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INTRODUCCGION

E1 avance en el estudio de antibidticos ha 1legado
& invadir el vasto y prometedor campo de las sustancias
antibacterianas que sueten encontrarse en tas plantas
superiores, cuyos extractos han sido utilizados para
curar o aliviar diversas enfermedades ya sea en una
forma empfirica o cientifica, llegando a tener verdadera
impotancia y aceptacién (Mendez, 1953).

Muchos antibiéticos y quimioterdpicos, considerados
anteriormente como de primera eleccibh ante diversas
infecciones, han pasado a ser de segunda, tercera o han
sido eliminados de la lista en uso de 1los cuadros de
medicamentos esenciales. Por el contrario, algunos
antimicrobianos descartados hace tiempo, vuelven a tomar
su lugar inicial ya que los sustitutos sa han
inutilizado, dejando de ser activos {Kumate, 1979).

En México, una consideracién que justifica la
tarea de intentar una actualizacién en el campo de los
antimicrobianos es el gasto excesivo por la
adquisicisén de éstos, que es mayor al producido por los
demds medicamentos (Kumate, 1979).

En los altimos afios han aparecido numerosos
trabajos sobre diversas familias de plantas superiores
{Lester, 1979; Biyiti, 1988; HIroshi, 1988} en cuyos
extractos se ha demostrado la presencia de sustancias
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antibacterianas, ?legande en varios casos a Ja plena
identificacion quimica de esa sustancia y que llega a
ser utilizada para diversos fines farmacéuticos.

Se ha reportado, que la especie de Haematoxylon
presenta actividad antimicrobiana (Mendez, 1953), por
lo que resulta importante comprobar si la especie de -
Haematoxylon campechianum, que se encuentra ampliamente
distribuida en el sureste de México, tambien presenta
este tipo de actividad. Para realizar la evaluacién
bioldégica de esta corteza se obtuvieron los extractos
metanélico, cloroférmico, hexdnico y de acetato de
etilo, previa trituracion del material vegetal; una vez
obtenidos los diferentes extractos se evalud su
potencial antimicrobiano utilizando el método de
difusién en agar utilizando dos bacterias gramnegativas,
dos bacterias grampositivas y une tevadura.

Adicionalmente, se eavalud el potencial citotdxico
de la especie en estudio mediante el método de Jla
toxicidad contra el crustdceo Artemia salina, ya que se
ha comprobado que tiens correlacidn con otras
actividades mas complejas. Este método es un biocensayo
que detecta un amplio range de actividades bioldgicas y
una gran diversidad de estructuras quimicas. Las larvas
del crustdceo marino Artemia salina se han utilizado en
diferentes ensayos biolégicos de entre los cuales
destacan el andlisis de residuos plaguicidas (Michae?l,
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1956; Areekul, 1960}, micotoxinas (Brown, 1968;
Wilmont, 1979), anestésicos (Robinson, 1965), compuestos
relacionados con morfina (Richter, 1970), y ésteres
carcinogénicos de Forbol (Kighorn, 1988). Su emplec en
los estudios de las plantas medicinales es reciente y se
recomienda en Ja deteccidn y evaluacién de compuestos
antihelminticos y antipaludicos (Marles, 1989; Camacho,
1990) vy de poderosos agentes citotéxicos (McLaughlin,
1989; Anderson, 1989).

El procedimiento determina los vélores de ClLso
expresados en mcg/mil, de 1los compuestos y extractos
activos. La actividad se manifiesta como el efecto
téxico letal para 1las larvas del crustdceo Artemia
salina.

Los resultados de esta investigacidén son la pauta
para realizar otros estudios méds profundos de l1a planta
como son los de obtencidén y elucidacion de principios
activos, ademds de contribuir al conocimiento existente

sobre 1a familia de Haematoxylon.
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ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LAS LEGUMINOSAS.

La familia de las leguminosas (Fabdceas) ocupa el
segundo lugar en magnitud de especies con flores, ya que
comprende 600 géneros y mds de 18,000 especies. De esta
familia se han aislado drogas vegetales de gran
importancia medicinal. Se divide en tres subfamilias:
Paptliondceas, Mimosiodeas y Cesalpinoi.deas que
comprenden alrededor de 377, 40 y 133 géneros
respectivamente (Polhill, 1881).

Los miembros de la subfamilia Papiliondceae son
herbaceas, arbustivas o arbéreas; de hojas simples o
compusstas; flores zigomorfas o papiliondceas; con 10
estambres, monoadelfos o diadelfos; fruto y legumbre.

De 1a subfamilia Mimoscidea sus miembros son
4rboles o arbustos con hojas generalmente bipinnadas,
flores regulares; cdliz generalmente gamosépalo;
estambres en numero iguai al de pétalos, doble o
numerosos; fruto y legumbre.

La mayor parte de 1los miembros de la subfamilia
Cesalpinoideas son 4rboles o arbustos; hojas pinadas o
bipinnadas, hojas zigomorfas; fruto, legumbre o tomento.
El numero de pétalos y estambres es generalmente redu-
cido; las drogas crudas de esta subfamilia son las hojas
y frutos del sen y frutos de cassia y tamarindo, lefios

de campeche y sapani, raiz de rafania y copaiba



(Trease, 1989)

Desde el punto de vista taxonémico se han propuesto
numerosas clasificaciones y dos de las mds aceptadas
son las propuestas por Bentham y Tauber (Harborne,
1971). Estas clasificaciones se resumen en los cuadros
1 y2.

Los diversos astudios quimicos que se han
realizado en plantas de esta familia, permiten
establecer el perfil fitoquimico (Harborne, 1971) gue se
resume en el cuadro 3. Es de hacer notar que para cada
tipo de compuesto, sélo referencias representativas son
citadas (Herndndez, 1989).

Son importantes las leguminosas en la alimentacion
por 'a abundancia de fécula y albuminatos: 1las habas,
los garbanzos, guisantes y lentejas; por sus raices
tuberosas varias Psoroleas, lLathyrus, Pachyrrhizus; por
sus legumbres o vainas verdes varios guisantes, habas y
judias; como suceddneos del café las semillas de Cassia
occidentalis, Gymnocladus Ganadensfts, Astragalus
boeticos (Claus, 1968).

como forraje se utilizan l1as semillas de altramuz,
lenteja, guisante, cacahuate; para el aencebamiento el
heno, el trebol, alfalfa y meliloto.

Las maderas de construccién y de ebanisteria,
proceden de muchas Mimosoideas, Cesalpinoideas y
Dalbergicas y algunas otras Papilionadas; palos de tinte

de]l Campeche, Caesalpinia, Copaifera; en textiles



CUADRO 1. CLASIFICACION DE LAS LEGUMINOSAS SEGUN BENTHAM

PAPILIONACEAE® CAESALPINIAE * MIMOSAE

TRIBUS SUBTRIBUS TRIBUS SUBTRIBUS TRIBUS ) SUBTRIBUS
Podalyrieae 26 Scierolobieae 10 Parkieae 2
Genisteae 56 Eucaesalpinieae 16 Adenantheresae 12
Trifoloeae 6 Cassieae . 11 Eumimoseae 5
Loteae 4 Bauhinieae 3 Acacieae 1
Galageae 54 Amherstieae . 23 Ingeae 8
Hedysareae 46 Cynomereae 10

Bicieae .6 Dimorphandreae 3

-Phaseoleae 47

Dalbergieae 25

Sophoreae 30

Swarrtzisae 5

* SUBFAMILIA



CUADRO 2 . CLASIFICACION DE LAS LEGUMINOSAS SEGUN TAUBERT

I MIMOSOIDEAE = 1I CAESALPINIQIDEAE * IIT PAPILIONATAE *
TRIBUS TRIBUS TRIBUS
Ingeae Dimorphandreae Sophoreae
Acacieae Cynomet reae Podalyrieae
Eumimosesae Amherstieae Genisteae
Adsnanthereae Bauhiniease Trifolieae
Piptadenieae Cassieae Loteae
Pankieae Kramerieae Galegeae

Eucaesalpinieae Hedysareae

Sclerolobieae Dalbergieae

Swartzieae Vicieae
Phaseoleae

*  SUBFAMILIA



CUADRO 3.

PERFIL FITOQUIMICO DE LA FAMILIA LEGUMINOSAE.

TIPO

DE COMPUESTO

VARIACION ESTRUCTURAL

REFERENCIA

ALCALQIDES:

Quinolizidinas

Pirrolizidinas

B-Feniletilaminas

a) SImples o tipo Lupinas
b) Citisina

c) Esparteina

d) Matrina

e) Ornosia

Tetrahidroisoguinolinas

Eritrinas
Piperidinas
Diternénico§
Alquilaminas
Piridinas

Indélicos

Triptaminas simples

Hart et al, 1968a,
Orjales y Ribas, 1969.
Goldberg et al, 1969.
Arthur y Loo, 1967,
Faugeras y Paris, 1968,
Crout, 1969.

Ghosal y barnejee, 1969.
Faugeras, 1969.

Barton et al, 1866.
Faugeras vy Paris, 1965.
Lindwall et afl, 1965.
Stepanova, 1967.

Lythgoe y Vernego, 1967.

Barnejee y Ghosal, 19589.



CUADRO 3. PERFIL  FITOQUIMICO DE LA  FAMILIA  LEGUMINOSAE. . .(continuacidn).’

TIPO DE COMPUESTO VARIACION ESTRUCTURAL REFERENCIA

ALCALOIDES
B-carbolinas Banerjes y Ghosal, 196S.
Eserina Robinson, 1968.
- Pirrolidinas simples Ackermann y Appel, 1959.
- Quinazolidinas Schreibar et'a;l. 1962.
- Imidazélicos Fitzgerald, 1964.
= Otros Singh et al, 1959.
FLAVONOIDES:
~ Flavonoles Saxena et al, 1968,
- Flavanonoles ’ . Ayoub, 1985.
- Flavonas . Heerden et a’l, 1981.
.
- Catequinas Foo et &I, 1381.
~ Auronas ’ Imperato, 1982,
- Chalconas Imperato, 1982.

- Antocianidinas Deshpande et al. 198%1.



CUADRO 3.

PERFIL FITOQUIMICC DE LA FAMILIA LEGUMINOSAE. {continuacién).

TIPO DE COMPUESTO

VARIACION ESTRUCTURAL

REFERENCIA

FLAVONOIDES:

~ Proantocianidinas

Leucoantocianidinas

Flavanonas

Biflavonoides

Triflavonoides

Tetraflavonoides
- Peltoginonides

FENOLES SIMPLES:

CUMARINAS

QUINONAS

[ol:}

c6-Ct

€8-C3 (Fenil Propanoidas)
Antraquinonas
Benzoquinonas

Naftogquinonas

Clark-tewis et &], 1968,
Yeap Foo, 1985.
Saeedii-Ghami et al, 1984,
Foo et a7, 1986.

Viviers ot al, 1983.
Young et al, 1985.
Heerden et al, 1981.
Constantinew et al, 1966.
Haslam, 1967,

Harborne and Corner, 1961
Fairbain, 1961

Harborne et al, 1971.

Ltister et al, 1955.



CUADRO 3. PERFIL FITOQUIMICO DE LA FAMILIA LEGUMINOSAE.

(continuacién).

TIPb DE COMPUESTO

VARIACION ESTRUCTURAL

REFERENCIA

4-FENIL CUMARINAS
XANTONAS
TERPENOIDES:

- Diterpenos

- Triterpenos

- Tetraterpenoides

ESTEROIDES

NITRILOS

paitberginas

Kauranos

Labdanos

Sandacopimaranos
OJeananos

Lupanos

Carotenoides

Esteroles

Saponinas tipo Diosgenina

Cianoglicésidos

Donelly et af, 1969.

Hugei et al, 1965.

Ekong y Okogun,1967.
Laidlaw y Morgani, 1965.
Birk, 1969.

Kanner, 1958.

Neamtu y Bodea, 1969.
Neamtu y Bodea, 1969.
Vanshney, 1969.

Conn y Butler, 1969.

Seigler et al, 1983.



encontramoes a la Crotolaria juncea, Serbania cannabina,
Erythrina suberosa: y para la industria del papel se
utiliza la Parkisonia aculeata.

De las . tres subfamilias, las Mimosoideae y
Caesalpinoideae son principalmente plantas tropicales,
mientras que las Papilionaceae se desarrollan tanto en
regiones tropicales como templadas.

Entre los componentes de las teguminosas
encontramos heterdsidos cianogenét icos, saponinas,
taninos, mucilagos, antocianos y alcaloides (Trease,

1989).

ESPECIES DE LA FAMILIA CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

El andlisis de agentes antimicrobianos es seguide
por muchos laboratorios fitoquimicos wutilizando métodos
de difusién y de dilucién con algunas modificaciones
para obtener mejores resultados.

En todos estos métodos los resultados obtenidos de
las muestras evaluadas son comparados con estédndares
positivos que .son antibi6ticos susceptibles a 1los
microorganismos de prueba.

Algunos de estos métodos empleados para l1a
evaluacién antimicrobiana de extractos, fracciones o
compuestos puros son los siguientes:

1. Método de difusidn
a) Método de disco

b) Método del halo en placa



¢) Método de cilindro

d) Método biocautografico
II.Método de dilucidn

a) Método turbidimétrico

b) Método de dilucién en agar
c) Método de dilucién en caldo

Cada uno con sus respectivas ventajas y desventajas
son utilizados para determinar 1a actividad
antimicrobiana (Betina, 1973; Rios, 1988; Recio, 1989;
MacFoy, 1990; Karting, 1991; Rojas, 1992).

Algunas de las piantas pertenecientes a la familia
de las leguminosas con actividad bioldgica reportada, en
especial 1la antimicrobiana se resume en el cuadro 4
{Lester, 1978; Lozoya, 1988; Schmitt, 1991; Morales,
1988; Waage, 1984; Osawa, 1992).
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CUADRO 4. ESPECIES DE LEGUMINOSAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Nombre de la planta Parte de la Tipo de Microorganismos (mg/ml) REF.
planta extracto Sa Ec S9 Kn Ms Ca Bs Pa
Amorpha fruticosa semillas Etandlico + i i i + i 35,36
Amorpha nana Hojas Etanélico + i i i + i + 37
Erythrina x bidwilli raiz Acetonico + o+ Sm 56
Erythrina crista-galli rafz,corteza Etandlico + 4 i i + i i 38,39
Erythrina milbraedii raiz Etanélico + i i i + i i 40
Erythrina sigmoidea corteza Cloroformico + + 4 41
Flemingia stricta raiz hexénico + i i i + q i 42,70
Glycyrrhiza lepidota planta £tandlico + i i i + + 24,43
Glycyrrhiza glabra raiz Etandlico + 9 i i + o+ 32’
Glyeyrrhiza glabra hojas Metanélico + k) + o+ 32
Glyecyrrhiza inflata raiz Licor + + S RERE :85.
Indigofera microcarpa hojas Metanéiico . . ' : . 71
Lasiobema japonica hojas Metandlice + . : 73
Machaerium floribundum corteza Etanélico En- Pm 44
Mimosa tenuiflora corteza Acuoso + + + .+ + 69
Psorolea juncea hojas Etandlico + + + 31
Prosopis juliflora hojas + + + + o+ + 4
Swartzia polyphylla corteza Metandlico Sm Sc 57,74

(Sa)Staphylococcus aureus, (Ec)Escherichia coli, (Sg)Salmonella gallinarum,
(Kn)Klebsiella pneumoniae, (Ms}Mycobacterium smegmatis, (Ca)Candida albicans
(8s)Bacillus subtilis, (Pa)Pseudomonas aeruginosa, (En)Enterobacter cloacae -
{Pm)Pseudomonas maltophilia, (Sm)Staphylococcus mutans,(Sc)Staphylococcus cricetus.
+ actividad reportada

i~ 1inactividad reportada



ANTECEDENTES BOTANICOS DE LA CORTEZA DE Haematoxvlon
campechianum L.

Haematoxylon campechianum L, pertenece a 1a
famitia de las Leguminosas, es un drbol muy apreciado
que crece en las regiones trdépnicales de América como
Honduras, Santo Domingo, Jamaica, vy México; siendo el
mas estimado en el comercio, el originario de Yucatén,
Campeche, Tabasco y Veracruz.

E1 habitat de éste 4arbol, aue se desarrolla en
asociaciones casi puras 1lamadas tintales, son tierras
humedas vy arcillosas susceptibles de inundarse
periédicamente. E! palo de tinte, otro nombre por el
cual se le conoce, es un 4drhol espinoso que puede
alcanzar 15 metros de altura, tiene un tronco acanalado
y retorcido de 60 a 80 centimetros de didmetro; su
corteza es grisdcea vy dspera, sus hojas compuestas Yy
alternas estdn dispuestas en espiral con 304 pares de
folioles sesiles. Las flores se encuentran en racimos
axilares o terminales, son aromédticas por tener el cdliz
color blanco purpurec y la corda amarilla y membranosa
que contiene de 1 a 2 semillas aplanadas y morenas
(Echenique, 1977: Peniche, 1983),(Figura 1).

E1 conocimiento que el puebioc mexicano o indigena
posee, se demuestra al estudiar la nomenclatura que se
usa para referirse a las plantas que conoce Yy util%za.
la formacién de nombres da lugar a una nomenclatura no

solamente determinativa, sino asociada a verdaderos



Figura 1. Esquema vegetal del palo de campeche
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corceptos de\agruﬁaci¢ﬁvta§bn6hica. )
Enfre>1os:d1versos:ﬁoh$f?slquefée le han dado a
Haemathyian campechianum, . segun localicdades como
Camneche. Tabasco y Yucatan, se encuentran los de “palo
de campeche”, "palo de. tinte”, "palo sanguineo”, “palo
de las indias”, “palo tinto": vy en maya esta registradoe

con el nombre de “ek” aue significa e! coior casi neatro
que toma el corazdén de ésta madera (Youngken., Giral,
1959, Diaz J, 1976. Barrera. 1976).

La especie ésta intimamente relacinnado botanica v
quimicamente con Haematoxylon brazijletto, Caesalpinia
echinata. Caesalpinia brasiliensis y Caesalpinia crista,
ya que estas 4 plantas contienen una sustancia soluble

l1amada brazilina (1) que es similar a 1a hematoxilina

(2) que presenta el paloc de campeche (Pratt R, 1959).

"o, o,

~Y (1)
7

Brazilina (1) v Hematoxilina (2]

14



1.4 ANTECEDENTES ETNOSBOTANICOS DE Haematoxylon campechianum
L.

Una de las finalidades de la etnobotanica es la de
encarqarse de- estudiar las plantas en relacidén con el
uso que de ellas se obtiene.

Una de las formas mas empleadas de Haematoxylon se
prepara a partir de un extracto gque es utilizado en
grandes cantidades por la industria textil ya aque
contiene 12 % de materia colorante. Su extracto sirve
para el tinte del algodon. la lana, la seda y el cuero;
presentando un color amarillo roiizo al contacto de
4cidos v wun encarnado violeta con 1los 4lcalis, 1la
presencia de las sales de hierro da al campeche un
hermeso color negro {Gerardin, 13904),

Ademas de utilizarse como tinte, la hematoxilina se
utiliza para preparar tintas para escribir, como
indicador de 4nalisis cuantitativos y en especial en
trabajos de histeoiogia por .la propiedad que tiene de
tefiir selectivamente los nucleos de las células
animales (Adrosko., 1968).

El corazén de 1a madara constituye un producto
natural oficial en la farmacopea americana, se ussa como
astringente, especialmente en la diarrea y disenteria.
Esta propiedad es ampliamente conocida en México. an
donde tiene un uso local muy extendido.

Es  empleado para lavarse los dientes (Martinez,

1944), e industrialmente se utiliza en la elaboracién de
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licores denfrjtic&s.'»

La madéré'gé‘hh'ehbleédo desde el pasado como iena

ya que ' -se dfce que és un . buen carburante,

jLas:SEMillas en ocasiones se usan como saborizantes
) dulcif{canfés, ‘ya que la hematoxilina aisiada se
caracteriza por esta propiedad (Echensaue. 1977},

Eg tambien empleada ta madera de esta leguminosa,
en la medicina tradionhal, en problemas relacionados con
el corazén como la circulacidén sanguinea, varices,
nervios y presiéon; para aumentar el numero de gldbulos
rojos y en probiemas renales ; en bafos para enfermos de

tirisia (Martinez. 1836: Pahlow., 1978},

ANTECEDENTES FITOQUIMICOS DE Haematoxylon campechianum

Contiene aproximadamente de 10 a 12 % de taninos,
su corteza es dura, pesada y compacta, de 0.95 a 1.0 de
gravedad especifica. Cuando se seca al aire, su textura
va de mediana a fina con arano irreguiar, obteniendose
acabados muy lisos que se pueden pulir fdcilmente. Es
una madera muy fuerte, pero vidriosa y quebradiza;
teniendo la ventaja de ser muy resistente a la
pudricidén (Echenique, 1977).

Cuando Haematoxylon es derribado. su
tronco tiene un color cafe-amarilliento, el cual a1l
exponerse en la atmosfera desarrolila graduaimente en su
superficie un cailor cafe-roiizo caracteristico, la forma

en ta aue el Jlefo sea cortado dependerd de su uso, ya

16



que puede ser cortado en astillas, polvo o en trozos no
tan finos,

Los extractos de Haematoxylon, son obtenidos por
tratamiento de las astiilas de 1la madera con agua en
recipientes al vacfo, concent randose unicamente el
1iquido a presién muy baja. La cantidad de extracto es
aproximadamente el 15 % de el peso de 1a madera (Romo de
Vivar, 1985).

Las astillas frescas contienen de un 5 a un 10 %
de componentes que varian ds color; la Hasmatoxilina, la
actual materia colorante, fue aislada por Chevreul en
1812 en forma de cristales prismiticos biancos
(Bettinger y Zimmermann, 1931).

La Hematoxilina (2) es ligerammente soluble en
agua frfia pero es soluble en agua caliente, alcohol,éter
y sulfuro de carbono; es definidamente dextrorotatoria,
a 1% en solucién acuosa da una rotacién de 1.85 grados
en un tubo de 200 mm; también reduce soluciones de
Fehling, nitrato de plata en frio, da coloracién rosa
con el aluminio; y en contacto con hidréxidos, ésta
produce &cido pirogédlico, CeHs(OH)s.

La Hematoxilina tiene propiedades de dcido
débil no es un glucésido no posee poder colorante pero;
en la presencia de alcalis, rdpidamente absorbe oxigeno
y se convierte en Hematefna, el verdadero colorante.
Este cambic es 1levado a cabo durante el 1lamado

envejecimiento de 1a madera, proceso que consiste en



exponer 1os troncos humedecidos a ia oxidacién
atmosferica en un cuarto caliente.

La Hemateina (3) se encuentra bajo 1la torma de
cristales cafe-rojizos que son casi insolubles en aqua
fria. pero solubles en aqua caliente o alcochol,
comporténdose como un acido deébil y formando sales
solubles con sodio. potasio y amoniaco, l1o0s cuales dan

coloraciones purpuras.

oH
HO

Hemateina (3)

Los andlisis elementales de Haematoxilina fueron
determinados primeramente por Erdmann en el afo de 1842,
y mds tarde fueron confirmados por Hesse Yy ceolaboradores
en 1859, La estructura moljecular elucidada por Perkin vy
Robinson en 1807 determina a la hematoxilina (t) como un
nolihidroxibenzindenopirano: la estereoaquimica fué
establecida mediante el uso de espectroscopia de

resonancia magnética nuclear ('H-NMR) la cual se



reportd en 1965 por Cymerman Craig Yy colaboradores;
publicando el primer espectro de resonancia magnética
nuclear protdénica de la hematoxilina realizada en un
instrumento a 60 MHz. Mds tarde, en 1972 Marshall y
Horobin reportan el espectro a 100 MHz, sin embargo la
calidad de estos espectros fué detericrada por signos de
solventes e impurezas. En 1991, Bettinger y Zimmermann
realizan un nuevo espectro para hematoxilina mediante
resonancia magnética nuclear a 250 MHz en acetona-
deuterada (figura 2) (Bettinger y Zimmermann, 1991)

En este Gltimo trabajo se reportd el espectro de
luz visible y de ultravioleta de la Hematoxilina (figura
3) y de 1a Hemateina en Metanol (figura 4), y Agua
destilada a diferentes valores de pH, en donde se
calculd el coeficiente de extincién molar en bandas de
absorcién de longitud de onda a 292 nm en Metanol a
25eC; valores de pKa para la primera disociacibén Acida
dependiendo de las soluciones buffer tomadas para el

espectro de absorcidn.
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ANTECEDENTES DE EVALUACIONES BIOLOGICAS

En el affo de 1953, en el Instituto Politécnico
Nacional se realizé un trabajo cuyo objetivo fué el de
reportar la evaluacién de un estudio de propiedades
antibacterianas de 9 tipos de extractos crudos,
efaectuados en cada una de 5 especies de plantas contra
cepas bacterianas, entre ellas Haematoxylon sp. Sin
embargo, la especie de ésta corteza no esta determinada
botdnicamente y el disolvente con el cual se prepard al
extracto fué éter (Mendez, 1953). Este trabajo de tésis
da como informacidén que en 1952 se aisld ETIL GALATO
a partir de]l extracto etflico de Haematoxylon
campechianum y que este compuesto presentd una
pronunciada actividad antagénica contra Mycobacterium
tuberculosis (Little, 1952).

Mas tarde es estudiada la corteza Mexicana de
Haematoxylon braziletto por Pratt y colsaboradores a
partir de un extracto acuoso, obteniendo una sustancia
que a determinadas concentraciones era bactericida para
Salmonella typhosa ATTC 6539 y Microccoccus pyogenes var
aureus, y que es considerado como bacteriostdtico para
Escherichia coli ATTC 6522. En esta investigacioén el
principio activo no fué identificado , pero se sugirio
que 1a accidén bactericida se presentaba debido a1
pigmento que esta corteza contiene, l1a Brazileina (4)

o su derivado la Brazilina (5) (Pratt, 1959).
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He

Brazilefna (4) y Brazilina (5)

En 1977, en el Instituto farmacéutico de 1la
Universidad de Tohoku, Japén es estudiada Haematoxylon
campechianum junto con Caesalpinia sappan Linné
(Leguminosae), para ser evaluadas con respecto a
procesos antiinflamatorios ya que ambas son utilizadas
en medicina tradicional oriental en ese sentido (Hikino,
1977).

Oe la madera de Caesalpinia obtienen 1ia
brazileina (4) y de la de Haematoxylon obtienen 1la
hematoxilina (2), ambas son evaluadas mediante e}
método del huevo fertil descrito por D’'arcy Yy Howard

en 1867 (Hikino, 1977).
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USO8 ‘ ACTUALES - DE LA CORTEZA . H. campechianum

4 AgtualmeﬁteﬂIa ‘Gorteza se vende en los mercados
dé;la cfudad'dé México donde se sigue utilizandoc por sus
propiedades como antidiarréico y astringente.

En los puehlos inaigenas es mas utilizado como
materia prima- para sacar colorantes v tenir la hilaza
con la que se hacen infinidad de artesanias.

El uso principal de esta especie estriba en 1la
obtencidén de Hematoxilina, colorante muy utilizado en la
histologia vegetal y aun animal para la tincién de
placas (Garcia, 1974),

Se utiliza la corteza que es muy resistente pars
construcciones nativas o comé carburante (Martinez,
1969).

Haematoxylon campechianum, ha tenido importancia
medicinal en muchos pafises y ha sido estudiada desde

apocas muy antiguas, evidencia de ésto se encuentra en
el ARCHIVO GENERAL DE LAS INDIAS de SEVILLA en 1577
(Peniche R, 1983). La informacidén de los principales
usos terapéuticos y componentes auimicos atribuidos a

ésta planta se muestran en el cuadro 5:
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II

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Es inevitable negar el hecho de que en México
existe una gran variadad de plantas con un amplia
diversidad genética que aun no han sido investigadas y
que pueden contener metabolitos secundarios con
propiedades medicinales. Muchas de estas plantas en la
actualidad tienen un amplio wuso popular para el cuidado
de 1a salud; si le sumamos, el hecho de que 1a mayor
parte de esta informacién se ha transmitido de
generacién en generacién por curanderos , sacerdotes,
hechiceros y determinados individuos que estan en
contacto con 1la naturaleza, se destaca l1a necesidad e
importancia de rescatar y validar dicha informacién.

€1 estudio de las plantas medicinales contribuye a
su vez a la obtencién de principios activos nuevos o
conocidos, con los cuales se pueden sustituir
importaciones de materias primas; a su vez, se aportan
conocimientos que ayudan no sélo al avance de la
medicina, sino también al desarrollo de nuevas series de
compuestos sintéticos mAs efectivos y menos téxicos.

Uno de los propositos fundamentales en toda
investigacién fitoquimica es el aislamiento de
constituyentes nuevos y principios activos. Sin embargo,
los metabolitos biocactivos algunas veces son dificilas
de ajslar y con frecuencia un gran numero de compuestos

obtenidos no presentan ningun tipo de actividad
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biolégica.

Debido al elevado costo de operacién, al prolengado
tiempo de ejecucioén, y a la controversia suscitada por
el empieo de animales de Tlaboratorio en Jlos ensayos
in vivo, en ta ultima década la necesidad de desarroilar
nuevos métodos para la deteccidn preliminar de
compuestos bicactivos constituye uno de los retos mds
importantes para las investigaciones biolégicas.

En consecuencia, se han incorporadec a los estudios
fitoquimicos convencionales técnicas sancillas que
permiten la evaluacién de la actividad del extracto
orgénico vegetal Y, de esta manera, la deteccidn
preliminar de metabolitos secundarios bicactivos. De tal
suerte, que la actividad bioldgica de la planta en
estudio puede ser analizada al inicie y durante todo o)
proceso de fraccionamiente para poder, asf, identificar
a los compuestos responsables de ésta.

La utilidad de estos bioensayos radica en que
representa una metodologfa de fdcil implementacién, bajo
costo, alta capacidad de operacién y de rdpidez en la
obtencidén de resultados. .

Finalmente el conocimiento del potencial econdmico
de nuestros recursos, en este caso, el potencial
terapéutico de las plantas medicinales, contribuye como
un mecanismo de preservacién de nuestros recursos

naturales y del ecosistema al cual pertenecemos.
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El objetive del presente trabajo es determinar
la actividad antimicrobiana y la toxicidad contra el
crustdceo Artemia salina (lLeach), de 1los extractos
metandlico, cloroférmico, hexénico y de acetato de etilo
de la corteza de Haematoxylon campechianum.
Los objetivos pertinentes para el cumplimiento de
las metas propuestas son los siguientes: '
~-Realizar una revisit6n bibliografica que comprende
la informacidén de la corteza de Haematoxylon
campechianum.

~ Determinar el extracto que demuestre actividad
antimicrobiana y toxicidad <contra @1 crustdceo

Artemia salina (Leach).
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I PARTE. EX‘PERIMEN'IAL

3.1 MATERIAL VEGETAL
' _4 Se utitliza corteza de Haematoxylon campechianum
obtenida en el mercado de Sonora de la ciudad de México
en Abril de 1992, e identificada por comparacién con la
coleccién de cortezas de utilidad medicinal del Or,
Robert Bye. Invest igador dei Jardin Botdnico del

Instituto de Biologia de la UNAM.
3.2 BIOENSAYO DE LA TOXIGIDAD ( Artemia salina Leach.)

3.2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA
E1 extracto de prueba se prepara disclviendo
20 mg de extracto concentrado en 2 ml de disolvente
apropiade. Se transfieren a viales en forma
independiente 500. 50. v § mcl de la solucién original,
con la finalidad de obtener concentraciones de 1000,
100 vy 10 mg al final del ensayo. Se deja evaporar el
disolvente durante 24  hrs. .La evaluacién de Jlas

myestras se realiza por triplicado.

3.2.2 ENSAYO CITOTOXICQ CON ELL CRUSTACEO
Los huevecillos de Artemia salina se colocan en
agua salada a una temperatura de 25°C y bajo ta luz
artificial, durante 48 horas.

Las larvas en crecimiento {10 especimenes} son
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depositadas en cada unc de los viales aforandec con agua
salada hasta 5 ml. Se dejan reposar bajo las mismas
condiciones de crecimiento y transcurridas 24 horas, se
registra la cantidad de organismos sobrevivientes y se
determinan 1os valores de concentracion Jetatl media
(Clso) mediante el método estadistico Finney utiiizando

un programa de computo.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La evaluacién preliminar del potencial
antimicrobiano del extracto original, asi como de cada
una de las diferentes fracciones obtenidas durante los
procedimientos de saeparaciéh, se realiza utilizando las
técnicas microbiolégicas cualitativas de difusién en

agar (Hufford, 1975).

3.3.1 MICROORGANISMOS DE PRUEBA.

Las siguientes cepas se utilizan como organismos de

prueba para las evaluaciones primarias y sacundarias:

Microorganismos ATCCs* No. Clasificacion
Bacillus subtilis 6633 Gram positivo
Staphylococcus aureus 6538 Gram positivo
Escherichia col7y 8739 Gram hegativeo
Pseudomona aerugrnosa 9739 Gram hegative
Candida albicans 10231 Levadura

* ATCC ( American type culture collection )
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3.3.2 PREPARACION DE LOS INOCULOS

Las bacterias empleadas en estos estudios, se
prepararan mediante incubacién an caldo nutritivo
(Bioxon) durante 24 horas a 379C. Candida albicans se
cultiva en caldo glucosa 2% Saboraud (Bioxon) y se
incuba por 48 horas a 28°C {(Hernéndez, 1991).

La concentracién final de microorganismos en cada
uno de los cultivos preparados se ajusta mediante una
dilucidon en solucidén salina isotdnica (NaCl 0.9%) hasta
obtener 1a mitad de la turbidez equivalente al estdandar
No, 1 de McFarland ( 0.1 ml de BaClz 1% y 9.9 ml de
Hz80+ 1% ) (Barley, 1986), correspondiente a un numero

aproximado de 10% celulas/ ml1 (Rojas, 1991).

3.4 ANALISIS CUALITATIVO ANTIMICROBIANO

3.4.1 PREPARACION DE LA MUESTRA
Las muestras a evaluar se suspenden en una solucién
acuosa de tween 80 al 1%, con un poce de calentamiento,
Los extractos y las fracciones se evaluan a una
concentracién de 100 y 50 mg/ mY, respectivamente.
Los controles positivos se prepararan utilizando 1t
mg/ml de sulfato de estreptomicina y 30 mg/ml de

nistatina en solucidn acuosa.
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3.4.2

PROCEDIMIENTOS DE ENSAYO

Un mililitro de la suspensién bacteriana se siembra
de manera wuniforme en c¢a&ada caja petri de prueba,
conteniendo 15 ml de agar~antibiotico no.t o agar
sabouraud segun fuera requerido. Con un oradador
cilindrico se remueve el agar de Tas placas para
producir tres perforaciones de un didmaetro aproximade de
11 mm.

Posterijormente, se adicionan 100 ul de a) control
positivo en una de las perforaciones; 100 ul y 50 ul de
la solucién muestra se adicicna de manera independiente
en las cavidades restantes. Las placas as{ preparadas se
mantienen por un periddo de 1 a 2 horas a temperatura
ambiente para facilitar la difusién de las muestras.
Tanscurrido ese tiempo, las placas se incuban por 24
horas a 37°C para las bacterias y durante 48 horas a
28°C para 1a levadura. Para cada muestra de prueba el
ensayo se realiza por duplicado.

La actividad antimicrobiana se registra midiendo el
didmetro, en mm, de la zona de inhibicién que circunda

a cada una de las perforaciones.

ENSAYO PRELIMINAR DE LOS EXTRACTOS

5 g de corteza de H. campechianum triturada en un
molino de cuchillas tipo Willey Mill, se reparte en 4
matraces pequefos Yy se tratan por Mmaceracion

exhaustiva con metanol, acetato de etilo, hexano vy

31



cloroformo. E] disolvente de extraccién se decanta y
se concentra a presién reducida.

Se realiza Ia evaluacién cualitativa de la
actividad antimicrobiana y la evalucitn c%totoxica con
el crustdceo Artemia salina (Leach) de cada uno de los

extractos obtenidos.

EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL, ELABORACION DEL
EXTRACTO ORGANICO

3.0 kg de corteza seca de H., campechianum se
trituran en un molino de cuchillas tipo Willey hasta
obtener un polvo muy fino, el material vegetal se macera
con Hexano durante 5 dfas a temperatura ambiente para
eliminar las grasas y posteriormente con metanol durante
el mismo periédo. E1 disolvente de extraccién se

decanta y se filtra para ser concentrado a presién

‘reducida. El procedimiento efectuado se resume en el

asquema 1.
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Ensayo cualitativo

antimicrobiano y ensayo
de la citotéxicidad con
4 disolventes orgédnicos

Corteza seca de
H.campechianum,

T

lﬁcontrOI por ccf F————————-

Esquema 1.

Extraccion con
CeHi14 por 5 dias

T

filtraciébn y evapo-
racién del disolvente

|

Extraccién con
MetOH por & dias.

|

Filtracién y evapo-
racién del disolvente

Extracto orgénico
concentrado.

l

Particién preliminar
por cromatografia en
columna.

Andlisis cualitativo
antimicrobiano,

.

Bicensayo de la toxi-
cidad.

Estrategia

propuesta para el

fitoquifmico convencional de H.campechianum.

estudio



RESOLUCION DEL EXTRACTO MEDIANTE PARTICION
CROMATOGRAFICA.

Una porc¢idén del extracte se fracciona en una
columna empacada con 875 g de gel de silice, utlizando
como sistema de elucidén una mezcla de Hexano -~ AcOEt
de polaridad creciente. Los eluatos de 500 ml cada uno
se concentran a baja presién hasta sequedad,
recuperdndose con un poco de solvente hasta dejar
evaporar.

Los eluatos seran analizados en cromatografia en
capa fina (Merck), reuniendo los que presenten semejanza

y homogeneidad en los constituyentes.
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IV

RESULTADOS

La actividad antimicrobiana de la corteza de
Haematoxylon campechianum fué evaluada a partir de los
extractos metantdlico, cloroférmico y de acetato de etilo
mediante a1l método de difusién en agar. Los resultados
de esta prueba preliminar estan resumidos en la tabla 6.

7 La citotoxicidad con el crustdceo Artemia salina
evaluada con los cuatro extractos concentrados, queda
resumida en la tabla 7, indicandose la cohcentracidn
letal para cada extracto evaluado.

A partir de extracto Metanélico concentrade, se
procedi®é a separar mediante un fraccionamiento en
columna de silica gel (tabla 8), se tomaron fracciones
representativas de los eluatos combinados y se evaluaron
nuevamente mediante el método de difusién en agar (parte
experimental 3.3) para comprobar su actividad
antimicrobiana (table 9) Yy, su potencial citotoxico,
con el crustédcec Artemia salina (parte experimental

3.2).
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GUADHO 6. ACTTVIDAD ANTIMIGCROBIANA OF- H. campechianum

POR El METODNO' DF. DTFUSTON EN' AGAR '+ -
L} ; A o

EXTRACTO MeOH CHC1a AcOEt s+ ESTANDAR
CONCENTRAC. 100 50 100 50 100 50 100
mcg/ml

MICROORGA-

NISMOS

8.subtillrs 8 6 6 4 10 6 10
S. aureus 20 10 6 4 10 8 12
E. col - - - - - - 10
P.aeuro- - - - - - - 10

ginosa
C.albicans -~ 2 3 2 - - 20

* Los datos son expresados en milimétros de zona de
inhibiciodn,

** £l estdandar utilizado para los primeros 4 microorganismos
es el sulfato de estreptomicina; para C. albicans se
utiliza nistatina.



GUADRO 7. CITOTOXICIDAD CON Ei

EXTRACTO HEXANICO

Leabh.'

‘CRUSTACEQ Artemia salina

EXTRACTG  METANOLICO
Pianta H. campechianum Pianta H. campechianum
FRACCION{ 1000{ 100 10 FRACCION] 1000 100 10
P.P.M. P.P.M,
0 8 10 | 0 6 7
2 7 10 i 3 6 6
!
Q & 10 3 5 8
CL50 178.63 CL50 88.25

EXTRACTO CLOROFORMICO EXTRACTO ACET. DE ETILO
Planta H. campechianum Planta H. campechianum
FRACGION{ 1000} 100 10 FRACCION} 1000 100 10

P.P.M, PPN,

8 5 7 4 7 9

6 6 10 2 a 10

7 7 10 5 8 10
CL50 >1000 CL50 479,91
* Los datos reaistrados son de los crusticeos

sobrevivientes




CUADRO 8. FRACCIONAMIENTO DE EL EXTRACTO METANOLICO DE
campechianum MEDJANTE CROMATOGRAFIA EN

COLUMNA (CC).

H.

Sistema de No.de Sistema de eluatos
elucion(CC): eluatos elucian (CCF): combinados
Cs H1 4 ~AcoEL
HEX-cCLa
100 : 0 LI (95:5) 1~6, 9-11
HEX-ACOET~-CCLa
80 : 10 12-23 {1:80:20)} 12-19,20-23
ACOET~CCL3
80:20 24-36 (80:20) 20-26,27-30
30-36.
70:30 37-361 (80:20) 37-40,41~56
57-65,66-83
83-89.90-98
99-104,
105-108,
109-128,
t29-279,
280-288,
289-323,
324-350,
351-373.
ACOET-CCLs
\60:40 362-381 (80:20) 374-389.




CUADRO 8. FRACCLONAMIENTO DE EL EXTRACTO METANOLICO DE
campechianum - MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN

H.

COLUMNA (CC).

{CONTINUACION)

sistema de No.de Sistema de eluatos
elucién (CC)| eluatos elucion {CCF) combinados
Cs Hi14 ~AcoEt
ACOEt-CC13 -MetOH
50:50 388-462 (B80:10:10)} 390-406.,
407-415,
416-420,
421=-428.
40:60 462-470 (80:10:10) 429-475,
0:100 470-564 {80:20) 476489,
490-509,
510-530,
531-532,
533-547,
548-554,
555-564,
ACOEt :MetOH
§0:50 565-578 (80:20) 565-568,
569-571,
572-577,

578.
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ADRO 9.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y  EL

"POTENCLIAL CITOTOXICO DE LAS FRACGIONES OBTENIDAS

POR CROMATOGRAFTA EN COLUMNA DEL EXTRACTO
METANOLICO DE H. Campechianum’
MICROORGANISMOS B. subtilis 5. aureus A.salina
FRACCIONES| 100 50 STAND 100 50 STAND CLsa
{mcg/m1) (mcg/mt) (P.P.M,)
105 12 st 25 *s 13 14 >1000
129 24 18 28 24 22 25 77.14
i
374 16 13 33 20 i8 30 >1000
390 12 - 30 14 12 24 >1000
429 - - 32 - - 25 >1000
532 12 - 23 14 - 16 >1000
555 13 - 23 15 12 21 >10600
569 - - 20 - - 12 >1000
* Los datos son expresados en milimétros zena de

inhibicion

E! halo de inhibicién no se pudo medir.
Hubo crecimiento alrededor de la perforacién.
utilizado para ambos microorganismos es
sulfato de estreptomicina.

El1 estdnda

r

el
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DISCUSTION Y CONCLUSIORN DE
RESULTADOS

con la finalidad de obtener constituyentes
bioactivos de la corteza de Haematoxylon campechianum se
preparon cuatro extractos de la planta: metandlico,
hexénico, cloroférmico y acetato de etilo; los cuales
fueron evaluados biolégicamente mediante la
determinaci6én de la toxicidad para Artemia salina de
acuerdo a la metodologfa descrita por Meyer en 1982, vy
la determinacién de la actividad antimicrobiana mediante
el método de difusidén en agar (Hufford, 1975). Los
resultados de ésta prueba preliminar, que fueron
exXpresados en milimetros de inhibicidn, demostraron que
el extracto que presentd una notable actividad
antimicrobiana en contra de las bacterias grampositivas
5. aureus y 8. subtilis es al metandlico por
comparacién con el halc de inhibicién presentado por el
estdndar de estreptomicina. E1 extracto de acetato de
etilo y el cloroférmico presentaron una inhibicion
considerablemente menor (tabla 6).

En cuanto a la evaluacion de la toxicidad contra
el crustaceoc A. salina de log cuatro extractos
concentrados, nusvamente el méAs activo resulté ser el
preparado con metanol. Estos resultados 8e encuentran

expresados en términos de la dosis letal media (Tabla 7)
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Las técnicas de evaluacidn seleccionadas ofrecen
las ventajas de ser rédpidas, de bajo coste y requerir de
poca cantidad de muestra.

La determinacién de la toxicidad para A. salfna se
ha empleado en varias ocasiones como gufa para conducir
8] fraccionamiento y aistamiento de sustancias
bioactivas, tas cuales en mdltiples ocasiones han
mestrado citotoxicidad in vitro para células
cancerfgenas (Anderson, 1991), actividad antiheimintica,
(Camacho, 1990} y antipaludica (Hui, 1989; Hostettmann,
1982).

En lo que se refiere a la determinacién de 1a
actividad antimicrobiana, los microorganismos de prueba
empleados se eligieron de acuerdo a criterios
convencionales (Herndndez, 1991), con excepcién de
Bacillus subtilis todos los demds microorganismos son
huéspedes normales del hombre aunque bajo ciertas
condiciones: pueden 1tegar a presentar cierta
patogenicidad (Jiménez, 1992).

En virtud de estos resultados se decidié tratar la
corteza con metanol, previo desengrase con hexano
duranta 5 dias obteniéndose un aceite amarilleanto que
no se aestudié por presentar un escaso rendimiento.

E1 extracto Metandlico (80.5 g) concentrado, de 1la
corteza de Haematoxylon campechianum, se procedié a
purificar mediante un fraccionamiento en columna de

silica gel, la elucién de la columna se realizd con
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hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones
obteniéndose un total de 578 fracciones de 500 ml cada
una, las cuales se concentraban a presién reducida y se
sometian por - comparacién en cromatografia en placa,
juntando los eluatos que, presentaban semejanza y
homegeneidad (tabla 8).

Se tomaron fracciones representativas de los
eluatos combinados y se evatluaron nuevamente mediante
el método de difusidén en agar para comprobar actividad
antimicrobtana (ver Parte experimental 3.3) y, 1la
evaluacion citotéxica, con el crustdceo A. salina (parte
experimental 3.2). Esta parmitid obsarvar que la
fraccién 129 presentdé una mejor actividad para los dos
ensayos realizados (tabTa-9).

La corteza de Haematoxylon campechianum presenta

una amplia actividad antimicrobiana, comparado con e)

estdndar de estreptomicina. As{ mismo todos los
extractos de ésta corteza, incluyendo el etéreo
(Madronio, 1953) y el acuoso, presentan un efecto
significativo sobre bacterias gram positivas

principaimente.

Este andlisis permite detectar cualitativamente
que, efectivamente, ésta lTeguminosa pueda ser
considerada par su actividad demostrada como
antimicrobiana. Informacién Gtil y necesaria para qué en
estudios posteriores gsea posible aislar el componente

fitoquimico responsabhle de dicha actividad.
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E1 bioensayo de H. campechianum con el crusticeo
Artemia salina (lLeach) demostré un cierto potencial
significativo tdéxico en sus tres concentraciones,
implicando que ésta corteza pueda presentar una
correlacidon con otras actividades mds complejas como
las citotéxicas, antihelminticas y antipaludicas.

Finalmente los resultados obtenidos en el presente
estudio fitoquimico preliminar del contenido metabolico
de ésta especie, permiten recomendar la realizacién de
estudios adicionales que contribuyan a complementar el
perfil quimico de Haematoxylon y, de manera especial, a
aquellos enfocados a 1a evaluacién de otro tipo de
actividades bioldgicas que justifiquen, en cierta
medida, las aplicaciones en 1a medicinal tradicional de
1as infusiones preparadas a bart1r de ésta espacie

medicinal.
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