manera natural, denominadas xenobidticos. Es en el siglo XX fue cuando se
desarrollaré una gran cantidad de compuestos sintéticos utilizados como plaguicidas
(organoclorados y organofosforados) (Secretaria de Salud, acronimo SS, 2006).

La definicion de plaguicida ampliamente aceptada es “la sustancia o mezcla de
ellas destinadas a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de
enfermedad humana y animal; asi como también especies de plantas o animales no
deseados que provocan un dafio duradero u otras que interfieren en la produccion,
procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacion de alimentos; también
incluye los productos quimicos utilizados para controlar insectos, ardcnidos u otras
plagas corporales” (FAO, 1997). Dentro de esta definicion se incluyen insecticidas,
herbicidas, fungicidas y antibacterianos del sector agricola y todos los agentes
antimicrobianos de uso en el sector salud.

Sandiumenge y col. (2006), establecieron que los plaguicidas de uso comercial
ocasionan un dafio irreversible a diversos sistemas bioticos (plantas y animales),
abidticos (agua, aire y suelo) y uno muy importante es que son los responsables del
desarrollo de cepas de microorganismos resistentes, ademds se bioacumulan tanto en
plantas como animales y su permanencia en el ambiente es muy elevada, por ejemplo la
estabilidad en el ambiente de los organoclorados es por arriba de los 50 afios (Secretaria
de Salud, 2006).

Es en esta area del conocimiento es en la que se desarrollo la presentacion del
texto que conforma la evidencia que apoya a esta tesis, se encontrard una resefia
histérica general de los plaguicidas, del impacto negativo en el ecosistema y en la salud
del hombre. Asimismo se plantea un panorama general de la importancia de los
metabolitos secundarios vegetales en el desarrollo de nuevos farmacos y los factores
etnobotanicos, de medicina tradicional y fitoquimicos que motivaron a buscar
metabolitos microbicidas en especies de la Tribu Eupatoriae, tal como Eupatorium
arsenei (Ageratina arsenei (Rob.) King & Rob.), Eupatorium pulchellum H. B. K.
(Chromolaena pulchella (H.B.K.) King & Rob.) y Eupatorium cardiophyllum B.L. Rob.
(Ageratina cardiophylla (B. L. Rob.) King & H. Rob.). Esta busqueda de metabolitos



microbicidas se hizo siguiendo criterios especificos que condujeron a la obtencion de
extractos microbicidas y de igual forma permitieron el aislamiento, purificacion e

identificacion de dos metabolitos secundarios con propiedades microbicidas.

I.1. Los plaguicidas en el sector agricola

La historia de los plaguicidas se divide en tres etapas: la primera tuvo su origen
en el siglo XIX en la que se descubrio la accion plaguicida de elementos naturales como
el azufre, cobre, arsénico y fosforo. La segunda inici6 en 1922 con la utilizacion de
diferentes aceites insecticidas derivados de petroleo y la tercera comienza con la
produccion de compuestos sintéticos que no habian sido disefiados en la naturaleza y
para los cuales no existen mecanismos naturales de degradacion (Damian Badillo y col.,
2007). En esta etapa, se desarrollaron todos los plaguicidas que hoy en dia son los
responsables del dafio ambiental y agentes causales de importantes afecciones humanas
tales como el cancer, mal de Parkinson y el sindrome de Alzhaimer. El ejemplo clasico
de beneficio/dafio de estas sustancias surgio por primera vez en 1940 cuando Muller
descubre las propiedades insecticidas en el dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), el cual
fue usado para eliminacion del piojo humano que transmite enfermedades como el Tifo,
a partir de este momento se origina la produccion a gran escala de plaguicidas organo-
sintéticos, por ejemplo: los 6rgano-clorados, substancias con atomos de Carbono, Cloro,
Hidrégeno y en ocasiones Oxigeno que son estables en el ambiente o los organo-
fosforados, derivados del acido fosforico que tienen un atomo central de Fésforo, son
inestables en el ambiente y extremadamente toxicos (Secretaria de Salud; acréonimo SS,
2006). El uso intensivo de estos compuestos origind enormes problemas de
contaminacion ambiental, el DDT fue encontrado en diversos productos alimenticios,
dando como resultado su prohibicion en 1979, atin hoy en dia se encuentra
bioacumulado en grandes cantidades (SS, 2006). Otro ejemplo son el Heldrin, Benceno,
Clordano, substancias que son mutagénicas y carcinogénicas.

Después que ellos aparecieron otros plaguicidas menos toxicos como los
carbamatos (ésteres de carbamato N- metilo), actualmente son los que estan en uso y se
encuentran en los insecticidas y en algunos herbicidas comerciales (SS, 2006).

El uso excesivo e inapropiado de plaguicidas en el campo mexicano y en paises
en vias de desarrollo ha provocado severos problemas en la salud humana, como son los
canceres. Aproximadamente tres millones de personas son envenenadas anualmente por

este tipo de compuestos quimicos, de ellos murieron aproximadamente 220,000



personas, de los cuales el 75% fueron trabajadores del sector agricola (Konradsen y col.,
2005). El Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica (INEGI) en el 2007
(Fig. 1), reportd que la produccion de plaguicidas a nivel nacional de 1996 al 2006, se
mantuvo por debajo de 40,000 toneladas anuales hasta el 2004, lo importante es
observar que del 2004 al 2006 se dispar6 la produccion por arriba de 45,000 toneladas
anuales de estos plaguicidas y la tendencia va a la alza (INEGI, 2007). Cabe mencionar
que en esta situacion aun falta considerar la cantidad de plaguicidas que son importados

a nuestro pais.
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Figura 1. Produccion de plaguicidas en México en el periodo de 1996 - 2006,
Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica, 2007.

Los microorganismos que afectan la salud de las plantas son la principal y
cronica amenaza para la produccion de alimentos y la estabilidad del ecosistema en el
mundo entero. La produccion agricola se ha intensificado en las Gltimas décadas debido
al uso de plaguicidas que protegen a los cultivos, logrando con esto una estabilidad
economica. Sin embargo el incremento del uso de estos quimicos causa severos dafos
por ejemplo, induce resistencia de los organismos patégenos y dafos irreversibles al
ambiente (Gerhardson, 2002). Ademas, el incremento en los costos de los plaguicidas y
a la demanda de alimentos libres de ellos, trac como consecuencia que se busquen

nuevas alternativas econdmicas, menos dafiinas para el humano y el ambiente.

Por otro lado las enfermedades adquiridas durante el transporte y almacenaje de

alimentos perecederos, producen una gran pérdida econdémica, debido a su gran



contenido de agua, nutrientes y pH, factores fisiologicos que los hace susceptibles al
ataque de hongos. Al nivel mundial las pérdidas poscosecha de alimentos perecederos
debido a hongos van del 10 al 50%. Los fungicidas que son usados hoy en dia para
controlar las enfermedades poscosecha de los alimentos son cancerigenos (Tripathi y
col., 2004). El impacto toxico de los plaguicidas en la salud de los trabajadores
agricolas se ejemplifica en un estudio realizado por la Comision Federal de Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS 2002) (Fig. 2), En ¢l se ubica al Estado de-
Michoacan en el tercer lugar a nivel nacional con 177 casos de intoxicaciones causadas

por plaguicidas usados en la agricultura (COFEPRIS, 2002).
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Figura 2. Intoxicacion por plaguicidas en el afio 2002., Comision Federal de
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). 1 = Jalisco, 2 = Nayarit, 3 =
Michoacan, 4 = Guanajuato, 5 = Chiapas, 6 = Veracruz, 7 = Sinaloa, 8 = Nuevo
Leoén, 9 = Puebla, 10 = Morelos, 11 = Estado de México, 12 = Querétaro, 13 =
Chihuahua, 14 = B. C. Norte, 15 = San Luis Potosi, 16 = Quintana Roo, 17 =
Guerrero, 18 = Coahuila, 19 = Aguascalientes, 20 = Tamaulipas, 21 = Campeche,
22 = Oaxaca, 23 = Tabasco, 24 = D. F., 25 = Zacatecas, 26 = Hidalgo, 27 = B.C.
Sur, 28 = Sonora, 29 = Durango, 30 = Colima, 31 = Yucatan y 32 = Tlaxcala.

Los sintomas representativos que ocasionan los plaguicidas estan en funcion de la
cantidad y tiempo de exposicion, van desde ligeros hasta severos. La intoxicacion ligera
incluye nausea, vomito, diarrea, pérdida de apetito, cansancio, sudoracion, dolor

abdominal; la intoxicacion moderada incluye disnea, decremento de la fuerza muscular,



broncoespasmos, miosis, flacidez muscular, temblor, hipo o hipertension, y bradicardia,
la intoxicacion severa puede dar origen al coma, paralisis respiratoria, cianosis,
hipotension sostenida, paralisis muscular y convulsiones (Iowa State University, 1995).
También se les ha asociado con una gran variedad de canceres, en donde sobresalen las

leucemias y recientemente se la ha asociado con el mal de Parkinson (SS, 2006).

1.2. Los plaguicidas en el sector salud

La quimioterapia surgio a finales del siglo XIX y principios del siglo XX, las dos
personas importantes con este hecho por sus descubrimientos fueron Alexander Fleming
y Luis Pasteur, por sus trabajos basados en las enfermedades infecciosas y su tratamiento.
Un acontecimiento importante de muchos otros fue el descubrimiento de la penicilina, el
¢xito fue rapido y espectacular, y el impacto en la medicina fue extraordinario. La
mortalidad y morbilidad infantiles se redujeron enormemente y muchas enfermedades
que producian elevadas tasas de mortalidad se redujeron de manera considerable. Sin
embargo, el uso excesivo y en la mayoria de las veces inadecuado de la penicilina y de
otros antimicrobianos ha conducido al desarrollo rapido de resistencias especificas en los
microorganismos patogenos (Madigan y col., 2004).

Otros usos indiscriminados de los antibidticos también contribuyen a la
aparicion de cepas multi-resistentes. Por ejemplo, los antibidticos que se emplean en
agricultura y ganaderia, utilizados como profilacticos pero que estimulan el crecimiento
animal mas que para prevenir la aparicion de enfermedades o en el tratamiento de las
existentes. Algunos de los ultimos brotes de infecciones transmitidas por alimentos se
han atribuido al uso de antibioticos en el ganado y en sus productos con valor agregado
(Madigan y col., 2004).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos de uso comercial es un problema
grave de salud publica que involucra a todos los paises del mundo, puesto que una de
las consecuencias es la alta morbilidad y mortalidad por cepas microbianas multi-
resistentes, evidentemente que al sector salud y laboral causan grandes pérdidas
econdmicas y morales, asi como una disminucion en la precaria calidad humana de los
sectores sociales mas desprotegidos (Diaz-Ramos, 2006). Uno de los impactos mas
relevantes que ha tenido la resistencia bacteriana es el economico. Se sabe, por ejemplo
que las infecciones con microorganismos resistentes a la penicilina y meticilina tienen
un costo anual de 530 billones de dolares en Norte América. Mientras que en paises en

vias en desarrollo se desconoce el impacto de las cepas multi-resistentes, pero se infiere



que ocurre una situacion similar a la descrita puesto que los antibacterianos son caros y
practicamente inaccesibles para la poblacion (Zurita y col., 2005).

Es importante distinguir la forma en que un organismo demuestra su resistencia
a los antibacterianos, entendiendo que la resistencia bacteriana puede ser intrinseca o
adquirida. La resistencia intrinseca se caracteriza por que es inherente a una especie en
particular, estos organismos pueden perder sus sitios blancos o poseer barreras naturales
evitando que el agente antibacteriano actlie. Es una propiedad innata de la bacteria y
pueden estar involucrados uno o varios mecanismos de resistencia, como se ejemplifica
en el Cuadro 1.

Resistencia de bajo nivel. Esta resistencia puede ser superada al asociar con un
B-lactamico que actué sobre la pared como ampicilina o vancomicina (Cuadro 1a).
Produccion de B-lactamasa de amplio espectro. Practicamente todas las Klebsiella
pneumoniae [Kpn] producen constitutivamente bajos niveles de esta enzima, es la SHV-
1 [clase A de Ambler, grupo 2b de Karen Bush]. La presencia de esta enzima confiere
resistencia a todo el grupo amino y carboxipenicilinas. Excepcionalmente puede
encontrarse un aislamiento de Kpn con sensibilidad intermedia e incluso un muy
pequefio numero de sensibles, pero esto puede deberse a que el bajo nivel de enzima
producido no es suficiente para inactivar completamente al antibacteriano. A pesar de
esto, un aislamiento de Kpn sensible a ampicilina debe ser confirmado en cuanto su
identificacion bioquimica y su sensibiliad debido a que puede tratarse de un error en la
identificacion o en la prueba de susceptibilidad. En los aislados de Kpn sensibles a
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina y ticarcilina pues son excepcionales. Esta enzima
puede ser inhibida por los inhibidores de PB-lactamasas como sulbactam y &cido
clavulanico, (Cuadro 1b). Produccion de B-lactamasa cromosomica del tipo AMP-C.
Esta enzima pertenece a la clase C de Ambler grupo 1 de Karen Bush. En las cepas
salvajes o silvestres, ésta se expresa en forma inducible. Es reversible y son resistentes a
la inhibicidon por los inhibidores de B-lactamasas como son sulbactam, tazobactam y
acido clavulanico. Puede haber excepciones con las sulfonas, como sulbactam y

tazobactam, (Cuadro 1c).



Cuadro 1. Resistencia intrinseca y mecanismos de accion.

Microorganismo Mecanismo presente Resistencia intrinseca
Pobre afinidad a las
Enterococcus proteinas  fijadoras  de Cefalosporinas
penicilinas (PFP)
Resistencia de bajo nivel
Enterococcus por la incapacidad  del Aminoglucosidos

aminoglucosido de penetrar
la pared celular?®

Klebsiella pneumoniae

Ampicilina, amoxicilina,
carbenicilina y licarcilina

Enterobacter spp. y Serratia
spp.-

Produccion de wuna -
lactamasa de  espectro
ampliado (BLEA) b

Produccion de wuna -

lactamasa cromosomica del
tipo AMP-C ©

Ampicilina, amoxicilina,
cefalosporinas de
primera y segunda

generacion y cefamicinas

(cefoxilina)

Providencia stuartii

Presencia de una enzima
modificante de localizacion
cromosomica.

Gentamicina,
tobramicina, netilmicina,
dibekacina. No afecta a

amikacina, ni

kanamicina.
Proteus penneri No determinado Cloranfenicol
Nitrofurantoina,
Proteus spp. No determinado polimixinas y
tetraciclinas

Baja permeabilidad en su

Penicilina, oxazoil

Enterobacterias penicilinas, clindamicina,
membrana externa . .
lincomicina.
Falta de produccion de
Streptococcus pyogenes proteinas en la membrana Aminoglucosidos
externa
. . Trimetoprim-
Pseudomonas aeruginosa No determinado p
sulfametozaxol
Falta de produccion de
Anaerobios proteinas en la membrana Aminoglucosidos
externa
Stenotrophomonas No determinado Imipenem
Incapacidad de atravesar la
membrana  celular, la
. . molécula de vancomicina ..
Bacilos Gram negativos Vancomicina
es muy grande para
atravesar los canales

protéicos (porinas)

Tomado de (Zurita y col., 2005)



La resistencia adquirida es una modificacion en la composicion genética de la
bacteria de tal manera que si un antibacteriano, alguna vez fue activo sobre esa bacteria,
al adquirir resistencia, éste ya no es activo para inhibir el crecimiento. La tolerancia a un
antibacteriano también es considerada como resistencia adquirida (Zurita y col., 2005).
Estrategias por las cuales las bacterias evitan la accion de los antibacterianos son:

1. Logran limitar la concentracion intracelular del antibacteriano a través del
sistema de eflujo.

2. Pueden neutralizar al antibacteriano mediante enzimas ‘“inactivantes”, ésta
neutralizacion puede ser reversible o irreversible.

3. Impidiendo la penetracion del antibacteriano al alterar el sitio blanco o crear
nuevas vias metabolicas.

4. Alterando la permeabilidad de la membrana celular bacteriana limitando el
ingreso del antibacteriano.

Las bacterias pueden utilizar uno o mas mecanismos para eludir la accion del
antibacteriano, por ejemplo: En P. aeruginosa la produccion de una enzima puede
conferir resistencia a un aminoglucosido en particular, pero la presencia del mecanismo
de impermeabilidad confiere resistencia a toda la familia de aminoglucésidos. La
produccion de la enzima PB-lactamasa de espectro extendido en K. pneumoniae confiere
resistencia a todas las cefalosporinas de primera a cuarta generacion. La presencia de la
porina OprD en P. aeruginosa, confiere resistencia al antibacterianano Imipenem pero
no al Meropenem ni Ceftazidima. La mutacion que causa un cambio en sitio blanco de
la pared celular del S. aureus debido a la presencia del gen mecA confiere resistencia no
solo a la oxacilina sino también a todos los PB-lactamicos incluidas cefalosporinas e

Imipenem (Zurita y col., 2005).

I.3. Organismos causantes de infecciones nosocomiales en México.

En México los principales organismos causantes de infecciones nosocomiales se
muestran en la Figura 3, son datos estadisticos publicados en la Revista
Latinoamericana de Microbiologia en el 2003.

Cada uno de estos microorganismos tienen particularidades que requieren de un

analisis especifico, ejemplos bacterianos son los siguientes:
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Figura 3. Principales organismos causantes de infecciones nosocomiales en
México. K. p = Klebsiella pneumoniae, P. a = Pseudomonas aeruginosa, S. e =
Staphylococcus epidermidis, S. ac (+) = Staphylococcus aureus coagulasa (+), C.
a = Candida albicans, E. sp = Enterobacter sp = S. ac (-) = Staphylococcus
aureus coagulasa (-), E.coli = Escherichia coli, Etcs = Enterococcus, A. sp =
Acinetobacter sp. Revista Latinoamericana de Microbiologia, México 2003 (Diaz-
Ramos, 2006).

Staphylococcus aureus. Coloniza la piel sobre todo en sitios de insercion de
cabello y mucosas del humano a que se le considera reservorio natural en el 20 y 50 %
de la poblacion normales. El hombre es portador intermitente en el 90 %, y del 10 al
20% de la poblacion se consideran portadores permanentes. Se le ha aislado de
secreciones nasofaringeas, manos y fomites, se han detectado cepas con gran virulencia
como S. aureus meticilina-resistente (SAMR) (Diaz-Ramos, 2006).

La adherencia a los tejidos del huésped o materiales implantados estd mediada
genéticamente por un receptor que involucra la interaccion de proteinas del huésped,
reguladas por el sistema sar/agr que dependen de la union de fibronectina, colagena y
fibrindgeno. Esta capacidad se relaciona con la produccion de una biopelicula, que
protege a la bacteria y facilita la adhesion a catéteres y otros sistemas implantados. Se
asocia también a la produccion de abscesos tempranos y a la produccion de
exoproteinas (coagulasa) y toxinas. Otros factores de virulencia son: la union a
plaquetas y a células fagociticas, la interaccion con células endoteliales, el deposito de
complejos inmunes con la liberacion de factor de necrosis tumoral y otras sustancias
desencadenantes de choque y coagulacion intravascular diseminada (Diaz-Ramos,

2006).



Pseudomonas aeruginosa. Es un bacilo Gram negativo no fermentador que no es
exigente para crecer, el ambiente hospitalario es favorable para su permanencia y
diseminacion. Su patogenicidad depende de varias capacidades: el ataque a las células
del huésped, la adhesion a epitelios a través de Pili (fimbrias), la producciéon de un
polisacarido extracelular (biopelicula), toxinas extracelulares como la exotoxina A,
responsable de la necrosis tisular, dano hepatocelular y choque anafilactico; exoenzimas
S, T, U, Y, que incrementan el dafio tisular e incrementan la virulencia; elastasa y
proteasa alcalina, que contribuyen a la adherencia, virulencia, necrosis tisular e
inactivacion del complemento (Diaz-Ramos, 2006). Dentro de los hongos patogenos
para el ser humano el género Candida es uno de los mas representativos al hablar de
organismos fungicos mas resistentes a los antifiigicos comerciales.

Los hongos y oomicetos fitopatdgenos son importantes por que destruyen
cultivos de importancia econdomica a nivel mundial, es un problema que afecta a paises
desarrollados y en vias de desarrollo. De los hongos los géneros més representativos son
Colletotrichum, Fusarium, Botrytis y Rhizoctonia. Los cultivos mas importantes para el
Estado de Michoacan que se ven afectados por estos organismos son: aguacate, papa,
mango, fresa y chile. Por ejemplo C. gloeosporioides destruye preferentemente cultivos
de mango y aguacate. Tripathi y Dubey (2004), reportan que el mango es susceptible al
ataque de estos organismos debido a la elevada humedad, bajo pH y la presencia de
nutrientes presentes en el fruto, las pérdidas poscosecha de cultivos perecederos
asciende al 50 % a nivel mundial.

Los oomicetos son organismos eucariontes que su crecimiento es parecido al de
los hongos filamentosos, en un inicio se clasificaron como hongos, posteriormente con
analisis moleculares y bioquimicos se determind que estdn mas relacionados con las
algas y se reubicaron dentro del Reino Chromista.

Un género importante de los oomicetos es Phytophthora del cual se conocen 60
especies. Dentro de las especies mas representativas son P. cactorum. P. capsici, P.
cinnamomi y P. infestans por ser las que afectan con mayor frecuencia cultivos
vegetales de importancia econémica a nivel mundial como papa, frijol, chile, tomate,
pepino y alfalfa (Fry y Goodwin, 1997).

Un acontecimiento importante del poder destructivo de estos organismos tuvo
lugar en Europa en la mitad del siglo XIX con la destruccion total de cultivos de papa

por P. infestans, causando pérdidas por arriba de cinco billones de dodlares en la
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produccion de papa en al mundo entero, provocando miles de muertes humanas y

promovio6 que le gente migrara a los Estados Unidos de Norte América (Duncan, 1999).

L.4. Las plantas medicinales y sus derivados en el control de enfermedades

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser utiles en el tratamiento de
enfermedades humanas, incluidas las de etiologia infecciosa producidas por
microorganismos, que en estos tiempos continilan siendo un desafio para la medicina
(Domingo y Lopez Brea, 2003). Si se considera, por ejemplo, que en la parte aérea de
las plantas, la filosfera y especialmente en las hojas, existen alrededor de 10°-10’
células/cm? de microorganismos principalmente bacterias (Andrews y Harris, 2000). La
mayoria de estos organismos forman parte de la ecologia vegetal, logrando una
interaccion planta-patogeno, que implica un lenguaje quimico bidireccional para el
reconocimiento dando lugar entonces a la presencia de sustancias con actividad
antimicrobiana.

El uso de compuestos naturales obtenidos de plantas data de mucho tiempo atras.
Existen pruebas de que los hombres del Neandertal que ocuparon Irak hace 60,000 afios
usaron plantas con fines medicinales. Posteriormente, Hipdcrates en la medicina griega,
Avicena en la arabe y Paracelso en la centroeuropea fueron auténticos especialistas en la
aplicacion de las plantas medicinales (Goémez-Caamano, 1990). Un ejemplo de
compuestos de origen vegetal histéricamente exitosos fue el primer antipaludico, con el
que se tratd a la condesa de Chinchén Virreina del Peru en el siglo XVII, a la planta se
le llamé Cinchona officinalis y el principio activo fue la quina (Domingo y Lopez Brea,
2003).

En México desde tiempos muy remotos, en la época precolombina, la medicina
tradicional ha curado las enfermedades con infusiones, enjuagues, emplastos y lociones
hechos con hierbas y productos animales. La medicina tradicional mexicana tiene
muchos usos, unos de los mas representativos son ayudar a cicatrizar heridas, componer
un hueso, ayudar a dar a luz, propiedades analgésicas y curar la depresion. También en
esta medicina indigena, las drogas y bebidas con propiedades alucinantes se ingerian
para comunicarse con los dioses, adivinar el futuro, eliminar la fatiga y el hambre. Otros
productos se aplicaban para repeler insectos o aniquilar las plagas.

Martin de la Cruz (1552) fue el primero que agrup6 a las plantas medicinales por
su uso medicinal en funcioén de la parte del cuerpo afectada. Por ejemplo, malestar de

cabeza, pecho hasta los miembros inferiores. Tres fuentes sobre plantas medicinales
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destacan; el trabajo de Fray Bernardino de Sahagin, con su Cdédice Florentino (1950-
1969) e Historia general de las cosas de la Nueva Espafia en el afio de 1956, Martin de
la Cruz con el Cédice Badiano en 1964 y el trabajo de Francisco Hernandez con la
Historia de las Plantas en la Nueva Espafia. Ximénez en 1615 utilizé el trabajo de
Hernandez, para realizar un trabajo mas sintético y modificado. Personajes como Recho
en 1649 y Gomez Ortega en 1970 se basan en el trabajo de Hernandez. En la época de la
colonia se menciona el Florilegio medicinal de Steinhoffer en 1712, su contenido esta
basado la medicina indigena, supersticion Europea y ciencia. En el siglo XIX sobresalen
los trabajos de Sesse, Mocino y Alfredo Alzate (Luna, 2004).

En México las plantas fueron agrupadas por su filogenia y nombre alfabético
utilizando su nombre comun por Vicente Cervantes (1789 — 1832), se forman entonces
las primeras farmacopeas. El Dr. Fernando Altamirano fundador del Instituto Médico
Nacional realizo trabajos importantes de la utilidad e importancia de la medicina
tradicional mexicana entre los que destacan; los anuales del Instituto Médico Nacional
(1894 — 1912), Datos de la materia médica mexicana (1894 — 1913) y publicaciones
sobre plantas medicinales en la revista de la Sociedad de Historia Natural llamada La
Naturaleza (1870 — 1910), poco tiempo después el instituto fue clausurado. Otra obra
importante es la de Maximino Martinez (1933) en la cual realizo una compilacion de la
informacion de las plantas medicinales conocidas desde el siglo XVI.

Después en 1979 aparece la primera obra donde se hace mencion de la utilidad
basica de las plantas medicinales esto por parte del Instituto Mexicano para el Estudio
de las Plantas Medicinales. Posteriormente, La Unidad de Investigacion Biomédica en
Medicina Tradicional (IMEPLAM) y la Herbolaria del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) con las obras de Aguilar y Camacho (1984 — 1985) dieron auge al uso de
plantas medicinales y realizaron estadisticas de las especies vegetales mas utilizadas en
Meéxico para varios padecimientos entre los mas importantes los del aparato digestivo y
respiratorio, debemos comentar que en el IMSS fue en donde se aplicaron por primera
vez medicamentos de origen herbolario, en su forma natural, por citar algunos ejemplos:
como antidiarreico las hojas de Guayaba (Psidium spp) y como expectorante las flores
de Gordolobo (Gnaphalium spp) (Luna, 2004).

Algunas de las plantas mas importantes por su uso medicinal mencionadas por
Aguilera en 1985 y Damian Badillo en el 2007, en aquella época precolombina y que

hoy en dia se siguen usando se muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Algunas plantas importantes en la medicina tradicional mexicana

Uso en la medicina tradicional

Especie Nombre comiin .
mexicana
Expectorante, analgésico,
.. . Estafiate o ajenjo infecciones urinarias,
Ludoviciana mexicana . .
blanco antidepresivo,
desinflamante.

Tos, dolor de cabeza,

Tagetes lucida Pericon anticoagulante y eliminacion de
tumores.

Bursera jorullense Copal Dolor de cabeza y dientes.

Heliopsis longipes Chilcuague Dolor de dientes.

Enfermedades gastrointestinales,

Satureja macrostema Nurite favorece los movimientos
peristalticos.

Enterolobium Parota Salpullido, bronquitis, resfriado,

cyclocarpum diarrea.

Astringente, infecciones de los
Prosopis juliflora Mezquite 0jos, tifia y disminucion del flujo
menstrual.

Se estima que las plantas producen mas de 100,000 productos naturales de bajo
peso molecular, también conocidos como metabolitos secundarios (Dixon, 2001).

Por otra parte se cree que existen de 250,000 a 500,000 especies de plantas
sobre la tierra (Borris, 1996). De las cuales 1,650 especies de plantas han sido usadas
por grupos nativos de América como alimento y 2,564 se han usado como drogas
(Klink, 1997). En tanto que del total de especies vegetales estimadas, solo el 6 % se
conoce su actividad biologica y el 15 % se ha evaluado su fitoquimica (Verpoorte,
2000).

Se han aislado alrededor de 12,000 compuestos procedentes de organismos
vegetales y se estima que constituye tan sélo el 10 % de los metabolitos secundarios
(Schultes, 1978). Las principales familias de compuestos generados por las plantas son

los representados en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Principales familias de compuestos encontrados en las plantas

Compuestos fenolicos simples

Tipo Planta Compuesto Usos Referencia
activo
Quinonas Hypericum Hiperacina Antidepresivo ( Miskovsky,
perforatum 2002)
Taninos Eucalyptus ~ --—-——-- Inhiben (Cruz y col.,
globulus crecimiento de 2001)
hongos y
bacterias
Cumarinas Chrysanthemum Cumarina, Antiinflamatorio,  (Yildirim y
cinariaefolium esculetina, antitrombotico y col., 2000)
umbeliferona vasodilatador.
y escopoletina
Flavonas Glycyrrhiza glicirricina antiviral (Fukai y col.,
glabra 2002)
Camellia catequinas antibacteriana (Yildirim y
sinensis col., 2000)
Alcaloides Cinchona Quinina y antimalaricos (Domingo y
officinalis quinidina Lopez Brea,
2003)

Ha sido bien documentado que muchos compuestos volatiles de plantas poseen
un amplio espectro contra hongos (Meepagala y col., 2002; Morales Lopez y col., 2007,
Damian Badillo y col., 2008). Por estas observaciones las plantas son una biofuente
aparentemente inagotable para la busqueda de estos compuestos ya que cuentan con un
amplio arsenal quimico, donde es posible explotar las diferentes propiedades biologicas
de compuestos derivados de plantas que potencialmente pueden coadyuvar a la salud y
confort humano (Wain, 1977; Tripathi y col., 2004). Como ha sido demostrado para los
aceites esenciales de algunas plantas que han inhibido el crecimiento de hongos y
afectado el ciclo de vida de algunos insectos plaga, incluso causandoles la muerte

(Varma y Dubey, 1999).

L.5. Generalidades de la familia Asteraceae

Una de las familias vegetales mas representativas en la medicina tradicional de
los pueblos es la familia Asteraceae, comprende mas de 1,700 géneros y unas 24,000-
30,000 especies distribuidas por todo el mundo, excepto en la Antartida. Se han

encontrado ejemplares desde pequefias hierbas de 1 cm de altura hasta arboles de mas
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de 30 m. Las caracteristicas representativas son la estructura reproductiva, el capitulo
donde las flores se disponen en forma sésil sobre un receptaculo ensanchado (Katinas y
col., 2007).

Teofrasto hace 2,300 afios, reconocio a la familia Asteraceae, que después
conocida con el nombre de Compositae por Giseke en 1792. El nombre de Asteraceae
también es reconocido por el codigo internacional de nomenclatura botanica (Greuter y
col., 2000). Henri Cassini en 1816, hizo estudios importantes de esta familia de 1812 a
1831 se describe su morfologia y establecio 19 tribus, tiempo después (Lessing, 1832)
redujo a ocho el nimero de tribus y Candolle a tres. Sin embargo George Bentham
(1873) y Joseph Dalton, establecieron 13 tribus que hoy en dia se conservan (Katinas y
col., 2007).

Otro acontecimiento importante en la historia de la taxonomia de las asteraceas
fue la- denominada Nueva Sinanterologia pues los especialistas en asteraceas se llaman
sinanter6logos por que se basan para clasificar a las plantas en la morfologia de las
anteras, en donde resaltan los botanicos Harlod Robinson y Robert M. King (King y
Robinson, 1970), pero ademas se basan en microcaracteres (anatémicos, citologicos y
quimicos) en lugar de los macrocaracteres para la clasificacion taxonémica.

Otros hechos importantes en la clasificacion y filogenia de las asteraceas fue
con los estudios moleculares de ADN de Cansen & Palmer en 1987 (Katinas y col.,
2007).

El primer cladograma de la familia fue elaborado en 1987 por el botanico sueco
Kare Bremen basandose caracteres morfologicos y mas tarde publicd un tratado de la
familia (Bremer, 1994). La clasificacion de Bremer en 1994, incluye los avances en el

conocimiento de la filogenia de la familia.

L.5.1. Tribus, géneros y especies de la familia Asteraceae
El cuadro 4 nos muestra las tribus, géneros y especies distribuidos en los
distintos continentes, en donde se observa que el continente americano cuenta con el

mayor numero de especies de esta familia, después se encuentra Asia y Africa.

1.5.2. La familia Asteraceae en México
México es un pais rico en biodiversidad; su flora se estima que es
aproximadamente entre 20,000 — 30,000 especies (Rzedowski, 1978; Toledo, 1988), asi

ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en diversidad floristica (Mittermeier, 1988;
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Mittermeier y Goettsch, 1992), entre el 52 % y 65 % de especies floristicas son
endémicas (Rzedowski, 1978; Ramamoorthy y Lorente, 1987; Rzedowski, 1991). En
una revision taxonomica y floristica en varios herbarios, se estima que la Asteraceae es
la familia mas amplia dentro de la flora mexicana (Cuadro 5).

En México existen 371 géneros de la familia Asteraceae, 67 (18 %) son
endémicos, los Estados mas ricos floristicamente en el sureste mexicano son Chiapas,
Oaxaca y Veracruz. En el oeste son Jalisco y Michoacan (Villasefor y col., 1997). En
este estudio encontraron al género Ageratina en 27 Estados y Chromolaena en 30 de
ellos.

El género Eupatorium comprende cerca de 1200 especies (Zhang y col., 2008)
distribuidas principalmente en regiones tropicales de América. Ha sido ampliamente
usado por sus propiedades medicinales (Guilherme y col., 2002), en 1967 y 1976 King y
Robins publicaron 167 trabajos cientificos sobre Eupatorieae.

Un ntimero grande de compuestos naturales bioactivos se han identificado en
extractos de este género, lo cual promete ser una biofuente para la busqueda de nuevas

drogas (Sharma y col., 1998).
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Cuadro 4. Numero de géneros nativos de Asteraceae por tribu en los distintos
continentes o partes de continentes.

Ameérica

Subfa.m ilias y Central y America Africa Europa Asia  Oceania
tribus del Norte
del Sur
Subfamilia
Barnadesioideae

Barnadesieae 9

Subfamilia

Cichorioideae

Arctoteae 14 2 1
Cardueae 2 3 35 38 77
Lactuceae 10 26 32 47 59 7
Liabeae 14
Mutisieae 59 8 3 9 1
Vernonieae 66 2 27 12 1

Subfamilia

Asteroideae
Anthemideae 4 10 69 32 52 3
Astereae 39 69 32 9 32 30
Calenduleae 9 1 2
Eupatorieae 128 53 3 1 3 2
Gnaphalieae 21 10 66 9 19 84
Helenieae 28 99 4 1 10 4
Heliantheae 128 100 17 7 16
Inuleae 8 3 22 4 22 2
Plucheeae 16 9 8
Senecioneae 40 24 37 10 29 12

Tomado de (Katinas y col., 2007).

Cuadro 5. Las diez familias mas diversas de Magnoliophyta en México

Familia Género Especies*
Asteraceae 402 3084
Poaceae 207 1317
Fabaceae s. I. 164 2028
Orchidaceae 156 1062
Cactaceae 76 836
Euphorbiaceae 56 816
Rubiaceae 94 639
Lamiaceae 42 530
Solanaceae 34 458
Cyperaceae P 438

Tomado de (Villasefor y col., 1997) * Incluye miembros no nativos
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1.6. Caracteristicas del género Eupatorium

El género Eupatorium pertenece a la tribu Eupatoriae, una de las trece tribus de
la familia Asteraceae, y comprende casi 1200 especies distribuidas principalmente en
regiones tropicales de América, Europa, Africa, y Asia (Zhang y col., 2008).

Eupatorium spp son hierbas generalmente perennes, arbustos o arbolitos bajos,
con hojas opuestas o en ocasiones alternas; capitulos homdgamos, generalmente
pequeiios, dispuestos en inflorescencias corimbiformes o paniculiformes, rara vez
solitarios; involucro cilindrico, turbinado, campanulado o hemisférico, sus bracteas en
nimero variable, dispuestas en dos o mas series, imbricadas, de longitud similar y
entonces a menudo con caliculo, otras veces desiguales y graduadas; receptaculo plano,
convexo o conico, desnudo; flores pocas o numerosas, todas hermafroditas, blancas,
rosadas, moradas o azulosas; corola tubulosa, tubo corto, limbo brevemente
pentalobulado o pentadentado, anteras con la base obtusa y el apéndice del conectivo
reducido o bien desarrollado; ramas del estilo largas y sobresalientes, lineares o
claviformes, a veces coloreadas, su apice obtuso, sin pelos y cubierto de numerosas
papilas cortas; aquenios prismaticos de dpice truncado, con cuatro a seis costillas bien
definidas, glabros o pilosos, vilano de pocas o numerosas cerdas capilares persistentes y

libres de la base (Rzedowski y Calderon de Rzedowski, 2005).

L.6.1. Fitoquimica del género Eupatorium

Los constituyentes quimicos reportados en el género Eupatorium son bastantes
sin embargo, Zhang y col. (2008) reportan 149, incluyen monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, flavonoides, alcaloides del tipo pyrrilozidina, aceites esenciales

y algunos de ellos se describen en el cuadro 6.

1.6.2. Usos en medicina tradicional del género Eupatorium

Especies de plantas del género Eupatorium (Asteraceae) han sido usadas por
muchas décadas como agentes antimalaricos (Lang y col.,, 2002), antibacterianos
(Caceres y col., 1995), antifungicos (Navarro y col.,, 2003), anti-inflamatorios
(Habtemariam, 2001), hepatoprotectores (Lexa y col., 1989) e inmunoestimulantes
(Fernandez y col., 2002).

Sin embargo desde el punto de vista quimico y biologico el género Eupatorium
ha sido poco estudiado, a pesar de ello, se han aislado compuestos con actividad

bioldgica. De E. aschenbornianum se han aislado dos nuevos benzofuranos que son
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activos contra Trycophyton mentagrophytes, T. rubrum, Candida albicans y Aspergillus
niger (Rios y col., 2003); el aceite esencial de E. laciniatum en donde su componente
mayoritario es Metiltimol (23%), presentd6 actividad moderada contra T.
mentagrophytes (Inouye y col., 2006); de E. brevipes se aisl6 una sustancia conocida
como brevipenina, la cual presenta actividad mulosquicida, espermaticida, antitumoral,
antimicrobiana y sobre la germinacion de semillas (Guerrero y col., 1988).

El aceite esencial de E. cannabinum protege al fruto de mango del ataque de los
hongos fitopatogenos, Colletotrichum gloeosporioides y Botryodiplodia theobromae,
inhibiendo el crecimiento de estos hongos hasta un 100% (Dubey y col., 2007).

El extracto metabolico de E. capillifolium contiene flavonoides vy
sesquiterpenoides los cuales son los responsables de la actividad citotoxica, esto
cuando fueron probados contra la linea celular Hela (Huo y col., 2006; Sadhu y col.,
2006).

El timol y carvacrol aislados de Ageratina ibaguensis son las sustancias
responsables de la actividad antimicrobiana (Sanabria-Galindo y col., 1999).

E. arnottianum conocida como “clavel” o “uoué¢” es un subarbusto usado en
medicina tradicional Argentina contra dolor de estomago, antiinflamatorio. Los
extractos acuosos- y cloruro metilénicos presentan propiedades analgésicas (Clavin y
col., 2000) y propiedades inmunomodulantes (Fernandez y col., 2002). Cimeno, o-
pineno, timol acetato y - cariofileno han sido identificados como los principales
componentes del aceite esencial (Zigadlo y col., 1995). Actividades antimicrobianas,
antivirales y antinociceptivas (contra el dolor) han sido bien reportadas en diferentes
extractos de esta planta (Clavin y col., 2002).

E. buniifolium es usado contra problemas reumaticos (Rios y col., 1993) y como
desinfectante (Rojas-Acosta, 1905); especies cominmente conocidas como “romerillo”,
“romerillo colorado” o “chilca” muestran la presencia de flavonoides y derivados del
acido hidroxicinamico (Muschietti y col., 1990), actividades antioxidantes (Paya y col.,
1996) y antivirales (Garcia y col., 1990), se han identificado al menos tres compuestos
con actividad antiinflamatoria (Muschietti y col., 2001), es considerada una planta
medicinal en la regién central y noreste de Argentina. Las partes aéreas son usadas
como colorante, propiedades hepatoprotectoras y desinfectantes. Los extractos de E.
buniifolium han sido bien reportados que presentan actividad antiviral (Garcia y col.,

1990) (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Algunos compuestos aislados de especies del género Eupatorium.

Clase y nombre del compuesto

Fuente

Referencia

Monoterpenos

8,9-Dihidroxitimol

10-Acetoxi-8,9-dihidroxi-3-O-isobutiriltimol.

E. fortunei
E.
glechonophyllum

Tori y col., 2001

Monache y col., 1984

9-Acetoxi-3-O-angeloil-8,10-epoxitimol E. kiirunense Shen y col., 2005
Guaianos (sesquiterpenos)
8B-(Angeloxi)-33,4p,14-trihidroxi-5aH,63H,7aH-guaia .
E. chinense Zhang vy col., 2008

1(10),11(13)-dien-12,6-olido (Eupachinilide A)
3-Diacetileupalinina A

3B-Hydroxi-8B-(tigloiloxi)-1a,10a-epoxi-6fH,7aH-

E. lindleyanum

Zhang y col., 2008

E. kiirunense Shen y col., 2005
helianga-4,11(13)-dien-12,6-olida (Heliangine)
Germacrenos (sesquiterpenos)
1B-Hidroxi-8p-(tigloiloxi)-2f3,3:4P,5-diepoxi-6fH,7aH-
germacra-10(14).11(13)-dien-12,6-olido E. kiirunense Shen y col., 2005
(Eupakirusina A)
2B-Acetoxiepitulipinolida E. glehni Motoo y col., 2002

Cadinanos (Sesquiterpenos)

3B-Acetoxi-6fH,8pH,10fH-cadina-4,7(11)-dien-12,8-

olida (Eupatoranolida)

E. adenophorum

Wang y col., 2006

Diterpenos

Acido-15-hidroxi-ent-labda-8(20)-en-18-oico E.bunifolium Carreras y col., 1998
Triterpenos

3-Acetoxidammara-20,24-dieno E. glutinosum El-Seedi y col., 2002

Flavonoides

Quercetagetin -O-(6""-acetil-B-D-glucopiranosido)

Quercetina

E. glandulosum

E. lindleyanum

Zhang y col., 2008
Zhang y col., 2008

Alcaloides del tipo pirrolizidina

Supinina
Rinderina

Neotusilagina

E. fortunei
E. clematideum

E. semialatum

Liu y col., 1992
Zhang y col., 2008
Zhang y col., 2008

Modificado de Zhang y col., 2008
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Cuadro 7. Usos en medicina tradicional, nombre comun, érganos utilizados y lugar de
algunas especies del género Eupatorium

Algunas especies

. Nombre Uso en medicina Parte .
del género . .. Lugar Referencia
- comun tradicional usada
Eupatorium
Antiprotozorario,
desinfectante y para
E. buniifolum Romer}]lo trat.ar desordengs del P?rtes Argentina Chiari y col.,1996
romerito Sistema Nervioso aéreas
Central, digestivo,
tratamiento del higado
Tabaco del Partes . Zardini, 1984;
E. candolleanum B Laxante adreas Argentina Rondina y col., 2003
Editorial Committee
of the
. Antihistaminico y . Administration
E-lindleyanum - antibacterial China Bureau of
Traditional Chinese
Medicine (1998)
Aplicado externamente
E. capillifolium Dogfennel en picaduras de - Asia Usher, 1974
insectos y reptiles
E. inulaefolium Sanalotodo Lavar eneonosy Colombia  Ferraro y col., 1977
heridas
Desinfectar heridas y . . Sasikumar y col.,
E. glandulosum - para desparasitar Hojas India 2005
Estimulante cardiaco,
E.ayapana = - laxante y Hojas India Gupta y col., 2002
anticoagulante
Astringente,
. antirreumatico, .
E. glutinosum Matico antimicrobiano, para Hojas y Ecuadgr y Solis, 1992
Serrano . tallos Pert
tratar la ulcera, diarrea
y dolor de cabeza
Dolores gastricos,
E. arnottianum Clave} ° antlm{cr.obmna, Hojas Argentina Clavin y col., 2000
uoué antiviral y
anticonceptiva
E. hecatanthum Uoué Analge.swo, alltrltl}SlVO Pftnes Argentina Filipov, 1994
y antiespasmodico aéreas
Hslzlc‘gg Antiséptico y Planta
E. salvia a a'os; tratamiento de piquetes comple Chile Zin'y Weiss, 1980
pagajosa, de insectos ta
pega-pega
Argueta y col., 1994;
E Problemas de piel, ?g;{:.sguirl:ersz’
Axihuitl tumores, heridasy - México ’ y

aschenbornianum

aftas

Avilés, 1997;
Monroy y Castillo,
2000
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I1. Justificacion

Una de las consecuencias importantes de los plaguicidas de uso comercial, es
que son los responsables directos de inducir cepas de organismos resistentes a este tipo
de compuestos quimicos y aunado con la habilidad de los organismos de mutar para
hacerse resistentes, es entonces sumamente importante continuar la busqueda de nuevos
compuestos contra estos organismos. Es necesaria la busqueda de nuevas alternativas de
origen natural para controlar bacterias, insectos, hongos y oomicetos. Las plantas son
una buena alternativa para la busqueda de nuevos principios activos ya que cuentan con
un amplio espectro de metabolitos secundarios, debido a que son organismos que
carecen de movimiento y estan expuestos a una gran variedad de organismos, por tal
motivo desarrollan un arsenal quimico como defensa. Entonces es posible aislar a partir
de las plantas compuesto que inhiban una gran variedad de organismos que afectan
cultivos vegetales de importancia econdmica, asi como también aquellos organismos
patogenos para el ser humano.

Meéxico es uno de los paises considerado como uno de los madas ricos
floristicamente, ya que cuenta con mas de 30,000 especies vegetales, los estados con
mayor biodiversidad vegetal son Chiapas, Jalisco, Michoacan, Oaxaca y Veracruz.

Michoacan cuenta con cerca de cinco mil especies vegetales, dentro de las cuales
abundan gran variedad de especies de un género importante de la familia Asteraceae son
los siguientes: Eupatorium arsenei (Ageratina arsenei (Rob.) King & Rob.),
Eupatorium pulchellum H. B. K. (Chromolaena pulchella (H.B.K.) King & Rob.) y
Eupatorium cardiophyllum B.L. Rob. (Ageratina cardiophylla (B. L. Rob.) King & H.
Rob.), esto por su utilidad en medicina tradicional.

El género Eupatorium es uno de los mas abundantes de la familia Asteraceae,
esta presente en regiones tropicales de América, muchas especies de este género tienen
un uso en la medicina tradicional en diferentes partes del mundo, del cual se han aislado
metabolitos con actividades farmacoldgicas interesantes, que motivan la busqueda de

sustancias bioactivas con efecto microbicida.
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II1. Hipdtesis

Los extractos de E. arsenei, E. pulchellum y E. cardiophyllum contienen

compuestos que inhiben el crecimiento microbiano.

IV. Objetivos

IV.1. Objetivo general

Determinar la actividad microbicida de los extractos de E. arsenei, E.

pulchellum y E. cardiophyllum.

IV.2. Objetivos particulares

1. Seleccionar la planta con mejor efecto microbicida.

Purificar el componente mayoritario del extracto seleccionado.

el S

Determinar la variacion natural del compuesto microbicida.

Seleccionar el extracto mas activo de la planta con mejor efecto microbicida.

23



V. Material y Métodos

V.1. Organismos utilizados

V.1.1. Bacterias

Las bacterias utilizadas fueron trece aislados clinicos, nueve bacterias Gram
negativas y cuatro Gram positivas todas ellas obtenidas del Hospital Civil “Dr. Miguel
Silva “de la ciudad de Morelia, Mich, Méx. fueron las siguientes, Gram negativas:
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, P. vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, y Shigella
sonnei, Gram positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S.
saprophyticus, caracterizados bioquimicamente.

Asi como también una cepa de Lactobacillus casei variedad rhamnosus, la cual
fue recuperada de un producto comercial “Liolactil” (obtenido de IVAX®) esta cepa fue

util para la seleccion del extracto que no afecte el crecimiento de éste microorganismo.

V.1.2. Hongos

Levaduras. Las levaduras utilizadas fueron Candida albicans y Saccharomyces
boulardii, la primera es un aislado clinico la cual fue obtenida del Hospital Civil “Dr.
Miguel Silva” de esta ciudad, mientras que Saccharomyces boulardii fue recuperada de
un producto comercial “Floratil” (obtenido de MERCK®).

Filamentosos. Los hongos filamentosos utilizados fueron Colletotrichum
acutatum, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, todos aislados silvestres

obtenidos de frutos y plantas de aguacate infectadas.
V.1.3. Oomicetos

Los oomicetos utilizados fueron Phytophthora cactorum, P. capsici y P.

cinnamomi, aislados de plantas infectadas de fresa, chile y aguacate.
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V.2. Material vegetal

V.2.1. Plantas

Eupatorium arsenei (Ageratina arsenei (Rob.) King & Rob.), Eupatorium
pulchellum H. B. K. (Chromolaena pulchella (H.B.K.) King & Rob.) y Eupatorium
cardiophyllum B.L. Rob. (Ageratina cardiophylla (B. L. Rob.) King & H. Rob.) fueron
identificadas toxonémicamente por el D.C. J. Rzedowski, conservando un ejemplar de
cada especie vegetal en el herbario del Instituto de Ecologia de Patzcuaro y uno mas en
el herbario del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

V.2.2. Colecta de las plantas

La planta E. arsenei fue colectada el 27 de octubre del 2005 en el kilometro 25
de la carretera Morelia-México, via Mil Cumbres, a una altitud de 2076 msnm y una
latitud de N 19° 39.938", W 101° 00.300". E. pulchellum fue colectada en el kilbmetro
61 de la carretera Morelia-Zacapu, a una altitud de 2069 msnm y una latitud N 19°
49.380°, W 101° 39.518” y E. cardiophyllum fue colectada el 22 de febrero del 2006 en
el kilometro 53 de la carretera Morelia-Zacapu, a una altitud de 2266 msnm, latitud N
19°42.821° y W 101° 36.711°, El segundo lote colectado el dia 06 de febrero del 2008,
en el kilometro 51 de la carretera Morelia-Zacapu, a una altitud de 2247 msnm, latitud
N 19°42.216 y W 101° 35.962".

Una vez colectadas las plantas se separaron sus organos hoja, flor, tallo y raiz,
después fueron secadas a la sombra durante 10 dias. Los extractos de las partes aéreas
de E. arsenei, E. pulchellum y E. cardiophyllum fueron obtenidos por maceraciones
sucesivas a temperatura ambiente hasta agotar componentes, mientras que los extractos

de raiz se obtuvieron mediante reflujos sucesivos.
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V.2.3. Obtenciéon de los extractos de las partes aéreas de E. arsenei, E.
cardiophyllum y E. pulchellum

Para la obtencion de los extractos de las partes aéreas de E. arsenei, se pesaron
285 g de flor y 105 g de hoja, de E. pulchellum 355 g de flor, 120 g de hoja y 260 g de
tallo, para la obtencion de los extractos de E. cardiophyllum se pesaron 240 g de flor,
110 g de hojas y 115 g de tallos.

Cada una de las partes de la planta se colocd en recipientes de vidrio por
separado y se sometio al siguiente procedimiento de extraccion: Se les adiciono hexano,
se dejaron macerar por tres dias a temperatura ambiente protegidos de la luz, después se
filtraron y concentraron en un rotavapor a 55 °C. El proceso anterior se realizo tres
veces con la finalidad de agotar componentes no polares, entonces se dejo evaporar el
hexano y al resto vegetal se adiciond cloruro de metileno, se dejaron macerar por tres
dias a temperatura ambiente y protegidos de la luz, después se filtraron y concentraron
en un rotavapor a 35 °C, este proceso se hizo tres veces hasta agotar componentes de
polaridad intermedia, una vez obtenidos los extractos cloruro metilénicos, se dejo
evaporar el disolvente sobrante y entonces al resto vegetal se adicioné metanol, se
maceraron nuevamente por tres dias a temperatura ambiente y después se filtraron y
concentraron en un rotavapor a 65 °C, este procediendo se hizo tres veces para agotar

componentes polares, de esta manera obtuvimos los extractos polares (cuadro 8).

V.2.4. Obtencion de los extractos de raiz

La cantidad de raiz utilizada para la obtencion de los extractos de cada una de las
especies vegetales fue la siguiente, 1065 g de raiz de E. arsenei, 605 g de raiz de E.
pulchellum y 440 g de raiz E. cardiophyllum.

Cada una de las raices de Eupatorium spp fueron molidas, en un molino de
cuchillas, hasta la obtencion de un polvo, las muestras se colocaron en matraces balon
de 5,000 ml y se adiciond el primer disolvente que fue hexano suficiente para cubrir el
polvo de raiz. Se hizo un reflujo durante 4 h, después se dejo enfriar para
posteriormente filtrar y concentrar en un rotavapor a 55 °C, este procedimiento se
realizo tres veces hasta agotar componentes, después el matraz se dejo destapado toda
una noche para evaporar el disolvente de la muestra, se adicion6 cloruro del metileno un
volumen suficiente para cubrir la muestra, se hizo un reflujo por cuatro horas, se dejo

enfriar, para después filtrar y concentrar en rotavapor a 35 °C, este procedimiento se
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hizo, tres veces hasta agotar componentes, los extractos metandlicos de raiz se hicieron
de la misma manera, este procedimiento se realizé para cada una de las especies.

Una vez obtenidos los extractos hexanicos, cloruro metilénicos y metanélicos de
cada una de las especies, fueron llevados hasta peso constante y con ello asegurar que el
disolvente se habia evaporado, una vez en peso constante los extractos fueron
empacados y almacenados en refrigeracion a 4 °C hasta su uso. La descripcion de los

extractos de Eupatorium spp esta en el cuadro 8.

V.3. Ensayos biolégicos
V.3.1. Preparacion de medios de cultivo
Se utilizo agar Mueller Hinton (MH) de la casa comercial BIOXON, en cajas de
Petri de 100 X 55 mm, se adicionaron 25 ml de agar MH por placa, como lo indica el
manual de procedimientos de la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2005), una vez vertido el agar se dejo solidificar, se rotularon las placas y se les realizo

la prueba de esterilidad, incubandolas 16 h a 37 °C.

V.3.2. Preparacion de las cepas bacterianas

Cada una de las cepas bacterianas fue resembrada en placas de agar MH y
utilizadas entre 16 y 20 h de crecimiento con la finalidad de trabajar con células jovenes
como lo marca el manual de procedimientos para la manipulacion de microorganismos

del CLSI 2005.

V.3.3. Estandarizacion del inoculo bacteriano

De un cultivo bacteriano joven en medio s6lido MH, se tomo una colonia aislada
y se inocul6 en caldo MH, se incubo a 37 °C y cada hora se determin6 la turbidez a 600
nm en el espectrofotometro hasta lograr una turbidez de 0.5, de cada una de las trece

cepas.

V.3.4. Preparacion de los extractos y de las sustancias control

Cada uno de los 36 extractos se disolvieron en etanol al 96 % (1 g/ 1 ml), control
positivo cefotaxima y control negativo etanol al 96 %. De cada uno se agregd un
volumen de 6 pl teniendo las siguientes concentraciones: extracto (1 mg/ul), cefotaxima

(0.125 mg/ul) y etanol (0.8 mg/ul).
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V.3.5. Método de difusion en agar para bacterias y levaduras

Una vez crecidas las bacterias en caldo MH y con la turbidez de 0.5, se
inocularon en cajas de agar MH con ayuda de un hisopo estéril, después se colocaron
seis discos de papel filtro estériles por placa, en cuatro de ellos los extractos de las
partes de la planta (I mg/ul), un control positivo cefotaxima (0.125 mg/ul) y control
negativo etanol (0.8 mg/ul). Se incubaron a 37 °C/18 h y se reportd en halo de
inhibicion (Fig. 4).

Las levaduras utilizadas C. albicans y S. boulardii fueron resembradas en Agar
Dextrosa Sabouraud de la casa comercial BIOXON e incubadas a 37 °C durante 24
horas, con la finalidad de obtener cultivos jovenes. En el caso particular de S. boulardii,
fue recuperada de un producto liofilizado “Floratil” pediatrico y se partié de 200 mg de

polvo.
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Cuadro 8. Rendimiento (%) y propiedades organolépticas de los extractos de E.
arsenei, E. pulchellum y E. cardiophyllum. 1 = Hexano, 2 = Cloruro de metileno, 3 =

Metanol
Rendimiento Propiedades organolépticas
Especie vegetal Extracto
(%) Color Olor
Hoja 1 3.8 Café oscuro Menta-alcanfor
Hoja 2 ND Verde oscuro Desagradable
Hoja 3 ND Verde oscuro Menta-alcanfor
Flor 1 ND Amarillo claro Menta-alcanfor
Flor 2 ND Verde oscuro Desagradable
E arsenei Flor 3 ND Verde oscuro Desagradable
Tallo 1 NE NE Menta-alcanfor
Tallo 2 NE NE Desagradable
Tallo 3 NE NE Menta-alcanfor
Raiz 1 1.04 Amarillo canario Aromatico
Raiz 2 ND Café oscuro Menta-alcanfor
Raiz 3 ND Café oscuro Menta-alcanfor
Hoja 1 11.6 Café oscuro Menta-alcanfor
Hoja 2 ND Verde oscuro Desagradable
Hoja 3 ND Verde oscuro Menta-alcanfor
Flor 1 6.36 Café claro Menta-alcanfor
Flor 2 ND Verde oscuro Aromaético
Flor 3 ND Verde oscuro Menta-alcanfor
E. pulchellum
Tallo 1 ND ND Aromaético
Tallo 2 ND ND Menta-alcanfor
Tallo 3 ND ND Menta-alcanfor
Raiz 1 0.16 Café oscuro Aromético
Raiz 2 ND Café claro Desagradable
Raiz 3 ND ND Menta-alcanfor
Hoja 1 4.36 Verde oscuro Aromatico
Hoja 2 6.8 Verde oscuro Desagradable
Hoja 3 15.06 Verde oscuro Aromatico
Flor 1 10.25 Amarillo oscuro Aromatico
Flor2 2.66 Verde oscuro Desagradable
) Flor 3 16.92 Verde oscuro Menta-alcanfor
E. cardiophyllum
Tallo 1 3.38 Naranja claro Aromatico
Tallo 2 2.84 Amarillo oscuro Menta-alcanfor
Tallo 3 331 Amarillo oscuro Menta-alcanfor
Raiz 1 1.28 Rosa mexicano Dulce
Raiz 2 1.78 Amarillo ambar Menta-alcanfor
Raiz 3 631 Amarillo 4mbar Menta-alcanfor

ND = No se determind, NE = No se elaboro.
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El procediendo de obtencion fue el siguiente: un poco del liofilizado de S.
boulardii fue adicionado a un microtubo de 1.5 ml y se adicionaron aproximadamente 1
ml de agua tridestilada estéril, se homogeniz6 con la ayuda de un vortex y se sembrd
por estria en placas de agar dextrosa Sabouraud, se incub6 24 h en una atmosfera de
CO..

Una vez obtenidos los cultivos jovenes, se inocularon colonias aisladas de cada
una de las levaduras a caldo papa dextrosa y se incubaron a 37° C, hasta lograr una
turbidez de 0.5, logrado con la ayuda de un espectrofotometro a una longitud de onda
de 600 nm.

Una vez obtenida la turbidez de 0.5, se inocularon en placas de agar Mueller
Hinton con la ayuda de un hisopo estéril, después se colocaron seis discos en cada placa
en cuatro de ellos 6 pl los extractos de cada una de las partes de la planta (1 mg/ul), el
control positivo utilizado fue fluconazol (0.002 mg/ul), se adiciond un volumen de 12 pl
y un control negativo etanol (0.8 mg/ul). Posteriormente se incubaron a 37 °C durante

24 h y el crecimiento fue monitoreado a las 24, 48 y 72 h. (Fig. 4).

Hoja (1 mg/ul)
Flor (1 mg/ul)
Tallo (1 mg/ul)
Raiz (1 mg/pl)

S

@ Cefotaxima (0.125 mg/ul)

para bacterias y Fluconazol
@ @ (0.002 mg/ul) para C.
albicans
6. Etanol 96 % (0.8 mg/ul)

Figura 4. Esquema del método de difusion en agar para determinar el posible efecto
inhibitorio del crecimiento bacteriano y levaduriforme.
V.3.6. Método de difusion en agar para hongos filamentosos y oomicetos
Los hongos filamentosos utilizados fueron C. acutatum, F. oxysporum y R.
solani y los oomicetos P. cactorum, P. capsici y P. cinnamomi fueron resembrados en
placas de agar papa dextrosa, se crecieron por siete dias a temperatura ambiente y
protegidos de la luz.
Las placas con los patogenos fueron cuadriculadas con ayuda de un bisturi
estéril en cubos de 5 mm”, después en placas de agar papa dextrosa se colocaron seis
discos de papel filtro por placa, en cuatro de ellos se colocaron los extractos de cada una

de las partes de la planta (1 mg/ul), un control positivo que fue tiabendazol [2-(tiazol-4-
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il) benzimidazol] (0.001 mg/ul), para el caso de los hongos filamentosos. Mientras que
para los oomicetos se utilizo el acido—(R)-2{(2,6-dimetilfenil)-metoxiacetilamino } metil
¢éster propionico (Mefenoxam 0.001 mg/ul) y un control negativo que fue el etanol al 96
% (0.8 mg/ul), de todos ellos se agregaron un volumen de 6 pl a cada disco. Se
incubaron a temperatura ambiente, protegidos de la luz y se determiné el indice de

crecimiento (IC) al segundo, tercer y cuarto dia (Fig. 5).

Hoja (1 mg/ul)
Flor (1 mg/ul)
Tallo (1 mg/pl)
Raiz (1 mg/ul)

@
@

o » b=

Tiabendazol (0.001 mg/ul) para

hongos filamentosos y
@ @ mefenoxam (0.001 mg/pl) para
oomicetos

6. Etanol 96 % (0.8 mg/ul)

Figura 5. Esquema del método de difusion en agar para determinar el posible efecto
inhibitorio del crecimiento de hongos filamentosos y oomicetos.

V.4. Método de purificacion de componentes mayoritarios

V.4.1. Desengrasado de extractos

El extracto hexanico total de flor fue desengrasado con metanol, al adicionar un
volumen suficiente para cubrir el extracto para precipitar las grasas, las cuales fueron
eliminadas al filtrar con papel filtro el extracto, el filtrado se concentré en un rotavapor,
para eliminar el metanol, después el extracto fue monitoreado hasta que presentd peso

constante, lo cual nos asegurar que el metanol restante se halla evaporado.

V.4.2. Cromatografia en columna

La columna de vidrio se lavé con cloruro de metileno, se adicionaron 20 g gel de
silice (70X230 MERCK) previamente humedecidos con hexano para eliminar el aire,
entonces se adicion¢ el gel de silice a la columna de vidrio y qued6 una columna de 2 x
22 cm de longitud. En seguida se adiciond 1 g de extracto desengrasado disuelto en la
minima cantidad de hexano, se colocé un algodoén con la finalidad de que las mezclas
de disolventes utilizadas no lleguen directamente a la muestra y el corrimiento sea

homogéneo. Como fase movil fueron usadas mezclas de hexano y acetato de etilo en

31



polaridad ascendente como se muestra en el cuadro 9. Se colectaron 180 fracciones de
diez mililitros cada una y cada cinco fracciones se analizaron mediante resonancia
magnética nuclear (RMN), con la finalidad de conocer los compuestos presentes en el

fraccionamiento.

Cuadro 9. Mezclas de disolventes utilizados en
la cromatografia en columna.

Polaridad
Hexano Acetato de etilo Volumen (mb

100 0 100
95 5 200
90 10 200
85 15 200
80 20 200
75 25 200
70 30 100
65 35 100
60 40 100
55 45 100
50 50 50
40 60 50
30 70 50
20 80 50
10 90 50
0 100 50

V.4.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y '*C fueron obtenidos en
un equipo Varian Mercury plus 400, los espectros de Hidrogeno (‘H) se obtuvieron a
400 MHz en ocho repeticiones, la ventana espectral fue de 6,000 Hz, el disolvente
utilizado fue cloroformo deuterado (CDCls) y el disolvente de referencia interna fue
tetrametilsilano (TMS), los espectros de Carbono (13 C) se obtuvieron a 100 MHz en
2,000 repeticiones, la ventana espectral fue de 25,000 Hz, el disolvente utilizado fue
cloroformo deuterado (CDCIl;) y el disolvente de referencia interna fue cloroformo

deuterado, todos obtenidos a temperatura ambiente.
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V.4.4. Espectroscopia de masas acoplado a cromatografia de gases

Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrometro de masas Hewlett
Packard modelo 5989B, utilizando un detector de iones (multiplicador de electrones),
una temperatura de la fuente de iones de 200 °C, un filtro de masas a una temperatura
de 100 °C, energia de ionizacion de 70 eV.

El equipo utilizado para obtener los cromatogramas de gases fue un
cromatografo de gases de la marca Hewlett Packard modelo 5890 Serie II plus. El
método utilizado fue MSA, con una temperatura inicial del horno cromatografico de 50
°C durante cinco minutos, después cada minuto subié 20 °C hasta llegar a 200 °C, en
esta temperatura permanecid cinco minutos, posteriormente y de igual manera cada
minuto se incrementd la temperatura por 20 °C, hasta llegar a 250 °C y ahi permanecio
durante 10 minutos, el tiempo total de corrida fue de 30 minutos. La temperatura del
inyector y de la interfase fue de 240 °C y 260 °C, respectivamente.

Se utilizé como fase movil (gas de arrastre) Helio y una columna no polar Hp-5
MS, como la fase estacionaria fue el (5-fenil) metilpolisiloxano, con 30 m de longitud,
didmetro interno de 0.25 mm Yy la capa de la fase estacionaria de 0.25 pm y el banco de

datos para la comparacion de las sefiales espectrales fue NIST.

V.5. Analisis de resultados

Todos los experimentos se hicieron tres veces de forma independiente, por
triplicado cada uno de ellos. El programa Statistic 7.0, fue usado para calcular la
significancia de los datos experimentales con la prueba de Tukey a = 0.05. El efecto de
los extractos sobre el crecimiento de bacterias y hongos levaduriformes se determind
con la medicion (mm) de los halos incluyendo el disco, mientras que para hongos
filamentosos y oomicetos se determiné el indice de Crecimiento (IC) de la siguiente
manera:

IC=Ct/Cc

En donde:

Ct = Crecimiento del hongo filamentoso u oomiceto con extracto.

Cc = Crecimiento del hongo filamentoso u oomiceto con etanol.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Seleccion de la planta con el mejor efecto microbicida

Se seleccionaron tres plantas de la region, considerando los antecedentes
fitoquimicos, uso medicinal y similitud de uso con otras especies vegetales ya descritas
con propiedades antibacterianas, antifungicas y antioomicéticas, ademas de facil acceso
en la region, para hacer un busqueda de posibles metabolitos microbicidas, con los

criterios mencionados se seleccionaron E. arsenei, E. pulchellum y E. cardiophyllum.

De estas plantas se obtuvieron doce extractos a los que se les determind su
posible capacidad inhibitoria del crecimiento microbiano. En el escrutinio se usaron las
bacterias K. pneumoniae (gran negativa) y B. subtilis (gran positiva), los hongos C.

albicans (dimorfico) y R. solani (monomorfico micelial) y el oomiceto P. capsici.

Se observo que los extractos de E. cardiophyllum son los mejores para inhibir el
crecimiento de bacterias, hongos y oomicetos, ya que presentaron un efecto bactericida
sobre K. pneumoniae y B. subtilis, fungicida contra C. albicans y R. solani, asi como
oomiceticida frente a P. capsici. En segundo lugar de importancia se encuentra E.
arsenei, sus extractos presentaron un efecto bactericida sobre el crecimiento de K.
pneumoniae y B. subtilis, pero no inhiben el crecimiento de los hongos, C. albicans y

R. solani.

Los extractos de E. pulchellum son los menos efectivos, ya que Gnicamente
presentan un efecto bacteriostatico sobre el crecimiento de K. pneumoniae y B. subtilis,
no inhibieron el crecimiento de los hongos, pero son interesantes debido a que inhiben

el crecimiento de P. capsici (Cuadro 10).
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Figura 6. Especies vegetales utilizadas para el escrutinio microbicida. A) E. arsenei, B)
E. cardiophyllum y C) E. pulchellum.
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Cuadro 10. Efecto microbicida de los extractos de E. arsenei, E. pulchellum y E.
cardiophyllum.

Bacterias Hongos Oomiceto

B. subtilis K. pneumoniae  C. albicans R. solani P. capsici

E. arsenei bc bc neg neg oc
E. cardiophyllum bc bc fc fc oc
E. pulchellum bt bt neg neg oc

bc = bactericida, bt = bacteriostatico, fc = fungicida, oc = omiceticida y neg = no se
observo inhibicion del crecimiento.

VI1.2. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento

bacteriano

VI.2.1. Efecto bacteriostatico de los extractos cloruro metilénicos

El extracto cloruro metilénico de hoja presenta un efecto bacteriostatico sobre el
crecimiento de P. aeruginosa observandose un halo de inhibicion de 16 mm (Fig. 7),
mientras que el extracto de flor es activo contra S. epidermidis mostrando un halo de 12
mm y P. aeruginosa con un halo de inhibicion de 14 mm, mientras que los extractos de
tallo y raiz son activos sobre el crecimiento de B. subtilis y P. aeruginosa, observandose
un halo de inhibicion de 14 y 12 mm respectivamente para el extracto de talloy 17 y 22

mm para el caso del extracto de raiz, respectivamente (Fig. 7).

VI1.2.2. Efecto bacteriostiatico de los extractos metanélicos de E.
cardiophyllum

Los extractos metanolicos de hoja, flor y raiz presentan actividad bacteriostatica
contra P. aeruginosa observandose un halo de inhibicion de 25 mm, 23 mm y 21 mm,
respectivamente, mientras que el extracto metandlico de tallo presenta actividad
bacteriostatica contra B. subtilis y P. aeruginosa siendo mas sensible P. aeruginosa con

un halo de inhibicién 26 mm y un halo de inhibicion de 12 mm para B. subtilis (Fig. 8).
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Figura 7. Efecto bacteriostatico de los extractos totales cloruro metilénicos de E.
cardiophyllum. A) Bacterias sensibles a los extractos de E. cardiophylllum. S. ¢ =
Staphylococcus epidermidis, B. s = Bacillus subtilis y P. a = Pseudomonas aeruginosa.
B) Efecto bacteriostatico por extracto. Bioensayo por difusion en agar C) S. epidermidis
y D) B. subtilis los extractos y controles se indican de la siguiente manera 1 = hoja, 2 =
flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 = cefotaxima y 6 = etanol. Los valores presentados son
promedio de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada uno, n = 3,
Tukey o= 0.05
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Figura 8. Efecto bacteriostatico de los extractos metanolicos totales de E. cardiophyllum. A) Bacterias
sensibles a los extractos B) Efecto bacteriostatico por extracto. C. B. subtilis, los extractos y controles
se indican de la siguiente manera: 1 = hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 = cefotaxima, 6 = etanol.

Los valores presentados son promedio de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada
uno, n =3, Tukey a = 0.05
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VI1.2.3. Efecto bacteriostatico de los extractos hexanicos

El extracto hexanico de hoja presenta actividad bacteriostatica contra B. subtilis,
P. mirabilis y S. epidermidis, siendo mas sensible B. subtilis con un halo de inhibicion

17 mm, P. mirabilis y S. epidermidis con un halo de 13 mm.

El extracto hexanico de flor ejerce un efecto bacteriostatico contra cuatro
aislados bacterianos que son: B. subtilis, S. epidermidis, K. pneumoniae y Shigella
sonnei. Siendo més sensible B. subtilis con un halo de inhibiciéon de 20 mm, S.

epidermidis con 17 mm, K. pneumoniae con 10 mm y S. sonnei con 11 mm.

El extracto hexanico de tallo es activo contra seis aislados bacterianos, el mas
sensible es B. subtilis con un halo de inhibicion de 17.5 mm, S. aureus 15 mm, K.
pneumoniae 14mm, E coli, C. freundii y S. epidermidis con un halo de inhibicion de

12.5 mm.

El extracto hexanico de raiz es activo contra dos aislados bacterianos B. subtilis

observandose un halo de inhibicion de 17 mm y P. mirabilis con un halo de 12 mm.

Una vez que se hizo el analisis factorial tenemos que la bacteria mas sensible a los
extractos hexanicos con efecto bacteriostatico, en orden de sensibilidad es, B. subtilis
con 18 mm, S. epidemidis con 11 mm, K. pneumoniae con 7 mm, P. mirabilis con 6

mm, C. freundii, E. coli y S aureus con 4 mm.

La parte de la planta con mayor actividad bacteriostatica en orden de importancia

es: tallo, flor, hoja y raiz (Fig. 9 y 10).
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Figura 9. Efecto de los extractos hexanicos totales sobre el crecimiento
bacteriano. A) Efecto bacteriostatico y bactericida de los extractos hexanicos
totales de E. cardiophyllum. C. f = Citrobacter freundii, E. ¢ = Escherichia coli, S.
sp = Salmonella sp., K. p = Klebsiella pneumoniae, S. so = Shigella sonnei, E. clo
= Enterobacter cloacae, P. v = Proteus vulgaris, P. m = P. mirabilis, S. ¢ =
Staphylococcus epidermidis, S. s = S. saprophyticus, S. a = S. aureus, B. s =
Bacillus subtilis y P. a = Pseudomonas aeruginosa. B) Efecto bacteriostatico y
bactericida por parte de la planta. Efecto bactericida (barras verdes) y efecto
bacteriostatico (barras crema) Los valores presentados son promedio de tres
experimentos independientes con tres repeticiones cada uno, n = 3, Tukey a = 0.05
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Figura 10. Efecto bacteriostatico y bactericida de los extractos
hexanicos totales de E. cardiophyllum sobre Staphylococcus
saprophyticus A), S. epidermidis B), Bacillus subtilis (C y E), S.
aureus D) y Klebsiella pneumoniae F), extractos y controles: 1 =
hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 = cefotaxima y 6 = etanol.

VI1.2.4. Efecto bactericida de los extractos hexanicos de E. cardiophyllum

El extracto hexanico de hoja es activo contra dos bacterias Gram positivas S.
aureus y B. subtilis, se observa un halo de inhibicion de 9.4 mm y 8.8 mm

respectivamente.

El extracto de flor es activo contra tres bacterias Gram positivas y dos Gram
negativas, son las siguientes: B. subtilis con un halo de inhibicion de 12.11 mm, S.
saprophyticus con 11.98, S. aureus con 11.55, P. vulgaris con 11.52 y P. aeruginosa
con 9.71.

El extracto hexanico de tallo es activo contra tres bacterias Gram positivas y una
Gram negativa, son las siguientes: B. subtilis con un halo de inhibicién de 10.77 mm, P.
aeruginosa con 10.22 mm, S. aureus con 9.56 mm y S. saprophyticus con 7.12 mm de

halo de inhibicion.

El extracto hexanico de raiz es el mas activo de todos los extracto probados tiene
un efecto bactericida contra once aislados bacterianos de los trece con los que fue

probado.
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Los datos son los siguientes: S. aureus con un halo de inhibicion de 13.22 mm,
B. subtilis con 12.41 mm, P. vulgaris con 12.20 mm, E. coli con 11.67 mm, Salmonella
sp. con 11.63 mm, C. freundii con 11.35 mm, K. pneumoniae con 10.76 mm, E. cloacae
conl0.74 mm, S. saprophyticus con 10.66 mm, P. aeruginosa con 10.36 mm y S.

epidermidis con 4.29 mm de halo de inhibicion.

Las bacterias mas sensibles a los extractos hexanicos son B. subtilis y S. aureus,
la parte de la planta mas activa responsable de este efecto bactericida es el extracto

hexanico de raiz (Fig. 9 y 10).

VI.3. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de

hongos

VI1.3.1. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el

crecimiento de C. albicans

Los extractos hexanicos de hoja, flor, tallo y raiz, todos inhiben el crecimiento
de esta levadura observandose los siguientes halos de inhibicion 17.88 mm, 20 mm,
22.5 mm y 24 mm, respectivamente. Los extractos hexanicos son los mas efectivos para

inhibir el crecimiento de esta levadura, observandose un efecto fungicida.

De estos extractos hexanicos el de flor es el mejor a las 72 h, ya que no se
observo disminucion en el halo de inhibicion (Fig 11). Los extractos cloruro metilénicos
de hoja, flor y tallo inhiben el crecimiento de C. albicans con los halos de inhibicion 4
mm, 10 mm y 1.7 mm, respectivamente, el extracto cloruro metilénico de raiz no

presenta inhibicion del crecimiento de esta levadura.

Los extractos metanoélicos de hoja, flor, tallo y raiz totales de E. cardiophyllum,

no inhiben el crecimiento de C. albicans (Fig. 11).

42



A)
25

20 A
15 4

10 o

Inhibicion (mm)

b

.

Hexano Cloruro de metileno

B)

12 -

10 A

b
8 - [+
4 -
2 4
0 T

a
Hoja Flor Tallo Raiz

Inhibicion (mm)
[=2]

Figura 11. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de C.
albicans a las 72 h. A) Efecto de los extractos hexanicos y cloruro metilénicos totales de E.
cardiophyllum B) Efecto por parte de la planta de los extractos de E. cardiophyllum. Bioensayo
por difusion en agar, C) Extractos hexanicos, D) Extractos cloruro metilénicos y E) Extractos
metanolicos. Extractos y controles: 1 = hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 = fluconazol y 6 =
etanol. Los valores presentados son promedio de tres experimentos independientes por
triplicado cada uno, n = 3, Tukey a = 0.05
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VI1.3.2. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el

crecimiento de hongos filamentosos

El experimento fue monitoreado al tercer y sexto dia, R. solani, es el mas
sensible con un indice de crecimiento (IC) de 0.56 y 0.64, le sigue F. oxysporum con un
IC de 0.64 y 0.73, y por ultimo C. acutatum con un IC de 0.71 y 0.79. Los extractos
hexanicos son los mas activos contra los tres hongos filamentosos, seguido de los

cloruro metilénicos y por ultimo los metanoélicos.

En cuanto a la parte de la planta, la hoja, la flor y el tallo ejercen un efecto
similar al tercer y sexto dia de crecimiento de los hongos con un IC entre 0.7 y 0.8 y el
extracto hexdnico de raiz no ejerce un efecto en la inhibicion del crecimiento de los

hongos (Fig. 12 y 13).

V1.4. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de

oomicetos.

Los oomicetos, P. cactorum, P. cinnamomi y P. capsici, son sensibles a los
extractos de E. cardiophyllum, el primero de ellos es el mas sensible con los indices de
crecimiento (IC) bajos tanto al segundo, tercer y cuarto dia que fue monitoreado el
experimento y son como sigue para P. cactorum 0.36, 0.42 y 0.48, P. cinnamomi 0.44,
0.55y 0.55 y P. capsici 0.50, 0.62 y 0.63.

El efecto por tipo de disolvente, los extractos hexanicos son los mas activos para
inhibir el crecimiento de los oomicetos con indices de crecimiento (IC) de 0.41, 0.40 y
0.39, le siguen los cloruro metilénicos con (IC) de 0.33, 0.49 y 0.54 y los metandlicos
con (IC) de 0.56, 0.70 y 0.73 (Fig. 14). El efecto por parte de la planta tenemos que los
extractos hexanicos de hoja, flor y tallo presentan un efecto oomiceticida, mientras que

los extracto de raiz no afectan el crecimiento de estos oomicetos (Fig. 14 y 15).
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Figura 12. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre ¢l crecimiento de hongos
filamentosos. A) Sensibilidad de los hongos a los extractos. B) Efecto por tipo de disolvente. C)
Efecto por parte de la planta. Tercer dia (barras verdes), sexto dia (barras amarillas). Los
valores presentados son promedio de tres experimentos independientes con tres repeticiones
cada uno, n = 3. Tukey a = 0.05

45



Figura 13. Efecto de los extractos hexanicos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento
de hongos filamentosos. A) C. acutatum al tercer dia de crecimiento. B) C. acutatum al sexto
dia de crecimiento. C) F. oxysporum al tercer dia de crecimiento. D) F. oxysporum al sexto
dia de crecimiento. E) Rhizoctonia sp. al tercer dia de crecimiento y F) Rhizoctonia sp. al
sexto dia de crecimiento. Extractos y controles: 1 = hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 =
tiabendazol y 6 = etanol.
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Figura 14. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de oomicetos. A)
Sensibilidad de los oomicetos a los extractos. B) Efecto por tipo de disolvente. C) Efecto por parte de
la planta. Crecimiento al segundo dia (barras verdes), crecimiento al tercer dia (barras café) y
crecimiento al cuarto dia (barras amarillas). Los valores presentados son promedio de tres
experimentos independientes con tres repeticiones cada uno, n =3, Tukey a = 0.05
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Figura 15. Efecto de los extractos hexanicos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento
de oomicetos al segundo, tercero y cuarto dia de crecimiento. A), B) y C) P. cactorum. D), E) y
F) P. cinnamomi. G), H) ¢ I) P. capsici. Extractos y controles: 1 = hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 =
raiz, 5 = mefenoxam y 6 = etanol.
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VI.5. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de S.
buolardii.

Con el objetivo de seleccionar el extracto mas efectivo, aquel que inhiba el
crecimiento del mayor nimero de microorganismos patdégenos pero que no afecte el
crecimiento de microorganismos benéficos para el humano, asi se determino el efecto
de los extractos de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de dos microorganismos S.
boulardii y L. casei.

Observamos que los extractos hexanicos de hoja, flor, tallo y raiz ejercen un
efecto fungicida contra esta levadura, un efecto similar al observado con C. albicans, en
cuanto a los extractos cloruro metilénicos de hoja, flor y tallo son mas activos contra
esta levadura, mientras que los extractos metanolicos de hoja, flor, tallo y raiz no
afectan el crecimiento, en este caso no fue posible hacer una seleccion de un extracto

(Fig. 16).

Figura 16. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el
crecimiento de S. boulardii. A) Extractos hexanicos. B) Extractos cloruro
metilénicos. C) Extractos metanolicos. Extractos y controles: 1 = hoja, 2 = flor,
3 =tallo, 4 =raiz, 5 = fluconazol y 6 = etanol.

VI.6. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el crecimiento de
L. casei.

Con el objetivo de seleccionar el extracto mas activo contra los patdgenos
probados, pero que no afecte al crecimiento de microorganismos benéficos para el
humano, se determiné la sensibilidad de L. casei a los extractos de E. cardiophyllum, se
observo que los extractos cloruro metilénicos y metandlicos de hoja, flor, tallo y raiz no
afectan el crecimiento de esta bacteria, mientras que de los extractos hexanicos el inico
que inhibid el crecimiento fue el de raiz (Cuadro 11 y Fig. 17).

Por tal motivo el extracto seleccionado fue el extracto hexanico de flor (Cuadro
12).
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Cuadro 11. Efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre ¢l crecimiento de
L. casei.

Parte de la planta Disolvente Sensibilidad
Hoja Hexano -
Flor Hexano -
Tallo Hexano -
Raiz Hexano +
Hoja Cloruro de metileno -
Flor Cloruro de metileno -
Tallo Cloruro de metileno -
Raiz Cloruro de metileno -
Hoja Metanol -
Flor Metanol -
Tallo Metanol -
Raiz Metanol -

Figura 17. Bioensayo por difusion en agar de los extractos hexanicos totales de E. cardiophyllum
sobre el crecimiento de L. casei. 1 = hoja, 2 = flor, 3 = tallo, 4 = raiz, 5 = cefotaxima y 6 = etanol.
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Cuadro 12. Resumen de efecto microbicida de los extractos de hexanicos totales de E.
cardiophyllum.

Parte de la planta Bacterias Hongos Oomicetos
Flor 5/14 5/5 3/3
Hoja 2/14 5/5 3/3
Raiz 12/14 2/5 0/3
Tallo 4/14 5/5 3/3

VL.7. Purificacion e identificacion de los componentes mayoritarios del extracto
hexanico de flor

Para la purificacion e identificacion de metabolitos secundarios vegetales se
siguid un procedimiento de separacion cromatografico que considerd los siguientes
criterios: i, se asume que el o los componentes mayoritarios del extracto son los
responsables de la actividad microbicida y ii, estudiar aquellos espectros de resonancia

magnética nuclear que contengan sefales interpretables.

Mediante cromatografia en columna con la adiciéon de un gramo de extracto
hexanico desengrasado de flor y utilizando como fase mévil mezclas de hexano-acetato
de etilo en polaridad ascendente y apoyados en espectroscopia de resonancia magnética
nuclear, se logrd purificar e identificar los siguientes compuestos: en los primeros 100
ml de hexano se observaron grasas, en la polaridad 95:5 se identificaron timoles, en
90:10 un compuesto denominado “A”, en 85:15 el compuesto “A” mas una cumarina,
en 80:20 un compuesto exociclico mas un compuesto que denominamos “B”. De la
polaridad de 75-25 a 40-60 se observo el compuesto “B”, el resto de las fracciones
cromatograficas que estuvieron en la polaridad 30-70 a 0-100, en ellas se obtuvieron
espectrogramas con sefiales no interpretables que comunmente son denominadas en este

tipo de analisis como “descomposicion” (Cuadro 13).

Asi se purificaron dos componentes el primero de ellos se obtuvo de la fraccion
27 a la 40, con la polaridad 90:10 (hexano:acetato de etilo) un componente que
denominamos compuesto “A”. El segundo componente mayoritario salié de la fraccion

102 ala 165, con la polaridad de 75:25 a la 40:60 (hexano-acetato de etilo) (Cuadro 14).
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Cuadro 13. Condiciones de la cromatografia en columna

Polaridad Volumen
Metabolito
Hexano Acetato de etilo (ml)
100 0 Grasa 100
95 5 Timoles 200
90 10 Componente A 200
85 15 Componente A + Cumarina 200
%0 20 Componente exociclico + 200
Componente B
75 25 Componente B 200
70 30 Componente B 100
65 35 Componente B 100
60 40 Componente B 100
55 45 Componente B 100
50 50 Componente B 50
40 60 Componente B 50
30 70 Descomposicion 50
20 80 Descomposicion 50
10 90 Descomposicion 50
0 100 Descomposicion 50
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Cuadro 14. Componentes mayoritarios del extracto desengrasado de flor de E.
cardiophyllum.

Fraccion Polaridad Metabolito
27 -40 90:10 Componente A
102 - 165 75:25 —40:60 Componente B

VI1.7.1. Analisis espectroscépico del componente mayoritario A

Los componentes mayoritarios puros se identificaron utilizando técnicas de
espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases y de resonancia magnética
nuclear. En la figura 18 se muestra el cromatograma de gases del componente
mayoritario “A”, donde se observa un pico prominente con un tiempo de retencion de
20.97 y con un enriquecimiento por arriba del 90 %. El espectro de masas del
componente mayoritario denominado hasta este momento compuesto “A”, nos muestra
un i6n molecular de 306 uma y un patréon de fragmentacion que comparado con la base
de datos NIST nos dice con un 99 % de certeza que se trata de un componente con una
formula quimica condensada C,0H340, (Fig. 18). Estos datos se corroboraron con la
resonancia magnética nuclear de Hidrogeno y Carbono-13. La figura 19 nos muestra el
espectro de hidrogeno del componente mayoritario “A”, que corresponde al acido
cativico, El espectro de 'H-RMN a 400 MHz muestra una sefial mltiple en 5.38 ppm
correspondiente a un hidrégeno vinilico, en 2.39 se observa una sefial doble de dobles
con constantes de acoplamiento de J=15.01 y 5.86 Hz, en 2.15 se observa otra sefial
doble de dobles con constantes de acoplamiento de J=15.01 y 8.42 Hz, sefales
correspondientes a los hidrogenos 14 y 14’ los cuales al estar en una posicion o a un
grupo carboxilo presentan este desplazamiento. En 1.65 ppm se observa una sefial
simple ancha que integra para 3 hidrégenos que corresponde al metilo vinilico 17, en
0.99 ppm se observa una sefial doble que integra para 3 hidrogenos que corresponde al
metilo secundario 16, en 0.87, 0.85 y 0.75 ppm se observan tres sefiales simples
correspondientes a los metilos terciarios correspondientes a los H18, 19 y 20
respectivamente. El espectro de ">C presenta 20 sefiales, en 179.51 ppm se observa una
senal correspondiente carbonilo del acido carboxilico, en 135.26 y 122.20 ppm se

observan las sefiales correspondientes a un doble enlace (Fig. 19).
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Figura 18. Analisis de espectrometria de masas acoplado a gases del componente
mayoritario del extracto hexanico de flor denominado “Compuesto A”. A) Cromatograma
de Gases del “Compuesto A”. B) Espectro de masas del primer componente mayoritario
denominado “Compuesto A”
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Figura 19. Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del componente
mayoritario del extracto hexanico de flor denominado “Compuesto A”. A) Espectro de
resonancia magnética nuclear de "H. B) Espectro de resonancia magnética nuclear de '
C. las sefales corresponden al acido cativico.
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VI1.7.2. Analisis espectroscopico del componente mayoritario B

Una vez purificado el componente mayoritario “B” se identific6 mediante
espectrometria de masas acoplado a gases y resonancia magnética nuclear, en la figura
20 se presenta el cromatograma de gases del componente mayoritario “B”, en donde se
observa un pico prominente y agudo con un tiempo de retencion 22.43 y un
enriquecimiento por arriba del 90 %.

En la figura 20 se presenta el espectro de masas del componente “B”, el cual nos
muestra un i6n molecular de 324 y un patréon de fragmentacion que comparado con la
base de datos NIST nos dice con un 99 % de certeza que el compuesto corresponde a la
formula quimica condensada C,oH3¢0s3,

Una vez analizado el componente “B” mediante espectrometria de masas, se
procedi6o a corroborar por técnicas de resonancia magnética nuclear de Hidrogeno y
Carbono-13.

El espectro de 'H-RMN a 400 MHz mostr6 un patron de sefiales similares a las
observadas en el acido cativico, en 2.40 ppm una sefal doble de dobles con constantes
de acoplamiento de J = 14.64 y 6.60 Hz, en 2.14 ppm se observa una senal doble de
dobles con constante de acoplamiento de J =14.64 y 7.87 Hz sefiales correspondientes a
los H14 y 14°, cabe mencionar que no se observaron sefiales de protones vinilicos, por
lo tanto la sefial simple en 1.15 ppm correspondiente al metilo 17 se ve modificado este
desplazamiento quimico. En 0.98 ppm se observa una sefial doble que integra para tres
hidrogenos correspondiente al metilo secundario 16, en 0.86 ppm se observa una sefial
simple correspondiente al metilo terciario 18, en 0.78 ppm se observa una sefial simple
que integra para 6 hidrogenos correspondientes a los metilos 19 y 20 que se encuentran
sobrepuesto (Fig. 21). El espectro de resonancia magnética nuclear °C  presenta 20
sefales, lo que nos indica que se trata de un compuesto diterpénico, en 177.76 ppm se
observa la sefial correspondiente a la sefial del acido carboxilico, en 74.70 ppm se
observa la sefal de un carbono cuaternario base de oxigeno en el carbono 8, se trata del
acido labdanolico (Fig. 21). Los datos de resonancia magnética nuclear y espectrometria
de masas acopado a gases de ambos componentes mayoritarios del extracto hexanico de

flor, 4cido cativico y acido labdandlico se describen el los cuadros 15 y 16.
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Figura 20. Analisis de espectrometria de masas acoplado a gases del componente
mayoritario del extracto hexanico de flor denominado “Compuesto B”. A) Cromatograma
de gases del “Componente B”. B) Espectro de masas del “Componente B”.
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Figura 21. Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del componente mayoritario
del extracto hexanicos de flor denominado “Componente B”. A) Espectro de resonancia
magnética nuclear de 'H. B) Espectro de resonancia magnética nuclear de BC. Las sefiales

corresponden al acido labdandlico.
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Cuadro 15. Datos de resonancia magnética nuclear de los componentes mayoritarios
del extracto hexanico de flor, acido cativico y acido labdanolico.
Acido cativico Acido labdanélico

'"H - RMN, 400 MHz, CDCl,4

Oy Seial oy Seial
5.38 1H,sa,H-7 e
2.39 1H, dd, J=15.01 Hz, J = 5.86 Hz, H-14 2.40 1H, dd, J = 14.64 Hz, J = 6.60 Hz, H-14
2.15 1H, dd, J=15.01 Hz, J = 8.42 Hz, H-14" 2.14 1H, dd, J=14.64 Hz, J = 7.87 Hz, H-14"
1.65 3H, sa, H-17 1.15 3H, s, H-17
0.99 3H,d,J=6.5 Hz, H-16 0.98 3H,d, J=6.5Hz, H-16
0.87 3H, s, H-18 0.86 3H, s, H-18
0.85 3H,s,H-19 e e
0.75 3H, s, H-20 0.78 6H, s, H-19, H-20

Nota: El resto de las seiiales del esqueleto se encuentran sobrepuestas de 2.0 a 0.9 ppm.

3C —RMN, 100 MHz, CDCl,4

179.5 C, C-15 177.76 C,C-15
135 C,C-8 74.70 C,C-8

122.20 CH, C-7 61.74 CH, C-9
55.20 CH, C-5 56.04 CH, C-5
50.13 CH, C-9 4422 CH,, C-7
42.29 CH,, C-14 41.92 CH,, C-3
41.26 CH,, C-3 40.84 CH,, C-1
39.33 CH,, C-17 39.77 CH,, C-12
39.12 CH,, C-1 39.63 CH,, C-14
36.83 C,C-10 39.10 C, C-10
33.15 CHj;, C-19 33.37 CHs;, C-19
32.94 C,C4 33.22 C,C4
31.05 CH, C-13 30.75 CH, C-13
24.45 CH,, C-6 23.89 CH;, C-17
23.79 CH,, C-11 21.85 CH,, C-11
22.08 CHs;, C-17 21.47 CHs;, C-18
21.84 CH;, C-18 20.47 CH,, C-6
19.87 CH;, C-16 19.89 CHs, C-16
18.79 CH,, C-2 18.42 CH,, C-2
13.53 CH;, C-20 15.45 CHs;, C-20

59



Cuadro 16. Datos de EIMS espectrometria de masas acoplado a gases de los
componentes mayoritarios del extracto hexanico de flor, acido cativico y dacido
labdandlico.

Acido cativico Acido labdanélico
Int. Relativa m/z Int. Relativa m/z
18 306] M) 2 324 M)
16 291 16 306
44 191 24 291
80 182 29 191
84 122 35 177
100 109 17 153
62 95 44 137
50 81 44 123
55 69 60 109
84 55 77 81
100 69
90 55

VL.8. Efecto bactericida del acido cativico y acido labdanélico

Ya aislados y purificados los componentes mayoritarios del extracto hexanico de
flor, los acidos cativico y labdanolico, se procedid a verificar si estos componentes
mayoritarios eran los responsables de la actividad microbicida observada en el extracto

total de flor.

Los componentes mayoritarios purificados fueron disueltos en etanol y se
probaron con los trece aislados bacterianos en donde se observa un efecto selectivo,
tienen un efecto bactericida contra bacterias Gram positivas B. subtilis y S. aureus (Fig.
22).

El 4cido cativico es mas activo, observandose un halo de inhibicién mayor con

los aislados bacterianos mencionados (Fig. 23).
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Figura 22. Efecto bactericida de los acidos cativico y labdandlico. A) Aislados
bacterianos sensibles a los acidos cativico y labdanoélico, B.s = Bacillus subtilis y S.a =
Staphylococcus aureus. B) Efectividad bactericida de los acidos cativico y labdanoélico. n
=3, Tukey o = 0.05.
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Figura 23. Efecto bactericida de los componentes mayoritarios del extracto hexanico de
flor de E. cardiophyllum, los acidos cativico y labdanodlico. A) S. aureus y B) B.
subtilis, 1 = acido cativico (50 pg/ul), 2 = cefotaxima (125 pg/ul) y 3 = etanol (800
pg/ul). C) S. aureus y D) B. subtilis, 3 = acido labdandlico (50 pg/ul), 4 = cefotaxima
(125 pg/ul) y 5 = etanol (800 pg/ul), a las 18 h de crecimiento.

VIL.9. Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de los acidos

cativico y labdanélico.

Los acidos cativico y labdanoélico son activos contra bacterias Gram positivas, B.
subtilis y S. aureus. El acido cativico es mas activo, presenta concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de 146 pg/ml para B. subtilis y 780 pg/ml para S. aureus. Mientras
que el acido labdanodlico presenta CMI de 1,560 ug/ml para B. subtilis y 2,340 ug/ml
para S. aureus.

La CMI observada para ambos acidos frente a C. albicans fue de 50,000 pg/ml,
con lo cual podriamos decir que no son efectivos si los comparamos con los
antifingicos comerciales. Un comportamiento similar se observd en hongos
filamentosos y oomicetos en donde las CMI para ambos acidos fue mayor igual a

250,000 ug/ml (Cuadro 17) y (Fig. 24).
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Cuadro 17. Concentracion Minima Inhibitoria de los componentes mayoritarios del
extracto hexanico de flor, los acidos cativico y labdanolico

CMI (pg/ml)

Patogeno

Ac. cativico Ac. labdandlico

B. subtilis 146 1,560
S. aureus 780 2,340
C. albicans 50,000 50,000
C. acutatum > 250,000 > 250, 000
F. oxysporum > 250,000 Nd
P. capsici > 250,000 250,000
P. cinnamomi 62,500 250,000

Nd = No determinado

VI.10. Determinacion de la variacion natural de los componentes microbicidas

La variacion natural de metabolitos secundarios se refiere a que algunos
compuestos secundarios de las plantas se encuentran presentes solo en una etapa
estacional, con la finalidad de conocer si los componentes mayoritarios purificados
estan presentes en la época de florecimiento pero en diferente tiempo se hicieron dos
colectas en la carretera Morelia-Zacapu, la primera fue el 22 de febrero del afio 2006 en
el Km 53, altitud 2266 msnm, latitud N 19°42.821” y W 101° 36.711’y una realizada el
dia 06 de febrero del 2008 en el Km 51, altitud 2247 msnm, latitud N 19° 42.216* y W
101°35. 962°.

Se observd que la cantidad de extraibles es similar en ambas colectas,
encontrando una cantidad de extracto total hexanico de flor de 10.25 % en el primer lote
y 9.97 % en el segundo; en cuanto a los componentes mayoritarios y responsables de
inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas observamos al acido cativico en
primer y segundo lote con 90 y 100 mg/g de extracto, respectivamente, el acido
labdandlico también se identifico en el primer y segundo lote con 100 y 120 mg/g de

extracto, respectivamente (Cuadrol8).
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Figura 24. Efecto microbicida de los acidos cativico y labdanolico. A) Circulo rojo,
Concentracion Minima Inhibitoria del acido cativico (50,000 pg/ml) para C. albicans. B)
Circulo rojo Concentracion Minima Inhibitoria del acido labdanolico (50,000 pg/ml) para
C. albicans. C) Efecto del acido cativico sobre el crecimiento de C. acutatum. 1 = 250,000
pg/ml, 2 = 125,000 pg/ml, 3 = 62,500 pg/ml, 4 = 31,250 pg/ml, 5 = 15,625 ug/ml. D)
Efecto del acido labdanodlico sobre el crecimiento de C. acutatum. 1 = 250,000 pg/ml, 2 =
125,000 pg/ml, 3 = 62,500 pg/ml, 4 = 31,250 pg/ml, 5 = 15,625 pg/ml. E) Efecto del
acido cativico sobre el crecimiento de P. capsici. 1 =250,000 pg/ml, 2 = 125,000 pg/ml, 3
= 62,500 pg/ml, 4 = 31,250 pg/ml, 5 = 15,625 ng/ml. F) Efecto del acido labdanodlico
sobre el crecimiento de P. capsici. 1 = 250,000 pg/ml, 2 = 125,000 pg/ml, 3 = 62,500
pg/ml, 4= 31,250 pg/ml, 5= 15,625 pg/ml.
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Cuadro 18. Comparacion de dos extractos hexanicos de flor de E. cardiophyllum

Rendimiento
Datos de colecta Extl:a?to Ac. cativico  Ac. labdanolico
hexanico
(mg/g de (mg/g de
de flor extracto) extracto)
(%)
22/02/2006
2266 msnm, latitud N 19° 10.25 90 100
42.821’ y W 101°36.711°
06/02/2008
2247 msnm, latitud N 19° 9.97 100 120

42.216° y W 101° 35.962°

VI.11. Efecto microbicida de dos extractos hexanicos totales de flor de E.

cardiophyllum colectados en diferente tiempo

Una vez obtenidos ambos extractos de diferente fecha de colecta y coordenadas
se determind su efecto microbicida, lo cual fue un experimento relevante por que
observamos el mismo efecto microbicida, afectando el crecimiento de cinco bacterias
dos Gram negativas y tres Gram positivas, cinco hongos y tres oomicetos (Cuadro 19 y

Fig. 25).
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Cuadro 19. Efecto microbicida de dos extractos hexanicos totales de flor de E.
cardiophyllum colectados en diferente tiempo

Extractos
hexanicos totales Bacterias Hongos Oomicetos
de flor
Primer lote 2/2 5/5 3/3
Segundo lote 2/2 5/5 3/3

Figura 25. Bioensayo por difusion en agar de dos extractos hexanicos totales de flor
de E. cardiophyllum colectados en diferente tiempo. A) B. subtilis, circulo rojo,
extracto hexanico de flor primer lote. B) B. subtilis, circulo rojo, extracto hexanico
de flor segundo lote. C) C. albicans, circulo rojo, extracto hexanico de flor primer
lote. D) C. albicans, circulo rojo, extracto hexanico de flor segundo lote. E) P.
capsici, circulo rojo, extracto hexanico de flor primer lote. F) P. capsici, circulo
rojo, extracto hexanico de flor segundo lote.
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VII. Discusion

La fitoquimica y el espectro bioactivo de metabolitos secundarios de especies
del género Eupatorium se empieza a conocer. Se han encontrado moléculas
potencialmente ttiles como microbicidas y citotoxicas, que motivan a continuar la
busqueda de estas moléculas en este género.

Meéxico posee varias especies endémicas de este género por lo que se requirio
de utilizar criterios de escrutinio para encontrar moléculas microbicidas. Uno de los
criterios que se utilizaron para seleccionar la planta con mejor efecto microbicida fue
que al menos un extracto de cada una de las especies vegetales presentara un efecto
microbicida contra los microorganismos probados.

Los extractos de E. cardiophyllum son mejores para inhibir el crecimiento de
bacterias, hongos y oomicetos que los de E. arsenei y E. pulchellum, de tal manera que
se selecciono a la planta E. cardiophyllum. Sin embargo, E. arsenei y E. pulchellum son
especies interesantes debido a que inhiben el crecimiento de bacterias y oomicetos. Pero
en funcion del criterio establecido tnicamente nos enfocaremos en el estudio de la
planta E. cardiophyllum.

Los extractos mas activos que afectaron el crecimiento bacteriano son los
extractos hexanicos; de estos, el extracto de raiz presentd un efecto bactericida contra
once de los trece aislados bacterianos. En segundo lugar de importancia bactericida fue
el extracto hexanico de flor, activo contra cinco aislados bacterianos tres de ellos Gram
positivos (Cuadro 20). Le sigue el extracto hexanico de tallo, que presentd un efecto
bactericida contra tres aislados bacterianos, dos Gram positivos y un Gram negativo;
mientras que los extractos cloruro metilénicos y metanolicos solo presentaron un efecto
bacteriostatico contra dos aislados bacterianos de los trece con los que se probaron
(Cuadro 20).

Esta observacion es comparable con lo que reporta Gupta y col., (2002), quienes
de hojas de E. ayapana, hicieron extracciones con metanol y éter de petroleo
observaron que los extractos con éter de petrdleo presentaron un mayor espectro
antibacteriano con concentraciones minimas inhibitorias de 250 a 1000 pg/ml, con un
efecto diferencial, inicamente afectando el crecimiento de bacterias Gram positivas.

Sasikumar y col., (2005), determinaron la actividad antibacteriana de las hojas
de E. glandulosum, los extractos no polares contienen compuestos de tipo terpénico e
inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas, B. subtilis, S. aureus y

Streptococcus pyogenes, asi como también de bacterias Gram negativas, E. coli, K.
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pneumoniae, P. aeruginosa y S. typhi, a concentraciones minimas inhibitorias de 1
mg/ml.

Los extractos hexanicos de E. cardiophyllum son mas activos para inhibir el
crecimiento de los tres hongos filamentosos, se infiere que componentes no polares
presentes en los extractos hexanicos son mas potentes para inhibir el crecimiento de
hongos filamentosos y levaduriformes (Fig. 11, 12 y 13). Los extractos hexanicos de
flor, hoja y tallo se comportaron de manera similar al tercer dia de crecimiento, pero al
sexto dia el cultivo microbiano con extracto hexanico de flor presentd el menor indice
de crecimiento. Sin embargo el extracto hexanico de raiz no inhibid el crecimiento de
hongos filamentosos, inferimos que Unicamente los componentes no polares presentes
en la hoja, la flor y el tallo son los responsables de inhibir el crecimiento de los hongos
0 que existe mayor cantidad de componentes en los 6rganos mencionados que en raiz
(Fig. 11, 12 y 13).

Milosavljevic y col., (2007) observaron que el aceite esencial de las partes
aéreas de la planta Seseli annuum present6 actividad contra 15 hongos filamentosos
patogenos para el ser humano, en donde los componentes mayoritarios de ese aceite,
son compuestos no polares de tipo terpenoide: el P-ocimeno (monoterpeno) y el
germacreno D (sesquiterpeno). Estos datos son importantes por dos razones, primera
hay mas plantas de diferente género que afectan el crecimiento de hongos patogenos y
segunda los componentes mencionados son de tipo terpenoide, lo cual es interesante por
que los componentes mayoritarios identificados en el extracto hexanico de flor son de la
misma naturaleza.

Los extractos hexanicos obtenidos de la hoja, la flor y el tallo son los mas
activos para inhibir el crecimiento de los tres oomicetos probados, el efecto observado
fue oomiceticida. Sin embargo el extracto hexanico de raiz no inhibe el crecimiento de
estos organismos, inferimos que los componentes no polares presentes en hoja, flor y
tallo, presentan un efecto oomiceticida y no asi los componentes presentes en raiz (Fig.
15y 16).

El objetivo de probar los extractos contra L. casei y S. boulardii fue para
seleccionar el extracto que afecte el crecimiento de la mayoria de los patogenos
probados, pero que no inhiba el crecimiento de estos dos microorganismos, esto con la
finalidad de encontrar compuestos selectivos, que no afecten el crecimiento de

microorganismos benéficos para el ser humano.
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Los extractos totales hexanicos y cloruro metilénicos de E. cardiophyllum
inhiben el crecimiento de S. boulardii, los extractos metanolicos no afectan el
crecimiento de esta levadura. En cuanto a L. casei, el Unico extracto que inhibe el
crecimiento de esta bacteria que es parte de nuestra microbiota intestinal, es el extracto
hexanico obtenido de la raiz (Fig. 17 y 18).

En funcién de los criterios establecidos, que son identificar sefiales interpretables
y que sean de componentes mayoritarios, esto asumiendo que los componentes
mayoritarios son los responsables del efecto observado en el extracto total, se
purificaron dos compuestos de tipo terpénico, el acido cativico y acido labdanolico, a
partir del extracto hexanico. Estos componentes presentaron un efecto selectivo, ya que
inhibieron el crecimiento de las bacterias Gram positivas B. subtilis y S. aureus.

La planta E. glutinosum nombre comin “Matico Serrano” ha sido usada por
mucho tiempo en la medicina tradicional en Ecuador y Pert, es un arbusto que crece en
una altitud de 3000 msnm en estos paises. La decoccion de hojas y tallos es utilizada
como astringente, antirreumatico, antimicrobiano, para curar la ulcera estomacal,
diarrea y dolor de cabeza (Solis, 1992).

El-Seedi y col., (2002) estudiaron las propiedades antimicrobianas de los
extractos hexanicos de hojas y tallos E. glutinosum, probandolos contra dos bacterias
Gram positivas y dos Gram negativas. Al realizar un fraccionamiento del extracto,
encontraron dos componentes bioactivos de tipo terpénico: acido 15-hidroxi- 7 labden-
17-o0ico y su acetato. Ambos componentes presentaron actividad contra las bacterias
Gram positivas, S. aureus y B. cereus, y bacterias Gram negativas E. coli y P.
aeruginosa reportaron concentraciones minimas inhibitorias de 256 a 512 pg/ml para
las bacterias antes mencionadas.

De E. salvia una planta utilizada en la medicina tradicional chilena por sus

EE T3

propiedades antisépticas, conocida como “salvia macho” “pegajosa” o “pega pega”,
aislaron del extracto cloruro metilénico de hojas y tallos dos componentes de tipo
labdano: el acido 7-hidroxi-8(17)-labden-15-oico (acido salvico) y su acetato. Se
observd que estos componentes presentaron actividad inhibitoria del crecimiento de
bacterias Gram positivas, B. cereus, S. aureus, Micrococcus luteus y B. subtilis,
presentando concentraciones minimas inhibitorias de 250-1000 pg/ml.

El acido cativico unicamente ha sido aislado de arboles resinosos del género

Prioria y Eperua, Urzua y col., (1998).
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Amusant y col., (2007) hicieron un analisis quimico de los componentes
presentes en el duramen de Eperua falcata (muy durable) y Eperua grandiflora
(durable), identificaron varios compuestos diterpénicos: acido eperuico, acido cativico,
acido copalico, acido 7-oxalabda-8-en-15-oico y acido 4,7-oxalabda-8,13-E-dien-15-
oico.

Las fracciones cloruro metilénicas son activas para inhibir el crecimiento del
hongo de la pudricion de la madera Coriolus versicolor, los autores comentan que es
debida a las fracciones acidas, es decir a la mezcla de componentes antes mencionados.

Nicolson y col., (1999) purificaron el totarol, un diterpeno aislado del arbol
“totara” (Podocarpus totara) el cual es nativo de Nueva Zelanda, observando que este
diterpeno potencia la actividad de la meticilina contra cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (SAMR), reduciendo 256 veces la concentracion minima inhibitoria de la
meticilina, en cuanto al mecanismo de accion, observaron que no inhibe la sintesis de
DNA, tampoco la sintesis de peptidoglicanas, pero si reduce la respiracion en un 70 %
en S. aureus.

Estos autores concluyen que el blanco primario del totarol es la cadena
respiratoria y cuando esta en mezcla con meticilina se da una inhibicion de la expresion
de las proteinas de union a penicilinas tipo 2a.

Los componentes de tipo terpénico estdn dentro de los metabolitos mas
abundantes que producen las plantas, se han reportado cerca de 25,000 estructuras
terpénicas, pero muy poco se conoce de sus actividades biologicas de estos
componentes (Gershenzon y Dudareva, 2007). Ha inicios de los afios 1970’s cuando se
empezaron a identificar algunas de las funciones bioldgicas de estos compuestos tales
como toxinas, repelentes de insectos o atrayentes y se infirié que tienen alguna funcioén
ecologica, antagénica o mutualista con otros organismos (Langenheim, 1994).

Los terpenos de las plantas también son importantes en la resistencia de
enfermedades causadas por bacterias y hongos, por ejemplo, las saponinas triterpénicas
son terpenos glicosilados con propiedades detergentes que son toxicos para hongos por
su habilidad para formar complejos con los esteroles de las membranas fingicas, lo que
conduce a una pérdida de la integridad de la membrana (Morrisey y Osbourn, 1999).

Ademas los compuestos de tipo terpénico cumplen importantes funciones en las
plantas por ejemplo, el grupo de los terpenos es uno de los mas abundantes de los

componentes volatiles de flores y frutos en las plantas, estos se encargan de atraer
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agentes polinizadores para dispersar el polen y distribuir la semilla (Knudsen y col.,
2006).

Los frutos y flores no son los tinicos 6rganos involucrados en la comunicacion
de volatiles con otros organismos, se ha encontrado que cuando organismos herbivoros
se alimentan de follaje, este follaje emite componentes volatiles en donde los
principales son compuestos terpénicos, esto ayuda para la atraccion de predadores y
parasitos que atacan a los herbivoros (Kessler y Baldwin, 2001).

Estos compuestos que son liberados por las plantas también estimulan el
crecimiento de hongos micorrizicos arbusculares, los cuales producen asociaciones
simbioticas que pueden ayudar a la planta para la adquisicion de nutrientes (Akiyama y
col., 2005).

La razén de que las plantas los produzcan en mezclas probablemente podria
deberse ha que estan expuestas a un amplio nimero de organismos patdégenos y una
combinacion diversa de estos compuestos podria ayudar a una proteccion simultanea
contra predadores, parasitos y competidores. Las mezclas también podrian estar
sugiriendo limitar a los enemigos para que desarrollen resistencia (Pimentel y Bellotti,
1976).

También se ha inferido que al estar sintetizando grandes cantidades de mezcla de
compuestos terpénicos, es con la finalidad de potenciar el efecto de algunos de esos
componentes, al presentar un efecto sinergista contra los enemigos, por citar un
ejemplo, la actividad antifiingica de dos glicoalcaloides esteroideos a partir de papa fue
potenciada varias veces en presencia de terpenos en comparacion con el efecto
observado con los compuestos tnicos (Fewell y Roddick, 1993).

Este es el primer estudio de la fitoquimica y actividad microbicida de E.
cardiophyllum, por primera vez reportamos del extracto hexanico de flor de E.
cardiophyllum un arbusto que crece abundantemente en el Estado de Michoacan, dos
compuestos de tipo terpénico, los acidos cativico y labdanolico que presentan un efecto
bactericida selectivo, ya que inhiben unicamente el crecimiento de bacterias Gram
positivas. Asi como también inferimos que el efecto fungicida y oomicético observado
por este extracto es debido a componentes minoritarios o bien que todos aquellos
compuestos presentes en el extracto de flor tienen un efecto sinergista con los acidos
cativico y labdanélico.

Fue entonces importante realizar este estudio para conocer si estos componentes

estdn presentes afio con afio y entonces tener una biofuente constante de estos
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componentes, esto es interesante pensando en una utilidad industrial y farmacéutica de
estos componentes. No existe variacion natural local de la cantidad de extracto hexanico
total de flor, asi como tampoco de los componentes mayoritarios del extracto hexanico
de flor que son los acidos cativico y labdandlico, ya que se encuentran en cantidades
similares en ambas colectas. Por otra parte, no fue posible realizar un estudio estacional
de esta planta debido a que su etapa de florecimiento es en febrero y marzo, pero si
pudimos detectar que los componentes mayoritarios del extracto hexanico de flor estan
presentes cada afio de floracion de la planta. Estos estudios estacionales son utiles para
monitorear la presencia y variabilidad de componentes de bajo peso molecular durante
un afio.

El efecto microbicida de extractos hexanicos totales de flor se mantiene en
extractos que se hicieron de colectas hechas en afos diferentes, se infiere que estan
presentes los mismos componentes en los extractos debido a que el efecto bactericida,

fungicida y oomiceticida se presentan en ambos extractos (Fig. 25).

VIII. Resumen de resultados.

» Los extractos de E. cardiophyllum presentan mayor actividad microbicida
que los extractos de E. arsenei y E. pulchellum.

» Los extractos hexanicos totales de E. cardiophyllum presentan mayor
actividad contra bacterias, hongos y oomicetos, que los extractos cloruro
metilénicos y metanolicos.

+ Se identifico, aislo y evaluo la actividad microbicida de dos componentes
mayoritarios del extracto hexanico de flor que correspondieron al acido
cativico y acido labdanolico.

= Fl 4cido cativico es mas activo que el acido labdanolico contra bacterias
Gram positivas, B. subtilis y S. aureus.

* FEl 4cido labdandlico tiene un efecto oomiceticida a una concentracion de
250 mg/ml.

» No se observo variacion natural local de los componentes mayoritarios de

los extractos hexanicos de flor de E. cardiophyllum.
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IX. Conclusion

Los extractos de E. arsenei, E. pulchellum y E. cardiophyllum tienen un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de los microorganismos probados. El extracto hexanico
de flor de E. cardiophyllum es el mas activo y contiene dos componentes de tipo
terpénico, el acido cativico y el acido labdanolico, responsables del efecto inhibitorio

del crecimiento de bacterias Gram positivas.
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XI. Anexos

Cuadro 20. Resumen del efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el

crecimiento bacteriano.

Parte de Aislados bacterianos
la planta
B.s |Cf |E.clo| E.c |[K.p |P.m|P.v |P.a |S.sp|S.so|S.a |S.e |S.s
H' E: neg | neg | neg |[neg | bt |neg |neg [neg |neg | bc | bt |neg
F' ::: neg | neg | neg| bt | neg| be | bc |neg | bt | bc | bt | be
1 bc be
T bt bt | neg | bt | bt |neg |neg | bc |neg |neg bt bt | be
R' bc | bc | bec | bc | bc | be |neg | bc | bc [neg | be | be | be
H* neg | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg |neg |neg |neg |neg
F* neg | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |[neg |neg |neg | bt |neg
T2 bt | neg | neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg |neg |neg |neg | neg
R bt | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg |neg |neg | neg | neg
H’ bt | neg |[neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg | neg | neg | neg | neg
F bt | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg |neg |neg |neg | neg
T’ bt | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |neg |neg |neg |neg | neg
R’ bt | neg |neg |neg |neg |neg |neg | bt |[neg |neg |neg |neg |neg
_ B.s = Bacillus subtilis.
1 = Hexano —
2 = Cloruro de metileno S.sp = Salmonella sp.
3 = Metanol E.clo = Enterobacter cloacae.

H = hoja, F =flor, R=raizy T = tallo
bc = bactericida
bt = bacteriostatico

neg = No se observo inhibicion del crecimiento

bacteriano

E.c= Escherichia coli.

K.p = Klebsiella pneumoniae.
P.m = Proteus mirabilis

S.s = S. saprophyticus

P.a = Pseudomonas aeruginosa
C.f = Citrobacter freundii.

P.v = P. vulgaris

S.so = Shigella sonnei

S.a = Staphylococcus aureus

S. e=S. epidermidis
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Cuadro 21. Resumen del efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el
crecimiento de hongos filamentosos.

Indice de Crecimiento (IC)
Hongo
3 dias 6 dias

Rhizoctonia sp. 0.56 0.64
C. acutatum 0.71 0.79
F. oxysporum 0.64 0.73

Tipo de disolvente
Hexano 0.46 0.65
Cloruro de metileno 0.65 0.72
Metanol 0.80 0.78

Parte de la planta
Flor 0.63 0.69
Hoja 0.67 0.79
Tallo 0.67 0.78
Raiz 0.93 0.94

Cuadro 22. Resumen del efecto de los extractos totales de E. cardiophyllum sobre el
crecimiento de oomicetos.

indice de Crecimiento (IC)
Oomiceto
2 dias 3 dias 4 dias
P. cactorum 0.36 0.42 0.48
P. capsici 0.50 0.62 0.63
P. cinnamomi 0.44 0.55 0.55
Tipo de disolvente
Hexano 0.41 0.40 0.39
Cloruro de metileno 0.33 0.49 0.54
Metanol 0.56 0.70 0.73
Parte de la planta
Hoja 0.09 0.23 0.28
Flor 0.17 0.29 0.30
Tallo 0.06 0.21 0.29
Raiz 0.83 0.91 0.92
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