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RESUMEN 

De acuerdo con los datos proporcionados por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), las enfermedades infecciosas y parasitarias, tales como las 

infecciones agudas de las vías respíratorias, la tuberculosis, la diarrea, HIV/SIDA, 

y malaria, son una causa importante de morbilidad y mortalidad en el mundo 

entero. Así mismo, durante los últimos años se ha incrementado la incidencia de 

las infecciones causadas por hongos oportunistas debido principalmente al 

incremento de la población inmunocomprometida tales como pacientes receptores 

de transplantes de órganos, prematuros, con cáncer y SIDA entre otros. Este 

hecho, aunado al problema de la resistencia bacteriana, ha conducido a una 

intensa búsqueda de nuevas drogas para el tratamiento de las enfermedades 

infecciosas. En este sentido, los productos naturales son una fuente importante 

de compuestos biológicamente activos, por lo que en los últimos años se ha 

manifestado un interés creciente por la obtención de nuevos agentes 

antimicrobianos a partir de plantas. 

En México las plantas medicinales han sido utilízadas durante cientos de 

años por la población rural para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, 

respiratorias, urinarias, genitales y de la piel en las que, de acuerdo con la 

sintomatología descrita, pudiese estar involucrado un padecimiento infeccioso. La 

especie Distictis buccinatoria (OC) A.H. Gentry (Bignoniaceae), popularmente 

conocida como "Tonacaxochitl" es una planta nativa de México que ha sido 

utilizada desde los tiempos Prehispánicos con fines medicinales. Actualmente, los 

terapeutas tradicionales en el estado de Morelos, México, utilizan el cocimiento de 

las flores para tratar la tos, anginas, inflamación, faringitis y para la tos con sangre. 

Debido a que en la literatura no existen reportes de la actividad biológica ni 

información química referente a esta especie, en la presente investigación se 
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evaluó la actividad antibacteriana y antifúngica de los extractos de hexano, 

diclorometano y metanol de las flores y las hojas de esta especie y se realizó un 

fraccionamiento químico-biodirigido del extracto de diclorometano de las flores. 

Los resultados obtenidos en el ensayo antimicrobiano permitieron concluir 

que D. buccinatoria posee actividad antimicrobiana in vitro contra las bacterias 

Gram-positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus 

faecalis, aislados clinicos de Staphylococcus aureus y contra los dermatofitos 

Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum. 

El fraccionamiento fitoquímico-biodirigído del extracto de diclorometano de 

la flor permitió el aislamiento del compuesto mayoritario ácido ursólico, aislándose 

también en menor proporción ácido oleanólico, así como los ácidos mirístico, 

palmítico y oleico, ~-sitosterol yestigmasterol. 

Los resultados obtenidos en esta investigación muestran una fuerte 

correlación entre los usos de esta planta en la medicina tradicional mexicana y lo 

datos experimentales obtenidos, sustentando así la importancia que tiene la 

etnofarmacología como guía en la selección de plantas para la obtención de 

compuestos bioactivos. 
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SUMMARY 

According to World Health Organization (WHO), infectious and parasitic 

diseases, such as acute lower respiratory infections, tuberculosis, diarrhea, 

HIV/AIDS, and malaria, are major causes of morbidity and mortality worldwide. In 

the same manner, during the last years there has been a growing incidence of 

opportunistic fungal infections due to the increasing immune-compromised 

population, such as organ transplant recipients, neonates, cancer, and HIV/AIDS 

patients. This fact coupled with the resistance to antibiotics have triggered and 

extended search for new drugs to treat infectious diseases. Thus, because natural 

products are rich sources o biologically active compounds, there has been an 

increasing interest in the development of new antimicrobial agents from plants in 

recent years. 

In Mexico, medicinal plants have been used in rural areas for thousands of 

years to treat illness in which according to the symptomatology described 

gastrointestinal, respiratory, urinary, and skin infections could be included. Distictis 

buccinatoria (OC.) A.H. Gentry (Bignoniaceae), locally know as "TonacaxochiU", is 

a native Mexican plant that has been used since Pre-Hispanic times for medical 

purposes. Nowadays, traditional healers in the state of Morelos in Mexico use the 

decoction of its flowers to treat cough, angina, inflammation, pharyngitis, and 

coughs with blood. 

To date, no biological activity or chemical information regarding this plant 

has been reported , reason for which in this investigation, the antibacterial and 

antifungal activities of the hexane, dichloromethane, and methanol extracts from 

the f10wers and leaves of this medicinal plant were evaluated and a chemical 

fractionation bio-guided by bioassay of the dichloromethane extract from the 

flowers was pertormed. 
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The obtained results in the antimicrobial assay let us to conclude that O. 

buccinatoria possesses in vitro antimicrobial activity against the Gram-positive 

bacteria Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus clinical isolates, and antifungal activity against the 

dermatophytes Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum. 

Phytochemical bioguided fractionation of the dicloromethane extract from 

the f10wers lead us to the isolation of the most abundant compound, ursolic acid , 

as well as other compounds present in smaller proportion: Oleanolic acid, miristic 

acid, palmitic acid, oleic acid, ¡3-sitosterol and stigmasterol. 

The results obtained in the current investigation show a strong correlation 

between the reported uses of this plant in Mexican folk medicine and the obtained 

experimental data. It also supports the importance of ethnopharmacology as a 

guide in the selection of plants for the discovery of bioactive compounds. 
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INTRODUCCiÓN 

En el transcurso de la historia, las enfermedades infecciosas y parasitarias 

han sido una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Con 

la aparición de los antibióticos y su distribución comercial a partir de 1940, se 

ofrecieron nuevas y mejores posibilidades para su tratamiento (Bertram, 2001). 

Sin embargo, a pesar de los grandes avances en el campo de la medicina, hoy día 

las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, hongos, virus y parásitos 

siguen constituyendo un problema de salud pública, siendo los países en vías de 

desarrollo los principalmente afectados debido a la baja disponibilidad de servicios 

de salud adecuados, de medicamentos y al surgimiento de cepas resistentes 

(Okeke et al., 2005). 

Los datos de información epidemiológica proporcionados en el año 2005 

por la Secretaría de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, durante el período 

2000-2004, revelan que las enfermedades respiratorias agudas ocuparon el primer 

lugar de las veinte principales causas de enfermedad a nivel nacional por grupo de 

edad de la población general , seguida por las infecciones intestinales y las mal 

definidas, siendo la faringitis y amigdalitis la séptima causa (SSA, 2006). 

Debido a que el uso de los antibióticos suele presentar problemas como 

inducción de resistencia bacteriana, hipersensibilidad, alergias y efectos 

secundarios, la búsqueda y desarrollo de nuevos agentes terapéuticos es 

fundamental para el cuidado de la salud y todas las posibles estrategias deben ser 

exploradas. En este sentido, la naturaleza nos ha dotado con una gran variedad 

de productos con actividad biológica, por lo que en los últimos años se ha 

incrementado el interés por estudiar los productos naturales como una fuente 

potencial de nuevos productos antimicrobianos (Fostel y Lartey, 2000; Raskin , et 

al. , 2002; Clardy y Walsh, 2004). Cabe mencionar que solamente una pequeña 
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porción de la gran diversidad de hongos, flora y fauna marina, bacterias y plantas 

superiores, ha sido explorada. La investigación llevada a cabo en este campo ha 

sido desarrollada principalmente en las plantas debido al amplio uso y 

conocimiento etnomédico que se tiene de éstas, situación que incrementa la 

probabilidad de encontrar moléculas bioactivas (Cordell y Colvard, 2005; 

Pathwardhan, 2005; Verporte et al. , 2005). 

En México, las plantas medicinales constituyen el recurso terapéutico 

tradicional más ampliamente utilizado durante cientos de años por las diversas 

culturas de nuestro país, existiendo una extensa bibliografía al respecto (Martínez, 

1944; Díaz, 1977; Argueta, 1994; Fuentes y Aviles, 1977; Monroy, 2002, entre 

otros). Así, el uso de plantas en forma de infusiones, decocciones, cataplasmas, 

compresas, alcoholatos etc. , es una práctica muy extendida en el tratamiento de 

diversos padecimientos, incluyendo aquellos en los que, de acuerdo a la 

sintomatología descrita, pudiese estar involucrado un padecimiento infeccioso 

(Navarro et al. , 1996; Rojas et al. , 2001). De acuerdo con una encuesta realizada 

en México a nivel nacional bajo el programa IMSS-COPLAMAR durante el periodo 

1983-1985, se determinó que el 78% de las 140 plantas medicinales más 

frecuentemente empleadas en 2242 comunidades rurales, son especies utilizadas 

para curar o prevenir enfermedades gastrointestinales, respiratorias y de la piel 

(Lozoya et al. , 1987). Sin embargo, la investigación científica sobre el potencial 

terapéutico de estas plantas es aún limitado. Debido a esto, es importante el 

estudio de plantas medicinales con potencial antimicrobiano, tomando como 

antecedente los datos etnomédicos. 

La especie Disficfis buccinaforia, (OC.) A. H. Gentry perteneciente a la 

familia Bignoniaceae es una planta de origen mexicano, los reportes que se tienen 

en fuentes bibliográficas que hacen referencia a la época prehispánica (De la 

Cruz, 1964; Navarro, 1992) demuestran que desde entonces ha sido utilizada en 

nuestro país con fines medicinales. En la bibliografía especializada en plantas 
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medicinales de México no se encuentran registros sobre ella. Sin embargo, aún 

hoy día esta especie sigue siendo usada por terapeutas tradicionales de la zona 

de Tetela del Volcán en el Estado de Morelos, para el tratamiento de afecciones 

respiratorias (comunicación verbal). En la literatura científica no existen reportes 

farmacológicos ni fitoquímicos sobre esta planta medicinal , por lo que se consideró 

importante estudiar su potencial antimicrobiano, contribuyendo también al 

conocimiento científico de esta especie. 
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ANTECEDENTES 

1.1 Importancia de las enfermedades infecciosas 

Las enfermedades infecciosas y parasitarias, tales como las infecciones 

respiratorias agudas, tuberculosis, diarrea, HIV/SIDA y malaria, son una causa 

importante de morbilidad y mortalidad en el mundo entero. De acuerdo a la 

información proporcionada por la Organización Mundial de la Salud (OMS), se 

sabe que durante el año 2003, las enfermedades agudas de las vías respiratorias 

causaron 3, 963,000 muertes (WHO, 2004). 

Las infecciones de vías respiratorias son de las enfermedades infecciosas 

más prevalentes en el mundo. La neumonía adquirida en la comunidad , afecta a 

3-4 millones de personas actualmente en Estados Unidos y una quinta parte 

necesitará hospitalización, lo que supone más de 600,000 altas anuales. 

Considerando que entre el 50% y el 80% de estas neumonías se tratan en forma 

ambulatoria , las estadísticas son probablemente mucho más altas. A su vez, la 

sinusitis y la faringoamigdalitis causan unas 40 millones de visitas anuales en la 

atención primaria de los Estados Unidos (Calbo y Garau 2004). En México, 

durante el año 2000, las infecciones respiratorias agudas fueron la primera causa 

de los 15 casos nuevos de enfermedad más importantes (SSA, 2001). Durante el 

periodo 1999-2001 , la neumonía e influenza fueron la octava causa de 

defunciones generales a nivel nacional , y las enfermedades intestinales 

infecciosas ocuparon la onceava posición, sin considerar las muertes debidas a 

otras infecciones lo que elevaría la cifra total (INEGI , 2003). Los datos de 

información epidemiológica del año 2005 revelan que por grupo de edad de la 

población general , en el período 2000-2004, las enfermedades respiratorias 

agudas ocuparon el primer lugar de las veinte principales causas de enfermedad a 

nivel nacional seguida por las infecciones intestinales y las mal definidas, 

encontrándose también dentro de estos primeros veinte casos de morbilidad la 

faringitis , la amigdalitis y algunas otras enfermedades infecciosas (SSA, 2006). 
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Aunado a esto, durante los últimos años se ha incrementado de manera 

importante la incidencia de infecciones causadas por hongos y patógenos 

oportunistas, lo cual se ve favorecido por un gran número de factores ligados 

principalmente a procedimientos terapéuticos, como el uso indiscriminado de 

antibióticos y esteroides, citotóxicos, transplantes de médula ósea y órganos 

sólidos, instalación de catéteres venosos, nutrición parenteral así como a 

drogadicción, neoplasias, síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), 

cOlagenopatías, prematurez y diabetes mellitus entre otros (Hemández et al. , 

2003). 

1.2 El problema de la resistencia bacteriana 

A partir de 1928, cuando Fleming descubrió la penicilina, comenzó la 

llamada época de los antibióticos, y desde esa fecha, en las décadas siguientes se 

produjo un incremento exponencial de nuevas clases de estos agentes, 

especialmente en países desarrollados. En la actualidad, se cuenta con una 

amplia y variada gama de agentes antimicrobianos, situación que ha facilitado el 

empleo de la terapéutica antiinfecciosa pero, a su vez, ha tenido consecuencias 

negativas tales como la aparición y diseminación de microorganismos cada vez 

más resistentes y el encarecimiento de la asistencia médica (Neal et al. , 2005). 

Debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad producidas por las 

enfermedades infecciosas de las vías respiratorias y gastrointestinales, la 

prescripción y la automedicación de antibióticos para el tratamiento de las mismas 

es muy común, lo que ha conducido en muchas ocasiones al uso inapropiado o 

excesivo de antibióticos, favoreciendo el incremento de la resistencia microbiana, 

el cual se ha convertido en un problema creciente con implicaciones sociales y 

económicas enormes debido al incremento de morbilidad y mortalidad, al aumento 

de lo costos de los tratamientos y de las largas estancias hospitalarias generadas 

(Acuña, 2003). 
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Dada la frecuencia con que se presentan las enfermedades respiratorias y 

diarreicas en los países en vías de desarrollo, la prescripción inadecuada y la 

automedicación de antibióticos genera la aparición de cepas resistentes, 

fenómeno que se ha hecho muy evidente en el ámbito hospitalario, a pesar de que 

existen guías y normas para el manejo de los mismos (Solórzano y Miranda, 

1998). En la última década ha aumentado en todo el mundo la resistencia de los 

patógenos a los antimicrobianos, hecho de especial trascendencia en las 

infecciones de vías respiratorias en que la mayoría de las veces el tratamiento 

antibiótico es empírico (Calbo y Garau, 2004). 

De acuerdo con algunos autores, la rapidez con que surgen los 

microorganismos multiresistentes no es igual a la velocidad con que surgen 

nuevos antibióticos, razón por la que se considera que pronto habrá dificultades 

para contar con antibióticos útiles para el tratamiento de pacientes infectados con 

este tipo de microorganismos. De hecho, al poco tiempo de que los fármacos 

antimicrobianos se empezaron a utilizar y probaron de manera contundente su 

efectividad para el control de las infecciones bacterianas, se hizo evidente que los 

patógenos bacterianos no eran propensos a rendirse incondicionalmente, y 

algunos de ellos mostraron la emergencia y diseminación de resistencia hacia 

diversos antimicrobianos. Como ejemplo de esto podemos citar el caso del 

Streptococcus pneumoniae, un importante agente infeccioso causante de otitis 

media, neumonía y septicemia (especialmente en población pediátrica), del cual 

hasta antes de 1960 todas las cepas aisladas de este microorganismo eran 

susceptibles a la penici lina. En México las cepas resistentes de Streptococcus 

eran relativamente raras hasta antes de 1993 y la penicilina fue el tratamiento de 

elección por más de 50 años. La presencia de cepas de S. pneumoniae con 

susceptibilidad disminuida a la penicilina y otros agentes anitimicrobianos es ahora 

un hecho reconocido en el ámbito mundial y ha quedado claramente establecida 

como un problema de salud pública (Calderon, 1999). Otro ejemplo importante, es 

el Staphylococcus aureus, que es uno de los microorganismos que se aísla con 
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mayor frecuencia en las infecciones nosocomiales y las adquiridas en la 

comunidad presenta una patogenicidad variable que le permite causar desde 

infecciones de las vias respiratorias y de la piel hasta infecciones con compromiso 

vital tales como endocarditis, septicemias, meningitis, entre otros (Vasso et al. , 

2005). En las pasadas décadas se consideró como uno de los patógenos más 

importantes, tanto en la comunidad como en las unidades de cuidados intensivos, 

y se mantiene así debido a la emergencia de Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina (MRSA), los cuales representan un importante reto para la salud pública 

en muchas instituciones sanitarias de todo el mundo (Velásquez, 2005; Huang et 

al.,2006). 

1.3 Plantas medicinales 

Debido a lo anteriormente expuesto, la búsqueda y desarrollo de nuevos 

agentes antimicrobianos es fundamental para el cuidado de la salud. Dichos 

agentes pueden ser obtenidos de diversas fuentes tales como: la síntesis química, 

la modificación de estructuras conocidas y nuevos compuestos de origen natural. 

En este sentido, las plantas medicinales constituyen una fuente importante para la 

obtención de nuevas moléculas bioactivas (Yasunaka et al. , 2005). 

La fitoterapia , nombre que se aplica al uso medicinal de las plantas, nunca 

ha dejado de tener vigencia; muchas de las especies vegetales estimadas por sus 

virtudes curativas entre los antiguos egipcios, griegos y romanos pasaron a formar 

parte de los textos medievales entre los que podemos citar el Peri, hyles iatrikes 

logoi hex, hoy conocido como: la Materia Médica de Dioscórides. Este 

conocimiento más tarde se vio enriquecido por el aporte de los conocimientos 

herbarios del Lejano Oriente y poco después, por la vastísima tradíción 

fitoterapéutica del Nuevo Mundo (Thomson, 1981 ). 

Así, el conocimiento y utilización de las plantas por los pueblos del mundo 

tiene una larga e interesante historia, reconociéndose que desde siempre el ser 
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humano ha encontrado en las plantas un fiel aliado para satisfacer muy diversas 

necesidades: alimento, techo, abrigo, armas, así como la recuperación y el 

mantenimiento de la salud. Mediante el estudio de restos fósiles, se ha 

determinado que en la era Paleolítica (60000 años atrás) el hombre ya utilizaba 

diversas plantas como medicinas (Fabricant y Farnsworth, 2001). Actualmente, la 

gran mayoría de lo países desarrollados y en desarrollo siguen haciendo uso de 

ellas y los médicos tradicionales y sus plantas medicinales han dejado de ser 

calificados negativamente, estableciendose programas y proyectos para la 

investigación, aplicación e industrialización de los productos derivados de plantas. 

Esto ha conducido a que muchas de las drogas utilizadas en la terapéutica 

moderna tienen sus orígenes en la medicina tradicional de diversas culturas 

antiguas (Pathwardan, 2005). 

En México las plantas medicinales son el recurso material más amplio y 

valioso de la medicina indígena tradicional (Lozoya y Luque, 1984). Su estudio es 

un tema recurrente en la historia de México, tarea muy compleja si se piensa en la 

enorme riqueza cultural y florística del país (tercero en el mundo en biodiversidad 

y segundo en el hemisferio occidental de lenguas y culturas distintas). Se tiene 

estimado que en nuestro país existen cerca de 30,000 especies de plantas de las 

cuales, en 1994 el Instituto Nacional Indigenista documentó 3,000 con usos 

medicinales, esto es e110% del total de la riqueza floristica del país (Argueta et al. , 

1994). 

Como ya se mencionó, esta historia es milenaria y se remonta a los tiempos 

en que dominaban los grupos humanos, que organizados en bandas nómadas o 

seminómadas recorrían el territorio buscando cobijo temporal en cuevas y 

sustento en la práctica de la caza, la pesca y la recolección de plantas silvestres. 

Estos grupos, grandes conocedores de las posibilidades alimenticias y 

propiedades curativas de la flora silvestre, heredaron toda su sabiduría a los 

pueblos agrícolas. Las sociedades prehispánicas creadoras de grandes ciudades 
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y centros ceremoniales, de una economía, una organización social y una religión 

complejas, desarrollaron una tecnología capaz de lograr la supervivencia y el 

crecimiento de la población. El aprovechamiento de los recursos naturales 

(vegetales, animales y minerales) para la salud incluía, además de tratamientos 

curativos, prácticas de higiene, cuidados y embellecimiento del cuerpo humano. 

La medicina prehispánica estuvo íntimamente vinculada a la religión y a la magia, 

lo cual resulta natural debido a la necesidad del hombre de explicarse las notables 

propiedades curativas que indudablemente había encontrado en algunas de ellas 

y que no podía comprender. De tal manera que los pueblos mesoamericanos 

asociaron e identificaron cualidades y poderes de plantas, animales y elementos 

de la naturaleza a los de sus divinidades (Ochoa y Alonso, 1996). 

Los datos sobre las características vegetales, formas de uso, propiedades 

terapéuticas, recolección y comercio de numerosas plantas medicinales utilizadas 

en nuestro país, han dado origen a diversos textos. Entre los más conocidos 

podemos citar los siguientes: el Códice Florentino o Historia de las cosas de la 

Nueva España realizado por Fray Bernardino de Sahagún, el Libellus de 

Medicinalibus Indorum Herbis del indígena Mexicano Martín de la Cruz y Juan 

Badiano, conocido como el Códice Badiano, otra fuente importante son las obras 

completas de Francisco Hernández denominadas Historia Natural de Nueva 

España. En las últimas décadas hubo un resurgimiento en cuanto al interés sobre 

el registro y documentación de las plantas medicinales utilizadas por nuestras 

culturas, siendo algunos de los textos más conocidos: Las Plantas medicinales de 

México escrito por Maximino Martínez; Las Monografías de Nombres, Sinonímias 

y Usos de las Plantas Medicinales de México de José Luis Díaz; el Atlas de las 

plantas de la Medicina Tradicional Mexicana escrito por Arturo Argueta y 

colaboradores, así como diversos listados de plantas de herbarios y jardines 

botánicos especializados en el tema como es el caso del Catálogo de Plantas 

Medicinales del Jardín Etnobotánico del Instituto Nacional de Antropología e 

Historia escrito por Margarita Aviles y Guillermo Suárez, y los diversos textos de 
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Abigail Aguilar especializados en la flora de los diferentes estados de la república . 

En el caso de Morelos podríamos citar: De Enfermos y Curanderos Medicina 

tradicional en Morelos, y el de Etnobotánica en el estado de Morelos, escritos por 

Bernardo Baytelman. 

1.4 Metabolitos secundarios 

Las plantas verdes son esenciales en la vida del hombre y de los animales 

debido a que utilizan la energía solar para convertir materia inorgánica en 

compuestos de carbono que, a su vez, producen otros compuestos importantes. A 

partir de moléculas de agua, dióxido de carbono y energía solar, las plantas 

elaboran carbohidratos, grasas y proteínas, metabolitos primarios o esenciales 

que son necesarios para su crecimiento y multiplicación. Las plantas no sólo 

elaboran estas sustancias, también producen otros miles de compuestos a los que 

se les llama meta bolitas secundarios, muchos de los cuales los utiliza el hombre 

para diversos propósitos. 

El término meta bolitas secundarios se refiere a los compuestos que utiliza 

la planta para llevar a cabo diversas funciones que generalmente involucran las 

interacciones de la planta con el medio ambiente. Algunos de estos compuestos 

ayudan a la planta a defenderse de patógenos y depredadores; a tolerar 

condiciones ambientales adversas y al proceso de polinización entre otros. Estos 

compuestos son de naturaleza química diversa. 

Se señala que pueden existir de 50000 a 100000 compuestos secundarios 

en el reino vegetal , de los cuales ya se han identificado algunos miles como los 

glicósidos, compuestos aromáticos, flavonoides y compuestos afines, alcaloides, 

terpenoides, compuestos esteroidales, entre otros, los que son sintetizados 

mediante diferentes rutas metabólicas (Figura 1). 
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Esteroides Porfirinas Alcaloides Ácidos nucleicos 

TerpJoides Ácidos Llubles -----o.~ Aminot cidoS / Otros compuestos t en agua nitrogenados 

Ácido mevalónico ~ t t / Acetato ---

Lípidos 1: / t 
Flavonoides 

Aminoácidos --- Proteínas 

t 
no saponificab/ Pirufato 

Lípidos Carbohidratos ___ .... Ácido ___ Compuestos 
saponificables --- .. shikímico aromáticos 

Figura 1. Rutas metabólicas generales. 

En la búsqueda de nuevas moléculas bioactivas provenientes de plantas 

superiores es necesario primero hacer una selección adecuada del material a 

estudiar, para ello, se utilizan principalmente cuatro estrategias sistematizadas: 

Rastreo fitoquímico 

Esta estrategia consiste en llevar a cabo la búsqueda de cierto tipo de 

metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides, terpenos etc.) mediante la 

realización de pruebas químicas en diferentes extractos vegetales. 

Búsqueda al azar 

Se colectan y ensayan diversas partes de plantas aún cuando no existan 

antecedentes en cuanto a su uso o composición química. 

Aproximación taxonómica 

Se buscan especies relacionadas filogenéticamente a una especie de 

reconocido interés farmacológico. 
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Aproximación etnomédica 

En esta estrategia, se seleccionan las especies a estudiar con base en la 

información escrita o verbal de su uso médico tradicional. 

Una quinta forma no sistematizada de obtener metabolitos de interés es la 

serendipia , en la que la planta es seleccionada en base a un determinado uso 

tradicional , pero donde se descubre una bioactividad inesperada (Fabricant y 

Famsworth, 2001). 

1.5 Ácido Ursólico 

El ácido ursólico (ácido 3~-hidroxi-urs-12-en-28-oico) , es un compuesto 

triterpenoide formado por la unión cabeza cola de unidades isoprénicas sintetizado 

mediante la ruta biosintética del ácido mevalónico. 

Este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal y 

ha sido reportado como un constituyente bioactivo de diversas plantas utilizadas 

en la medicina tradicional siendo también consumido en diversos vegetales que 

forman parte de la dieta humana. 

Durante las últimas décadas se han llevado a cabo diversas investigaciones 

científicas en las que se ha puesto de manifiesto una gran variedad de importantes 

actividades biológicas lo que ha generado un gran interés por su estudio desde el 

punto de vista farmacológico y fitoquímico con la finalidad de sintetizar derivados 

químicos de baja toxicidad , que además sean más hidrosolubles aumentando así 

su biodisponibilidad (Liu 1995, 2005). 
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1.6 Familia Bignoniaceae 

La familia Bignoniaceae esta compuesta aproximadamente de 113 géneros 

y 800 especies, de distribución tropical y subtropical con algunos géneros en 

regiones de climas cálidos. La familia está dividida en ocho tribus. Las Tecomeae 

se encuentran en el Viejo y Nuevo Mundo. Las Bignoniae, Crescentiae, 

Schlegeliae, Eccremocarpeae y Tourretiae están restringidas al Nuevo Mundo. Las 

Oroxyleale y Coleeae están restrinidas al Viejo Mundo (Gentry, 1973). 

Esta familia es predominantemente leñosa e incluye varios géneros de 

árboles de gran tamaño, bejucos y arbustos, muchos de hábito trepador, más 

raramente herbáceas; hojas sin estípulas, opuestas, a veces ternadas, simples o 

compuestas, en las formas volubles el foliolo terminal está transformado en 

zarcillo, inflorescencias cimosas, mononicasios o dicasios, flores hermafroditas, 

zigomorfas, a menudo muy grandes y vistosas; cáliz sinsépalo de cinco lóbulos 

casi siempre desiguales; androceo de 4 estambres epipétalos, didínamos, anteras 

de dos tecas divergentes; gineceo de un solo pistilo, ovario súpero bicarpelar, 

bilocular o a veces unilocular, placentación axilar, o bien, si el ovario es unilocular 

la placentación es parietal, estilo terminal, estigma bilobulado; fruto capsular, corto 

y ancho o bien delgado y alargado -semejante a una vaina por su aspecto-, 

dehiscencia sepaticida o loculicida, en raros casos el fruto es carnoso e 

indehiscente; semillas muchas en los frutos secos, sin endosperma, a menudo 

aladas, o bien, portando un penacho de pelos (Gentry, 1973, 1977, 1982; 

Marroquin, 1985). 

Las Bignoniaceae se distinguen de otras familias relacionadas por la 

ausencia de endospermo en las semillas, por la estructura del fruto, las semillas 

visiblemente aladas y en que son predominantemente vides tropicales. Las 

escamas de las yemas terminadas en pseudoestípulas son con frecuencia 

conspicuas y proveen un carácter útil desde el punto de vista taxonómico. Un 

carácter que se debe usar con mucha precaución es el de la presencia o ausencia 
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de glándulas peltadas concentradas en los nudos (campos glandulares 

interpeciolares) o menos comúnmente en el ápice del pecíolo ya que estas zonas 

glandulares pueden desaparecer en las ramas adultas o pueden no encontrarse 

en algunas especies. Algunos miembros de esta familia tienen gran valor 

económico por su madera, y por su valor ornamental en parques y jardines ya qe 

posee flores vistosas (Lawrence, 1951). La gran mayoria de las especies 

mexicanas de esta familia son plantas que se desarrollan en los países cálidos por 

lo que se distribuyen a lo largo de la tierra caliente de ambas vertientes del 

territorio del país (Rzedowski y Calderón, 1993). 

En la literatura científica se describen diversas especies de la familia 

Bignoniaceae que han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional de 

diferentes países para el tratamiento de enfermedades como la malaria , diabetes, 

tuberculosis, inflamación, cáncer, dolor, problemas de las vías respiratorias, 

infecciones urinarias, intestinales y de la piel; como hepatoprotectores y como 

remedios contra la picadura de animales venenosos entre otros. Las especies 

medicinales de esta familia empleadas en la medicina tradicional Mexicana son: el 

Bejuco morado (Arrobidaea floribunda (Kunth.) Loes.), Cebol (Arrabidaea 

floribunda (H.B.K) Standl .), Ahuejote (Astianthus viminalis Kunth.Baillon), 

Cuatecomate (Crescentia alata Kunth), Cuatecomate (Crescentia cujete L.), 

Anikab (Cydista potosina Schum & Loes.), Hiedra (Macfadyena agnus cati (L.) A. 

Gentry), Cuajilote (Parmentiera aculeata CD.), Palo de rosa (Tabebuia crhisantha 

(Jacq.) Nicholson) y Tronadora (Tecoma stans (L.) Juss. Ex Kunth) (Argueta , 

1994). En el estado de Morelos se reportan las especies Tronadora Tecoma stans 

varo velutina OC. y la Jacaranda Jacaranda mimosaefolia D.Don.(Monroy, 2000). 

En la Tabla 1, se enlistan las actividades biológicas reportadas en la 

literatura, de algunas especies de esta familia que son utilizadas tradicionalmente 

para el tratamiento de diversas afecciones en las que pudiera estar involucrado un 

proceso infeccioso. 
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Tabla. 1 

Actividades biológicas de algunas especies de la familia Bignoniaceae 

Especie vegetal Actividades biológicas Referencia 

Catalpa bignonioides Citotóxica, antiinflamatoria. Muñoz-Mingarro et al. , 2003. 

Walt. 

Catalpa ovata G. Don. Antimicrobiana, anti tumoral, Kapadia et al. , 1996; An et al. , 

anti inflamatoria. 2002; Oh et al., 2002; Moon et 

al; 2003; Pae et al., 2003. 

Crescentia cujete L. Antimicrobiana, Cáceres et al. , 1990; Monroy-

anticancerígeno. Ortiz y Castillo, 2000. 

Femandoa adenophylla Antifúngíca. Ali et al. , 1998. 

(Wall. Ex G. Don). 

Incarvillea sinensis LAM. Antinociceptiva. Nakamura et al. , 1999, 2001. 

Macfadyena unguis-cati Antitumoral , antímalárica, Duarte et al. , 2000. 

(L).A. Gentry. antiinflamatoria, 

antitripanosómica. 

Mansoa alliaceae (Lam. ) Antifúngica, antitumoral. Freixa et al. , 1998; Itokawa et 

A.G. al. , 1992. 

Mansoa hirsuta D.C. Antifúng ica. Duarte et al., 2004. 

Oroxylum indicum (L). Antifúngica, antioxidante, AIi et al. , 1998; Che n et al.. 

Vent. antimutagénica, 1990; Nakahara et al. , 2001 ; 

anticancerígena , 2002; Jiwajinda et al. , 2002. 

antiinflamatoria. 

Tecoma stans L. (H.B.K.) Hipoglucemiante, Lozoya-Meckes y Mellado, 

hipotensora, 1985; Meckes-Lozoya y 

glucogenolitica. Camacho, 1985; Román et al. , 

hipocolesterolemíante 1991; Constantino et al. , 

antimicrobiana. 2003a, b; Binutu y Lajubutu, 

1994. 
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1.7 Distictis buccinatoria (OC.) A. H. Gentry. "Tonacaxochitl" 

Fig. 2 Distictis buccinatoria (OC.) A. H. Gentry. 

Sinonimias: Bignonia cherere Lindl. ; Bignonia buccinatoria Mairet ex D.C.; 

Phaedranthus buccinatorius (OC.) Miers. 

Nombre común: Bignonia, Distictis, Phaedranthus, Trompetero, Trompetilla 

grande, Clarin , Hiedra bocina. 

Nombres utilizados en la medicina tradicional mexicana: Tonacaxochitl o flor 

que nace con el sol, Tonalxochitl de Ocuituco, Totonacaxochitl. 
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Clasificación: 

Tabla. 2 Clasificación Taxonómica de Distictis buccinatoria. 

CLASIFICACiÓN TAXONOMICA 

Características: 

Familia 

Género 

Especie 

Bignoniaceae 

Distictis 

buccinatoria 

Tabla. 3 Características de Distictis buccinatoria. 

• Origen 

• Altura Aproximada 

• Exposición 

• Resistencia a Heladas 

• Velo de Crecimiento 

• Tipo de Hoja 

• Meses de Floración 

Descripción 

México 

3-5 m 

Sol 

Delicada >5 oC 

Medio 

Perenne 

Enero, Febrero, Marzo, Noviembre, Diciembre 

Distictis buccinatoria, es una planta trepadora vigorosa, siempre verde, con 

dos hojuelas, la tercera usualmente representada por un zarcillo, oblonga-oval u 

ovada-elíptica de 5 a 9 cm. de largo. El ápice agudo a redondeado, en la base 

redonda o subcordada, entera, en la parte mas baja es escamosa, coriáceas; 

flores en panículas de color púrpura a rojo, panículas terminales con pocas flores, 

el cáliz es acampanado, de 1 a 1.5 cm. de largo, vagamente 5-dentado, 

densamente tomentoso; corola coriácea, con forma de tubo o embudo, de 9 a 11 

cm de largo, externamente tomentosa, los lóbulos cortos, redondeados (Standley, 

1926). 
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Historia 

De acuerdo a los datos obtenidos de fuentes históricas del siglo XVI se 

puede constatar que esta planta es utilizada en México con fines medicinales 

desde los tiempos prehispánicos. En la obra de Martín de la Cruz Libellus de 

Medicinalibus Indorum Herbis manuscrito azteca de 1552 conocido como el 

Códice Badiano se hace referencia a la tonacaxóchitl en el capítulo denominado 

Contra la Fetidez de los Enfermos "Este mal olor se quita si se unge el cuerpo con 

el jugo de las hierbas ayauhtonanixiuh, papaloquilitl, xiuhecapatli, bien molidas en 

agua, más el de las ramas de pino, y de las flores de ocoxochitl, tonacaxochitl, 

totoloctzin y también espigas" (De la Cruz, 1964). Fray Juan Navarro describe 

que "Un puño bebido en el agua de cebada o achicoria, sana las fiebres; como 

emplasto es útil en la erisipela" (Navarro, 1992) siendo éstas las únicas 

referencias bibliográficas encontradas de esta especie (Figura 2). 

Fig. 3 Tonacaxochitl. 

Como se ha podido señalar en el Códice Badiano, la "tonacaxochitl" es un 

ejemplo de las plantas que aún conserva su nombre inalterado desde época 

prehispánica hasta la actualidad. El nombre náhuatl de la planta hace referencia a 
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la "abundancia de flores" que se presentan en el periodo de floración. Del ton -

abundante y xóchitl- flor (Remi, 1977). 

Datos etnomédicos 

El cocimiento de las flores de la "tonacaxochitl" es utilizado por terapeutas 

tradicionales de la parte norte del estado de Morelos para el tratamiento de 

problemas de la garganta y para tratar la tos con sangre (comunicación verbal 

terapeutas tradicionales). 

Datos farmacológicos y fitoquímicos 

Se realizó una revisión bibliográfica exhaustiva y no se encontró 

información al respecto en esta especie ni en el género. 

1.8 Ensayos antimicrobianos 

La actividad antimicrobiana de extractos, fracciones o productos puros 

provenientes de plantas, puede ser determinada mediante la observación de la 

respuesta del crecimiento de los microorganismos al estar en contacto con dichas 

muestras. Existen varios métodos para medir la actividad antibacteriana y 

antifúngica, los cuales difieren en cuanto a su sensibilidad y principios. Éstos 

pueden ser clasificados en tres grupos principales: difusión, dilución y 

bioautografía (Cos et al. , 2006). 

Difusión en agar 

En este método, una concentración conocida del material a probar es 

colocada en un reservorio que se pone en contacto con un medio inoculado con el 

microorganismo, después de un periodo de incubación adecuado se mide el 

diámetro de inhibición (zona clara rodeada por el desarrollo microbiano). Pueden 

utilizarse diferentes tipos de reservorios , tales como: discos de papel filtro, 

cilindros de acero inoxidable, o agujeros en el medio de cultivo , este último se 
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recomienda principalmente para extractos acuosos ya que no existe ningún tipo de 

interferencia con el reservorio . La pequeña cantidad de muestra requerida para 

este ensayo y la posibilidad de probar varias muestras al mismo tiempo en una 

misma placa, son ventajas de este método (Hadacek y Greger, 2000) .. Este 

método no es recomendado para probar muestras no polares ya que no difunden 

en el agar, lo que daría como resultado falsos negativos (Cos, 2006). 

Dilución 

En los métodos de dilución, las muestras a ensayar son incorporadas a un 

medio de cultivo apropiado, en el que se siembran posteriormente los 

microorganismos. Puede llevarse a cabo en medio líquido o en medio sólido. En 

el caso del método de dilución en agar, la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

es definida como la concentración más baja capaz de inhibir el desarrollo visible 

del microorganismo. En el método de dilución en líquido, se mide la actividad 

mediante el uso de colorantes vitales, mediante el cambio de turbidez en forma 

visual, o de una manera más exacta midiendo la densidad óptica a 405 nm. Sin 

embargo, las muestras que no están totalmente solubilizadas pueden interferir con 

las lecturas de turbidez, por lo que es indispensable utilizar controles negativos de 

la muestra en el medio de cultivo. 

En general, los métodos de dilución son apropiados para ensayar extractos o 

compuestos polares y no polares (Elof, 1998; Gabrielson et al. , 2002; Cos et al. , 

2006). 

Bioautografía 

La bioautografía es una técnica que permite detectar actividad antimicrobiana de 

un extracto, fracción o compuesto puro, directamente en una placa cromatografica 

en la que los compuestos bioactivos son observados como manchas blancas 

sobre un fondo colorido (proporcionado por un colorante vital) de desarrollo 

microbiano. Está técnica es de gran utilidad para la búsqueda, detección y 

aislamiento de agentes antimicrobianos mediante ensayos químico-biodirigídos. 
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Existen tres diferentes variantes de este método (Hamburguer y Cordell, 1987; 

Navarro et al. , 1988; Rahalison et al. , 1994): 

Bioautografía directa 

En esta técnica, el microorganismo crece directamente sobre una placa de 

cromatografía en placa fína (TLC). 

Bioautografía de contacto 

En esta , los compuestos antimicrobianos son transferidos de la placa de 

TLC a una caja de agar inoculada con el microorganismo. 

Bioautografia de recubrimiento con agar 

En ésta variante, se aplica directamente sobre la placa cromatográfica , el 

medio de cultivo previamente inoculado 

1.9 Concentración Mínima Inhibitoria 

Como se mencionó anteriormente, el método de dilución es ampliamente 

utilizado y recomendado para determinar la potencia antimicrobiana in vitro de 

extractos complejos, fracciones o compuestos puros y establecer su espectro 

antimicrobiano (Ríos y Recio, 2005), el cual es expresado en valores numéricos 

tales como: concentración inhibitoria al 50% (ICso), concentración inhibitoria al 

90% (ICgo), concentración mínima inhibitoria (CMI) etc., el más utilizado de éstos, 

es la determinación de la CMI. Existen muchas controversias con respecto al 

criterio que debe aplicarse para determinar el nivel de potencia de los extractos, 

en realidad, a la fecha no existe un criterio establecido sobre el rango de actividad 

que debe ser considerado como aceptable para los extractos de plantas. Algunos 

autores han tratado de establecer valores que permitan comparar dicha actividad 
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contra la de los antibióticos estándar y consideran solamente como activos, 

aquellos extractos cuyo valor de CMI es igualo menor a 1 mg/mL, y de 100 IJg/mL 

para lo productos puros, considerándo como una actividad de interés aquellos 

casos en los que el valor de CMI es igualo menor a 100 IJg/mL para los extractos 

y de 10 IJg/mL para los compuestos puros (Rios y Recio, 2005; Cos et al. , 2006). 

Sin embargo, en nuestra experiencia y de acuerdo a estudios antimicrobianos 

llevados a cabo en nuestro laboratorio (Laboratorio de Microbiologia, Centro de 

Investigación Biomédica del Sur, IMSS), extractos crudos de plantas con valores 

de CMI entre 2.5 y 15 mg/mL (Lozoya et al. , 1992; Navarro et al., 1996) han 

conducido al aislamiento de importantes compuestos antimicrobianos (Navarro y 

Delgado 1999; Alvarez et al., 2001; Zamilpa et al., 2002), ya la producción de 

fitomedicamentos estandarizados que tienen actividad antifúngica y cuya 

efectividad clinica ha sido demostrada sin presentar efectos colaterales (Herrera et 

al., 2003, 2004). De acuerdo con este criterio, extractos con valores de CMI 

iguales o menores a 8 mg/mL, pueden ser considerados como activos y 

potencialmente útiles para el cuidado de la salud. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud pública en el 

mundo (WHO, 2004). En México, según estadísticas del Instituto Nacional de 

Estadística Geografía e Informática (INEGI), durante el periodo 1900-2000, la 

neumonía e influenza fueron la octava causa de defunciones generales a nivel 

nacional, y las enfermedades intestinales infecciosas, ocuparon la onceava 

posición (INEGI, 2001). Durante el periodo 2000-2004, las infecciones 

respiratorias agudas fueron la primera causa de morbilidad de los 15 casos 

nuevos de enfermedad más importantes, seguida por las infecciones intestinales y 

las mal definidas (SSA, 2006). Estas estadísticas muestran la importancia que 

este problema tiene en nuestro país, aun sin considerar en conjunto el número de 

muertes debidas a otras infecciones, lo que elevaría la cifra total. 

Este hecho, aunado al problema de la resistencia microbiana, ha conducido 

a la búsqueda de nuevas moléculas con actividad antibiótica (Fostel y Lartey, 

2000). En este sentido, gracias a la enorme diversidad de constituyentes químicos 

que biosintetizan los productos naturales, ya sea como compuestos puros o en 

forma de extractos estandarizados de plantas, proveen una fuente ilimitada para el 

descubrimiento de nuevas drogas. 

Debido a los problemas ya mencionados, resulta importante volver la vista a 

la medicina tradicional y al uso de productos naturales. Así, en la última década la 

utilización y la investigación de plantas medicinales en el mundo han tenido un 

gran auge, encontrándose que en los países desarrollados se comercializan de 

manera importante diversos medicamentos herbolarios denominados 

"fitofármacos". Hoy día, los fitofármacos son utilizados y aceptados ampliamente 

por la sociedad por lo que las instituciones de investigación e industrias 

farmacéuticas se han dado a la tarea de desarrollar tecnologías y métodos que 
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permitan conocer las propiedades farmacológicas y la naturaleza química de los 

compuestos activos de las plantas a fin de ofrecer productos estandarizados y con 

dosificaciones adecuadas (Cabieses, 2001). 

Otro aspecto a considerar es que una gran parte de la población en nuestro 

país no tiene acceso a la medicina oficial y recurren al uso de plantas medicinales. 

De hecho en las áreas rurales de nuestro país muchas de las infecciones de las 

vías respiratorias, de la piel, intestinales y heridas, son tratadas con remedios 

tradicionales (Navarro, 2003). 

En la presente propuesta de investigación, se plantea el estudio del 

potencial antimicrobiano de la planta medicinal Distictis buccinatoria, la cual es de 

origen mexicano y ha sido utilizada desde los tiempos prehispánicos con fines 

medicinales. 

En la literatura no existen reportes farmacológicos ni fitoquímicos sobre esta 

especie, por lo cual su estudio resulta de interés, ya que permitirá valorarla 

científicamente como antimicrobiana debido a que es utilizada popularmente para 

el tratamiento de padecimientos en los que, de acuerdo con la sintomatología 

descrita, pudiese estar involucrado un proceso infeccioso. La información 

generada, además de fundamentar científicamente el uso etnomédico que se le da 

a esta planta, puede servir como fuente de nuevos productos antimicrobianos que 

posteriormente pueden ser utilizados en forma de extractos, fracciones o 

compuestos puros para generar algún fitomedicamento . 
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JUSTIFICACiÓN 

El estudio del potencial antimicrobiano de Distictis buccinatoria, permitirá el 

conocimiento y validación científica de esta especie utilizada en la medicina 

tradicional mexicana para el tratamiento de infecciones, y contribuirá a la 

obtención de nuevas moléculas antibióticas de origen natural. 
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HIPÓTESIS 

Si Distictis buccinatoria es utilizada en la medicina tradicional para el 

tratamiento de infecciones, entonces debe contener al menos un meta bolito 

secundario con actividad antimicrobiana. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el potencial antimicrobiano de la especie medicinal Distictis 

buccinatoria y detectar, aislar y purificar mediante un estudio químico biodirigido, 

al menos un compuesto con actividad antimicrobiana. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Recolectar material vegetal de Distictis buccinatoria en su hábitat natural y 

preparar los ejemplares de herbario para su identificación y registro. 

2. Preparar extractos de n-hexano, diclorometano y metanol con la finalidad de 

obtener extractos de diferente polaridad . 

3. Llevar a cabo las evaluaciones antimicrobianas (mediante la determinación de 

la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los extractos orgánicos contra 

diferentes cepas de microorganismos patógenas para el hombre. 

4. Obtener mezclas (fracciones) menos complejas del extracto más activo, 

mediante cromatografía en columna. 

5. Identificar la fracción activa utilizando el método antimicrobiano de dilución en 

placa. 

6. De la fracción activa identificar los compuestos bioactivos mediante el método 

bioautográfico. 

7. Aislar los compuestos activos mediante la aplicación de diferentes técnicas de 

cromatografía (columna, TLC preparativa, TLC analítica, HPLC). 

8. Determinar la CMI de los compuestos activos mediante el método de dilución 

en placa. 

9. Identificar y determinar con la ayuda de las diferentes técnicas 

espectroscópicas la estructura de algún compuesto activo. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Material vegetal 

Se colectaron flores y hojas de Distictis buccinatoria en el municipio de 

Tetela del Volcán, Morelos. Se prepararon ejemplares de herbario, para su 

identificación y clasificación en el herbario del Instituto Nacional de Antropología e 

Historia Morelos (INAHM), quedando registrada bajo el código INHAM-2007. 

El material vegetal se extendió en camas de secado en un cuarto oscuro y 

bien ventilado hasta su completa deshidratación y se trituró con ayuda de un 

molino eléctrico. 

6.2 Detección preliminar de la actividad antimicrobiana 

Con el fin de determinar de manera preliminar si el material vegetal 

colectado tenía actividad antimicrobi¡¡na, se prepararon extractos orgánicos de 

diferente polaridad los cuales fueron sometidos a la prueba de bioautografía 

directa en la forma que se describe a continuación. 

Preparación de extractos I 

Extractos de flor 

Se colocaron 20 g de flores secas y molidas en 5 matraces Erlenmeyer de 

250 mL, a cada uno de ellos se adicionó uno de los siguientes disolventes: 

metanol , etanol , acetato de etilo , diclorometano y acetona, hasta cubrir totalmente 

el material vegetal y se extrajeron mediante maceración durante 24 horas a 

temperatura ambiente. Cada extracto se filtró y concentró mediante evaporación 

del disolvente a presión reducida en un rotavapor. 
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Extractos de hoja 

Mediante el procedimiento descrito anteriormente, se prepararon extractos 

de metanol , hexano, acetona, acetato de etilo y diclorometano, utilizando para la 

preparación de cada uno de ellos 20 g de hoja seca y molida. 

Cepa microbiana 

El microorganismo utilizado para la evaluación fue el Staphylococcus 

aureus de la colección American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD 

29213). 

Prueba bioautográfica 

Para la prueba bioautográfica se utilizó el método descrito por Navarro y 

col. (1998). Para ello, los extractos orgánicos obtenidos de la flor fueron aplicados 

en 2 placas de aluminio de sílica gel 60, las cuales se desarrollaron utilizando 

como sistema de elusión diclorometano:metanol 9.5:0.5. Una de las placas fue 

revelada con una solución de sulfato cérico amoniacal en ácido sulfúrico 2N. 

Sobre la otra placa cromatográfica se dispersó uniformemente una suspensión 

bacteriana de Staphylococcus aureus en una concentración de 107 unidades 

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), incubándose durante 24 horas a 

3rC. La cromatoplaca se asperjó con cloruro de 2, 3,5-trifeniltetrazolium y se 

incubó durante 4 horas a 3rC (Fig. 8). 

Para la evaluación antimicrobiana preliminar de los extractos orgánicos de 

la hoja de D. buccinatoria (Fig . 9) se utilizó la metodología descrita para la 

evaluación de los extractos orgánicos de la flor. 
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6.3 Evaluación antimicrobiana de los extractos orgánicos 

Preparación de extractos 11 

Extractos de flor 

De acuerdo al uso médico tradicional de la especie D. buccinatoria por 

terapeutas tradicionales del estado de Morelos (comunicación verbal), se 

seleccionó la flor como la parte de la planta a ser estudiada químicamente, por lo 

cual se procedió a preparar una mayor cantidad de extracto con la finalidad de 

llevar a cabo la evaluación antimicrobiana y el fraccionamiento químico biodirigído. 

Cinco kilos ochocientos cincuenta gramos de flores secas y molidas fueron 

extraídas secuencialmente dejándolas macerar con n-hexano durante 24 - 48 

horas a temperatura ambiente, después de lo cual, se filtró el disolvente y se 

evaporó a presión reducida en un rotavapor, se añadió nuevamente el disolvente 

al material vegetal , repitiendo el proceso 5 veces. Se extendió el material vegetal 

en una campana de extracción para evaporar los restos del disolvente. Para la 

obtención del extracto de diclorometano, el material vegetal libre de restos de 

hexano, fue extraído mediante el procedimiento y número de extracciones descrito 

anteriormente utilizando diclorometano como disolvente. Finalmente, se realizó el 

proceso de extracción nuevamente con metanol para obtener el extracto 

correspondiente. Los extractos obtenidos fueron colocados en frascos de vidrio y 

se mantuvieron en una campana de extracción, hasta que se evaporaron 

completamente los restos del disolvente. Se determinó el rendimiento para cada 

uno de los extractos (Tabla 12). 

Extractos de hoja 

Debido a que en la prueba bioautográfica se evidenció actividad 

antimicrobiana en los extractos de las hojas de D. buccinatoria y con la finalidad 

de realizar la evaluación antimicrobiana correspondiente, se prepararon extractos 
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secuenciales de hexano, diclorometano y metanol, a partir de 200 g de hojas 

secas y molidas, utilizando la metodología descrita en el párrafo anterior. Se 

determinó también el rendimiento para cada uno de ellos. 

Para llevar a cabo la evaluación antimicrobiana de las hojas y flores de D. 

buccinatoria se utilizó el modelo de doble dilución en agar descrito por Ríos (Ríos 

et al. , 1988), determinándose los valores de concentración mínima inhibitoria 

(CMI) para cada uno de los extractos orgánicos contra las siguientes cepas de 

bacterias y hongos, todos ellos patógenos para el hombre. 

Tabla. 4 Cepas bacterianas utilizadas en los ensayos. 
Microorganismo Clasificación 

Staphylococcus aureus ATCC' 29213 

Streptococcus pyogenes ATCC 08668 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Escherichia coli ATCC 25922 

KlebsieJla pneumoniae ATCC 10031 

SalmoneJla typhi ATCC 06539 

· ATCC. American Type Culture Collection (Rockville. MD) 

Tabla. 5 Cepas de hongos utilizados en los ensayos. 
Microorganismo Clasificación 

Candida albicans 

Trichophyton mentagrophytes 

Trichophyton rubrum 

Aspergillus niger 

ATCC' 10231 

ATCC 28185 

ATCC 28188 

ATCC 10335 

·ATCC. American Type Culture Collection (Rockville, MD) 
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Tabla.6 Aislados clínicos de Staphylococcus aureus con patrón de 
resistencia a antibióticos. 

Clasificación Patrón de Resitencia 

Staphylococcus aureus CL20-211 (A) *Dc, Am, Pn 

Staphylococcus aureus CL20-523 (B) De, Am, Pn 

Staphylococcus aureus CL20-604 (C) Pn, Amp, Er 

Staphylococcus aureus CL20-625 (D) Pn, Amp, Te 

Staphylococcus aureus CL20-630 (E) Er, De, Am, Pn, Er 

* Antibióticos: DC= dicloxacilina; Am = amikacina; Pn = penicilina; Amp= ampicilina; Te= 
tetraciclina. 

Evaluación antibacteriana 

Para la evaluación antibacteriana de los extractos de hexano, diclorometano 

y metanol de las hojas y flores de Distictis buccinatoria se utilizó el método de 

doble dilución en agar como se describe en Rojas (Rojas et al. , 2001 ). 

Los extractos se disolvieron en Dimetilsulfoxido (DMSO; Merck) yagua; se 

prepararon diluciones seriadas dobles, las cuales se incorporaron en cajas Petri al 

medio de cultivo licuado (agar Muller-Hinton). El rango de concentración 

ensayado estuvo comprendido en el rango de 0.25 - 8 mg/mL. 

Las bacterias se mantuvieron en cajas Petri con agar tripticasa de soya 

(TSA Merck) y se añadió un 5% de sangre de carnero para el mantenimiento de 

Streptococcus pyogenes. 

Para el desarrollo de la prueba se inocularon caldos Muller-Hinton (BHM 

Merck) con cada una de las bacterias a ensayar, los cuales fueron incubados en 

una estufa bacteriológica a 37 oC. Una vez desarrolladas las bacterias, se ajustó 

la concentración de los inóculos a una turbidez de 0.5 de McFarland lo que 

corresponde a una concentración de 108 UFC/mL. La densidad del inóculo fue 
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corroborado espectrofotométricamente (absorbancia de 0.08-0.10 a una longitud 

de onda de 625 nm). Cada inóculo se diluyó (1 :20) y se aplicó en la superficie del 

agar con una pipeta calibrada, en un volumen de 0.002 mL, para obtener una gota 

que se dispersó en forma de círculo con un diámetro de 5 a 8 mm y que contenía 

104 UFC. Las placas se incubaron por 24 horas a 37 oC. 

Como estándar de referencia se utilizó Gentamicina y como controles de la 

prueba Dimetilsulfoxido y el medio de cultivo. Las observaciones se llevaron a 

cabo por duplicado y los resultados se expresaron como la concentración más 

baja de extracto que produjo la completa supresión del crecimiento bacteriano 

(CMI). 

Evaluación antifúngica 

El ensayo antifúngico se realizó mediante el método de doble dilución 

seriada en agar como se describe en Navarro et al. (2003). 

Los extractos orgánicos de las flores y hojas de D. buccinatoria se 

disolvieron y diluyeron en la forma descrita para el ensayo antibacteriano y se 

incorporaron al medio de cultivo agar Dextrosa Sabouraud al 4% (SGA Merck) en 

cajas Petri. El rango de concentración ensayado de los extractos fue de 1-8 

mg/mL. 

Los hongos filamentosos y la levadura utilizados en el ensayo fueron 

mantenidos en agar dextrosa papa (SDA Merck). 

Para el desarrollo de la prueba se prepararon inóculos de 105 células/mL 

para Candida albicans y 106 esporas/mL para los hongos filamentosos. De estos 

inóculos se sembraron 5 ~L sobre la superficie del agar. Las cajas Petri fueron 

incubadas a 29 Oc durante 24, 48 Y 72 h, dependiendo del tiempo requerido para 
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observar un crecimiento visible en los controles se consideró 24 h para C. 

albicans, 48 h para A. niger y 72 h para los dermatofitos. La concentración mínima 

inhibitoria (CMI) fue definida como la más baja concentración que inhibió el 

crecimiento visible de los hongos sobre el agar . 

. Como estándares de referencia se utilizaron Nistatina y Miconazol. Como 

controles de la prueba se utilizaron DMSO y el medio de cultivo. Los experimentos 

fueron realizados por duplicado. 

Evaluación antibacteriana contra aislados clinicos de Staphylococcus 
aureus. 

Las cepas de aislados clínicos de S. aureus utilizados en el ensayo fueron 

obtenidos en clínicas del IMSS en la ciudad de Cuernavaca Morelos. Dichas cepas 

fueron aisladas de exudados faríngeos de pacientes con infecciones recurrentes 

(5 o más por año) de vías respiratorias altas (faringitis, faringoamigdalitis) y 

presentaban resistencia a varios antibióticos. 

Para el mantenimiento de las cepas , el ajuste del inóculo y la evaluación 

antimicrobiana, se utilizaron los procedimientos descritos anteriormente en el 

ensayo antibacteriano. 

Las observaciones se llevaron a cabo por duplicado y los resultados se 

expresaron como la concentración más baja de extracto que produjo la completa 

supresión del crecimiento bacteriano (CMI). 
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6.4 Fraccionamiento Químico Biodirigido 

Debido a que la flor de Distictis buccinatoria es la parte de la planta utilizada 

por los terapeutas tradicionales del municipio de Tetela del Volcán en el estado de 

Morelos, y a que el extracto de diclorometano de la flor fue el que demostró mayor 

actividad en los ensayos antimicrobianos, se decidió realizar el fraccionamiento 

químico biodirigído de dicho extracto. 

Precipitación y separación del polvo blanco 

Al concentrar los extractos de diclorometano de las flores de D. buccinatoria 

se observó la formación de un anillo de color blanco (Figura 10). quedando 

también adherido al matraz un residuo blanquecino al recuperar el extracto 

concentrado (este residuo fue disuelto para su recuperación con una mezcla de 

diclorometano-metanol 1: 1). 

Debido a que en el extracto íntegro se formó una gran cantidad de 

precipitado blanco, se decidió separarlo del resto del extracto. Para esto, el 

extracto de diclorometano (79.12 g) fue molido en un mortero y colocado en un 

matraz de 1000 mi al cual se agregó una mezcla de Diclorometano:Hexano en una 

proporción 2:1. Se formó un precipitado blanco que fue separado por filtración. El 

sobrenadante (aguas madres) se concentró nuevamente a presión reducida y se 

repitió el procedimiento de precipitación en cuatro ocasiones, obteniéndose por un 

lado 43 g de precipitado blanco (54.35% del extracto total), y por otro lado, 36.12 g 

del extracto de aguas madres (45.65 % del extracto total). 

Se desarrollaron dos placas cromatográficas del polvo blanco, extracto 

íntegro y extracto de las aguas madres, utilizando como sistema de elusión una 

mezcla de Hexano:Acetona 7:3, con las cuales se realizó una bioautografía en la 

forma descrita anteriormente (Figura 11). 
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Mediante técnicas espectroscópicas y de acuerdo con los datos descritos 

en la literatura, fue posible determinar la estructura química del compuesto 

mayoritario (Polvo Blanco) del extracto de diclorometano, el cual fue identificado 

como ácido ursólico. 

Aislamiento y purificación de compuestos 

Con la finalidad de separar el extracto de aguas madres en fracciones 

menos complejas y obtener los compuestos bioactivos, se aplicaron técnicas 

cromatográficas en columna en forma sucesiva, utilizando sílica gel como fase 

estacionaria y como fase móvil , mezclas de disolventes de polaridad creciente 

formadas por hexano y la adición de acetona. La homogeneidad y composición de 

las fracciones fue monitoreada por cromatografía en placa fina, usando luz UV y 

una solución de Sulfato Cérico Amoniacal en ácido sulfúrico 2N como reveladores. 

Columna I 

El extracto de aguas madres de Diclorometano (36.12 g) se sometió a una 

separación cromatográfica en un embudo de 13 cm de diámetro por 15 cm de 

largo, a la cual se aplicó el sistema VLC (Iow vacum chromatography). La columna 

se empacó con síilica gel para cromatografía en capa fina (0,015-0,040 mm 

Merck), agregando hexano y compactándolo hasta una altura de 6.5 cm (con un 

vaso de precipitado). La elusión de la columna se llevó a cabo con una mezcla de 

polaridad creciente de n-hexano: acetona y diclorometano: metano!. 
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Se colectaron 406 fracciones en alícuotas de 225 mL utilizando el siguiente 

sistema de elusión: 

Fracción 
1-36 

37-84 
85-142 
143-214 
215-298 
299-360 
361-366 
367-368 
369-397 

398- 401 

402-406 

Tabla 7. Fracciones colectadas Columna I 

Sistema eluyente 
(columna) 

Hexano: acetona 
9:1 
9:1 

8.5 : 1.5 
8.5: 1.5 

8 : 2 
7:3 
5:5 
10:0 

Diclorometano: MeOH 
8.5:1.5 

Acetato de etilo: MeOH 
9:1 

MeOH 
100 % 

Sistema eluyente TLC 

Hexano: Acetona 
8 : 2 

7.5 : 2.5 
7.5: 2.5 

7:3 
7:3 
7:3 
7:3 
7:3 

Diclorometano: MeOH 
8.5:1.5 

Diclorometano: MeOH 
8.5:1.5 

Diclorometano: MeOH 
8.5:1.5 

La homogeneidad y composición de las 406 fracciones obtenidas fue 

monitoreada mediante TLC utilizando un sistema Hexano:Acetona 7:3. Las 

fracciones fueron agrupadas de acuerdo a la homogeneidad y semejanza de las 

manchas reveladas con sulfato cerico amoniacal en ácido sulfúrico 2N, quedando 

agrupadas de la siguiente manera: 
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Tabla 8. Agrupación de fracciones colectadas Columna I 

Fracciones 

1-12 
13-23 
24-37 
38-67 
68-75 
76-129 
130-149 
150-296 
297-301 
302-368 
369-372 
373-402 
403-406 

Peso (g) 

0.1065 
5.6932 
1.9311 
1.4995 
0.3854 
0.561 
0.4194 
1.0128 
0.0383 
1.9258 
2.7111 
1.6664 
0.8588 

Se determinó la actividad antibacteriana y antifúngica de estas fracciones 

mediante el método de doble dilución seriada en agar descrito previamente. 

Del grupo de fracciones 76-129 se obtuvo un polvo blanco que fue 

identificado como ácido ursólico. el cual aparece en la mayoría de las fracciones 

siguientes. 

Columna 11 

De acuerdo con los resultados de los valores de CMI de las fracciones 

obtenidas en la Columna 1, se seleccionaron las fracciones 24-67 (3.4306 g) para 

aislar los constituyentes bioactivos. Las fracciones fueron disueltas previamente 

con una pequeña cantidad de diclorometano: metanol, se reunieron y se dejaron 

secar para redisolver en una mezcla de Hexano: Acetona 9:1. 

Se montó una columna de vidrio gravitacional (50 cm de largo por 2.5 cm de 

diámetro) empacada con 90 9 de sílica gel abierta para coromatografía en 

columna (O.040-0.063mm Merck). La sílica se mezcló con hexano en un vaso de 
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precipitado, se colocó una capa de arena en la parte inferior de la columna y se le 

agregó la sílica gel suspendida en hexano. Posteriormente se agregó más hexano 

y se le administró presión con una bomba para eluir el hexano. 

Se colectaron 139 fracciones en alícuotas de 15 mL utilizando el siguiente 

sistema de elusión: 

FRACCIONES 

1-42 

43-65 
66-84 
85-94 

95-129 
130-139 

Tabla 9. Fracciones colectadas Columna 11 

SISTEMA columna 

Hexano: Acetona 
9:1 
9:1 
8:2 
7:3 
1 :1 
1 :1 

TLC 

Hexano:Acetona 
8:2 
7:3 
7:3 
7:3 
7:3 

Diclorometano: MeOH 
9:1 

La homogeneidad y composición de las fracciones fue monitoreada 

mediante TLC utilizando un sistema Hexano:Acetona 7:3. Las fracciones fueron 

agrupadas de acuerdo a su homogeneidad y semejanza al ser reveladas con 

Sulfato Cérico Amoniacal en ácido sulfúrico 2N, quedando agrupadas de la 

siguiente manera: 
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Tabla 10. Agrupación de fracciones colectadas Columna 11 

Fracciones 

1-4 
5-7 

8-18 
19-22 
23-38 
39-42 
43-86 

87-107 
108-112 
113-129 
130-135 
136-139 

Peso (g) 

0.7205 
0.4674 
0.4511 
0.1293 
0.2836 
0.0510 
0.2594 
0.1786 
0.0661 
0.0591 
0.0420 
0.0525 

Mediante bioautografía directa se determinó que en el grupo de fracciones 

5-18 se encuentran presentes compuestos bioactivos. 

Del grupo de fracciones 43-86 se aisló un polvo blanco, que por 

comparación con los datos espectroscópicos reportados en la literatura se 

identificó como ácido ursólico. 
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Columna 111 

Con la finalidad de obtener los constituyentes presentes en las fracciones 5-

18 de la columna 11 , se reunieron dichas fracciones (0.9185 g) Y se sembraron en 

una columna de vidrio como se describió anteriormente. la columna se empacó 

utilizando 30 g de sílica gel (0.040-0.063mmMerck) y se eluyó con el sistema 

Hexano:Acetona (9:1). 

Se colectaron 99 fracciones de 5 ml, las cuales fueron monitoreadas 

mediante TlC utilizando un sistema hexano:Acetona 7:3 y reunidas de acuerdo a 

su semejanza al ser reveladas con el reactivo de Sulfato Cérico Amoniacal. 

Tabla 11. Agrupación de fracciones colectadas Columna 111 

Fracciones 

1-5 
6-8 
9-14 
15-23 
24-31 
32-63 
64-78 
79-95 

96 
97-99 

Peso (mg.) 

0.0182 
0.1543 
0.0464 
0.1331 
0.0662 
0.0401 
0.0655 
0.0164 
0.0708 
0.0862 

Mediante la técnica de separación por Cromatografía de Gases acoplada a 

espectrometría de Masas, fue posible determinar la estructura química de los 

compuestos presentes en las fracciones 6-8; 15-23 Y 32-63 de esta columna. 
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6.5 Actividad Mínima Inhibitoria del Ácido Ursólico 

Se determinó la actividad mínima inhibitoria del acido ursólico mediante la 

técnica de bioautografía directa descrita anteriormente. 

6.6 Cuantificación de Ácido Ursólico y Oleanólico en los extractos 

orgánicos mediante HPLC 

Debido a que en muchas especies vegetales se biosintetizan el ácido 

ursólico y el ácido oleanólico juntos, se decidió determinar y cuantificar en los 

extractos orgánicos de la flor la presencia de ambos compuestos mediante HPLC. 

Curva de Calibración: 

Se obtuvo la curva de cal ibración de ambos compuestos, utilizando 

estándares comerciales (Sigma) en un equipo Alliance Waters, con un detector de 

arreglo de fotodiodos Waters 2996 a una A= 225 nm y un módulo de separación 

Waters 2695. Se utilizó una Columna Merck Lichrocart 125-4 Lichrospher 100 RP-

18 (5IJm) de 10 cm, un sistema de elusión: Acetonitrilo:Metanol (CH3- CN: MeOHI 

65:35) y un flujo de 0.5 mUmin. 

Preparación de los estándares: 

Se pesaron 2.5 mg de cada uno de los estándares y se disolvieron 

individualmente en 1 mL de MeOH grado HPLC, se hicieron las siguientes 

diluciones de cada uno: 

50 IJL de estándar + 950 IJL de MeOH 

100 IJL de estándar + 900 IJL de MeOH 

200 IJL de estándar + 800 IJL de MeOH 

400 IJL de estándar + 600 IJL de MeOH 

Así se prepararon muestras en un rango de concentración de 0.125, 0.25, 

0.5 Y 1 mg/mL inyectando 20 IJL al HPLC para consruir las curvas repectivas. 
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El valor de ¡.2 para la curva del ácido ursólico fue de 0.9922, y el tiempo de 

retención de 5.087 minutos. 

ca 
~ 
:::J -tJ el ca CII 

1/1 
0-...... > ca ::::1. 

.o -
ca 
CII ... 

-ca 

Fig. 4 Curva de Calibración ácido ursólico. 
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Fig. 5 Cromatograma ácido ursólico HPLC. 
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0.30..-----------------:/\:------------, 
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El valor de ¡.2 para la curva del el Ácido Oleanólico fue de 0.997 y el tiempo 

de retención de 4.98 minutos. 
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Fig. 6 Curva de Calibración ácido óleanólico. 
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Fig. 7 Cromatograma ácido oleanólico HPLC. 
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Se pesaron 2 mg de extracto y se disolvieron en 1 mL de MeOH grado 

HPLC y se inyectaron alícuotas de 20 IJL al cromatógrafo . 
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RESULTADOS y DISCUSiÓN 

En las Figuras 8 y 9 se muestran los resultados de la evaluación 

antimicrobiana preliminar mediante las pruebas bioautográficas de los 5 extractos 

(1) de las flores y hojas de D. buccinatoria. 

Figura 8. Bioautografía directa de extractos (1) de las flores 

Bioautografia 

TLC 

*Extractos: 

1 Metanol 

2 Etanol 

3 Acetato de etilo 

4 Diclorometano 

5 Acetona 

Figura 9. Bic)aUI~~==~d:irecta de extractos (1) de las hojas 

Bioautografia 

TLC 
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Mediante esta prueba fue posible determinar la presencia de manchas 

blancas de inhibición bacteriana sobre un fondo colorido de desarrollo bacteriano, 

lo que indica la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana. 

En la Tabla 12 se muestran los rendimientos de los extractos (11 ) por 

extracción sucesiva con hexano, diclorometano y metanol de las flores y hojas de 

Distictis Buccinatoria , los cuales fueron calculados en relación al peso seco del 

material vegetal que se utilizó para el proceso de extracción. 

Parte aérea 

Flor 

Flor 

Flor 

Hoja 

Hoja 

Hoja 

Tabla 12. Rendimiento de los extractos (11) 

Extracto Rendimiento %a 

Hexano 0.99 

Diclorometano 1.36 

Metanol 8.33 

Hexano 0.95 

Diclorometano 2.08 

Metanol 9.42 

a Residuo seco del extracto en relación al peso seco del material vegetal 

De los extractos orgánicos obtenidos mediante el proceso de extracción 

secuencial de las hojas y flores de D. buccinatoria, el metanol fue el disolvente que 

proporcionó un mayor rendimiento en ambos casos. El rendimiento de los 

extractos hexánico y metanólico obtenidos de las hojas fue mayor que el obtenido 

de los extractos de las flores. 

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la evaluación de la actividad 

antibacteriana de los extractos (11) de las hojas y flores de D. buccinatoria, así 

como los valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) obtenidos para los 

extractos correspondientes. 
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Tabla 13. Actividad antibacteriana de los extractos orgánicos de 

D. buccinatoria 

Parte Extracto CMI mg/mL 

Ensayada S.a." S.p. S.f. E.c. K.n. S.t. 

Flor Hexano 4 2 >8 >8 >8 >8 

Flor Diclorometano 0.5 0.25 8 >8 >8 >8 

Flor Metanol 8 4 >8 >8 >8 >8 

Hoja Hexano 4 4 >8 >8 >8 >8 

Hoja Diclorometano 4 2 >8 >8 >8 >8 

Hoja Metanol 8 8 >8 >8 >8 >8 

Gentamicinab 5 5 10 10 10 10 

a Especies bacterianas: S.a . = Staphylococcus aureus; S.p. = Streptococcus pyogenes; 

S.f.= Enterococcus faecalis; E.c.= Escherichia coli; K.n. = Klebsiella pneumoniae; S.!. = 

Salmonella typhi. 

bAntibiótico de referencia (¡Jg/mL) 

Los resultados de CMI obtenidos en la evaluación antibacteriana mostraron 

que todos los extractos ensayados tanto de la flor como de la hoja inhibieron el 

crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, presentando 

valores de CMI en el rango de 0.25 - 8 mg/mL. El extracto de diclorometano de la 

flor, fue el que presentó mayor actividad contra estas dos bacterias con valores de 

CMI de 0.5 y 0.25 mg/mL respectivamente. El extracto de diclorometano de la flor 

fue el único que inhibió el desarrollo de Enterococcus faecalis a una concentración 

de 8 mg/mL. Ninguno de los extractos evaluados inhibió el desarrollo de las 

bacterias Gram-negativas a una concentración de 8 mg/mL. 

En la Tabla 14 se muestran los resultados de la evaluación antifúngica de 

los extractos (11) de las hojas y flores de D. buccinatoria , y los valores de 
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concentración mínima inhibitoria (CMI) obtenidos para los extractos 

correspondientes. 

Tabla 14. Actividad antifúngica de los extractos orgánicos de D. buccinatoria 

Parte Extracto CMI mg/mL 

Ensayada C.a." T.m. T.r. A.n. 

Flor Hexano >8 8 8 >8 

Flor Diclorometano >8 8 4 >8 

Flor Metanol >8 >8 >8 >8 

Hoja Hexano >8 8 8 >8 

Hoja Diclorometano >8 4 4 >8 

Hoja Metanol >8 8 8 >8 

Nistatinab 0.008 NE NE NE 

Miconazolb NEc 0.008 0.008 0.016 

a C.a. = Candida albicans; T.m. - Trichophyton mentagrophytes; T.r. - Trichophyton 

rubrum; A. n. = Aspergillus niger. 

b Antimicóticos de referencia (~g / mL) 

eNE = No ensayado 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo antifúngico se puede 

observar lo siguiente: Ninguno de los extractos ensayados inhibió el desarrollo de 

la levadura Candida albicans a una concentración de 8 mg/mL. Los dermatofitos 

Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum fueron inhibidos por los 

extractos de hexano y diclorometano de la flor y por los tres extractos orgánicos de 

la hoja en el rango de concentración de 4-8 mg/mL, siendo el extracto de 

diclorometano de la hoja el que presentó un mayor efecto, con valores de CMI de 

4 mg/mL para ambos dermatofitos. Ninguno de los extractos ensayados inhibió el 

desarrollo del hongo Aspergillus niger a una concentración de 8 mg/mL. 
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En la Tabla 15 se muestran los resultados de la evaluación de la actividad 

antibacteriana de los extractos (11) de las hojas y flores de D. buccinatoria contra 

aislados clínicos de Staphylococcus aureus, así como los valores de 

concentración mínima inhibitoria (CMI) obtenidos para los extractos 

correspondientes. 

Tabla 15. Actividad antibacteriana de los extractos orgánicos de D. 

buccinatoria contra cepas de aislados clínicos de Staphylococcus aureus 

resistentes a antibióticos. 

Parte Extracto CMI mg/mL 

Ensayada Aislados clínicos de Staphylococcus aureus 

a A B C D E 

Flor Hexano 8 8 8 8 >8 

Flor Diclorometano 1 0.5 0.5 1 2 

Flor Metanol >8 >8 >8 >8 >8 

Hoja Hexano 1 1 0.5 1 2 

Hoja Diclorometano 1 1 1 1 2 

Hoja Metanol 2 2 2 2 4 

Gentamicinab 5 5 5 5 5 

a Aislados clínicos de Staphylococcus aureus (CL20): A=211; B=523; C= 604; D= 625; 
E= 630 

b Antibiótico de referencia (~g / mL) 

En la Figura 10 se muestra el anillo blanco formado al concentrar el extracto 

de diclorometano de las flores de D. buccinatoria y el residuo que queda adherido 

al matraz. 
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Figura 10. Polvo blanco del extracto de diclorometano de las flores de 

D. buccinatoria. 

En la Figura 11 se muestra la bioautografía directa del polvo blanco, así 

como de los extractos íntegro y de aguas madres de Diclorometano. 

Figura 11. Bioautografia de los polvos y extractos de diclorometano de las 

flores de D. buccinatoria. 

*1 , 2, 3 = Polvo blanco; 4= Extracto Integro de diclorometano (OM); 

5= Extracto de Aguas madres de OM. 
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En la bioautografía se observa que el polvo blanco, corresponde al 

compuesto mayoritario del extracto y posee actividad antimicrobiana. Así mismo, 

se puede observar la presencia de otros compuestos bioactivos. 

En la tabla 16 se muestran los resultados de la evaluación antibacteriana de 

las fracciones obtenidas de la Columna I del extracto de Diclorometano de las 

flores de D. buccinatoria. 

Tabla 16. Actividad antíbacteriana de las fracciones de la Columna I del 

extracto de dicloromelano de las flores de D. buccinatoria 

Fracciones CMI mg/mL 

S.a.* S.p. S.f. E.c. K.n. S.t. 

1-12 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

13-23 >1 1 >1 >1 >1 >1 

24-37 0.5 0.25 1 >1 >1 >1 

38-67 0.5 0.50 1 >1 >1 >1 

68-75 1 0.50 >1 >1 >1 >1 

76-129 1 0.50 >1 >1 >1 >1 

130-149 0.5 0.50 >1 >1 >1 >1 

150-296 1 1 >1 >1 >1 >1 

297-301 1 1 >1 >1 >1 >1 

302-368 1 1 >1 >1 >1 >1 

369-372 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

373-406 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

Gentamicinab 5 5 10 10 10 10 

a Especies bacterianas: S.a. = Staphylococcus aureus; S.p. = Streptococcus pyogenes; 

S.f.= Enterococcus faecalis; E.c.= Escherichia coli; K.n. = Klebsiella pneumoniae; S.!. = 

Salmonella typhi. 

b Antibiótico de referencia (¡.¡g/mL) 
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Las fracciones 1-12 fueron inactivas, las fracciones 13-368 presentaron 

actividad inhibitoria contra Streptococcus pyogenes en un rango de concentración 

de 0.25-1 mg/mL , siendo éste el microorganismo que demostró mayor 

susceptibilidad . Las fracciones 24-368 presentaron actividad contra 

Staphylococcus aureus en un rango de concentración de 0.5-1 mg/mL. El 

Enterococcus faecalis fue inhibido por las fracciones 24-67 a una concentración de 

1 mg/mL. Ninguna de las fracciones demostró actividad inhibitoria contra las 

bacterias Gram-negativas a una concentración de 1 mg/mL. 

En la tabla 17 se muestran los resultados de la evaluación antifúngica de 

las fracciones obtenidas de la Columna I del extracto de Diclorometano de las 

flores de D. buccinatoria. 
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Tabla 17. Actividad antifúngica de las fracciones de la Columna I del extracto 

de diclorometano de las flores de D. buccinatoria 

Fracciones 

I 
CMI mg/mL 

C.a." T.m. T.r. A.n. 

1-12 >1 >1 >1 >1 

13-23 >1 >1 >1 >1 

24-37 >1 0.25 0.125 >1 

38-67 >1 0.25 0.125 >1 

68-75 >1 1 0.50 >1 

76-129 >1 1 0.50 >1 

130-149 >1 0.50 0.25 >1 

150-296 >1 0.50 0.25 >1 

297-301 >1 1 0.5 >1 

302-368 >1 1 0.5 >1 

369-372 >1 >1 >1 >1 

373-406 >1 >1 >1 >1 

Nistatinab 10 NE NE NE 

Miconazolb NEc 8 8 16 

a C.a. - Candida albicans; T.m. - Trichophyton mentagrophytes; T.r. - Trichophyton 

rubrum; A.n. = Aspergillus niger. b Antimicóticos de referencia. eNE = No ensayado 

b Antifúngicos de referencia (~g / mL) 

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede observar que ninguna 

de las fracciones inhibió el desarrollo de C. albicans y A. niger a una concentración 

de 1 mg/mL. Las fracciones 24 a la 368 inhibieron el desarrollo de T. 

mentagrophytes, con valores de CMI en un rango de 1 a 0.25 mg/mL, siendo las 

fracciones 24-67 las que presentaron una actividad antifúngica más potente (CMI 

de 0.25 mg/mL). Las fracciones 1-23 y 369-406 no presentaron actividad contra 

este dermatofito. Las fracciones 24-368 presentaron actividad antifúngica contra 
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T. rubrum con valores de CMI en un rango de concentración de 0.5 a 0.125 

mg/mL, siendo las fracciones más activas las 24-67 con un valor de CMI de 0.125 

mg/mL. Las fracciones 1-23 y 369-406 no inhibieron el desarrollo de este hongo a 

una concentración de 1 mg/mL. 

En la Figura 12 se muestra la estructura del compuesto mayoritario del 

extracto de diclorometano, el cual de acuerdo a pruebas espectroscópicas y a los 

datos reportados en la literatura, se identificó como ácido ursólico. 

Figura 12. Estructura quimica del ácido ursólico. 

HO 

El ácido ursólico ((ácido 3~-hidroxi - urs-12-en - 28-oico) es un compuesto 

triterpenoide, ampliamente distribuido en el reino vegetal. Diversas 

investigaciones cientificas llevadas a cabo con el ácido ursólico han demostrado 

que este compuesto posee importantes actividades biológicas tales como: 

hepatoprotector (Ma et al. , 1986; Lin et al. , 1988; Gan y Lin 1988; Shukia et al. , 

1992; Vidal et al. , 2007), antitumoral (Ohigashi et al. , 1986; Casi et al. , 2007), 

quimioterapéutico por su actividad como inhibidor de la metástasis de las células 
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tumorales (Liu 2005), antimicrobiano (Collins y Charles 1987; Becher 2005), 

antiinflamatorio (Kosuge et a., 1985; Hang et al. , 1994; Vasconcelos et al. , 2006), 

citotóxico (Lee et al. , 1988), antimutagénico (Aparecida et al., 2006), antiviral (Yim 

et al. , 2006), analgésico (Vasconcelos et al., 2006), antituberculoso (Woldemichael 

et al. , 2003; Jiménez et al., 2005), se reporta también actividad antimicrobiana 

contra Streptococcus pneumonia, Enterococcus resistentes a vacomicina (VRE), y 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Houriuchi et al. , 2007). 

La técnica de Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de 

Masas permitió determinar que la reunión de fracciones 6-8 de la columna 111 está 

constituida por una mezcla de los ácidos grasos: palmítico, oléico y mirístico 

(Figura 13). 

Figura 13. Estructura química de los ácidos mirístico, palmítico y oléico. 
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Las fracciones 15-23 de la columna 111 , contienen una mezcla de p-sitosterol 

y estigmasterol en una proporción 80:20. De las fracciones 32-63 de la columna 111 
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se obtuvieron cristales blancos identificados como ~-sitosterol. Las estructuras de 

estos compuestos se muestran en las figuras (14 y 15). 

Figura 14. Estructura química del ~-sitosterol. 

HO 

De acuerdo con los reportes encontrados en la literatura, el ~-sitosterol 

posee actividad gastroprotectora (Navarrete et al., 2002), citotóxica (Naguyen 

2004), antipirética e inmunomoduladora (Navarro et al., 2001). En ensayos 

antimicrobianos llevados a cabo mediante la técnica de difusión en agar, se 

reporta actividad antibacteriana y antifúngica a concentraciones de 1 mg/disco 

(Singh y Dubey, 2001; Sing y Singh, 2003), así como una concentración mínima 

inhibitoria de 128 mg/mL contra Mycobacterium tuberculosis (Saludes et al., 2002). 

Se reporta actividad antiinflamatoria en una mezcla de ~-sitosterol , estigmasterol y 

campesterol (Navarro et al., 2001). 
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Figura 15. Estructura química del Estigmasterol. 

HO 
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En la literatura se describe que el estigmasterol posee actividad contra 

Mycobacterium tuberculosis a una CMI de 32 mg/mL (Saludes et al. , 2002) y 

actividad antiinflamatoria (Navarro et al. , 2001). 

En la figura 16 se puede observar la determinación de la Actividad Mínima 

Inhibitoria (AMI) del ácido ursólico mediante la técnica de bioautografía directa, la 

cual tiene un valor de 6.2 Ilg/mL. Para el Ac. oleanólico se determinó una AMI de 

1.5 IlglmL, para la mezcla de ácidos grasos una AMI de 3.1 IlglmL y el p-sitosterol 

no presentó actividad a una concentración de 100 Ilg/mL. 

Figura 16. Actividad Mínima Inhibitoria del Acido Ursólico. 

200 100 50 25 
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En la tabla 18 se presentan los resultados de la cuantificación de las 

concentraciones de ácido ursólico y ácido óleanólico en los extractos orgánicos de 

D. buccinatoria mediante HPLC. 

Tabla 18. Contenido de ácidos ursólico y oleanólico en los extractos 
orgánicos de las flores y hojas de Distictis buccinatoria. 

Muestra Extracto Ac. ursólico Ac. oleanólico 
mg/g de extracto mg/g de extracto 

FR-Ha Flor hexano 112.56 58.34 

FR-OM Flor diclorometano 733.6 NOb 

FR-M Flor metanol NO NO 

FR-O Lavado Sobrenadante del 18.66 NO 
extracto de 
diclorometano que 
se limpio del polvo 

FROM-POLVO Precipitado 997.76 NO 
formado en el 
extracto de 
diclorometano 

HR-H Hoja hexano 22.19 17.27 

HR-OM Hoja 236.24 93.24 
diclorometano 

HR-M Hoja metanol NO NO 

a: FR-H = Extracto de fior hexánico; FR-D= Extracto de fior diclorometano; FR-M= Extracto de fior 

metanólico; Extracto de hoja hexánico; FR-D= Extracto de hoja diclorometano; FR-M= Extracto de 

hoja metanólico. 

b: No detectado. 

Como puede observarse, la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

de los extractos orgánicos de las hojas y flores de D. buccinatoria, permitió 

evidenciar que las flores de D. buccinatoria, biosintetizan una gran cantidad de 

ácido ursólico (73 % del extracto de diclorometano), encontrándose también 

presente en la hoja, aunque en mucho menor proporción. Así mismo, se 
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biosintetiza el ácido óleanólico (Figura 17), tanto en la hoja como en flor, aunque 

se encuentra en mucho menor concentración que él ácido ursólico. 

Figura 17. Estructura química del ácido oleanólico. 

COOH 

HO 

De acuerdo a los datos reportados en la literatura, el ácido oleanólico ha 

sido aislado de diversas especies vegetales y posee importantes actividades 

biológicas, tales como: hepatoprotectora, antifúngica, antiinflamatoria, (Liu 1995), 

anticancerosa (Ohigashi et al. , 1986; Wang et al., 2006) inmunomoduladora y 

antimicrobiana (Liu 2005), teniendo también una importante actividad 

antimicrobiana contra bacterias resistentes (Houriuchi et al., 2007). 

Cabe mencionar que la evaluación antimicrobiana preliminar de los 

extractos orgánicos (1) obtenidos de las flores y hojas de Disfictis buccinaforia 

mediante el método de bioautografía directa resulto pertinente debido a que 

evidenció actividad inhibitoria del desarrollo microbiano, por lo que se consideró 

importante continuar con el estudio de esta especie vegetal. 

73 



Las pruebas de bioautografía directa del polvo blanco, de los extractos 

íntegro y de aguas madres de diclorometano, así como de las fracciones 

obtenidas de la Columna I del extracto de aguas madres de diclorometano, 

pusieron de manifiesto que la actividad antimicrobiana del extracto de 

diclorometano de las flores de D. buccinatoria es debida a la presencia e 

interacción de varios compuestos. 

De acuerdo con los valores de CMI obtenidos de la evaluación 

antibacteriana de los extractos orgánicos se pudo observar que ésta planta 

medicinal presentan un efecto antibacteriano selectivo hacia las bacterias Gram

positivas. Estos resultados, convalidan el uso médico que dan a esta especie los 

terapeutas tradicionales del estado de Morelos, quienes utilizan las flores de este 

vegetal para el tratamiento de enfermedades de la garganta y la tos. Los 

microorganismos que presentaron una mayor sensibilidad hacia los extractos 

fueron el Staphylococcus aureus y el Streptococcus pyogenes. Ambos 

microorganismos, son patógenos frecuentes en éstos padecimientos. 

Los resultados obtenidos en el estudio antibacteriano contra aislados 

clínicos de Staphylococcus aureus resultan especialmente importantes y sugieren 

que esta especie puede constituir una alternativa en el tratamiento de procesos 

infecciosos causados por cepas de este microorganismo, con resistencia a 

algunos de los antibióticos utilizados en la clínica. 

Los resultados obtenidos en esta investigación constituyen el primer reporte 

científico de esta especie y permiten proponer a D. buccinatoria como una especie 

con potencial antimicrobiano. Así mismo, de acuerdo a la naturaleza de los 

compuestos mayoritarios aislados, se sugiere que esta especie vegetal pudiese 

tener también actividad antiinflamatoria , citotóxica, antitumoral, hepatoprotectora, 

inmunomoduladora y antituberculosa. 

74 



75 



CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en las evaluaciones antimicrobianas llevadas a 

cabo con los extractos orgánicos de las flores y hojas de Distictis buccinatoria y el 

fraccionamiento químico-biodirigído de extracto de diclorometano de las flores 

permitieron concluir que esta planta medicinal: 

• Tiene un efecto antibacteriano selectivo hacia bacterias Gram-positivas. 

• Inhibe el desarrollo de aislados clínicos de Staphylococcus aureus 

provenientes de exudados faríngeos que presentan resistencia a algunos 

de los antibióticos utilizados en la clínica. 

• Posee actividad antifúngica contra los dermatofitos Trichophyton 

mentagrophytes y Trichophyton rubrum. 

• Biosintetiza en sus flores ácido ursólico como compuesto mayoritario, 

encontrándose también en menor proporción ~-sitolosterol , estigmasterol y 

los ácidos oleanólico, mirística, palmítico y oleico. 

• Posee compuestos que de acuerdo a los reportes de la literatura tienen 

actividad antibacteriana, antifúngia, antiinflamatoria, citotóxica , antitumoral, 

hepatoprotectora y antituberculosa. 

• Representa una alternativa para el tratamiento de infecciones de las vías 

respiratorias causadas por Streptococcus pyogenes y Staphylococcus 

aureus. 
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• La actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano de las flores es 

debida a la presencia e interacción de varios compuestos. 

• Los datos experimentales obtenidos y las actividades biológicas reportadas 

en la literatura de los compuestos identificados, convalidan los usos de 

Disficfis buccinaforia por los terapeutas tradicionales del estado de Morelos 

para el tratamiento de infecciones de vías respiratorias, inflamación, fiebre y 

la tos con sangre. Así mismo, sustentan que el criterio etnobotánico es útil 

en la selección de especies bioactivas. 

• Los resultados de ésta investigación constituyen el primer reporte en la 

literatura que brinda un sustento científico al uso medico tradicional de D. 

buccinaforia, la cual ha sido utilizada en México desde los tiempos 

prehispánicos con fines medicinales. 
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PERSPECTIVAS 

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigación y acorde al uso 

médico tradicional de Distictis buccinatoria, se consideran importantes las 

siguientes perspectivas: 

• Determinar el potencial antimicrobiano de esta planta medicinal contra 

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. 

• Determinar el potencial antimicrobiano contra cepas sensibles y resistentes 

de Mycobacterium tuberculosis. 

• Evaluar la actividad antiinflamatoria. 

• Continuar con el estudio fitoquímico para determinar la naturaleza química 

de los otros compuestos presentes en esta especie y por ende, otras 

posibles actividades biológicas. 
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Abslract 

The current study was undertaken to evalúate the in 
vitro antimicrobial and cytotoxic activity of six crude 
extracts obtained from the leaves and flowers of Distielis 
buccinatoría (DC.) A.H. Gentry (Bignoniaceae). Anti· 
microbial activity was tested against the Gram-positive 
bacteria Staphyloeoecus aureus, Streptoeoeeus pyogenes, 
and Streploeoecus faeealis; the Gram-negative bacteria 
Eseheriehia eoli, Klebsiella pneumonías, and Salmonella 
typhi; and the fungí Candida albieans, Triehophyton 
menlagrophyles, Triehophyton rubrum, and Aspergillus 
niger. The cytotoxic activity of each extract was detenn
ined using two human tumor cell lines in culture, naso
pharyngeal carcinoma (KB) and colon carcinoma 
(HCT·15). The results showed that extracts from D. bue· 
cinatoria possess antimicrobial activity against the 
Gram-positive bacteria and against both dermatophyte 
fungal species. The strongest antibacterial activity 
observed was that of the dichloromethane extract pre
pared from flo wers, and the best antifungal activi ty 
was demonstrated by the dichloromethane extract from 
the leaves. The hexane and dichloromethane extracts 
from the flowers exhibited cytotoxicity against KB cells. 
These results support the traditional folk medicinal uses 
ofthis plant. 

Keywords: Antibacterial activity, anrifungal activity, 
cytotoxic activity, Disrielis buccinatoría, folk medicine, 
medicinal plants. 

Accepted: December 5, 2006. 

Introduction 

Infectious and parasi tic diseases, such as acute lower res
piratory infections, tuberculosis, diarrhea, HIV/AIDS, 
and malaria, are major causes of morbidity and mortality 
worldwide (WHO, 2004). In addition, ín recent years, 
there has been a growing incidence of opportunistic 
fungal infections due to the increasing immunocompro
mised population, including organ transplant recipients, 
neonates. cáncer, and HIV/AIDS patients. Moreover, 
antibiotic resistance is a growing problem. These fac ts 
have triggered an extended search for new drugs to 
treat infectious diseases (Foste1 & Lartey, 2000). Cáncer 
treatment is poorly defined in terms of traditional folk 
medicine; nevertheless, sorne medicinal plants used for 
the treatment of infectious diseases, fever, and inflam
mation have shown cytotoxic in vitro activity against 
human tumor cell lines and are an important source of 
potential anticancer agents (Cragg & Newman, 2005; 
Kim et al., 2005). 

Accord ing to World Health Organization estima tes, 
herbal remedies serve the health needs of about 80% of 
the world's population, especially in developing countries 
(WHO, 2001). Data on prescription drugs dispensed 
from community pharmacies in the United States from 
1959 to 1980 indícate that about 25% contained plant 
extracts or active compounds derived from plants 
(Newman et al. , 2000). Thus, beca use natura l producís 
are rich sources of biologicaíly active compounds, there 
has been an increas ing interest in the development of 
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new antimicrobial agents from plants in recent years 
(Raskin et al. , 2002). 

In México, medicinal plants have been used in rural 
áreas for thousands of years to treat gastrointestinal, 
respiratory, hepatic. genital, urinary, and skin illness, as 
welt as conditions consistent with cáncer symptoma
tology (Martíne., 1944; Díaz, 1977; Lozoya et al., 1987; 
Fuentes & Aviles, 1997). However, scientific investigation 
to determine the therapeutic potential of these plants is 
searee. The research presented below is part of a series 
of studies performed in OUT laboratory as part of a penna
nent program to investigate the antimicrobial and 
cytotoxic poten ti al of local medi cinal plants (Papoea 
et al., 1998; Navarro et al. , 1998, 2003; Rojas et al., 200 1). 

Disticüs buccinatoña (DC.) A.H. Gentry (Bignonia
ceae), locally known as "tonacaxochitl ," is a native 
Mexican plant that has been used since pre-Hispanic 
times for medical purposes (De la Cruz, 1964; Navarro, 
1992). Nowadays, empirieal midwives and herbalists in 
the state of Morelos in México use the decoction of its 
ñowers to treat cough, angina, inflammation, pharyn
gi tis, and eoughs with blood. To date, no biologieal 
activity or chemical ¡nfo rmalion regarding th is plant 
has been reported. Tn this study, we report on the in vitro 

antibacterial, antifungal, and cytotoxic activities of the 
hexane, dichloromethane, and methanol extracts from 
the flowers and leaves of D. bllccinatoña. 

Maleríals aud Methods 

Collection of plant material 

Aerial parts of D. bllccinatoña were coJlected during 
spring 2004 from plants growing in Tétela del Volean, 
Morelos State, México. Voucher specimens were pre
pared and authenticated by Margarita Aviles and 
Macrina Fuentes al the Herbarium of the Instituto 
Nacional de Antropología e Historia Morelos (lNHAM) 
Medicinal Botanical Garden in the city of Cuerna vaca, in 
the state of Morelos, México; the classified reference 
voucher was deposited at this institution under the code 
number INHAM-2007. 

Preparation of extracts 

Plant materials (leaves and tlowers) were shade-dried at 
room temperature, powdered, and individually extracted 
sequentially with li-hexane, dichloromethane, and meth
anol (100 g per ISOOmL) at room temperature. Eaeh sol
vent was replaced three-times with fresh solvent, 
remaining in contact with the plant material for 48 h 
on each occasion. After filtration, the extracts were con
centrated under low pressure al 40°C. Finally, (he per
eentage yield (w/w) for eaeh type of extraet was 
determined. The resulting crude extracts were stored at -
20°C until they were tested. 

Microorganisms and media 

The microorganisms used for the antimicrobial evalu
ation were purchased from the American Type Culture 
Colleetion (ATCC; Roekville, MD, USA). The following 
Grarn-positive bacteria were used: Staphylococcus allreus 

(ATCC 292 13), Streptococcus pyogenes (ATCC 08668), 
and StreplOcoccUS faecalis (A TCC 292 12). The following 
Gram-negative strains were used: Escheñchia coN 

(A TCC 25922), Klebsiella pnellmoniae (A TCC 10031), 
and Salmonella typhi (ATCC 06539). The following fungí 
were tested: Candida albicans (A TCC 10231), Trichophy
ton mentagrophytes (ATCC 28185), Trichophyton robrom 
(A TCC 28188), and Aspergilllls niger (A TCC 10335). AII 
bacteria were maintained on tryptic soy agar (TSA; 
Merck, Darmstadt, Germany) and assayed on Mueller
Hinton agar (MH; Merek) . Defibrinated sheep blood 
(5%) was added to the médium for StreptococclIs pyo
genes. The filamentous fungi were maintained on potato 
dextrose agar (PDA; Merek). Sabouraud 4% glueose
agar (SGA; Merek) was used to maintain the yeast and 
as the assay médium. 

Anti.microbial activity assays 

The antibacterial and antifungal ac tivities of the crude 
extracts were determined using the agar dilution method 
(Jorgensen et al. , 1999). The hexane, diehloromethane, 
and metbanol extracts were individually dissolved in 2% 
dimethylsulfoxide (DMSO; Merek). Further two-fold dilu
tions of each extract were performed using steri le distilled 
water and were added to melted agar cul ture médium in 
IOOmmx 15mm Petri dishes (Falcon Franklin Lakes, 
New Jersey, USA) at the following final eoneentrations: 
0.25, 0.50, 1, 2, 4, and 8mglmL. Agar culture médium 
and DMSO 2% were used as negative controls. The proce
dures followed for the antibacterial and antifungal assays 
are described below. 

Antibacterial activity assay 

Bacterial suspensions for each bacterium were prepared by 
transferring five or six colonies, chosen after overnight 
growth on tryptie soy agar, to 5 mL of Mueller-Hinton 
broth (MHB; Merek). Cultures were incubated at 36°C 
until they were visib ly turbíd, and the suspensions were 
then diluted until tbe turbidity matched the 0.5 McFarland 
standard turbidity equivalents [1 08 colony-fonning units 
(CFU)/mL]. Mierobíal suspensions were further diluted 
1: lOto obtain a concentrat ion of 10' CFU/rnL. The 
diluted inoculum of each bacterium was applied with a 
loop calibrated 10 deliver 0.002 mL, resulting in a spot 
coveríng a circle of 5 lO 8mm diameter and containing 
10'CFU/mL. The plates were incubated for 24 h at 
36°C. Gentamiein (Sigma, SI. Louis, Missouri, USA) was 
used as reference standard. Observations were performed 
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in duplícate, and results are expressed as the lowest con
centration of plant extract that produced a complete sup
pression of colony growth, the mini mal inhibitory 
concentrarion (MIC) (Ríos et al., 1988). 

Antifungal activity assay 

C. albicans ¡noculum was prepared by diluting the yeast 
suspensión (adjusted to McFarland 0.5 scale) in 0.85% 
NaCI solution to a final concentration of lOscel llmL. 
The filamentous fungí inoculums were prepared by dilut
ing the scraped cells mass in 0.85% NaCl to a final con
centration of 106 spores/mL. The diluted inoculums were 
delivered on the top of the solidified agar with a loop 
calibrated to deliver 0.005 mL. The plates were incubated 
at 29°C. Fungal growth was checked both in control 
plates prepared without any test sample and in experi
mental pI ates; the time at which fungal growth was 
checked was eilber 24, 48, or 72 h, depending on Ibe incu
bation time required for a visible growth; 24 h for C. albi
cans, 48 h for A. niger, and 72 h for the dermatophytes. 
Experiments were duplicated, and results were expressed 
as MIC. Positive controls were prepared with miconazole 
(Sigma) and nystatin (Merck). 

Cytotoxic assay 

In accordance with intemational methods and following 
the regulations of the National Cáncer ínstitute (NCI) 
described in the literature (Suffness & Pezzuto, 1991 ; 
Villarreal et al, 1992), HCT-15 (colon) and KB (naso
pharynx) human tumor celllines (donated by Dr. J. Pezzuto 
of the University of Illinois al Chicago) were maintained 
in RPMII640 (in vitro) culture médium supplemented wilb 
10% heat-inacrivated fetal bovine semm (in vitro) and were 
cultured al 37°C in an arrnosphere of 5% CO, in air (100% 

humidity). During the log phase of the ir growth cycle, 
the cells were treated with different concentrations of the 
extracts (1, lO, and 100u,g/mL), each concentration being 
repeated tbree-times, and were incubated for 72 h at 37°C 
in a humidified atmosphere of 5% CÜ2. The cell concen
tration was determined by protein analysis (Oyama & 
Eagle, 1956). The resulls, Ibe mean of three distinct experi
rnents, were expressed as the concentration that inhibited 
50% of growth with respect to control growth after the 
incubation period (ED30)- The va lúes were estimated from 
a semi-Iog plot of the extract concentration (ng/mL) 
against Ibe pereent of viable cells. Ell ipricine (Sigma) was 
used as a positive control. 

Results and Discussion 

In Table 1, the plant parts employed, the percentage 
yield, and the obtained MIC valúes from the antibacter
ial and antifungal assays of the crude extracts are sum
marized. The so lid dilution method used in tbi s 
investigation has been employed frequently and recom
mended as a good method for determining the relative 
poteney of complex extracts and for establishing their 
antimicrobial speclrum (Ríos & Recio, 2005). Although 
there is no agreernent on the level of acceptance for plant 
extracts when compared with standard antibiotics and 
sorne authors consider only activity comparable with 
standard antibiotics, in our experience and according 
to previous antimicrobial studies carried out in our lab
oratory, erude plant extracts with MIC valúes between 
2.5 and 15mg/mL (Lozoya et al., 1992; Navarro et al., 
1996) have led lo Ihe isol.tion of strong . ntimicrobial 
compounds (Navarro & Delgado 1999; Alvarez et al. , 
200 1; Zamilpa et al., 2002) and to the production of 
standardized phytodrugs with high rates of clinical and 

rabie L Antibacterial and antifungal activity of crude extracts fro m D. bllccinatoria (M IC, mg/rnL). 

Plant part tested Extraet" Extraet yield (%)* s.a. 

Flowm H 0.99 4 

DC 135 0.5 
M 8.33 8 

Leaves H 0.95 4 
DC 2.08 4 
M 9.42 8 

Gentamicin" 5 
Nystatin" NT 
Miconazole" NT 

"Extract H, hexane; OC, dichloromethane; M, methanol. 
Dry residue of the extraet in terms of dry starting material. 

Sp. SI 
2 >8 

0.5 8 
4 >8 
4 >8 
2 >8 
8 >8 
5 5 
NT NT 
NT NT 

Microorganisms" 

E,e. K.n. SI. Ca Tm. T.r, A.n. 

>8 >8 >8 >8 8 8 >8 
>8 >8 >8 >8 8 4 >8 
>8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 
>8 >8 >8 >8 8 8 >8 
>8 >8 >8 >8 4 4 >8 
>8 >8 >8 >8 8 8 >8 
10 10 10 l\.Tr NT NT NT 

NT NT NT 010 NT NT NT 
NT NT NT NT 8 8 16 

'Microorganisms: s.a .. Staphylococcus aurellS; Sp. , Streptococcus pyogenes; Sj , StreptococclIsfaeca/is: E. c .. Escherichia coN; S.f .. 

Salmonella typhy;; c.a .. Candida albicans; T.m ., Tñchophylon mentagrophytex; Tr., Trichophy ton rubmm; A.n., AspergiJ/lls niger. 

"Re ference standard antibiotics (nglmL). 'NT, not tested. 
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mycological effectiveness with no side effects (Herrera 
el al. , 2003, 2004). Under this criterion, and considering 
lhat in this study only erude extraéis were employed, 
extraéis with MIC valúes of 8 rng/mL or below against 
aoy ofthe microorganisms tested were considered active. 

From all extracts assayed, five of them (83%) showed 
antimicrobial activity againsl al least tWQ of the micro
organisms tested. AH extracts weTe active against the 
Gram-positive bacteria Síaphylococcus aureus and Strep
tococcus pyogenes, the most active being the dichloro
methane extraet from flowers w ith MIC valúes of 
0.5 rng/rnL for both bacteria, whereas only the di eh IOTO
methane extraet fram flowers was active against the 
Gram-pos itive bacterium Streptococcus faeca/is with a 
MIC va lué of 8 mg/mL. None of the crude extracts were 
active against the Gram-negative bacteria. The MIC 
valúes obtained in the antifungal evaluation showed that 
the hexane and dichloromethane extrac ts from flowers 
and leaves and the methanolic extract from leaves were 
active against the dermatophytes (T. mentagrophy tes 
and T. rubrutri) with MIC valúes of 4-8 mg/mL; the 
dichloromethane extract from leaves was the most active 
with MIC valúes of 4mg/mL. No ant ifungal activity was 
observed against Candida albicans and Áspergillus niger. 

Table 2 shows the cytotoxic data of the tested organic 
extracts against the two cultured human tumor cell lines. 
According 10 lhe NCI guidel ines (Geran el al. , 1972), 
extracts with EDso valúes of 20 jig/mL or below are con
sidered active. As shown, the hexane and dichloro
methane extracts from the flowers displayed significant 
cytotoxicity against KB cells, wilh EDso valúes of 15.8 
and 8.3 u,g/rnL, respectively, whereas none of the orgaoic 
extracts were active agaiost HCT -15 cells. The cytotoxic 
activity exhibited by the hexane and dichloromethane 
extracts against the KB cells coupled with the oon
cytotoxicity against the HCT- í5 cells is a significant 
observation that suggests thal D, buccinatoria is a good 
candidate for future antitumoral íesting. 

Table 2. Cytotoxicity of crude extracts from D. buccinatoria 
(ED"" jiglmL). 

CeU lines" 

Plant part tested Extraet KB HCT-15 

Flowers Hexane 15.8 >20 

Diehloromethane 8.3 >20 
Methanol >20 >20 

Leaves Hexane >20 >20 
Dichloromethane >20 >20 
Methanot >20 >20 

EUipticinc 1.7 1.5 

"CeH une: KB, human nasopharyngeal carcinoma; HCT-15 , 
human colon carcinoma. "Positive control. 

No previous reports 00 the pharmacological activity or 
chemical nature of Disüctis could be found in the Iitera
ture . Experimental studies carried out on sorne Bignooia
ceae species used io tradi tiona l fo lk medicine for the 
treatment of infectious diseases have displayed antimicro
bial and aotitumoral activities: Cotalopa ovala G. Don 
has been shown to possess antimicrobial , antitumoral, 
and anti-inflammatory properties (Moon el al. , 2003); 
Clyslomo ramentocellm Bur. & K. Sehum and Mansoa 
hirsute OC. inhibi ted the growth of the fungi Aspergil/us 
niger and Fusarillm oxyspomm (Rocha et al., 2004); a 
mixture of ellagitannins isolated from Púnica granatum 
L. and two naphthoquinones isolated from Tobebuia avel
lanedas Lorenz ex Grisebach demonstrated antibacterial 
activity agains t multiresislant Staphy lococcus allreus 
strains (Machado el aL, 2003) ; the alcoholic extracts of 
the pods and nowers of Teco/na sambucifolia H.B.K. dis
played eyto toxic ity against a human hepatoma cell line 
(Alguacil et aL , 2000); the biological screening of sorne 
fractions derived from the leaves and liana o/ Macfadyena 
IInguiscati (L.) revealed antitumoral and antitrypanoso
mal aetivities (Duarte et al., 2000); and an aqueous etha
nol extrac t of Jacaranda cancana Pittier showed in vivo 
antitumoral and in vitro cyto toxic aelivity against the P-
388 Iymphocytic leukemia system (Ogura el al. , 1977). 

The results obtaincd in the current investigation indícate 
that D. bllccinatoria possesses antibaeterial, antifungal , and 
cytotoxie properties, showing a strong correlation between 
the reported uses of this plant in Mexican folk medicine 
and the obta ined experimental data. It also supports the 
importanee of ethnopharmaeology as a guide in the selection 
ofplants for the di scovery ofbioactive eompounds. 

Phytochemica l bioguided studies are currently under 
way in order to isolate and characterize the compounds 
responsible for the antimicrobial and cytotoxic aetivities 
of D. bllccinatoria. 
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