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INTRODUCCION

México es uno de los lugares geogrificos donde existe una gran diversidad

bioldgica (Arellano, 2000) tan solo para el reino vegetal se estima que en nuestro pam

existen aproxunadameme 35 000 especies de plantas superiores (Moore et al., 1995).

El ser humnno a ravés del tiempo ha recurrido a las plantas en busca de curacior

para sus enfermedades, esa busqueda lo ha hecho profundizar en el conocimiento de las’
especies vegetales que poscen propiedades medicinales para ampliar su experiencia‘en el

-empleo de los productos que de ellas se extraen (Reader’s Digest, 1987).

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud se calcula que el 80% de Ia

poblacion del mundo hace uso en alguna medida de plantas medicinales ya sea como umco

medio curativo o como un medio alternativo (Espinoza, 2000).

La fitoterapia, nombre que sc aplica al uso medicinal de las plantas, nunca ha dejadd
de tener vigencia, los mismos arboles, arbustos y hierbas que por siglos sirvieron a
herbolarios y curanderos para preparar infusiones, balsamos y emplastos curalwos o
proporcionan hoy en dia materia prima a la modema industria fannacéutica. Casi la mitad
de los medicamentos que se prescriben actualmente proceden del reino vegetal (Reader’s

Digest, 1987).

Una de las familias que presenta propiedades medicinales es la Phyllonomaceae en
la cual se encuentra la especie Phvilonoma laticuspis (Turcz.) Engl. 1890 (Pérez-Cilix,
1999), sobre la cudl enfocamos este estudio, ya que pese a su pequeia distribucidn dentro
de la Republica Mexicana, es utilizada generosamente por grupos étnicos para curar

principalmente lesiones de la piel como heridas y viruela (Pérez-Cailix, 1999).

Dado que no se ha registrado para esta especie algin analisis quimico, con este
trabajo se pretende evaluar su actividad biolégica y aportar una alternativa mds en la

medicina tradicional enriqueciendo asi, el conocimiento que se tiene sobre la especie y




- como’ consecuencia - favorecer el uso- racional, de nuestros. recursos naturales "y la

conservacién de los mismos.

- El estudio de Phyllonoma laticuspis se llevd a cabo en el Laboratorio de Q_ul'ml';'a; dc
la Facultad de Ciencias de la UNAM por medio de técnicas fitoquimicas previamente'’
probadas en plantas medicinales a partir de extractos organicos que constituyen las’fuevmé

principales de sustancias de interés terapéutico, asi como la evaluacion de éstos en pruebas

antiinflamatorias y antibacterianas para determinar su potencial activo.




ANTECEDENTES

L.- CARACI ERlSl ICAS GENERA Ll‘.S DE I‘In'llanuma /(IIICM\[)I\‘

e Eﬁn()l)dténigzl'

se. recopllo la su,ulente mfonmmon elnobotamca con personas de la comumd'ld sobre la

cspcm I’hvllnmma /allcmpn una plama de habno arboreo pertencciente a la familia

‘Phyllonomacgac' i

“La practica del uso de esta especie medicinal en la region, data desde hace mas de

25 afos a partir de que los habitantes de la region observan que los animales heridos
principalimente los venados, ingerian y se echaban sobre las hojas que se desprendian de un
arbol recuperandose en un corto periodo, entonces comenzaron a utilizarla nombrandola ~’la
medicina del venado™, también es conocida por ¢l nombre de “mil hojas™, ~sana todo™, la
hierba de la viruela™ y “encarnadora”, algunos de estos nombres le han sido atribuidos
debido a sus propiedades curativas como sanar heridas, dlceras, diabetes y rinon™

(recolector de la comunidad).

“La *“encamadora™ recién recolectada (hojas y ramas), es extendida en un sitio
sombreado para llevar a cabo el secado, ya que segiin los pobladores si se expone al sol "se
pierde la sabia de la hoja" y no funciona igual, del mismo modo evitan que se exponga a la

intemperie durante la noche, guardandola en un lugar seco y fresco después del secado™

“La unica parte aprovechable de la “encarnadora™ son las hojas, el modo de empleo
es a través de infusidn, hirviéndolas y dejandolas hasta el dia siguiente ya que el agua a
adquirido un color café caramelo, esta infusion es ingerida o empleada para lavar las
heridas en el caso de lesiones graves y operaciones; e¢n aproximadamente tres dias el
paciente esta completamente recuperado. Esporadicamente esta infusion es utilizada como

agua fresca ya que no tiene un sabor desagradable™ (recolector de la comunidad).



“Debido a que esta especie con propiedades medicinales no se encuentra disponible
en el mercado, los consumidores no sélo de la region sino de diferentes partes de la
Repablica Mexicana y Estados Unidos, encargan la cantidad necesaria a los recolectores

que la venden a un costo de $5.00 y $10.00 los 100 gramos de hojas y ramas”.

“Aunque los pobladores encuentran en esta actividad una fuente mas de ingresos, no
hay un control sobre la recolecta. En ocasiones algunos recolectores cortan tnicamente las
ramas dejando el fuste del arbol esperando a que vuelva a adquirir mas follaje y poder de
esta forma seguir explotando el recurso, mientras que otros danan el eje principal del arbol

evitando el nacimiento de retofos, y disminuyendo el nimero de individuos™ (recolector de

la comunidad).

De acuerdo con los habitantes de la region, la poblacion de Phytllonoma laticuspis
ha disminuido, y a pesar de que han intentado culitivarla en invernadero no han obtenido

resultados positivos por lo que preficren seguir practicando la recolecta de dicha planta.




* ' “Ubicacién taxonémica:

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidac

" Orden: Rosales
Familia: Phyllonomaceae (Cronquist, 1981; Cronquist, 1988; Takhtajan, 1997;
Duran-Espinosa, 1998; Pérez-Calix, 1999).
Género: Phyllonoma
Especie: 7. laticuspis (Turczaninow) Engler, 1890 (Pérez-Calix, 1999).
Sinonimias: Dulongia laticuspis (Turczaninow, 1858) (Durin-Espinosa, 1998).
Phyllonoma coriacea (Riley, 1924) (Duran-Espinosa, 1998).
Nombre (s) comun (es): Hierba de la viruela (Martinez, 1996), cuendilla (Duran-

Espinosa, 1998); mil hojas, hierba del venado, encarnadora (comunidad Carrizal de Bravo,

Guerrero).

El nombre comin que se empled en este trabajo para £hviionoma latcuspis fue el
de “encarnadora™, debido a que con este nombre es conocida por la comunidad de Carrizal

de Bravo, Guerrero en donde se realizé la recolecta del material botanico.

El género Phyllonoma ha sido ubicado en varias. familias debido a las diversas

caracteristicas que presenta y que comparte con las mismas de acuerdo ael criterio de cada

autor:

En 1820 Schutles (Mori er al., 1977), ;'adobpytan'do un nombre propuesto por
Willdenow, establecio el género con dos lineas ‘de vdcscrip‘cAién de Phyllonoma ruscifolia
basado sobre una coleccion hecha por Humboldt en Colombia; en 1825 Humboldt describio
un nuevo género y especie, Dulongia acuminara basado en su propia coleccion, colocando
al género con ciertos cuestionamientos en la familia Celesteraceae por sus inflorescencias
epifilas similares a las de Polvcardia, pero notaron que el género también compartia

caracteristicas con Cornaceae, Araliaceae y Umbelliferae (ovarios inferos) y con las



- Famlhas Saxnﬁ‘agaceae Escalioniaceae y"'Gr > 6n paﬁétal)ﬁr(lr\/'lrdﬁr_ er

' ul 1977).

Agardh en 1858 (Mori er al"' ]‘977), red pafé este generb‘ u’navvnuéva familia,
Dulongiaceae, simplemente por que no lo smtlé apto dcntro de otra familia; cn el mismo
afio Turczaninow describié dos nuevas cspecues I)ulong/a /am:mplv de Oaxaca, México y

Dulongia interregima de Colombia (Mori et al., 1977).

D' Candolle en 1873 (Mori ¢r al., 1977) adoptd el nombre correcto para este género
y coloco a Phyllonoma en la iribu Escallonieae de la familia Saxifragaceae. Mientras que
en 1891 Engler (Mori er al., 1977) aceptd dos especies, Phyllonoma ruscifolia y
Phyllonoma laticuspis asignando los géneros a la subfamilia Escallonioideac de la
Saxifragaceae. En 1905 Rusby nombré a la familia Phyllonomaceae como una familia

monogenérica (Mori et al., 1977).

e Descripcién botianica:

La familia Phyllonomaceae es: una pcqueﬂa famlha monotiplca -y “el género
l’/nl/nnoma presenta soélo cuatro CSPECIGS’ este benero se carac(enza por ser el unico de
Norteamérica que presenta inflorescencia epll’la envla lamina de la hoja cecrca del apice

{Durdn-Espinosa, 1998) (Figura 1 ).

Phyllonoma laticuspis es de habito arbustivo con apariencia arborea hasta 15 i de
altura, sus ramas son delgadas y flexibles; la lamina foliar es lanceolada a ovado-lanceolada
de 1.6 a 10.3 cm de largo y 0.5 a 2.3 cm de ancho, membrandceas o coriiceas, los peciolos
presentan de 2 a 13 cm de largo; las flores se disponen en inflorescencias racimosas e¢n la
base o cerca de la base del acumen de la hoja, llegan a medir de I a 8 mm de largo. La flor
presenta un color verde blanquecino caracteristico; el fruto es globoso a subgloboso, de 5 a
7 mm de largo y de 4.5 a 9 mm de diametro, 2 a 9 semillas por fruto de 1.5 a 2.5 mm de
largo por 0.9 a 1.7 mm de ancho; florece y fructifica durante la mayor parte del aiio (Pérez-

Calix, 1999) (Figura 2).



Habita en las cafiadas con vegetacion de bosque mixto de pino-encino con
clementos de bosque meséfilo de montafla, se encuentra a una altimd de 2300 a 2400
msnm. Se distribuye en ¢l norte de México, Durango, Jalisco, Michoacan en donde se
considera en peligro de extincion por su poblacion reducida, Veracruz, Guerrero, Oaxaca,
Centro y Sudamérica (Pérez-Calix, 1999) (Figura 3).

Fig. 1.Flor epifila de una especie de Phyllonoma (P. ruscifolia)

(Tomada de http://mobot.m t.0r] T/search/index/me: .html).

- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Fig. 2. Phydlonoma laticuspis. a. rama terminal con flores
y frutos; b. detalle del margen foliar; c. inflorescencia;
d. flor, vista apical; e. frutos (Tomada de Duran-Espinosa. 1998).
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Fig. 3. Distribucién geografica de Phyllonoma laticuspis de acuerdo
con la forma de la Liimina foliar (Tomada de Mori er al.; 1977)..
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- VDescripciénrquimfca:

En el estudio de plantas medicinales es de summa importancia conocer los grupos
quimicos que las componen para poder saber cuiles son los principios activos de las
mismas. Dentro de los productos naturales mas estudiados en las plantas medicinales se
encuentran los alcaloides, los terpenoides, los flavonoides, etc., productos del metabolismo
secundario de la planta, sintetizados a partir de los metabolitos primarios de ésta como

aminoacidos, monosacaridos, lipidos, etc. (Gros er a/., 1985).

Los alcaloides constituyen un grupo heterogénco de bases nitrogenadas que se
encuentran formando anillos heterociclicos, algunos de estos compuestos presentes en
vegetales tienen actividad fanmacoldgica, se les puede encontrar en lhojas, semillas, raices y
corteza dependiendo de la familia (Gros ¢r al., 1985), ademas de relacionarlos con la
proteccion del vegetal ante los depredadores como insectos v herbivoros (Raven ¢r alf..

1999).

Los compuestos fenolicos abarcan un amplio rango de sustancias vegetales, tienden
a ser solubles en agua v la mayoria se encuentran frecuentemente combinados con un
azicar como glicdsidos, usualmente estian localizados en la vacuola celular (Harborne,
1984). Dentro de los grupos fendlicos naturales con estructura conocida se encuentran los
flavonoides que son pigmentos vegetales con un esqueleto carbonado, los cuales pueden
estar libres o como glicosidos, estos ultimos contribuyen a darle color a la flor, fruto y hoja:

mientras que las agliconas son mas frecuentes en tejidos leflosos (Dominguez, 1973).

Los diferentes tipos de flavonoides se pueden identificar mediante reacciones
coloridas y propiedades de solubilidad; los extractos muestran variaciones al adicionarles
un alcali, las flavonas y flavonoles se ponen amarillos, las flavonas e isoflavonas viran a
diversos tonos de rojo, las chalconas a parpura rojizo, los flavonoles a café-anaranjado y las
antocianinas a azul (Dominguez, 1973). De igual forma varios grupos imponanfes de.

materiales poliméricos en las plantas como las ligninas, melaninas y taninos: son




pohfenohcos y ocasnonalmente las unidades fenéhcas se encuenlran en protema alcalotdes

y entre los terpenotdes (Harbome, 1984).

:-Por-otro . lado, los terpenos estan entre los grupos. qmmlcos m s amphamcme

vdISll’lbuldOS y diversos ‘de los productos naturales, tienen un rasgo sxmple que Ios umf'ca g

3 por el cual eslan definidos y pueden ser facilmente clasﬁ'cad s, Testan. formados por

: ‘umdadcs de alcohol isopentenitico (Kaufinan er al., 1999)

S Debldo a la dificil ubicacion taxonémica y a la escasa mformac:on referenlc a
'I’llyllonoma Iaucmpn se revisaron estudios quimicos a mvel de las familias dentro de las

cuales'es ublcada, encontrando Gnicamente analisis quimicos para la familia Saxifragaccae.

En la familia Saxifragacecae se han hecho evidentes la presencia de polifenoles,
cumarinas ¢ isocumarinas asi como de saponinas que han sido de gran utilidad para
clasificar taxonomicamente algunos géneros, tal es el caso de Suxifraga; también han sido

aislados triterpenos y glucosidos como la asperulina y loganina (Hegnauer, 1973).

En cuanto a aceites escenciales, se ha descubierto que en la familia Saxifragaceae la
produccion es casi nula y solo se presenta en algunas especies de la subfamilia
Escallonideae, al igual que los glicosidos cianogénicos que solo s¢ hacen presentes en un
namero reducido de especies, mientras que los alcaloides solo han sido estudiados en los

géneros Drichroa e Hydrange (Hegnauer, 1973).



DELA

'IL- GENERALIDADES.

e Inflamacidn:

LLos productos de origen natural, presentan estructuras fannacyblégicas' interesantes
que pueden proporcionar nuevos agentes antiinflamatorios (Paya er al., 1996), como
Decatropis bicolor que presenta propiedades antibacterianas y antiinflamatorias que han

sido comprobadas quimicamente (Garcia-Argdaez ¢r al., 2000).

La inflamaciéon es una reaccion de defensa del organismo ocasionada por diversos
factores como lesiones por golpes, por microorganismos como bacterias, virus o parasitos,
que actuan generalmente por sus toxinas (especialmente las bacterias) y los agentes
irritantes, sobre todo sustancias quimicas, radiaciones térmicas, rayos ultravioleta o
emanaciones radiactivas. L.os sintomas que se presentan cuando hay inflamacion son rubor,

calor, dolor y edema (Vane ¢r al., 1998).

Aunque la inflamacion es un proceso defensivo, protector y localizador de los
factores patégenos, como. todo mecanismo de defensa puede dispararse e ir mas alla -y
transformarse en un proceso’ perjudicial que es necesario frenar, esto se logra con los

antiinflamatorios capaces de inhibirla (Vane er a/., 1998).

EEs posible evaluar sustancias antiinflamatorias sintéticas o provenientes de plantas
medicinales de uso tradicional experimentalmente por medio de agentes promotores de la

inflamacion (Vanc et al., 1998).

Entre los diferentes métodos experimentales que penmiten un mayor entendimiento
sobre ¢l proceso inflamatorio se encuentra el modelo del TPA (12-O-tetradecanoylphorbol
12-acetato), un agente promotor de tumores ampliamente usado como agente de inflamacion

cutaneo en experimentos con animales (Rao er al., 1993).



St D I priactica del modelo del TPA en oreja de raton es ampliamente usado ya que
zideinés de su facil realizacion, se obtienen resultados eficaces y casi inmediatos; se practica
para conocer la actividad antiinflamatoria que presentan los productos de origen natural,
este disefio puede proveer alternativas para los agentes comunes terapéuticos o puede ser
usado para establecer los mecanismos de control del proceso inflamatorio a nivel celular y

molecular (Paya et al., 1996).

Estudios comparativos realizados entre agentes inductores de la inflamacion a nivel
tépico. como el acido araquidénico y ¢l TPA han demostrado que; el TPA induce una

respuesta inflamatoria mas potente y de mayor duracion (Rao er al., 1993).

Con base en ¢l modelo dec TPA en oreja de ratdn, se han realizado experimentos de
la actividad antiinflamatoria de Endospermum diadenum, una planta empleada en la
medicina tradicional de Tailandia, encontrando que el TPA aplicado a la oreja de raton
induce . la permeabilidad vascular y el flujo celular asociado al edema, mismo que sec ve

inhibido al aplicar tépicamente dosis de Endospermum diadenum (Paya et al., 1996).

Aunque hay una gran cantidad de investigaciones sobre el TPA como estimulante
inflamatorio, no hay consenso en la literatura sobre la naturaleza de los mediadores

“responsables de la inflamacion inducida por ¢l mismo (Rao ¢ a/., 1993).

- De ‘acuerdo con las propiedades medicinales que se le atribuyven a Phyllonoma
laticuspis, esperamos tener resultados positivos en cuanto a la inhibicion del proceso

inflamatorio al ser evaluada frente al modelo del TPA en oreja de ratén.




e Bacteria
Las bactc'riasv., son’ organismos procariontes de vida libre, con una variedad de

tamaifios, forjxﬁés v arrcglos que ayudan a su identificacion y clasiﬁcacién (Lim, 1998).

De acuerdo a la estructura de Ia pared celular que presentan las bacterias pueden ser

‘Gram negatfvas‘d Gram positivas (Ingraham er al., 2000).

La clasificacién Gram se debe a Christian Gram, que desarrollé en 1884, un tipo de
tincién para distinguir a los diferentes grupos de bacterias, posteriormente se determind que
dicha clasificacién se basa en la composicion de la pared celular, es decir; las Gram
negativas presentan una pared celular mas delgada que contiene poco péptidoglicano (3-10
%) que le confiere forma a la pared bacteriana (Tortora ¢t af., 1998). Su membrana externa
contience en el interior una capa bilipidica compuesta principalmente de lipopolisacaridos
(LLPS), un 40 2% dc la superficie total de la célula esta conformada por LPS y por

tfosfolipidos (Ingraham ¢r al., 2000).

EEn tanto que las Gram positivas cuya pared es relativamente gruesa, tiene un mayor
contenido de péptidoglicano (20-28 %) de tal forma que al aplicar la tincién Gram la pared
se tife de diferente manera, dando una coloracion rosa o rojo a las llamadas Gram negativas

(Usscherichia coli) y violeta a las Gram positivas (Bacillus subtilis) (Tortora ¢t al., 1998).

Durante la dccoloracion con alcohol en tincion Gram, la capa gruesa de
péptidoglicano en las bacterias Gram positivas se deshidrata; esta deshidratacion causa que
el complejo cristal violeta-iodina formado durante los pasos iniciales de la tincion Gram
permanezca atrapado dentro de la célula: el resultado es una célula teiiida de violeta

(Bacillus subtilis) (Lim, 1998).

Por otro lado la capa delgada de péptidoglicano de las Gram negativas no retiene
tan efectivamente el complejo cristal violeta-iodina durante la decoloracién (Lim, 1998). Se

ha sugerido que los lipidos de la pared ceclular son extraidos durante el paso de



decoloracion, incrementando la penneabilidad de la pared en ambos casos la celula Gram :
negativa la cudl no ha retenido la tincion primaria, es contrateﬁlda con el colordnle ro_lo

safranina (fZscherichia coli) (Lim, 1998).

Para realizar mejor el estudio ¢ identificacion rapida y precisa de  los
microorganismos, se efectia su aisluniento en cultivos puros que se basan en el
conocimiento de los requerimientos de crecimiento, los rasgos de crecimiento visibles
(colonias), morfologia microscépica, reacciones tintoriales, caracteristicas bioquimicas,

patogenicidad, etc. (Joklik er al., 1986).

Por esta razén, se emplean técnicas de cultivo selectivo con el objeto de establecer
un medio ambiente en el que el microorganismo patégeno tenga una ventaja de
supervivencia, cstos medios selectivos son de pH, fuerza ionica o composicion quimica
especificos, que contengan inhibidores, o que carezcan de nutrientes para todos los

microorganismos, excepto el que se quiere estudiar (Joklik et al., 1986).

El agar azul de metileno cosina de Levine (EMB) es un medio selectivo diferencial
usado para distinguir entre los organismos fermentadores de lactosa ¥ los no fermentadores
de lactosa, contiene el colorante eosina y el azul de metileno, el cual inhibe a la mayoria de

las bacterias Gram positivas.

Las bacterias que vigorosamente fermentan lactosa producen  colonias: con. un

caracteristico color verde metalico brillante como £. coli, causado por la acumulacion de

cosina y azul de metileno en las colonias a pH dcido (Lim, 1998).

Escherichia coli: es una bacteria Gram negativa que habita en el amblentc y.en elv
colon de mamiferos; causa enfermedades en el humano como diarrea ] mfeccxones en el
tracto urinario, es meséfila, es decir, prefiere las temperaturas ‘moderadas _crcc:endo
favorablemente a temperaturas de 37 ° C, por ser un organismo‘énaerébicb facultativo
puede desarrollarse en medios con la presencia o ausencia de Oz; tiene la habilidad de usar

la lactosa (azicar de la leche) para mantener su crecimiento, creciendo favorablemente en



medios nutrmvos como. el EMB formando colomas hsas de color verde metallco es cl,
ebldo a su rapldo

‘or&,amsmo umcelular usado con mayor - frecuencia - en hboraxono

crecimiento en un snmple medio nutritivo y a la vasta mfomnclon que se uene acerca del
N -000) 3

mismo es facil de estudiar y aprender mas sobre ¢l (lngraham et ql

En un estudio realizado a veintinueve plantas medicinales ‘de. Trinidad y Tobago

frente a seis tipos de bacterias, entre ellas £. coli, se obtuvieron resultados positivos al
cemplear el método de dilucion por estria, ya que cinco de .las.especies de plantas

presentaron un efecto inhibidor frente a . coli (Chariandy er al., 1999).

Bacillus subtilis: es una bacteria quimiolitotréfica que habita en el suelo, este tipo
de bacterias necesitan de sustratos ricos en hidrogeno, azufre y nitrogeno (Joklik er al.
1986). Estos organismos pueden crecer en medios de cultivo complejos, hechos de
extractos de materias naturales, carne, caseina, levaduras, etc., uno de los medios complejos
especificos es el caldo nutritivo, probablemente el medio complejo mas frecuentemente
usado que cuando es solidificado con agar es llamado agar nutritivo, este medio mantiene el

ripido crecimiento de la mayoria de los microorganismos (Ingraham et af., 2000).

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que bien puede crecer en agar
nutritivo formando colonias rugosas de color blanquecino, sin embargo, al ser privada de
nutrientes ‘es capaz de formar endosporas en un lapso de 8 horas; la endospora es una
estructura de proteccioén resistente al estrés ambiental como calor, radiacidén ultravioleta.
desinfectantes quimicos, desecacion, etc. (Murray ¢ al., 1999). B. Subtilis es una bacieria
aerobica, la temperatura optima para su crecimiento es de 40 ° C; produce enfermedades en
las vias respiratorias como ncumonia, cancer de pecho, infecciones ventriculares, cte.

(Murray et al., 1999).

Antibidticos: los antibidticos o agentes tef’épéulicos tienen como propiedad
fundamental la toxicidad selectiv&lya‘quc' ‘estos ‘deben - inhibir o destruir al patégeno sin

daifiar al huésped.




El ‘uniiﬂiiétel;épéﬁucar ideal es aquel que tiene efecto bactericida mas que
bacteriostatico; los agentes bactericidas dan muerte a los microorganismos contra los
cuales se emplean, mientras que los agentes bacteriostaticos no matan pero previenen el
crecimiento, ¢s decir,  ejercen solamente un efecto inhibitorio y se apoyan en el mecanismo
de defensa celulares y humorales del huésped con objeto de obtener la erradicacién final de

la infeccién (Joklik er al., 1986).

Algunas  especies de Bacillus son de considerable importancia debido a que

producen antibiéticos como la bacitracina o la gramicidina (Prescott ¢r al., 1999).

Las sustancias naturales también pueden inhibir dircctamente el crecimiento
microbiano en ambientes bajos en nutrientes. Esos agentes incluyen compucstos fenolicos,
taninos, amonio, etileno, ectc.; la presencia de tales compuestos pueden gencrar el fenomeno

de bacteriostasis que afecta a las bactenias (Prescott ¢t al., 1999).
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HIPOTESIS

* Si en la comunidad Carrizal de Bravo el consumo de Pinllonoma latcuspis por
medio de infusion se utiliza en la desinfeccion y cicatrizacion de héridas, entonces se
esperaria que .en las pruebas bioldgicas presenten actividad los extractos de mayor
polaridad.




OBIJETIVO GENERAL

* Realizar un andlisis quimico y biologico de la parte foliar de Phyllonoma
laticuspis (“*encamadora™), con la finalidad de evaluar las propiedades que se le confieren

en la medicina tradicional en la localidad de Carrizal de Bravo, Guerrero.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Conocer el hibitat en donde se desarrolla esta especie asi como recolectar

muestras y recopilar datos etnobotanicos con personas de la comunidad.

* Realizar extractos selectivos de hoja seca y molida de I’hyl/é)noma laticuspis.

* Reahmr prucbaﬁ ant nﬂamatonas de los utrac(os en base al modelo dcl TPA en

oreja de ratén pam dcu.rmmax <.I potencml dc los mxsmos 'mle una rcspucsta inflamatoria.

* Valorar la rupue:ta de lo< e!tmctoﬁ f'rcme a una bac(cna Gram positiva Bacillus

subtilis, y una Gram negativa L\c/u:rlchm coli.

* Evaluar el perfil de cada e‘(lracto por mcdlo de cromalo!,raf'l en capa fina

probando cluyentes de dlfcrentes polandadcs

b Llcvar a . cabo prucbas cromoge'nicas ;'dc pl‘eClpllaClOn para detcnmnar la

pre;encm de g,rupos de metabolnos secundanos en los t,\tractos
* Fraccionamiento de los extractos obtenidos para la s'eparacién de compuestos.

* Contribuir al conocimiento que se tiene de Phyvilonoma laticuspis para que exista

un mejor aprovechainiento de este recurso.

FALLA DE ORIGEN




METODO
e . Recolecta y procesado d(é Ia ni‘ucsfra‘:

En la localidad Carrizal-de Bravo en el estado de Guerrero. México, se realizé la
rccélccta del material botanico (rhmaé y hajas) de Phyllonoma luticuspis, éste se conservd
en una prensa botanica con papel seccante para favorecer la pérdida de agua y evitar la

' contaminacion por parte de hongos; posteriormente se llevo a cabo el secado de la muestra

durante 48 h en una camara de desecacién a 34 ° C.

Debido a que la hoja es la unica parte de Phyllonoma laticuspis empleada en
tratmmientos medicinales en la localidad antes mencionada, se realizo la separacion de hojas
y ramas, s¢ pesaron en una balanza analitica (OHAUS AS120) 322 g peso seco de hojas,
enseguida s¢ molicron para someterlos a extraccion selectiva, extraccion directa ¢ infusion,

y llevar a cabo las pruebas biologicas ¥ quimicas correspondientes (Diagrama 1).

e Extractos:

Las extracciones selectivas se efectuaron con 300 g de hoja seca molida en una
aparato de soxhlet empleando disolventes de diferente polaridad: hexano, AcOEt, MeOH'y
HzO. tres veces durante ocho horas continuas (Diagrama [1-V). El disolvente se cli}hiné al

vacio en un rotaevaporador Biichi No. 137884, para obtener los extractos secos.

A 20 g de hoja seca molida se le realizé directamente una extraccion acuosa, tres
veces durante ocho horas continuas, en un aparato soxhlet. Por otro lado se obtuvo una
infusion qué se prepard siguiendo el método tradicional de la comunidad; a 250 mli de agua
hirviendo se le adicionaron 2 gramos de hoja seca entera y se retiraron después de un
periodo de tres minutos dentro de el agua (Diagrama V). En el caso de los extractos
acuosos e infusion, el agua se climind en una liofilizadora Heto Type FD3 No. 467552-E,

para obtener el extracto seco.




A cada uno de los extractos obtemdos sc les realizaron pruebas biologicas para
fraccnonar en sus componentes a aquellos que presentaran actividad y evaluar a éstos en un

analisis quimico.-

El fraccxonamlemo se realiz6 de la siguiente manera, de los extractos dc ALOE( y
MeOH  se tomaron dos terceras partes del peso total del cxlrac(o para frdcclondr por
solubilidad. E! extracto hexidnico no se somello a estc procc o debldo a quc formaba un
precipitado durante la extraccién y cnfnam:emq Debldo a que el consumo tradncnonal dt. la

encamadora cs a base de agua, a los extractos acuo<os c mfuslon tampoco se Ies fr'lcmono

En algunos casos se rccnstahzo para oblcner compuestos puros y a las muestras dc

consistencia sdlida se les tomo c] pumo de fus:én en un ap'iralo Flsher-.'ohns.

Pese a que pnmcro se. obtuv:eron Ios exlracloﬁ v posterlormcnte las fraccxones en

metodologia y en rcsullados se reponaron Juntos para una mcjor visualizacion de datos.

« ' Prucbas de solubilidad: -

Se efectuaron pruebas de solubilidad a los extractos y sus fracciones con disolventes
de diversas poiari‘dadcs iniciando de menor a mayor. polaridad :hexano, AcOEL, MeOH,
CHCl3.y -H20.. Se probo la: solubilidad de cada muestra a temperatura ambiente y en
ebullicion para conocer el disolvente que seria empleado en posteriores pruebas y obtener

una completa disolucion de la muestra.
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e Prucbas antiinflamatorias:
En el Instituto de  Quimica de Ia UNAMm), se realizaron las pruebas
antiinflamatorias siguiendo el modelo del TPA en oreja de ratén a todos los extractos

obtenidos para conocer su respuesta ante la presencia de una inflamacion.

Estas prucbas se lnclcron en” scnc de cinco para cada extracto utllmmdc ratones

machos albinos de la cepa CcD- l con pesos que oscilaban entre los 20 y los 25 e

Los cﬂractbs hé, 'mlco de acetato de etilo y metandlico se dlsol\neron en.DMSO al

10 % + Twec.n 80 Menlcelulosa al 40 % como vehiculos cn una proporcxon 1 :3, micntras

'quc los ettmclos acuosos selectivo y directo, ¢ infusion fueron dmueltos en agua. .

La cnnudad empleada por extracto fue dc 31 m{, l ku"como controles se usaron
DMSO 14.63 mg / kg para los extractos organicos, y ';olucuSn <dhna 14.43 mg / kg para los

cxtractos a base de agua.

A los ratones anestesiados, s¢ les suministro la muc:stré via intraperitoneal, se esperd
30 minutos para que la absorcion se llevara abcyabro; pésteﬁdnnenle se aplicaron 10 ul de
TPA + EtOH como vehiculo distribuidos en la cara intema y externa de una de las orcjas
(orcja tratada), mnientras quc a la orcja contraria se ch édministraron 10 ul de EtOH (orcja
control) distribuidos en ambas caras de la misma, en émbos casos se realizé via tépica con

la ayuda de una microjeringa.

L.a inflamacion se presenta en un periodo aproximado de 4 h, pasado este tiempo los
ratones fueron sacrificados por dislocacion, enseguida se obtuvo la muestra de la orcja
tratada y la orgja control con la ayuda de un sacabocados de 9 mimn de diametro, se tomé el
peso de dichas porciones y por diferencia de peso se determiné la respuesta antiinflamatoria

de los extractos.
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El porcentaje de inhibicion del edcina se calculd con la ecuacion:
% de Inhibicion = 100 - (T g/ C g x 100) donde: :
T g : Peso de la oreja tratada en gramos.

C g : Peso de la oregja control en gramos (Garcia-Argé:éz et al., 2000).

(1): Las pmebaS antiinfl. ias fueron realizadas en el Instituto de Quimica de la UNAM por la
"~ "M. en C. Teresa O. Ramirez Apan. h ; . ’ S .
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* Prucbas angibaétcrianas:

" Los ensayos con bacterias se realizaron en la Facultad de Quimica de la UNAMay,
todo el procedimiento se llevd a cabo bajo condiciones estériles dentro de una campana de
'ﬂujo laminar cén instrumental, soluciones y medios nutritivos previamente esterilizados
.para evnar cualquler tipo de contaminacion, ademias de realizar prucbas de esterilidad

prev:as ala rcahzamon de los bioensayos.

Las cepas (£, coli ATCC 9202; B. subiilis ATCC 6633) fueron proporcionadas por

el ccpano de'la Facultad de Quimica de la UNAM. Se tomo dlrec(ameme una muestra para

reahzar tinciones Gram y observar morfologia, Gram y purcza de las cepas; se emple6
< tmcnon—de‘espo‘ra para Bacillus subtilis con la fi na}ndad de conocer el estado en que se
encontraba la cepa, las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio éptico con un

. 'au‘memo de 100 x (Anexos 2-3, método de tinciones).”

Se efcctuaron siembras en tubo de ensayo con medio nutritivo inclinado en serie de
tres para cada bacteria por el método de estria continua, utilizando medio selectivo EMB
para [5. coli y apar nutritivo para B. subtilis, se incubaron 24 h a 37 °© C (Anexo 4,

preparacion de medios).

El resultado de esta siembra fue observada de nuevo al microscopio para observar la
pureza de la cepa. Se resembrd nuevamente por el método de estria continua en tubos con
medio inclinado en serie de cinco para cada bacteria, empleando para ambos casos agar

nutritivo e incubando por 48 h a 37 ° C con el objeto de obtener la mayor biomasa posible,

Se resuspendieron las bacterias con 10 ml de solucién salina al 0.85 %, se probaron

_ diferentes diluciones para conocer la densidad de bacterias en la que se obtenia una mejor
respuesta. Esto se realizo tomando lecturas de transmitancia (% T) en un espectrofotometro
modelo Spectronic 21 D hasta encontrar que, al 25 % T en una dilucion ptima de 1:3.5 se
tiene una densidad de bacterias presentes en el medio, que dan una respuesta efectiva y

- clara de inhibiciéon.

27



Las pruebas anubactenanas se llevaron a cabo en 10 placas microbioldgicas de 20,
cm de ancho x 20 cm de largo y una altura de 5 cm con tapa, utilizando 640 ml de agar’
numuvo por c_a_la; estas pruebas se efectuaron a jos extractos y sus fracciones, cada uno de
los cudles se impregné en discos Schleicher and Schuell # 740-E tamaio 2 IN de papel
filtro, de 7 mm de diametro y capacidad de 25 pul aplicando las concentraciones siguientes

para cada extracto y fraccion: [0.5] mg, [1.0] mg, {1.5] mg, [2.0] mg y [2.5] mg.

Como controles se emplearon los disolventes: hexano, AcOEt, MeOH, CHCls y
H20 de acuerdo con la solubilidad de cada muestra. Los discos se impregnaron con 25 pl
de cada muestra 24 h antes de realizar los bioensayos para que se evaporara el disolvente
almacendndolos ¢n el interior de cajas petri cerradas. Cada control se colocé en el interior

de la placa correspondiente.

Como control farmacéutico sc utilizd ampicilina clave 1929, 500 mg Sector Salud,

‘en diferentes concentraciones: [0.005] mg, [0.01] mg, [0.02] mg, {0.04] mg, [0.08) mg.

Se"realizaron ehsayos con las diferentes concentraciones de ampicilina en - placas
“‘microbiolégicas,- haciendo ‘un total de. 10 pruebas para estandarizar la respuesta . de
: i'nhibicic'm.'Se obtuvo un promedio por cada concentracién y por falta de espacio solo se
colocé la concentracion mis baja y la mas alta de ampicilina al llevar a cabo las pruebas
antibacterianas con.los extractos y fracciones. Las placas se incubaron 24-h a 37 ° C, las

lecturas de los resultados se realizaron a las 24 h, 30 hy 36 h,

(2): Las pruebas bacterianas fueron realizadas en la Faculuad de Qulmlca de Ia U'NAM bajo la supervision de
la Q. F. B. Norma Trejo Medina. .
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. Placas ci'omgtogréﬁ'gas en capa fina:

Para las prucbas en placa se pesaron 2 mg de cada extracto o fraccion y se

,dlsolweron dc acuerd su solubllldad, en 0.5 ml de disolvente. De esta solucion se tomo
una muestra

: (cromatoplacas de sihcc MERCK 60 F254).

apllar para realizar la aplicacion sobre la placa cromatografica

”Se probaron dlversos cluyentes de diferente polaridad hasta obtener aquel que nos

N dlcra una me_|or resolumén de las manchas.

Como revclador de las placas cromatogrificas se cmpled sulfato cérico y las
obscrvacloncs se hicieron en una lampara UV (camara de luz ultravioleta Spectroline CX-
20) debido a que la deteccién con radiacién UV es un procedimiento rapido y preciso para

visualizar las substancias separadas (Bauer, 1991).

* Pruebas cromogénicas cn placa cromatografica:

Se desarrollaron pruebas cromogénicas en placas de cromatografia en capa fina a
los extractos y a sus fracciones, estas pruebas fueron realizadas con la finalidad de
caracterizar los grupos de metabolitos secundarios presentes. Se realizé una solucién de 2
mg de muestra disuelta en 0.5 ml de disolvente, se tomé con un capilar parte de la solucién
y se aplicd en la placa para llevar a cabo ¢l corrimiento de la misma con el eluyente
correspondiente, revelando cada una de ellas con los siguientes reveladores: Dragendorfl’
para deteccion de alcaloides, FeCls para fenoles, Liebermann-Burchard para esteroides,
anisaldehido para azicares, esteroides y terpenos, ZnCl: para sapogeninas y esteroides,

AICIs para flavonoides (Anexo 1, reveladores).

Las placas después de ser impregnadas por el revelador, se sometieron a calor en
una plancha térmica Sybron / Thermolyne Type 1900 model HP-A1915B; observando
como respuesta positiva fluorescencia bajo luz UV a 365 nm o dando un aspecto colorido a

1a muestra para evidenciar la presencia del grupo quimico correspondiente.
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. ‘Plfucbas cromogénica y de precipitacién en tubo de ensayo:

Se recalizaron prucbas en tubo, empleando para cada una 5 mg dc muestra disuclta
en 1 ml de disolvente. Los disolventes que se utilizaron fueron de acuerdo con la
solubilidad de cada extracto o fraccién, a excepcién de aquellos que en su reactivo

requirieran de HCI, para estos se utilizé como disolvente HCI diluido.

Los ensayos realizados fucron para detectar: glicésidos, alcaloides, flavonoides ',
terpenos, fenoles y taninos empleando los siguientes reactivos: Mdlish para la deteccién Vde:
glicosidos, Zn / HCI para flavonoides, FeCl: para fenoles, gelatina sal - para prixéba
cualitativa de taninos (fenoles) y Liebermann-Burchard para lerpenoﬁ; par:_a ‘lafpmeba de.

alcaloides se empled DragendorfT y dcido silicotingstico (Anexo 1, reactivds),‘ S
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Diagrama I. Dlagrama de ﬂu_jo pararel anahsxs blologlco y qmmlco de la
Iamma foliar de Phyllonoma IaIlCuSpls
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Diagrama Il Extracto Hexanico

Pp: Precipitado

[ Extracto hexanico ]

=
Filtrar Pp formado a
* temperatura ambiente

|

Solucion
hexdanica

. . .
|- Peso seco ' - A Rotacvaporar y registrar -
| : I [ Perfil croma}ograﬁco ] [ PESO S6CO S

Pp hexdnico

Delénninar
. punto de -
- “fusién™
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Diagrama I11. Extracto de acetato de etilo
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Diagrama IV. Extracto metandlico
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Diagrama V. Extracto acuoso selectivo, directo e infusion
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RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo se dividié ‘c\:n dos partes, la primera tuvo por objeto la preparacién de
extractos y el anahs:s de su acuvxdad antiinflamatoria y antibacteriana, propledadcs que
ayudan en la clcamzac:on de heridas al desinflamar la zona y mantenerla libre de
gérmenes La segunda parte-se orientd al analisis preliminar de los ext.raclos realuando la

separaclén de sus productos en base a su solubilidad.

e Extractos:

Para cl extracto hexanico se obtuvo la fraccién soluble en hexano con un perfl
; cromato&.raf'co que reveld sietc manchas en capa  fina  empleando’ como eluyenle
hex:AcOEt 6:4 y como revelador sulfato cérico, ademas de un precipitado color beige que
se formoé desde el momento de la extraccidon hasta el enfriamiento del extracto, tuvo una
apariencia de polvo fino y un punto de fusion de 219-220 ° C. En placa fina reveld una sola

mancha utilizando de eluyente hex:AcOEt 5:5 y sulfato cérico como revelador.

Del fraccionamicento del extracto de AcOEt, se obtuvieron dos precipitados: el Pp 1
del lavado con AcOEt y hexano de grano mediano, con un punto de fusién de 228-230° C
que revelo una sola mancha en capa delgada y el Pp 2 de grano fino con punto de fusién de
140 ° C y una mancha ¢n placa fina después de recristalizar, ademas de una parte soluble en
hexano con cuatro manchas y el residuo del extracto de AcOEt con dos manchas. Las

muestras se corrieron con eluyente hex:AcOEt 5:5 y se revelaron con sulfato cérico.

Del fraccionamiento del extracto metandlico se obtuvieron dos precipitados: el 'Pp ..
del lavado con MeOH:AcOEt 1:1 un polvo fino que no fundio hasta llegar a la temperatura
maxima de 290 ° C y que en placa delgada presenta cinco manchas al eluir con
BuOH:acético:H20 5:1:4 y revelar con sulfato cérico, el Pp 2 del lavado con AcQEt de
consistencia sdlida fina, altamente higroscopico que funde a 90-94 ° C y que en placa
delgada muestra dos manchas, ademas de una parte soluble en AcOEt que revela una

mancha y el residuo del extracto MeOH que presenté dos manchas en perfil cromatografico
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' rcvelador

Por -otro’ lado los extractos acuosos selecuvo Y. dxrecto dé color caramelo,

presentaron. una conﬂlstcncxa sohda de uan ] grueso poroso En’ perf' il cromatograf ico sc
rc.velando 3 y 4 manchas respecnvameme

-corrieron con BuOH: accuco H*O 5

De'la mfusuSn se obtuvo un grano Fno de color amanllo-verdo:o quc cn placa

revelé tres manchas, cl cluyenle uuluado fue BuOH acético:H20 5:1:4.

La tabla I muestra los pesos secos de los extractos antes de su fraccionamiento a
excepcion del extracto hexanico que fue pesado después de la formacion de su Pp. De los.
extractos selectivos, ¢l extracto hexanico fue el que menor peso presentéd 3.2616 g, el
extracto metanélico registro el mayor peso con 41.9689 g, por lo que es en esta polaridad a
donde se extrae un mayor nimero de compuestos. Este mismo resultado se refleja en la

tabla 11 que indica los pesos de las fracciones obtenidas para los extractos selectivos.

Los extractos de AcOEt ¥y MeOH fonnaron dos precipitados al ser fraccionados. a el
hexanico no se le realizo fraccionamiento ya que formaba un precipitado desde el proceso

de extraccion hasta el enfriamiento.



Tabla 1. Peso de los extractos realizados a la lamina foliar de Phyllonoma laticuspis.

E X T’ R A CT OS PESO (g)
Hexz}r}O ‘ 3.2616
AcOﬁt . 6.0638
McOH 41.9689

Acuosos selectivo 26.2493

Acuoso directo 4.7152
Infusion 0.25

Nota: El extracto hexanico se fracciona desde el proceso de extraccion formando un

Pp, por lo que su peso se registré después de formado el mismo.




Tnbla IL Pcso dc las fracclones denvadas dcl fracclonamlcnto de los cxtr.lctos R

selectivos de hoja de I’hy[lonoma Iallcmpls*

FRACCI(?]I; gg;l:i:)(()TRACTO PESO ()
Pp 0.2803
FRACCIONES DEL EXTRACTO DE
AcOEt PESO (g)
Ppl 1.2
Pp2 1.2864
Residuo del extracto de AcOEt 0.7
FRACCll?‘l:;l’i-il;glil%‘(;l‘l{,\C1'0 PESO (g)
Pp i 7.2871
Pp2 14.355
Residuo del extracto de MeOH 6.3371




= - Prucbas dc‘so.l‘ubn ‘ida‘d’:/A :

El primer paso “para” efectuar el analisis - de 'los extractos ‘fue “determinar su

solubilidad. La tabla III indica los diferentes disolventes que se probaron‘ para los extractos

y fracciones asi como la solubilidad que presentaron a temperatura ambiente y ebullicion.

Los asteriscos indican el disolvente ideal, mismo que fue empleado en todas las pruebas

realizadas a excepcion de

las antiinflamatorias e¢n

donde se utilizaron disolventes

especificos mencionados en el apartado del método de las mismas.

Tabla IIl. Pruchas de solubilidad de los extractos y fracciones.

Extractos
y fracciones

Hexano AcOEt

McOH

E1OH

CHCls

Ta E Ta E

Ta

E

Ta

Ta

E

Pp hexdnico

*

++

IExt. de Hexano

+et

+++

Pp 1l de
AcOEL

+4+

__Pp2de AcOEL_|_

Ext. de AcOEt

Pp !l de
McOH

Pp 2 de
McOH

++

-

+ ++

Ext. de MeOH

ot

+eA

Acuoso selectivo

Acuoso directo

bt

Ta: Temperatura ambiente
E: Ebullicién

_: Insoluble

+: Escasamente soluble
++: Soluble

+-+—+: Muy soluble
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® Pruebas antiinflamatorias:

En ratones de la cepa CD-1 proporcionada por el Instituto de Quimica de la UNAM,

se hicicron las prucbas antiinflamatorias midiendo el porcentaje de inhibicién del edema
causado en la oreja por administracion del TPA. Las pruebas se llevaron a cabo con los

extractos organicos enteros y el extracto acuoso preparado en tres formas diferentes para

ver la influencia de éstas sobre la extraccion de compuestos: la extraccion selectiva, que

finalizo con el extracto acuoso, un segundo extracto realizado directamente sobre la planta

y la infusion, preparada del mismo modo ¢n que lo hacen ¢n la comunidad estudiada.

La tabla 1V indica el porcentaje de inhibician del edema inducido con TPA en oreja
de raion; el porcentaje de inhibicion de cada extracto esta dado en relacion a los controles

cmpleados (ver pie de tabla).

LLos extractos que mostraroh.una mayor respuesta ante la presencia de un edema
fucron los de metanol y acetato con 29.18 % y 25.64 % respectivamente por lo que en cstos
extractos probablemente cl compuesto activo .contra: ¢l.'edema se encuentra en mayor

concentracion,

En cuanto a los extractos acuosos, la infusion presentd mayor actividad en la
inhibicion del edema. El extracto acuoso directo al parecer-incrementa la inflamacion,
posiblemente en este método de extraccion—se extrae un ‘compuesto que’ favorece la

inflamacién incrementandola.

41




Tabla IV. Actividad antiinflamatoria de los extractos de hoja de I’hyllonoma laticuspis.

EXTRACTO Porcentaje de inhibicién del edema
(31 mg/Kp) (%0)
Hexano* 17.00
AcOFt* 25.64
MeOH* 29.18 '
Acuoso selectivo** 0.82 :
Acuoso directo** -1.80 !
Infusion** 9.45
!
Controles:
*: DMSO

** : Solucion salina

El mejor resultado se obtuvo con el extracto metandlico y de los acuosos, con la

infusiéon.
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o - Pruebas antibacterianas: .

Las pruebas antibacterianas se realizaron a los extractos enteros y a sus fracciones
frente a dos tipos-de bacterias, una Gram ncgativa (Zscherichia coli) y una Gram positiva
(Bacillus

no se presentaron cambios cn el maximo de inhibicion observada.

-ub((li.s)." Los resultados observados se registraron a las 24 h ya que a las 30 y 36 h

Los extractos de AcOEt y MeOH asi como sus fracciones fueron los que
‘prescnmron mayor actividad frente a 8. Subtilis, ya quc los extractos acuosos sclectivo y
directo, no dieron respuesta. Por otro lado, la infusion si mostré propiedades antibacterianas
con los dos tipos de bacterias, siendo la Onica en presentar actividad frente a /2. coli a partir
de altas concentraciones (tablas V y V1), csto nos hace suponer que en los métodos de
extraccion utilizados para los extractos acuosos selectivo ¥ directo no se extrae algun
compuesto que evidentemente si se extrae por ¢l método de infusion, o quizds se encuentre
en menor proporcion que en la infusion, de ahi que ésta sea activa al probar frente a los dos

tipos de bactenas.

La nula respuesta de algunos extractos y fracciones en las pruebas antibacterianas
puede deberse a que la concentracion en que se encontraban era baja. o los compuestos con

potencial antibacteriano no s¢ encuentran presentes on estos.



'*Esclleric?:ia coli:”
La tabla siguiente indica que solo la infusion presentd actividad frente a k. coli de

tipo bacteriostatica a concentraciones altas.

Tabla V. Pruebas antibacterianas E. coli (lectura a las 24:00 h)

Miligramos (mg)
EXTRACTO FRACCION [0.5] [1.0] {1.5] [2.0] [2.5]

Hexanico Extracto _ _ _ _

Pp Hexanico _ _ —

Ppl - _ _ -

2
AcOEt Pp2 Lo . __ _ -

Extracto
entero T . IO

Ppl

MeOH Pp2 . - ~ } 3
Extracto
fraccionado o
Extracto
entero

Selectivo
Acuoso _ = . _ _

Directo

Infusioén Infusion _ R _ 2 10

_: Sin respuesta
BT: Bacteriostatico
Los numeros representan el tamaiio que presento el halo de inhibicién en milimetros

de diametro.
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“*Bacillas subtilis:

La siguiente tabla indica que los extractos con mayor accion bactericida fueron los

de AcOEt y MeOH, ¢l Pp 2 de MeOH solo presenta actividad bacteriostitica a altas

concentraciones. La infusién actia como bacteriostitica en casi todas sus concentraciones y

a la concentracion de 1.5 mg presenta una repuesta equivalente a una concentracion de

0.005 mg de ampicilina.

‘Tabla VI. Prucbas antibacterianas B. subtilis (lectura a las 24:00 h)

EXTRACTO FRACCION Miligramos (mp)
[0.5] (1.0] (s | _(20] (23]
Hexanico Extracto - - - -
l)p - -— - - —
- T B BT B T
>, +
Ppl R 8 8 -
. Pp 2 [ B B B B
AcOE R T R S R SO D N T
Extracto B B B H B B
Entero o8 8 8 1 s s |
Pol ! B B B B
I b 8 8 T 10
MeOH Pp 2 oo } R ?,r
S, — S —— b il = -4
Extracto ! B B i 3 B
fraccionado s 8 10 .10 g D
i, B B B B
Extracto entero _ P 9 10 9 i
Acuoso Selectivo ~ ~ i ~ B
Directo T - -
- o BT BT BT BT
Infusion Infusion _ 9 13 13 12

B: Bactericida
BT: Bacteriostatico

_: Sin respuesta

Los numeros representan el tamaiio que presentd cada halo de

milimetros de diametro.

inhibicion, en
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"Y‘Armipiéilrin'nr:

La tabla VIl indica la respuesta ‘que tuvo la ampicilina en sus diferentes

concentraciones frente a Excherichia coli y Bacillus subtilis; asi como el promedio obtenido

por cada concentracion.

Tabla VIIL. Concentraciones de ampicilina

| il :

! Numero Ampicilina (mg)

| de

| Placa []0.005] ]J0.005]] [0.01] [0.01] [0.02]_ ] 10.02] | [0.04] ] [0.04] | [0.08] | [0.08]

I B. 2. 3. g B. 7. B. I B.

: coli subulis coli subtilis coli suhtths coli subtilis coli subnlis

! 1 13 13 18 17 18 19 22 21 37 30
2 13 14 18 I 17 18 17 22 21 37 35
3 17 I4 17 I8 17 17 20 22 27 20
4 7 17 24 1 s 21 20 20 21 20 37
s i 7 15 9 : 18 21 19 19 20 20 306
6 | 13 17 9 16 9 19 I8 22 9 25
7 16 13 15 ' 17 17 20 20 21 30 30
8 | s 15 12 16 17 18 21 20 35 20
9 16 15 17 17 20 i8 21 22 30 25
10 17 13 17 18 18 18 20 20 20 25

T
A

' 13.4 I 14.6 ]

IS.GJ’ 16.9J 17.6 l 18.5] 20.3

21.0 l 26.5 L28.3

inhibicién en milimetros.

Los numeros de las 10 placas representan el diametro que presento cada halo de

X = Promedio de el diametro de los halos de inhibicion por concentracion en

milimetros,

46




= - Perfiles cromatogrificos en capa fina:

Las prucbas en placa realizadas a los extractos, para conocer el ntuncro aproximado
de sus componentes, y a sus fracciones para‘analizar su purcza mostraron los siguientes
perfiles cromatograficos: Para el extracto hexanico se empled como cluyente hex:AcOEt en
una proporcion 6:4 y como revelador sulfato cérico revelando 7 manchas discernibles de

color café (Figura ).

Ooo 0 0 Jo

Fig.1. Perfil cromatografico del extracto hexanico
de la lamina foliar de Phyllonoma laticuspis.

Para el precipitado hexanico el eluyente fue hex:AcOE! 5:5, reveld una sola mancha
de color fucsia con sulfato cérico (Figura 2), con un Rf de 0.70 que se obtuvo al sustituir en

la ecuacion:

Rf=b/a donde:
Rf: Valor relativo al frente
b: Distancia de migracion de la sustancia

a: Distancia de migracion de cl frente del solvente
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l«.g.z Perfil cromatografico del Pp hexdnico al emplear hex:AcOE1 5: :5 como
: eluyente y sulfato cérico como revclador.

Se realizo una placa comparativa entre el precipitado lléxénico (a) ¥ el B—sitosterol
(b) este ultimo proporcionado por el mismo laboratorio, debido a que este compuesto
presentaba caracteristicas similares al las del Pp hexanico. Con este perfil se comprobé que
ambas muestras son diferentes ya que a pesar de que ambos presentaron una sola mancha.
¢l Pp hexanico mostré color tucsia y un Rf de 0.70, el B-sitosterol presentd un color rojizo
oscuro y un Rf de 0.64, como eluyente se utilizé hex:AcOEt en una proporcion 5:5 v como

revelador sulfato cérico (Figura 3).

a b
Fig.3. Placa comparativa entre a, Pp hexinico y b, B-—sitosterol.
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comparativa del Pp hexanico y lupeol , un compuesto-que se

7‘ Se réalizc') ufm placa:
“tenia en elllaboratorrio, yé que su p:;xnto de fusién era similar (Pp‘ hexénico= 219-220 ° C,
Luypeol= 215 © C), se aplicé nuevamente P-sitosterol para ascgurar ¢l corrimiento del
compuesto en la placa debido a que su corrimiento era similar al del Pp hexanico. El
eluyente fuec hex:AcOEt 5:5 y el revelador Liebermann-Burchard obteniendo una mancha
fucsia para el Pp hexanico y Rf de 0.61, café claro para ¢l lupeol y Rf de 0.83, y café
oscuro para el B—sitosterol con un Rf de 0.69, por lo que se comprobé que no se trataba del

mismo compuesto (Figura 4).

a: Pp hexdnico 0 .
b: lupeol

c: f3-sitosterol

a b c
Fig.4. Perfil comparativo entre Pp hexanico, lupeol y B—sitosterol al revelar con
Liecbermann-Burchard. : .
Sc realizaron placas cromatograficas para el extracto de AcOE!t entero (Figura ), de
AcOE! fraccionado (Figura 6) asi como a el Ppl y Pp 2 del mismo (Figuras 7- 8), después
de- recristalizar. El corrimiento se realizo con el eluyente hex:AcOEt 5:5 y se revelo con

sulfato cérico.

Los resultados observados para la primera placa fueron, tres manchas de color café
(Figura 5). Para la placa del extracto fraccionado todas las muestras revelaron una mancha
color fucsia a excepcién del lavado hexdnico que presentaba cuatro manchas color verde;
el residuo del extracto ademas, reveld una mancha morada cerca del frente (Figura 6). Los

Pp 1 y Pp 2 después de recristalizar revelaron una mancha color café (Figura 7 v 8).

49




0

Fig.5. Perfil cfdmatogréﬁco del extracto de AcOEt entero
de la lamina foliar de Phyllonoma laticuspis.

g80ee

a: Pp 1

b: lavado hexanico a b ¢ d e
c: sélido negro vitreo

d: Pp2 K

e: residuo del extracto

Fig.6. Cromatoplaca de las fracciones del extracto de AcOE!
empleando como eluyente hex:AcOEL 5:5 y sulfato cérico como revelador.
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.0 o
Fig.7. Perfil cromatografico del Pp 1 Fig.8. Perfil cromatografico del Pp 2
recristalizado del extracto de AcOEt. recristalizado del extracto de AcOEL

En cuanto al extracto de MeOH, se corrieron las placas del extracto entero (Figura
9) y fraccionado (Figura 10), se utilizé como eluyente McOH:AcOEt en una proporcion
6:4. Posteriormente para el Pp 1 se requirié una mezcla de BuOH:acético:H20 5:1:4 debido
a que parte de la muestra permanccia en ¢l punto de aplicacion de la placa; dc esta manera
s¢ obtuvo una mayor resolucion de manchas (Figura 11). Los perfiles mostraron los
siguientes resultados: el extracto entero presentd tres manchas color café. Después del
fraccionamiento del extracto se observéd para ¢l Pp | solo una mancha color café claro; el
lavado de  AcOE! mosiré una pequena mancha café cerca del frente, mientras que ¢l Pp 2
y el residuo del extracto revelaron 2 manchas del mismo color. El perfil rcalizado al Pp |

con BuOH:acético:H20 5:1:4 reveld cinco manchas café claro.

0
0

Fig.9. Extracto de MeOH entero de la lamina
foliar de Phyllonoma laticuspis.
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a: Pp1l )

b: lavado de AcOEt
c: Pp2 k )

d: residuo del extracto

Fig.10. Perfil cromatografico de las fracciones
: del extracto MeOH.

0009 @

Ppt

Fig.11. Perfil cromatogrifico del Pp 1 del extracto MeOH
empleando BuOH:acético:H20 5:1:4 como eluyente.
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Loq extractos .acuosos,: selecuvo y dlrecto e mfusnon se comeron sxmultancamemc
en -una placa comparatlva Debldo a la’ polandad de: es(aq muestr'\s se empleo como

eluyente BuOH:acético:H20 en una proporcnon 5:14.

En esta placa sc observd que, todas las muestras revelaron manchas de la misma
tonalidad café claro. El extracto acuoso directo fuc el que mostréo un mayor namero de
manchas, cuatro en total, a comparacién del extracto acuoso selectivo e infusién que solo
presentaron tres coincidiendo en desplazamiento en estas mucstras la segunda mancha del
origen al frente con un Rf de 0.50 y 0.51 para el selectivo vy la infusion respectivamente,
evidenciando un compuesto que solo se extrae por medio de estos dos procesos; también se
observaron dos manchas de corrimiento similar, la segunda del extracto directo y la primera
de la infusion, con un Rf de 0.34 v 0.32 respectivameante por lo que probablemente sea el
mismo compuesto, ademas de revelar una mancha irregular que corre a igual distancia en
los extractos selectivo y directo cerca del punto de aplicacion con Rf de 0.18 para ambas
manchas, por lo que sc trata del mismo compuesto. También se¢ observo una tercer mancha

mas polar en ¢l extracto directo con un Rf de 0.76 ¢ infusion con un Rf de 0.80 (Figura 12).

e @O

a:.extracto acuoso sclectivo
b: extracto acuoso directo

c: infusion

l’lg,.lZ. Placa cromatog,ral'ca de los extractos acuosos e infusion
de la lamlna foliar de Phyllmmma Iancuspn.
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.. Cada uno_de los extractos orgdnicos obtenidos muestra un perfil:diferente en sus
compuestos, mientras que los extractos acuosos presentan gran similitud con respecto a el

Rf de algunas de sus manchas.

Del fraccionamiento de los extractos se obtuvicron, para el hexanico, un compuesto
de apariencia. pura (1..mancha en placa). para- ¢l de “AcOEt dos compuestos que
recristalizados dan una sola mancha y para ¢l MeOH dos compuestos que no mostraron

purcza debido a que revelan varias manchas y uno de ellos no funde.
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e Pruebas croinogénicas en placa cromatogrifica ¥y ¢n tubo de ensayo:

Para conocer los grupos de metabolitos secundarios que se encontraban en los
extractos sc realizaron pruecbas cromogénicas, tanto en placa cromatografica como en tubo
de ensayo, y de precipitacion para alcaloides. La gran mayoria de las muestras, dicron una
respuesta positiva al aplicar los siguientes reveladores: Liebermann-Burchard, anisaldehido,
cloruro férrico y cloruro de zinc fluoresciendo al ser observados bajo una lampara UV a

365 nm en ¢l caso de las placas; mientras que la respuesta fue negativa para flavonoides y
alcaloides tanto en placa como en tubo (Tabla VIII-iX).

A
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" Tabla VIIL. Pruebas cromogénicas en placa fina

Licbermann-

Burchard DragendorfY | Anisaldehido/Sulfurico AICh FeCla ZaCl2
% Esteroides, .
¢ EXTRACTO | FRACCION triterpenos Alcaloides y Azucares, esteroides, . Sapogeninas
compuestos fe Flavonoides | fenoles id
y stg; nitropenados terpenos y fenoles y esteroides
__plicosidos
Hexanico Pp hexanico + + +
Extracto + 7 mancha + manchas 5,6, 7 + + mancha 4
Pp + + +
+
Pp2 + Ta;c;as - + manchas 2, 3 _ manchas { + mancha 2
T 2,3
<1 +
SOllq?r'_lcgm * llna;c!;as _ + manchas 2, 3 _ manchas | + mancha 2
AcOEt vireo -2, 23
¥
hI;i\{:‘:ij:o * r;a:cgas _ + manchas 4,5 - manchas | + mancha 5
e 4,5
Residuo del + manchas +
extracto de 1-5 has _ + manchas 2, 3 - manchas | + mancha 2
AcOEt i 2,3
Pp 1 + |3rn1‘1‘1cl5ms ~ + mancha 4 _ . + m;m;:has
Pp2 + + +
McOH Lz;:rgg(;z:lc +lm:21m_:‘h.as _ + _ + + n‘lt:l;c‘has
Residuo del
extracto de + - + _ + _
MeOH
Beee | : B I
Acuoso gectivo
Extracto
i + +
Directo - -~ - -

+: Prueba positiva ; si no presenta nimero significa que fue mancha anica

_: Prueba negativa

1: Mancha que aparece como tnica en sulfato cérico, la siguiente numeracion indica

manchas adicionales que aparecen de acuerdo al revelador.

2: Mancha adicional que recorrio la numeracion.

*: Manchas que no se revelan en sulfato cérico pero que aparecen con el revelador

empleado.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla IX. Prucbas cromogénicas en tubo de ensayo

£ i Gelatina- .
. Molish | Dragendorff silicgf'lfg.;tico Zn/HCl FeCls sal L';z‘:::;’:‘"-
EXTRACTO |- FRACCION Taninos
: : glicdsidos | alcaloides alcaloides flavonoides | fenoles | fenoles terpenos
Pp hexanico + _ _ — - - +
Hexanico
Extracto + _ _ _ + + .
Pp1 + - _ _ _ _ +
Pp2 + _ _ _ ++ += ++
Sdlido negro
AcOE! vitreo * - - - ++ += ++
Lavado + . . .
hexanico - - -
Residuo del
extracto de + - _ _ + + +
AcOEt
Ppl +++ _ - _ et - +
Pp2 +++ _ _ _ 4 - +
MeOH
AR
Residuo del
extracto de + - - _ ++ + +
McOH
Extrac_:to + +
selectivo - - - - -
Acuoso Extroct
Extracto
dirccto R - - - - - +
+: Prueba positiva
_:Prueba negativa
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CONCLUSIONES

En csta investigacion se obtuvicron seis extractos a partir. de la lamina foliar de
Phyllonoma laticuspis, el extracto hexanico, el de AcQOEt el de MeOH asi como los
extractos acuosos selectivo y directo, e infusion; registrandose una actividad clevada en los

de mayor polaridad.

Los extractos organicos sc pudicron fraccionar en.-basc:-a ~su’ solubilidad
evidenciando que, aquellos- de mayor polaridad presentan un’ elevado numero  de

componentes.

En cuanto a. las pruebas antiinflamatorias el extracto con mayor actividad en la
inhibiciéon del edema fue el metanélico con un 29%, el extracto de AcOEt y hexanico con
25.64% 'y 17% respectivamente. El extracto acuoso directo ‘no  mostré  accion

_antiinflamatoria debido a que el porcentaje de inhibicion del edema fue de —1.80%; esto nos
liacc suponer que este extracto tiene una actividad que favorece el edema incrementindolo;
respecto a la infusion, se detecta una respuesta elevada, considerando el método empleado

para su elaboracion.

En las pruebas bacterianas frente a Bacillus subiilis, los extractos de AcOE, McOH
y sus fracciones presentaron una respuesta bactericida a partir de la concentracion éptima
de 1 mg, encontrandose un halo de inhibicion mayor en ¢l extracto MeOH entero con
concentracion de 1.5 mg. La infusion tuvo una actividad bacteriostitica a una concentracion

de lmg y un halo de inhibiciéon mayor al del extracto MeOH en la concentracién de 1.5 mg.

Por otro lado, en las pruebas realizadas frente a Escherichia coli la inica muestra en
presentar actividad fue la infusion que mostré una actividad de tipo bacteriostatico,

observindose que la concentracion 6ptima es de 2.0 mg.
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Comparando los resultados obtenidos en la placa cromatografica de los extractos
acuosos e infusion y las pruebas bioldgicas, suponemos que: uno de los compuesios
antiinflamatorios sc presenta tanto en la infusién como en el extracto acuoso sclectivo (Rf=
0.51 y Rf= 0.50 respectivamente) ya que ambos mostraron respuesta frente a estas prucbas;
dicho compuesto no se detecta en el extracto acuoso directo, encontrandose en éste ademas,
dos manchas cercanas al frente con Rf= 0.76 y 0.88 del origen al frente. Respecto al efecto
antibacteriano posiblemente se relacione con la tercer mancha presente en la infusion con
un Rf= 0.80 debido a que, la infusion fue la que presentd una mayor respuesta frente a los

dos tipos de bacterias.

L.a caracterizacion de los grupos de metabolitos secundarios presentes en la ldamina
foliar, evidencid que los extractos presentaban glicosidos, fenoles v terpenos. De acuerdo
con los resultados observados en las prucbas cromogénicas en placa v en tubo. los extractos
que mostraron un mayor namero de grupos de metabolitos secundarios fueron los extractos

de AcOEL y MeOH.

Los extractos acuosos al ser sometidos a las pruebas cromogénicas en placa v en
tubo sélo resultaron positivos para glicosidos, esto puede deberse a que la hoja de esta
especic se compene en su gran mayoria de este tipo de compuestos y por lo tanto en dichas

pruebas predonuno solo este grupo quimico.

Cabe mencionar que los extractos presentaron una mayor actividad enteros, esto
nos permite establecer que, pese a que las fracciones pueden ser efectivas por si solas su
accion puede verse afectada al encontrarse aisladas de algin otro componente que les
penimite tener un mayor potencial activo. Por lo tanto es imporiante que exista una sinergia

entre las sustancias que integran a una planta medicinal para que el efecto sea mayor.




“tradic nal

Este andlisis contribuye al conocmncm de Ios consmuycntes quumcos quc se.
tienen sobre Phyllonoma laticuspis y a la acuv:dad blolégca de'la'misma con el proposno
“de. aprovechar mejor ¢ste recurso, lcner un comrol sobre cI ‘mlsmo y promovcr Ta:
investigacion sobre la rcproduccxon de esla ‘especie ‘ya que su poblacnon se ha visto
disminuida en ¢l drea de estudio ya que para la poblac on rcprcscma una fuente mas de

ingresos v la recolecta de la misma se realiza sin ningin control,
Hay que recordar que Phyllonoma laticuspis se encuentra ubicada dentro de una

familia monogenérica con solo cuatro especies donde tres de ellas se consideran en peligro

de extineion.
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Anexo |
Preparacion de reveladores y reactivos
e  Reveladores:

* Sulfato cérico:

350 g de hielo
40 ml acido sulfiirico (H2S04)
14 g sulfato cérico Ce (SOua)2

Mezclar el dcido sulfiirico y el sulfato cérico lentamente en un bafio de hielo.

gSomucr la placa a un calcmamlemo de 50 ° C en una plancha térmica de:pue: de
rociar sobre ellas el revelador, las placas I‘C\'(.ldddS sé Ob\l.r\ an en una Iampara dc UV en

Ion&.nudt.s de onda Iax&,a (‘%65 nm) y onda COl‘Id (":4 nm) (Ash\vonh 1969)

* Dmgcndorﬂ'(alcaloidcs):

Solucion a):

20 ml de H20

5 g de acido tartarico

0.44 g de nitrato de bismuto basico

Solucion b): .

s EKI/ZO ml H20
27.2 5de Kl/50 ml H 20

Mezclar las dos sohicioncs y dejar reposar por 24 horas; esta mezcla puede durar en
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refngcraclbn por varios ‘meses. Como revelador se uuhza roclando con aspersor sobre la .

Ias mancha A

placa cromalograf'ca y se somete a calor hasta obtener coloracnén

~'Para- pruebas de precipitacion, se usa sobre solucxoncs aclduladas e forma un, .

prcc:pltado anaranjado-marrén como reaccion posmva al aﬂad do gotas la:muestra ™

deseada. Las soluciones de varios acidos de metales pesados como el snllcotunbsxmo al’
igual que el yoduro de bismuto (Dragendor{l) forman precnpltados en la‘may}orm de los
alcaloides (Domingucz, 1973). S ! :

* Cloruro férrico (fenoles):

Cloruro férrico etandlico al 5%
Rociar la placa con un aspersor, dejar sccar ligeramente el revelador, calentar la
placa (Ashworth,1969).

* Licbermann ~ Burchard (terpenos):

15 ml anhx’drvido acético
I5 ml de clorofonno (CHCI%)
15 50(:1; de amdo eulﬁmco (I l*SO:)

Mezclar |5ualcs volumenus dc anlndndo acético y cloroformo enfriar la mezcla

~sumerz,1da en luelo y agrcbar,mmas tas de acndo sulfunco como nnlxhtros de- cloroformo

e ,haya contemdos en la me?cla

Rociar las placas y caleniﬁr a100-° C pér 5 mintéﬁ)s (Ashworth,1969).

* Anisaldehido (aztcares, csteroides y tefpenos):

I mlde acido sulfiirico (H.SO-:) conccntrado .
0.5 ml de anisaldehido

50 ml de acido acético




Mezclar el amsaldel do y el ac1do acé 'co cns:.unda adxuonar cl acxdo Sll“llrlCO el

tevclddor dcbe ser preparado antcs de usarse

Rncnar la; placa Y calcmarla a IOO 105 2 C, la: manclns alcanzan el color a su

maxima mtenﬂdad el fondo rosa pucde dcstcmrsc por, Ia exposicion al vapor. e

La respuesla es posmva sr se presenlan Ios su,uxenus colores: vnoleta para ﬁ:noles,

:vul para lerpenos. ro_;o para a7ucares Y. verdc para eslermdes (Achwonh 1969).

* Cloruro de ;ixié »(sapdgcn'mas sieroides yves'terc’iides): ‘.
30gdeznClz '
Metanol (McO} l)

Disolver el . ZnClz en- MeOH hasta alcanzar los 100 ml, posteriormente " filtrar;

calentar la placa lh a IOYS‘}’, C; las manchas fluorescen en luz UV (Ashworth,1969).-

* Cloruro de aluminio ( flavonoides ):

Cloruro de aluminio (AlCh) al 1 % en etanol

El cloruro de alumlmo se afora a 50 mi, se rocia cn la placa y sc¢ calienta hasta que
las m'mchas se hacen cvtdemes. )

LdS flavonas y ﬂavonoles se ponen amanllo: -las isoflavonas viran a diversos tonos
de rojo, las chalconas a purpura rojizo, los ﬂavonoles a café-anaranjado y las antocianinas a

" azul (Dominguez, 1973).




e - Reactivos:

* Molish (glucésidos): )
a—nafiol al 5.% en etanol

Acido sulfirrico concentrado H2SOs

Agregar 2 gotas de a- nﬂﬂol y 2 gotas de acido sulfiirico resbalando por las paredes
del tubo 'a" 1 ml de extmcto la p!‘LScllCla de_un anillo violeta en la interfasc indica la

prescncxa de glucosxdos (Dommguc/, 1973). -
* Acido Silicoxl'xngstico (alcaloides): : .
5.0 g de acido sxhcotung,slxco (4H”O"‘§Ov‘|*WO:‘”H~O)

Acido sulfiirico 6N

Mezclar para disolver el ‘acido silicotiingstico utilizando ¢l acido sulfiirico necesario
para formar 100 m! (Dominguez, 1973).
* Zn / HCI (flavonoides):

Limadura de zinc (Zn)

Acido clorhidrico concentrado (IHCl)

Agregar una pequefia porcion de limadura de zinc . a1 "ml de extracto y
posteriormente 2 gotas de HCI resbalando por las paredc ‘una coloracidén naranja indica la

presencia de flavonoides.

Los extractos alcohdlicos incoloros o ligeramente amarillos, se tratan con zinc y
acido clorhidrico concentrado observandose : de.. inmediato una coloraciéon intensa al

presentar flavononoles (Ashworth,1969).
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* Cloruro férrico FeCls (fenoles):

Cloruro férrico etanélico al 5 %

Agregar 3 'ml del reactivo a 1 ml del extracto, color azul verdoso mdxca reaccion

positiva y presencia de gm;ioé fendlicos (Aslnvonh,l")(v‘)).

* Gelatina-sal para prueba cualitativa de taninos (fenoles):

1 ml de gelatina al 1%

I ml de solucién NaCl al 0.85 %

Mezclar y tomar una muestra de 0.5 m! para tres tubos, de la siguiente manera:
0.5 ml de NaCl al 0.85 % (tubo 1)

0.5 ml de solucién de gelatina al 1 % (tubo H)

0.5 ml del reactivo gelatina-sal (tubo HI)

Cada mezcla se vertird a tres tubos que conengan 3-4 mg / 0.5 ml del extracto
deseado. La prueba sera positiva cuando se observe pru.lpnddo en los tubos Il y HI, ¥

negativa cuando solo se abserve en el tubo 1.

* Liebermann - Burchard (1erpenos):

15 ml de anhidrido acético
15 ml de cloroformo (CHCIlx)
15 gotas de dcido sulfirico (H2SO4)

Mezclar iguales volnenes de anhidrido acético v cloroformo, enfriar la mezcla
sumergida en hiclo y agregar tantas gotas de acido sulfitrico como mililitros de cloroformo

haya contenidos en la mezcla.

Agregar 1 ml del reactivo a 1 ml del extracto, la presencia de triterpenos adquiere

una coloracion verde, rosa para esteroides (Ashworth,1969).



~Anexo 2

Método de tincién Gram y esporas

e . Tincién Gram:

-Hacer un frotis de los:microorganismos en estudio imarcando con su nombre o

clave

-Cubrir la preparacion fija con cristal violel'l de Gram y dejarlo actuar durante un
minuto, moviendo suavemente cl ponaobJelos para favorecer el contacto del colorante con

o las cclul'xs Al cabo de un minuto cscurrlr el exceso de. coloramc lavar.

r-Cubnr Ia prcp.:racnon con lug,ol dc Gram y dqarlo ‘actuar dur'mtc un minuto,

escurrir el e\ceqo dc reacuvo y lnvar

-Decolorar agregando mezcla de: alcohol-acctona a’ la  preparacion, mientras sc

sostienc ligeramente inclinada para que ¢l decolorante resbale lentamente por ella:

-L.avar con agua para detener 1a accion del colorante tan pronto como las gotas de

esta solucion ya no arrastren color.

-Cubrir la preparacion con safranina.y. dc_|arla acruar por un minuto. Escurrir ¢l

exceso, lavqr con agua y dejar sccar al alre

-Observar la preparacién al” mlcroscoplo con lOO\, aplicando una gota de aceite de

inmersion a la muestra (Ramxrez-Gama l998)




e Tincién de espora:

-Preparar dos frotis fijos de cada cultivo.
~-Cubrir un frotis de cada uno de los microorganismos con azul de metileno y dejarlo
actuar durante cinco minutos.

-Lavar y secar al aire.

-QObservar con objetivo de inmersion.

-Cubrir el segundo frote de cada microorganismo con verde de malaquita, calentar
la preparacién con mechero hasta que el colorante empiece a vaporizar, continuar cl

calentamiento por diez minutos, teniendo cuidado de que el colorante no hierva y' de
mantener la preparacion hiumeda.

-Escurrir ¢l exceso de colorante y lavar con agua.

-Tedir con solucion de safranina al 0.5 % y dejarla reaccionar durante treinta
segundos.

-Lavar la preparacion, dejarla secar al aire y observar con objetivo de inmersion

(Ramircz-Gama, 1998).
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Anexo 3
Preparacnon de colorantes para tmcxon Gram
Y. esporas

« _Colorantes p incién Gram:

* Cristal violeta con oxalato de amonio:

Soluéic}ﬁ A

Cristal violeta =~ _20¢g

Etanolal 95% .~ 20.0ml
Solucién B

Oxalato de amonio 08g
Agua destilada 80.0 m!

Dejar 1a solucion B en reposo durante una noche o calentar débilmente hasta que se

solubilice, después, mezclar con la solucidn A y filtrar (Ramirez-Gama, 1998).

* Lugol (solucion de yodo iodurado):

Yodo metalico (12) 10g
Yoduro de potasio (KI) 20g
Agua destilada 300.0 ml

En un mortero mezclar el yodo metidlico y el yoduro de Potasio molerlo finamente,
agregar una pequefa cantidad de agua para lavar el material, aforar y agitar vigorosamente

(Ramirez-Gama, 1998).
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* Alcohol-Acetona:

Etanol al 95 % 800.0 mi

-~ Acetona i 200.0 ml
Mezclar 'y alimacenar en un recipiente bien cerrado para evitar la evaporacion

(Ramirei-Gamu, 1998).

* Safranina:

Safranina 025y
Etanol al 95 % 10.0 m!
Agua destilada S 100.0 mit

Disolver la safranina en el alcohol, agregar agua destilada y filtrar a través de papel

filtro (Ramirez-Gama, 1998).

e Colorantes para tincién dc esporas:

* Azul de metileno:

Solucion alcc;:l_‘ lii;; de azul de metileno al 0.3 % (Ramirez-Gama, 1998).

* Verde deé méléduiim: i

Solucién acuosa de verde de malaquita al 5.0 % (Ramirez-Gama, 1998).
* Safranina al 0.5 %:

Solucién actioéa de safranina al 0.5 % (Ramirez-Gama, 1998).

* Fucsina fenicada:

Clorohidrato de fucsina basica 40g

Fenol -~ - ; 120 ml
Etanol al 95 % ‘ 25.0ml
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* Alcohol-Acetona:
Etanol al 95 % 800.0 ml
Acetona 200.0 ml

Mezclar y almacenar en un recipiente bien cerrado para evitar la evaporacion

(Ramirez-Gama, 1998).

* Safranina:

Safranina 025¢g
Etanol al 95 % 10.0 ml
Agua destilada 100.0 ml

Disolver la safranina en el alcohol, agregar agua destilada v filtrar a través de papel

filtro (Ramirez-Gama. 1998).

* Colorantes para tincién de esporas:
* Azul de metileno:
Solucion alcohdlica de azul de metileno al 0.3 % (Ramirez-Gama, 1998).

* Verde de malaquita:

Solucién acuosa de verde de malaquiia al 5.0 % (Ramirez-Gama. 1998).

* Safranina al 0.5 %’
Solucién acuosa de safranina él 0.5 % (Ramirez-Gama, 1998).

* Fucsina fenicada: -

Clorohidrato de fucsina basica” 4.0 g

Fenol e S 12.0ml
Etanol al 95 % e 25.0 m}
. . . 69
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Agua destilada . +£2600ml

Tween 80 30 gotas o

Mezcliilj lz‘i',tb'uc_siha‘con ‘el fenol v colocar en baito de agua a 85 ° C con agitacion,
enfriar 2 45 © C, agrégar el etanol, continuar agitando 'y llevar a un volumen de 300 ml con
agua deslilada'_(Rélnireszall1a', 1998).

* Alcohol acido:

Acido nitrico ‘ 5.0mtb,

Etanol'al 70 % " 950ml -

Agregar ¢l dcido sobre el etanol (Ramirez-Gama, 1998).

* Acido acético al 5 %:

Solucién acuosa de acido acético al 3 %6 (Ramirez-Gama, 1998).

* Azul de metileno de Laefller;

Solucién A

Azul de metileno 03g
Etanol al 95 % 30.0ml

Solucién B

Hidroxido de potasio 0lg
Agua destilada 100.0 m]

Mezclar las dos soluciones. Este reactivo debe ser madurado por oxidacion, proceso
que toma varios meses en completarse, pero que puede acelerarse por aireacion; los frascos
s6lo deben lienarse hasta la mitad; s¢ recomienda reemplazar el tapon por una torunda de

algodon ligero y agitar el frasco con frecuencia (Ramirez-Gaina; 1998)..
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+ Anexo 4 :
Preparacién,de medios de cultivo

* Agar-cosina de metileno-lactosa ( EMB )

Peptona de came - 10‘.0 g/ I de z‘arguq :
K:2HPO« g 20g
Lactosa DR 100 g

Eosina Y, amarillenta 04

Azul de mctilcni‘p ; 0.065¢

Agar 13.5 ¢

Pesar las cantidades indicadas, disolver y esterilizar en autoclave a 121 ° C durante

15 minutos: el medio queda de color vino.

Este medio puede ser modificado mediante la sustitucion de peptona carne por

peptona de caseina ¥ la incorporacion de sacarosa (Ramirez-Gama, 1998).

* Agar nutritivo:

Infusion de came de res 300.0 g

Peptona de caseina H 175 g
Almidon 1.5 g
Apgar 170 g
Agua destilada 1000.0 ml
PH final 74+ 02

Pesar las cantidades indicadas, disolver y calentar hasta disolucion total; esterilizar

en‘autoclave a 115 © C durante 20 minutos (Ramirez-Gama, 1998).

71



Blb]lograf'a

* Arellano M. R. 2000.. Anslamxemo determmac:on de ia eﬁtructura molecular Y

bioevaluacion preliminar de los menboh
hypargyrea (plateada), una planla emplcada : §
Umvcrsndad Autonoma d(,l Estado dc Morelos ;

Facultad de Ciencias Qunmcas e. lnu.m
115 p. : : ;

* Ashworth M R: F.. 1969 Thm la_ycr Chromatography ‘a laboratory handbook Ld B
Egon Stahl. Nueva York. 905 p. : : P :

* Bauer K., L. Gros, W. Sauer. 199I Tlun Laycr Chromatog,r'aphy Merck Mitter
weger werksatz, Plank%tadl 66 p.
* Chariandy C. M., C. E. Seaforth, R. H. Phelps, G..V. Pollard, B. P. S. Khambay.

1999. Screening of mcdnclnal plants - from -Trinidad . and’ Tobago for anulmcroblal and

insecticidal properties. Joumal of Etlmophammcologv 64 (199

* Cronquist A. 1981. An ixilcgraled system of cias

Columbia University Press. Nueva York. 1262 p.

* Cronquist “‘A.. 1988 The evolution . and

ico’ de 'dos-especies vegetales

* Espinoza C. M. 2000. Estudno quimlco y bxo
empleadas en la medicina lradlcmnal Aloysla lrlpllla y,
Macstria. Facultad de Quumca UNAM 204 ..

itim’ jorullense. Tesis de

72




. Garcna /\r;,ael N AL Te O Ramirez; H Parra G Vcldsquez M= Mamncz-

Velazquez. 2000. Anti~ mﬂama!ory acnvny of coumarms from I)(_c(lllopl\ blcolnr on TPA
ear mice model. Planta mcdlca 66 (2000). 279 78! O

* Gros G. E, A.B: Pmmho Al M Seldes G Bunon I985 lmroduccnon al Estudio
de los Productos Naturales. Secrenna Gcneral dc l'a Orbamzzc:on de los: Estados Unidos

Americanos. Washington, D. C 146p

* Harbome B..J. l984 Phytochemlcal Mclhods a und:. to modern techniques of

plant analysis. Ed. Chapman and Hall Londres 288 p

* Hegnauer-R: I973.‘Chcmo(‘axonomi'cﬂdcr Pflanzen V1. Ed. Bascl, Birkhauser
Verlag. 882 p. . i o o

qnd

* Ingraham L. 1., C. A. Ingraham. 2000. Introduction to Microbiology. edition.

Ed. Brooks ! Cole. Pacific Grove, California. 804 p. -

* Joklik K. W, H. P. Willett, D. B. Amos, Tr. N.. G. Mceroff. 1986. Microbiologia.
Ed. Panamericana Medica. Buenos Aires. 1454 p. . .

*Kaufian B. P., O. Nahum.1999. Natural Produch trom Plants. Ed. CRC Press.
Boca Raton. Florida. 343 p.

* Lim D. 1998 Microb'gologf.?"" . Ed. McGra\\"-}-Iill. Boston Masshchuseus. 720 p.

- Martine7 M. 1996 La# plantas medicinales de Me\lco 7" edlcmn Fdlcxones
botas. México, D.F. 656 p ’ i

* Moore R; W Dcnms Clark K. R."Stern, D. Vodopich. 1995. Botany. Wm. C,
Publishers.- Dubuque, lA 824 p.. :



* Mori S. A J. A. Kallunki. 1977, A revision of the genus. Phyllonoma
(Grossulariaceae) Brittonia 29: 69-84." ' ‘

"* Murray R. P.; E."J. Baron, M. A. Pfaller, F. C. Tenover, R. H. Yolken. 1999.
Manual of clinical microbiblogy 7% edition. Ed. ASM Press. Washington, D.C. 1773 p.

* Olivares " A.- S. 2000. Anilisis quimicos  del drnica -mexicana - (Heterotheca
inuloides) biodirigido a la caracterizacion de sustancias - anti-inflamatorias. . Tesis de
Maestria. Facultad de Quimica. UNAM. 134 p. s )

* Paya M., M. L. Ferrandiz, F. Erradi, M. C. Tercnéio, A’ Kijjoa, M. M. M. Pinto,
M. 1. Alcaraz. 1996. Inhibition of inflammatory rcsﬁonscs by a series of novel dolabrane

derivatives. Européan Journal of Pharmacology 312: 97-105.

* Pérez-Cilix . 1999, Familia Phyllonomacecae. Flora ‘del Bajio .y Regiones

/\dyaccntc$ 74: l-‘S.‘

* Prescott'M. L7 J P Harley: ‘DUA Klcin.1999. Microbiology: ‘4* edition. Ed.
McGraw-Hill. Nueva York 962 p. ‘ C R :

* Ramirez-Gama R. M., BL Millén. A iM. Chavez, Q. V. Madrazo, G. T. Reyes,
- L.. V. Garcia, L. H. Gdéinez, 1.-Miggenburg. 1998. Manual de préacticas de microbiologia
general. Facultad de Quimica UNAM. 295 p. o

* Rao S. T, J. L. Curne, A. F. Shaffer, P. C. Isakson. !993. Cémparative evaluation
of arachidonic acid (AA) — and tetradecanoylphorbol acetate (TPA) — induced dermal

inflammation. Inflammation Research. 17 (6): 723-741,

* Raven H. P, R. F. Evert, S. E. Eichhorn. 1999. Bioyloigy of plants 6% edition. W.H
Freeman and Company/Worth Publishers. Nueva York, Nueva York. 944 p.

74



. Rea’der”s‘ pigés‘(|9s7; Plantas nii'ediciiml'csi'rsd; r{caqc}'s mg;s(. lr\{iréxAi'co.:430 p.

- I"ll\htajan A 1997 Diversity and l.lZNSerallOII of ﬂmn.nn&, plants Ed Columbla )
University I’reﬁs Nut.va York. 643 p.

 ‘ Tortora 1. G., B R. Funke, C. L.. Case. 199‘8; Microbiology.. 6* , Ed. Addison
Wesley Longman Inc. Menlo Park, California, 832 p : S

* Vane R. J,, R. M. Botting. 1998." Anti- |nﬂamnmlor) druL.s and their mechamsm of
action. Inflammation Research. 47: (2) $78-S87. i

75



	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes   I. Características Generales de Phyllonoma laticuspis
	II. Generalidades de las Pruebas Biológicas Realizadas
	Hipótesis
	Objetivo General   Objetivos Particulares
	Método
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Anexos
	Bibliografía



