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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados del estudio sobre la flora medicinal de San
Rafael en el estado de Puebla, México. Dos tipos de entrevistas (abierta y estructurada) se
aplicaron a 60 informantes. La primera de ellas permitié recopilar 626 respuestas sobre el uso de
46 especies de plantas medicinales, mientras que la segunda se hizo seis meses después para
corroborar dicha informacion. Se determiné que no existen diferencias estadisticas significativas en
~ el conocimiento sobre las plantas medicinales entre género, grupos de edades, ocupacién, lugar de
origen y tiempo de residencia en el poblado, aunque pudo observarse una tendencia que sefiala
que las personas de mayor edad conocen un mayor numero de plantas. Un analisis de
correspondencia, mostré6 que no hay ningin patrén de distribucion del conocimiento entre los
informantes sobre Ja flora medicinal y que la variacién observada es al azar. El andlisis de los datos
obtenidos en la entrevista estructurada y ajustados a un modelo lineal frente a los datos de la
primera entrevista, mostré la consistencia del conocimiento tradicional que poseen los habitantes
de San Rafael sobre las plantas medicinales. Los informantes reconocieron y asignaron a cada
especie el uso medicinal particular a mas del 90% de las plantas que mencionaron en la entrevista
abierta. El tamano del poblado y la interaccion sistematica entre sus habitantes, posiblemente
explican la homogeneidad en el conocimiento tradicional de los pobladores de San Rafael acerca
de las propiedades curativas de las plantas.

Se determinaron 13 categorias diferentes de uso medicinal. Se calcul6 el indice de
consenso de los informantes y con base en estos resultados se seleccionaron 16 especies que son
usadas para aliviar enfermedades de posible origen bacteriano. De estas 16 especies, se
realizaron extracciones secuenciales con hexanos, acetato de etilo y metanol. Con el uso del
meétodo de difusion en agar de Kirby-Baler, se determiné la actividad antibacteriana de cada
extracto frente a 14 cepas de bacterias diferentes. Se demostrd que el 75% de las plantas presentd
actividad antibacteriana. Con la microtécnica de dilucion en caldo se obtuvieron los valores de MIC
(concentracion minima inhibitoria) y CBM (concentracion bactericida minima) de los extractos que
presentaron la mayor actividad. Las dos especies que tuvieron el mayor nimero de eventos
(numero de veces que la especie ha sido mencionada por los informantes) y que se encontraron
dentro de los grupos de mayor indice de consenso fueron Jatropha neopaucifiora Pax
(Euphorbiaceae) y Juliania adstringens (Schidl.) Schidl. (Julianiaceae), las cuales también fueron
las especies que mostraron la mayor actividad antibacteriana.

Se determiné que Jatropha neopauciflora, contiene lupeol y un derivado ceténico de
este, los cuales son compuestos que actian como antiinflamatorios. Los compuestos responsables

de la actividad antibacteriana de esta especie son, principalmente una serie de sesquiterpenos.



Estos resultados sugieren que el uso de la flora medicinal de San Rafael, tiene una

base fitoquimica.
SUMMARY

This work presents the RESULTS of a study ABOUT the medicinal flora of San Rafael
Coxcatlan, Puebla, Mexico. Two types of interviews (free listing and structured) were applied to 60
informants. The first type permitted the compilation of 626 answers about the use of 46 plant
species, whereas the second type of interview was conducted six months after the first one in order
to corroborate the consistency of this knowledge. Data analysis using statistics tests, revealed no
significant differences in knowledge on medicinal plants between gender, age, occupation,
provenance and residence time in the village. Nevertheless, it was observed that older people
recognized a larger number of plants than the younger one. Correspondence analysis revealed a
non-clear pattern in the distribution of the knowledge of medicinal flora. The analysis of the results
obtained from structured interviews and adjusted to a linear model versus the results of the first
interviews showed the strength and congruence of the traditional knowledge by the inhabitants of
San Rafael about medicinal plants. The interviewed informants recognized more than 90% of the
species they mentioned in the open interviews and also mentioned the same medicinal use. The
size of the village and the systematic interactions between its inhabitants, might explain the
homogeneity of the traditional knowledge of San Rafael's residents concerning the healing
properties of the plants.

Further analysis showed 13 categories of different medicinal use. An informant consensus
factor was calculated and 16 species were selected due to their utilization in the treatment of
diseases of possible bacterial origin. Of these 16 plants, sequential extractions were made with
hexane, ethyt acetate and methanol. The obtained extracts were used to assess their antibacterial
activity against 14 bacterial strains; 75% of the plants presented antibacterial activity. Estimation of
the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (CBM) was
carried out by means of the broth dilution method The medicinal species Jatropha neopauciflora
Pax (Euphorbiaceae) and Juliania adstringens (Schlidl.) Schidl. (Julianiaceae) showed the biggest
activity. Moreover, these species also had the highest informant consensus factor values.

Jatropha neopaucifiora contains lupeol and its cetonic derivate. The antibacterial
compounds of this species are a sesquiterpenes joint.

All obtained results show that the use of the San Rafael's medicinal flora has a
phytochemical foundation
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INTRODUCCION

El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas es tan antiguo
como la civilizacién humana misma. Por mucho tiempo, los productos minerales,
las plantas y los animales fueron la fuente principal de drogas (De Pasquale,
1984). A través de la observacion, ensayo y error, el hombre aprendio y transmitio
durante generaciones el conocimiento del empleo de las plantas que lo rodean
(William, 1980).

En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
alrededor del 80% de los habitantes del planeta recurren principalmente a
remedios tradicionales. Esta afirmacién se habia hecho ya en los afios sesenta
(Fleurentin y Pelt, 1981). En aquella época, la OMS sugeria que esta condicién
podria invertirse en el aino 2000 a fin de que, para entonces, el 80% de la
poblacion pudiera tener acceso a las atenciones primarias de salud en los
dispensarios y que solo la quinta parte de la poblacion fuera tratada con remedios
tradicionales. Sin embargo, la OMS se percaté de que esta predicciobn no era
realista, por lo que su estrategia cambié y a partir de 1977, persuade a los
sistemas de salud para que integren a las medicinas tradicionales en los
programas de salud. La OMS recomienda a los paises en vias de desarrollo que,
por una parte, realicen proyectos centrados en la identificacién, la preparacion, el
cultivo y la conservacion de las plantas medicinales utilizadas por la medicina
tradicional y por otra parte que, mediante transferencia de tecnologia elaborada en
los paises desarrollados, evalien la calidad y eficacia de estas medicinas
(Fleurentin y Pelt, 1981).

En México, la medicina tradicional ocupa un lugar importante en la practica

medica, cerca de 25% de los habitantes recurren al uso de plantas medicinales.



Actualmente se realizan diversos estudios cientificos que tienen la finalidad
de comprobar las propiedades que se le atribuyen a la medicina tradicional
mexicana (Canales et al.,, 2005; Hernandez et al., 2003; Olivera et al., 1999;
Heinrich et al., 1998a; Lara y Marquez, 1996; Romo de Vivar, 1985) esto puede
ser un importante campo para implementar nuevos planes de salud, que combinen
el conocimiento popular con el conocimiento cientifico (Tascon, 1997).

En la primera mitad del siglo XX, el modelo cientifico de investigacion
farmacéutica en la cultura occidental estuvo exclusivamente basado en los
principios conceptuales QUe desarrollaron las poderosas industrias quimico-
farmacéuticas extranjeras (Losoya, 1990). Es decir, para este tipo de industrias,
las plantas medicinales son recursos naturales de los que se obtiene la materia
prima a partir de la cual se aisla un pfincipio activo medicinal que, una vez
sintetizado quimicamente, permite el desarrollo de un nuevo medicamento
(Losoya, 1990). Como una opcidon a la estrategia de prospeccion de buscar
cualquier planta para aislar un compuesto quimico y luego ver si resulta util para
algo, surgi6 en los afios setenta una nueva metodologia de prospeccién con base
en la etnobotanica (que tiene como objeto de estudio la relacidbn que tiene el
hombre con las plantas a través del espacio y el tiempo, ademas que busca
recuperar, utilizar y desarrollar el conocimiento de la gente que usa esas plantas)
(Losoya, 1990). Este esquema de prospeccion de nuevos medicamentos parte de
la propia informacion de la poblacion usuaria como el punto de arranque para la
investigacion botanica, quimica y farmacoldgica de las propiedades atribuidas a un
vegetal. Por lo tanto, y desde esta perspectiva, los medicamentos ya existen y han
sido seleccionados durante siglos o milenios de uso por la poblacion. Por tanto, el
papel de la ciencia contemporanea es, entonces, sancionar su eficacia, explicar su
~ accion, descubrir sus inconvenientes y crear las condiciones para la produccion
masiva de estos medicamentos. En otras palabras, bajo esta perspectiva se
pretende desarrollar el conocimiento médico-tradicional, utilizando las
herramientas del método cientifico (Losoya, 1990 y 1993).



Hay varias formas para seleccionar plantas medicinales para comprobar
sus propiedades. La estrategia mas comun es haciendo observaciones de su uso

en la medicina tradicional en diferentes culturas (Elizabetsky y Posey, 1986).

Las plantas medicinales son el principal recurso terapéutico de la medicina
tradicional mexicana. La diversidad biolégica y cultural que caracteriza a nuestro
pais, se funden en una variedad de conocirmientos y practicas populares‘que es
necesario valorar, rescétar y desarrollar cientificamen{e en beneficio de la salud

(Borrego, citado en Aguilar et al., 1994).

Una de las regiones de México que merece una atencién especial es el
Valle de Tehuacan-Cuicatlan, que esta localizado al sureste del estado de Puebla
y noreste de Oaxaca, entre los 17°39’ y 18°53’, y entre los 96°55’ y 97°44'. Este
Valle es una regién semiarida que presenta uno de los mas altos indices de

diversidad vegetal de México, pues en un area relativamente pequefia (10,000

KmZ2) se encuentra entre el 10 y 11.4% de las especies de la flora Mexicana. El
Valle posee 365 especies endémicas que representan el 13.9% de su flora y mas
del 25% de su flora vascular es usada por las diferentes comunidades que lo
habitan. Aunado a lo anterior, en esta region coexisten seis (Nahuas, Popolocas,
Mazatecos, Chinantecos-Cuicatecos, Ixcatecos, y Mixtecos) de los 52 grupos
étnicos que aun existen en el pais (Davila et al., 2002). Adicionalmente, esta
region ha tenido gran importancia para la reconstruccion de la prehistoria de la
region cultural conocida como Mesoamérica, pues en algunas de sus cuevas se
ha encontrado la evidencia mas antigua de domesticacion de plantas y origen de
la agricultura en el Nuevo Mundo (Bye, 1998; Hernandez-Xolocotzi, 1993;
MacNeish, 1967, 1992;). Por todo lo antes mencionado, este Valle es considerado
como un centro de megadiversidad y endemismo a nivel mundial por la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) y recientemente ha

sido decretado como una Reserva de la Biosfera.



La larga historia de ocupacién humana de esta regién, asi como su alta
diversidad cultural y bioloégica sugieren que sea una de las areas de Mesoamerica
con una gran tradicion etnobotanica de manejo y utilizacion de los recursos
vegetales por las poblaciones humanas locales, como forraje, medicinal,
comestibles, lefia, ornamental, etc. (Casas et al., 2001, 1997, 1994;1IParedes,
2001; Ramirez, 1996; Casas y Valiente-Banuet, 1995). La informacion disponible,
también sugiere que la riqueza de recursos vegetales aprovechados por los
grupos humanos locales es muy elevada. En un estudio reciente a nivel de todo el
Valle, Casas et al., (2001) identificaron que de alrededor de 2700 espécies de
plantas vasculares, 808 especies son ttiles (243 son empleadas como remedios
para la curacién de diferentes afecciones), la mayor parte de las cuales (90%) son

nativas y 44 son endémicas a la region.

No obstante la utilidad de esos estudios, aln se requiere informacion sobre
las plantas utilizadas en esa regién y especialmente en lo que se refiere a la
importancia relativa (por ejemplo el lugar que cada especie ocupa en la
preferencia sobre la curacion de diversas enfermedades) de las especies en la
zona, a la comprobacion de su actividad curativa, a la identificaciéon de sus
principios activos, asi como a la determinacion de las posibles variaciones en
dicha actividad, resultante de actividades de seleccion por el hombre. La
recopilacion, analisis y validacion de esta informacion para la zona, tiene gran
relevancia desde el punto de vista de la etnobotanica aplicada, pues seguramente
contribuird de manera significativa en la definicion de estrategias para el
aprovechamiento y manejo de sus recursos, tareas que son prioritarias en una

reserva de la Biosfera como lo es el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Parte de la informacion faltante fue recopilada por Blanckaert et al., (2004),
quienes realizaron un estudio sobre los huertos del poblado de San Rafael y se

reportan diversas especies de plantas medicinales presentes ahi. Rosas (2003)



también contribyyé de una manera importante, pues realizd una investigacion
etnobotanica sobre la flora atil de este mismo poblado y produjo el listado de
diversas especies medicinales de la localidad.

Aunado a lo anterior, el hecho de que San Rafael, municipio de Coxcatlan,
sea un poblado que se formé por la migracion de personas de diferentes poblados
(principalmente de Oaxaca y Puebla) que muy posiblemente conservaron el
conocimiento tradicional que probablemente poseen algunos o varios de los
migrantes sobre las plantas medicinales que usaban en su region de origen, hace
que este pueblo sea 4atractivo para aplicar el enfoque de prospeccion de
medicamentos basado en la etnobotanica. El estudio de este poblado forma parte
de un proyecto de investigacion etnobotanica regional, cuyo objeto es proveer
herramientas de manejo para el uso y preservacion de los recursos naturales
dentro de la Reserva de la Biosfera (Lira, 2001).

Los estudios etnobotanicos permiten suponer que algunos de los
metabolitos secundarios que producen las plantas, son responsables de la

curacion de enfermedades, a través del uso de plantas en la medicina tradicional.

Las plantas producen diversos compuestos (metabolitos secundarios) que,
en su mayoria no participan directamente en su crecimiento y desarrollo (Croteau
et al.,, 2002). Muchos de estos compuestos, se sabe que protegen a las plantas
contra la herbivoria, infecciones microbianas, etc. asi como algunos son
atrayentes de polinizadores y agentes alelopaticos. Esta actividad bioldgica
muchas veces coincide con actividad farmacologica en seres humanos (Croteau et
al., 2000; Wink, 1999; Harborne y Tomas-Barberan, 1991;Harborne, 1989).

Para explicar la efectividad terapéutica de las plantas medicinales, existen
tres posibles interpretaciones: 1) que los remedios medicinales actien
simplemente como placebos (Okpako, 1999); 2) que las plantas, a través de su

metabolismo, sinteticen compuestos que representen el elemento curativo (Rojas



et al., 2003; Ankli et al., 2002; Heinrich et al., 1998; Mori et al., 1987) y, 3) que
dichos compuestos, aunque no actlien directamente como agentes responsables
de la curacion de los padecimientos, posiblemente estimulen al sistema
inmunologico y con ello se consiga el alivio (Sa-Nunes et al., 2003; Ankli et al,,
2002; Mookerjee et al., 1986). Por otra parte, estd ampliamente documentada la
actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios (Murphy, 1999; Corthout
et al.,, 1991; Janssen, 1986) que actian a diferentes niveles, como membrana
celular, DNA, precipitando proteinas, etc. (Sa-Nunes et al., 2003; Helander et al.,
1998; Barre et al., 1997; Kubo et al., 1983) e incluso pudieran actuar sobre
bacterias patégenas pafa el hombre. En este trabajo se tratara de probar la
segunda de las opciones con la finalidad de evaluar si el uso tradicional de las
plantas empleadas en el tratamiento de enfermedades de posible origen

bacteriano en San Rafael, tiene una base fitoquimica.

Una investigacion de esta naturaleza implica en primer lugar, hacer un
inventario de las especies de plantas medicinales que son utilizadas por los
habitantes de San Rafael, con el fin de reconocer aquellas que son empleadas
para aliviar las enfermedades de origen bacteriano. En segundo término, implica el
analisis de la congruencia y distribucion entre los habitantes de San Rafael del
conocimiento tradicional de la flora medicinal, para determinar si hay una
concordancia con el uso medicinal que se atribuye a cada especie de planta. En
tercer lugar se requiere seleccionar las plantas que son utilizadas para aliviar
aquellas enfermedades de posible origen bacteriano, con base en la investigacion
etnobotanica, ya que el consenso entre los informantes sera el fundamento
principal para hacer dicha seleccién. Posteriormente, se debe comprobar la
actividad antibacteriana de las plantas seleccionadas, para lo cual es necesario
obtener los extractos de diferente polaridad y probar la actividad de cada uno de
ellos frente a diferentes cepas de bacterias. Por ultimo, tomando en cuenta las
observaciones anteriores, se seleccionan a las especies que por consenso

resultaron mas importantes y que tengan una actividad antibacteriana



considerable para realizar el estudio fitoquimico que demuestre la presencia de el

o los compuestos responsables de de dicha actividad bioldgica.

Este trabajo esta estructurado en seis capitulos. En el primero de ellos se
presenta una introduccion general. El capitulo Il se refiere estrictamente a la
informacion etnobotanica. El capitulo Il incluye los datos de la investigacion
antibacteriana de las plantas seleccionadas. El capitulo IV versa sobre la
investigacion fitoquimica y la actividad antibacteriana de Jatropha neopauciflora
Pax (sangre de grado). En el capitulo V se presenta una discusiéon general del
trabajo, ademas de hablar sobre algunos resultados adicionales obtenidos en el
curso de esta investigacidon. Finalmente en el capitulo VI se expresan las

conclusiones generales de este trabajo.

10



LA ZONA DE ESTUDIO

San Rafael, municipio de Coxcatlan, donde la mayor parte de la poblacion son
mestizos descendientes de nahuas, se localiza al sureste de Tehuacan, Puebla, a
18°12’ y 18°14' de latitud norte 97°07' y 97°09' de longitud oeste a 957 msnm
(Figura 1.1y 1.2)
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Figura 1.1 Localizacion geografica de San Rafael.
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Figura 1.2 Poblado
(Tomado de Blanckaert et al., 2004)

Apancle: sistema de canales de riego tradicional
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Clima

En San Rafael, municipio de Coxcatlan, el clima es Bs1(h') w" (w) eg
(Fernandez, 1999) y corresponde al seco o arido con lluvias en verano vy
temperatura media de 22°C variando entre 25°C en Abril y Mayo, y 18°C en Enero
| (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una precipitacion anual de 394.6 mm para
la zona; cerca de los 386.57 mm registrados de 1988 a 1998 en la estacion
climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los 763.7
mm de precipitacion casi duplicaron el promedio anual, concentrandose en los

meses de junio a noviembre.
Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye
al norte desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de
Santo Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y
eventualmente se vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su
camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de
San Diego, Chalma. Este pequefio rio el cual se convierte en el Rio Salado, se
une por un numero de cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de

Oaxaca en el noreste (Salcedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en las
regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en 2 grandes

tipos: regosoles predominantemente calcareos y regosoles éutricos, y xerosoles,
predominantemente xerosoles haplicos.
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Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde
Escontria chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter)

Backeb son particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconoci6é por nivel topografico los siguientes tipos de

vegetacion en San Rafael:

Cardonal de Pachycereus weberi, que se caracteriza por el predominio de

cactaceas columnares (cardones).

Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel préximo al cauce del rio, sobre
niveles de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal de esta region, con

una alta densidad arbustiva.

Cuaijiotal con especies dominantes como: Bursera morelensis, Mimosa
polyantha, Fouqueria formosa, asi como arbustos y hierbas como Sanvitalia

fructicosa, localizada aproximadamente a 1.5 — 3.5 m por encima del nivel basal.

Fouqueria con especies dominantes como Fouqueria formosa, Bursera.
aptera, Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia, Manihotoides pauciflora, Senna
wisliseni, Mimosa luisana y Sanvitalia fructicosa. Localizada en el nivel mas alto,
de 3.5 a 5 m por encima del nivel basal. La densidad de plantas en los estratos

arbustivos y herbaceos es muy baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia

fructicosa.
En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se

determin6 un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y' 87 familias

botanicas, de las cuales 368 especies fueron registradas con uno o mas usos
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(18% son usadas como plantas medicinales). Las familias con un mayor nimero
de especies fueron Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae Yy
Euphorbiaceae, que corresponden a las familias mas representativas del Valle de

Tehuacan-Cuicatlan.
La poblacion

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundd a
principios del siglo XX y'cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres).
La poblacién joven abarca actualmente el 22% y es en este grupo donde se
presenta migracion, ya que muchos jévenes entre 15 y 22 afos, abandonan la
comunidad en busca de mejores oportunidades educativas, 12% se encuentra en
Tehuacan o en la ciudad de Puebla estudiando la licenciatura, 23% trabajan en
Estados Unidos, 35% laboran en las maquiladoras de Ajalpa, Tehuacan y

Zinacantepec (Censo de Poblacién 2001).

La mayor parte de la poblacién actual es nativa de San Rafael, el 45%
proviene de diferentes poblados como Ajalpa, Tecamachalco, San José Tilapa,
San Gabriel Casablanca y Cuicatlan, lo que ha permitido, mediante la socializacion
del conocimiento, un mayor uso de recursos vegetales que no eran empleados en
la comunidad (Rosas, 2003)

San Rafael fue fundado hace 85 afios, como una hacienda azucarera.
Después de la Revolucion en 1917, los campesinos recibieron un terreno propio
para habitar. Las primeras casas fueron construidas probablemente en la parte
mas baja del sur de este pueblo, entre la carretera Coxcatlan-Teotitlan y un
pequefio rio. Mas tarde cuando el espacio habitacional se vio limitado, otras casas
fueron construidas del otro lado de la carretera. En la actualidad, el poblado se

extiende hacia ambos lados de la carretera.
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El nivel de educacion de la poblacién de San Rafael es muy bajo. Durante
las™ entrevistas, hombres y mujeres fueron cuestionados al respecto. Cerca del
28.9% de los habitantes encuestados (45 personas en total) dijeron no haber ido a
la escuela y no saber leer ni escribir. La mayoria (55.6%) tienen estudios de
primaria, pero sin terminarla. Un pequefio grupo (8.9%) tiene estudios de
secundaria y sblo 6.6% tienen estudios posteriores a la secundaria. En la
actualidad, en San Rafael, hay jardin de nifios y primaria a la cual acuden todos
los nifios del poblado. Para asistir a la secundaria, los jovenes tienen que
desplazarse a la cabecera municipal (Coxcatlan) o al poblado mas cercano dei
estado de Oaxaca (Teotitlan del Camino), lo cual les toma alrededor de 30 minutos
en autobus (Rosas, 2003).

La red de electricidad se establecié hace 35 afos y ahora todas las casas
tienen este servicio. Recientemente se instalé el alumbrado publico. El pueblo
solventa sus necesidades de agua a través de un pequeiio canal de irrigacion
(apancle) que corre por los lados y centro del pueblo. El agua proviene del “Rio
Salado” y la cantidad de agua depende de las temporadas de lluvia. E| agua de
este canal es usada principalmente en el riego de los sembradios de cafia de
azucar que estan alrededor de la villa y de sus propios huertos. Cuentan con agua
durante todo el afio y la sequia puede ser ocasional durante los meses de Abril y
Mayo. Algunas familias tienen en sus casas tanques para almacenar agua y
solucionar su escasez durante los meses problematicos. Las familias que no

cuentan con estas reservas de agua, si sufren la sequia y las plantas de sus
huertos se secan.

Por 15 afios, las familias han contado con agua limpia para beber que
obtienen por medio de una manguera de hule que baja el agua de la sierra. El
agua para beber no se surte todo el dia, sélo a intervalos, pero las personas
almacenan todo lo necesario para satisfacer sus necesidades. El agua que usan

para lavarse o cocinar nunca se desperdicia, es reutilizada mediante la via de un
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sistema ingenioso de pequefios canales de irrigacion y minidiques que pasan a
los lados de las plantas del huerto. Cada familia paga una cuota fija por el uso de

electricidad y agua limpia.

La actividad econdmica mas importante es la agricultura, cuyo principal
ingreso proviene del cultivo de la cafia de aztcar. También se dedican a la cria de
ganado caprino, la recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos
fines (Rosas, 2003).
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CAPITULO Il

ANALISIS CUANTITATIVO DEL CONOCIMIENTO TRADICIONAL DE LAS
PLANTAS MEDICINALES EN SAN RAFAEL, VALLE DE TEHUACAN-
CUICATLAN, PUEBLA, MEXICO.
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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resuitados de un estudio sobre la
consistencia y distribucién del conocimiento tradicional de la flora medicinal de
San Rafael, en el municipio de Coxcatlan. Se efectuaron dos tipos de entrevistas
(abierta y estructurada) a 60 informantes. La aplicacion de la prueba de ji
cuadrada y el coeficiente de Spearman a los datos, revelaron que no existen
diferencias significativas en el conocimiento sobre las plantas medicinales y las
caracteristicas personales de los informantes, aunque pudo observarse una
tendencia que sefala que las personas de mayor edad conocer un mayor numero
de plantas que los jévenes. Un analisis de correspondencia mostré6 que no hay
ningun patrén de distribucién del conocimiento sobre la flora medicinal y que la
variacion observada es al azar. El anélisis de los datos obtenidos en la entrevista
estructurada y ajustados a un modeio lineal frente a los datos de la primera
entrevista, mostré.que mas del 90% de los eventos registrados en la entrevista
estructurada son determinados por lo registrado en las entrevistas abiertas. El
reducido tamafio del poblado y la sistematica interaccion entre sus habitantes,
podrian explicar la homogeneidad en el conocimiento tradicional de los pobladores

de San Rafael acerca de las propiedades curativas de las plantas.

Palabras clave: etnobotanica, plantas medicinales, conocimiento tradicional. San
Rafael, Coxcatlan, Puebla.

ABSTRACT

This study was directed to document the consistency and distribution of
traditional knowledge concerning the medicinal flora at the village of San Rafael,
municipality of Coxcatlan. Two types of interviews (free listing and structured) were
applied to 60 informants. Data analysis using chi-square and the Speamman
coefficient, revealed no significant differences in knowledge on medicinal plants

between gender, age, occupation, provenance and residence time in the village.
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Nevertheless, it was observed that older people recognized a larger number of
plants than the younger one. Correspondence analysis revealed a non-clear
pattern in the distribution of the knowledge of medicinal flora. The analysis of the
results obtained from structured interviews and adjusted to a linear model versus
the results of the first interviews showed the strength and congruence of the
traditional knowledge by the inhabitants of San Rafael about medicinal plants. The
interviewed informants recognized more than 90% of the species they mentioned
in the open interviews and also mentioned the same medicinal use. The size of the
village and the systemaﬁc interactions between its inhabitants, might explain the
homogeneity of the traditional knowledge of San Rafael's residents concerning the
healing properties of the plants.

Keywords: ethnobotany, medicinal plants, traditional knowledge, San Rafael,
Coxcatlan, Puebla.
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INTRODUCCION

Las comunidades indigenas poseen un profundo entendimiento de su
medio ambiente y su ecologia (Leonti et al., 2003; Caballero y Cortés, 2001;
Cotton, 1997; Casas et al., 1994). Saben de numerosos usos que se les pueden
dar a las plantas —por ejemplo como medicinas- (Ankli et al., 2002; Frei et al.,
1998; Heinrich et al., 1998), Estos conocimientos constituyen una base importante
para la conservacién de la biodiversidad global y para su uso sustentable (Frei et
al., 1998; Robineau et al., 1996).

Las plantas curativas son el recurso terapéutico por excelencia de la
medicina tradicional mexicana, que en gran parte es adn rescatable y puede
constituir un importante elemento para implementar nuevos planes de salud, que
combinen el conocimiento popular con el cientifico (Argueta y Cano, 1994).

El Valle de Tehuacan-Cuicatian merece especial atencién, porque esta
region es una de las reservas bibticas mas relevantes de México. En 10 000 km?
de superficie, probablemente posee la mayor diversidad biologica (2700 especies
de plantas vasculares) de las zonas aridas de Norteamérica (Casas et al., 2001).
En esta zona prospera entre el 10 y 11.4% de la flora mexicana, con 365 especies
endémicas que representan 13.9% del total, mientras que mas de 25% de las
plantas vasculares del valle se usa por diferentes comunidades humanas que
habitan la regién. Por otro lado, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan también posee
una importante diversidad cultural (Davila, 2002).

San Rafael, es un poblado que pertenece al municipio de Coxcatlan, que se
localiza dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en el estado de Puebla. El sitio es
objeto de una linea de investigacién etnobotanica regional, que pretende conocer
la condicion actual de los recursos naturales, asi como el proceso de cultivo,
manipulacion y domesticaciéon de plantas, encaminado para proveer herramientas
de manejo para el uso y preservacidon de los recursos naturales dentro de la

Reserva de la Biosfera (Lira, 2001). En la comunidad de San Rafael se ha
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realizado un trabajo sobre la flora util (Rosas, 2003) y otro sobre la compaosicion,
manejo y uso de los vegetales de los huertos (Blanckaert et al., 2004). La presente
contribucién ha sido la base para realizar un estudio sobre la fitoquimica en
relacion con el uso tradicional de las plantas medicinales de esta region (Canales
et al., 2005)

En el curso de la investigaciéon etnobotanica surge la necesidad de verificar
los datos recopilados durante las entrevistas con los informantes, para evitar
confusiones al momento de colectar las plantas y documentar el uso preciso que
se les da en la regiéh, este es uno de los aspectos mas dificiles para la
recoleccion de datos. Se ha visto que las inconsistencias internas, pueden ser
detectadas cuando a un individuo se le presentan las mismas especies en varias
ocasiones (Cotton, 1997). En afhos recientes, se han publicado algunos estudios
cuantitativos sobre la etnobotanica de las plantas medicinales (Alcomn, 1984;
Friedman et al., 1986; Moerman, 1999; Frei et al., 1998) pero solo algunos de ellos
(Friedman et al.,, 1986; Frei et al., 1998) analizan sus datos con respecto a la
importancia cultural de las plantas dentro de una cultura especifica.

El objetivo de este trabajo fue obtener un in\;entario de las espécies
medicinales y documentar la forma de uso que les dan los habitantes de San
Rafael. Adicionalmente, se analizé si existia alguna variacién del conocimiento
sobre las plantas (tanto interna de cada informante, como entre la poblacién) que
utiizan como medicinales, es decir se analizd Ia consistencia y distribucion del
conocimiento tradicional de la flora medicinal entre la poblacién de San Rafael,

con respecto a las caracteristicas personales de los informantes.
AREA DE ESTUDIO

San Rafael, municipio de Coxcatlan, Puebla, se localiza al sureste de
Tehuacan, en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12' y 18°14' de latitud
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norte, asi como 97°07’ y 97°09' de longitud oeste, con un rango de altitud de 957 a
1400 m.s.n.m. (Fig. 1). El clima es de tipo Bs1(h'\w"(w)eg de acuerdo con la
clasificacion de Koeppen, modificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un
tipo seco o arido con lluvias en verano y temperatura media anual de 22°C,
variando entre 25°C en abril y mayo, y 18°C en enero (Medina, 2000). La
vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria
chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeb son

particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).
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Fig. 1. Ubicacion geografica del poblado de San Rafael.
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La comunidad de San Rafael, es relativamente de poca antigliedad. Se
fundd a principios del siglo XX (Rosas, 2003) y cuenta con 298 habitantes (151
mujeres y 147 hombres) (An6nimo, 2001). La poblacién joven abarca actualmente
22% del total, este grupo es el mas afectado por la emigracién, ya que muchos
lugarefios entre 15 y 22 afios abandonan la comunidad en busca de mejores
oportunidades educativas (12% se encuentra en Tehuacan o en la ciudad de
Puebla estudiando la licenciatura) y de trabajo (23% trabajan en Estados Unidos,
35% laboran en las maquiladoras de Ajalpa, Tehuacan y Zinacantepec) (Anonimo,
2001). La actividad econdmica mas importante es la agricultura, cuyo principal
ingreso proviene del cultivo de la cafla de azucar. Los campesinos de la
comunidad también se dedican a la cria de ganado caprino, la recoleccion de
frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines (Rosas, 2003). Esta comunidad
Unicamente cuenta con una casa de salud, donde una enfermera ofrece servicios
muy basicos y vigila el crecimiento de los niflos menores de 3 afios, ademas de .
coordinar las campafas de vacunacion (Rosas, 2003).

MATERIALES Y METODOS

Recopilacién de la informacién etnobotanica

Los datos para este trabajo fueron recabados de mayo 2001 a abril de 2002
y se obtuvieron de un total de 60 personas (45 mujeres y 15 hombres).

Se realizaron dos entrevistas a cada informante, la primera de las cuales
fue abierta y en ella se tomaron sus datos personales (ocupacion, edad, ubicacién
de su domicilio, escolaridad, lugar de origen y tiempo viviendo en San Rafael),
ademas de los relativos a las plantas medicinales que usan, a la forma de usarlas
y a los padecimientos que tratan con ellas.
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Para confirmar y ampliar la informacion obtenida de esta manera, seis
meses después, los mismos informantes fueron sometidos a la segunda entrevista
(entrevista estructurada), con la cual se buscaba determinar si reconocian y
asignaban el mismo uso a las especies mencionadas por ellos con anterioridad.
En este caso, se usd como ayuda visual un catalogo de ejemplares secos y
prensados de cada una de las especies medicinales, asi como imagenes de las
plantas vivas que se les presentaron en una computadora portatil.

Los especimenes usados para la segunda entrevista fueron colectados en
el pueblo de San Rafael y sus alrededores. Para ello, se hicieron caminatas con
algunos de los informantes, con la finalidad de localizar de manera inequivoca las
plantas en cuestién. Un juego completo de estos materiales se deposité en el
herbario de la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala (IZTA) y duplicados en
el herbario Nacional del Instituto de Biclogia, Universidad Nacional Autbnoma de
México (MEXU).

Es importante sefalar que las recolecciones se llevaron a cabo con el
permiso del Instituto Nacional de Ecologia de México y que no se conservo ningun
material vivo. Cada visita al poblado se hizo con el consentimiento de las
autoridades de San Rafael y los datos etnobotanicos recabados fueron

proporcionados voluntariamente por los informantes entrevistados.

Analisis estadisticos

La prueba de ji cuadrada (X?) se us6 para determinar si existia una relacién
significativa entre el nimero de plantas medicinales mencionadas por las personas
en la entrevista abierta y las reconocidas (nombre y/o usos) en la entrevista
estructurada. La prueba se hizo considerando el género, la edad, el lugar de
origen, la ocupacion y la ubicacién de la vivienda en el poblado de los informantes.
Adicionalmente, se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman para
determinar si existia relacién entre la edad y el tiempo de residencia de estas

personas respecto a la cantidad de plantas medicinales de su cognicion.
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Se ajusté un modelo logaritmico para definir la relacion entre el nimero de
especies mencionadas por los informantes durante la entrevista abierta y el
numero de especies reconocidas (s6lo el nombre) en la entrevista estructurada.
Posteriormente, se usé un modelo lineal para deteminar la relacion entre el
niimero de especies mencionadas en la entrevista abierta y el nimero de especies
reconocidas como medicinales (nombre y forma de uso) en la entrevista
estructurada.

Con los datos obtenidos de la entrevista estructurada, se construy6 una
matriz de caracteres binarios (1 el informante reconoce a la planta como
medicinal; 0 no la reconoce como medicinal). Con base en esta matriz se hizo un
analisis de ordenacion por correspondencia, para determinar si existia algun
patron en la distribucién del conocimiento sobre la flora medicinal. Es decir, si
existia uno o mas grupos de personas con determinadas caracteristicas que
conocieran mas plantas medicinales. La matriz se form6é de 60 columnas
(representando a los 60 informantes) y 46 renglones (representando a las
especies de plantas medicinales). El analisis se realizé utilizando la version 2.0 del
paquete estadistico NTSYS (Rohlf, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Informantes y flora medicinal

Las personas entrevistadas proporcionaron informacién de 46 especies
medicinales usadas para el tratamiento de diferentes enfermedades (Cuadro 1),
misma que pertenecen a 28 familias y 46 géneros de plantas vasculares (Cuadro
2). La familia Asteraceae es la que presentd el mayor numero de registros, lo cual
no es tan sorprendente, pues se trata del grupo mejor representado en la flora de

la zona (Rosas, 2003) y, concuerda con lo encontrado al respecto por Moerman et
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al. (1999). 47.8% de las especies son silvestres, 28.2% se cultivan en los huertos,
mientras 23.9% son plantas medicinales que se adquieren en mercados. La alta
proporciéon de plantas silvestres empleadas por la gente de San Rafael, es una
muestra de la fuerte dependencia que se tiene en esa comunidad de su entormo

vegetal natural para aliviar diversos malestares.

Cuadro 1. Datos personales de los informantes entrevistados y ntmero de especies

mencionadas y reconocidas.

Ubica Géne Edad Escola- Ocupa- Lugar Afios Numero Numero Numero

cion ro ridad cién de de de de de
del Origen residen plantas plantas plantas
domici ciaen mencio- recono- recono-
lio San nadas® cidas® cidas®
Rafael
1N M 36 Prim H SRC 36 3 27 19
2N H 45 Prim ClJ  Pue 6 11 27 16
3N M 39 Prim H Oax 21 13 30 18
4V H 30 Sin A Oax 0.5 0
5V M 49 Prim H/T Pue 3 7 23 16
6V M 41 Sin H Oax 21 9 35 28
7V M 26 Prim H Oax 4 8 28 22
8V M 72 Sin H SRC 72 10 30 25
9N M 48 Prim C Pue 45 5 31 23
10N M 43 Prim H Pue 25 7 35 28
11N M 50 Prim H SRC 53 10 29 23
12N M 69 Sin H Pue 80 5 19 15
13N M 24 Sin H Pue 7 6 19 11
14V M 31 Bach H SRC 31 4 20 12
15N M 53 Prim H SRC 53 7 29 23
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16 N
17N
18 N
19N
20N
21N
22N
23V
24V
25V
26V
27V
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29V
30V
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48V M 63 Prim H SRC 63 11 23 15
49N M 18 Sec H SRC 18 13 25 14
50V H 34 Prim C Pue 18 6 4 4
51N H 49 Prim C Pue 46 5 31 25
52V M 32 Prim H SRC 32 4 20 12
53N H 13 Prim E SRC 13 ] 27 10
54V M 54 Prim H Pue 53 16 33 22
55N M 40 Sin H Pue 8 11 14 14
56 N M 39 Prim H Pue 25 7 35 28
57V M 49 Prim H Pue 3 7 23 16
58 V H 60 Sin C SRC 60 7 35 28
59N M 36 Prim H SRC 36 4 27 19
60V M 59 Prim H Oax 40 26 35 27

Género: M: mujer; H: hombre. Escolaridad: Sin: sin escolaridad; Prim: primaria; Sec: secundaria; Bach:
bachillerato; Lic: licenciatura. Ocupacion: H: hogar; C:campesino; A: albaiiil; T: tienda; J: juez; S: casa de
salud; E: estudiante. Lugar de origen: SR: San ‘Rafae', Pue: Estado de Pusbla; Oax:Estado de Oaxaca.
Ubicacion del domicilio: N parte nueva; V parta vieja del poblado. > Plantas menclonadas en la entrevista
abierta. ® Plantas reconocidas solo por el nombre durante Ja entrevista estructurada. © Plantas reconocidas
como medicinales (nombre y uso) durante la entrevista estructurada.
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Cuadro 2. Especies usadas en la medicina tradicional de San Rafael Coxcatlan.

Familia
Especie :
Nombre comUn Enfermedad Parte usada Forma de uso
Acanthaceae
Gypsacanthus nelsonii E.J. Tiricia PA Se adorna la planta con papel y globos rojos, se
Lott, V. Jaram. & Rzed. lleva al nifio con tincia y se le hace bailar y
Hierba de la tiricia® abrazar a la planta.
Agavaceae '
Agave stricta Salm-Dyck Deje de sangrar la herida PA Se corta la penca y la pulpa se coloca sobre |a
Magueicillo® herida.
Amaryllidaceae
Aloe vera (L.) Burm. f. Irritacion en los 0jos, PA Se abre y se asa la penca, se coloca sobre la
Sabila® quemadas, torceduras, parie afectada.
heridas, tos, anginas -
Diabetes Con la pulpa se hace un licuado y se toma en
ayunas.
Anacardiaceae
Schinus molie L. Bafio para las parturientas PA Se pone a hervir con el agua con que se va a
Coabino o pirul® bafiar a la sefiora.
“Aire” Se pone una ramita bajo la ropa o atras de la
oreja.
Cyriocarpa procera Kunth Dolor de rifiones " C Se prepara un té con la corteza de |a
Chupandilla® chupandilla combinada con la biznaga y el
cuachalala, se toma como agua de tiempo.
Asclepiadaceae
Asclepias linaria Cav. Bafo de parurientas PA Se pone a hervir en el agua del bafio de las
Romero de monte® ' sefioras.
Colicos, espanto Té, tomado.
Asteraceae
Artemisia absinthium L. Estémago, parturientas PA Té, se toma una tacita en ayunas.

Hierba maestra®

Colicos, bilis



Flaveria trinervia (Spreng.) C.
Mohr

Hierba del sapo®
Gymnosperma glutinosum
(Spreng.) Less.

Popote?

Matricaria recutita L.
Manzanilla®

Montanoa tomentosa Cerv.
Acahuite?

Tanacetum parthenium (L.)
Sch. Bip. Santa Maria®

Vearbesina crocata (Cav.) Less.

Arnica®

Viguiera dentata (Cav.)
Sprengel
Chimalacate®

Bombacaceae
Ceiba parvifolia Rose
Pochote?

Boraginaceae
Borago officinalis L.

Disenteria, gastritis
Infeccion de una herida

Diarrea

Diarrea, alfericia, garganta,
gripa

Irritacion en los ojos
Bebés enlechados

Parturientas

Diarrea, coraje

Parturientas, para restaurar la
cadera

Infeccion de una heridas,
ronchas, quemadas
Garganta

Parturientas, chincual

Piquetes de hormiga

Diabetes, dolor de rificnes,
tumores, gastritis
Infeccion de una herida

Tos, garganta, gripe

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

Té, se toma como agua de tiempo.
Té, se lava la herida infectada.

Té, lomado.

Té, como agua de tiempo.

Té, se lavan los gjos.

Los relofios de las hojas se ponen en un
cascardn con leche materna, se acercan a las
brazas hasta que hierva y se les da a los bebés.
Para un nifio se usa leche de la mama de una
nifia y viceversa.

Se pone a hervir en el agua de su bafio.

Té, se toma como agua de tiempo.
Se pone a hervir con el agua de su bafio.

Té, se lava la parte afectada.

Té&, se hacen gargaras.
Se pone a hervir con el agua de su bario.

Se restriega una hoja directamente en el
piguete.

Té, se toma como agua de tiempo.

Te, se lavan las heridas infectadas; también se
pulveriza la corteza seca y se coloca ese polvo
directo sobre la herida.

Té con leche, se toma muy dulce de preferencia
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Borraja®

Burseraceae

Bursera arida (Rose) Standley
Aceititlo?

Cactaceae

Hylocereus undatus (Haw.)
Britton & Rose

Pitahaya®

Ferocactus latispinus (Haw.)
Britton & Rose

Biznaga®

Opuntia sp.

Nopal®

Chenopodiaceae
Chenopodium murale L.
Chaguaquslite®
Cyperaceae

Cyperus hermaphroditus
(Jacq.) Standl.

Piomia®

Equisetaceae
Equisetum hyemale L.
Cola de iguana o Cola de
caballo®

Euphorbiaceae
Acalypha hederacea Torr.
Hierba del pastor?

Cnidoscolus chayamansa Mc
Vaugh

Chaya®

Jatropha neopaucifiora Pax
Sangre de grado®

Infeccion de una herida,
fuegos, algodoncillo, granos en
la piel

Gripe

Dolor de rifiones

Diabetes

Alforra

Colicos
Alfericia

Dolor de rificnes

Parturientas

Granos, infeccion de una
herida, inflamacién.
Diabetes, inflamacién

Fuegos, infeccion de una
herida, dientes

PA

PA

PA

PA

PA

PA

por la noche

Se hace un corte al tronco de la planta y “el
juguito” que escurre, se coloca directo sobre la
parte afectada

Se prepara un té y se toma como agua de
tiempo

Té, combinado con la corteza de chupandilla y
cuachalala. Se toma como agua de tiempo.

Licuado en ayunas.

Se pone a hervir la planta y se hace una bolita
gue se coloca en el ano del bebé

Té, como agua de tiempo

Se esculpe una cruz con la raiz y se cuelga al

cuello del nifto ¢con alfericia.

Té, se toma como agua de tiempo

Se usa en el bafio de las sefioras.

Té, se lava y se ponen fomentos en la parte
afectada,

Te, tomado ¢como agua de tiempo.

Se hace una herida a la planta y el latex se
pone directamente sobre |a parte afectada.
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Ricinus communis L. Pecho, empacho, calentura H Se unta la espalda y abdomen con manteca y

Higuerilla® luego se coloca una hoja que cubra toda la
region.

Julianiaceae '

Juliania adstringens (Schidl.) Diabetes, dolor de rificnes, C Té, se toma como agua de tiempo.

Schidi. tumores, gastritis

Cuachalala® Infeccién de una herida Té, se lavan las heridas infectadas; también se

pulveriza la corteza seca y se coloca ese polvo
directo sobre la herida.

Lamiaceae
Mentha x piperita L. Estomago, parasitos, gripe PA Té, como-agua de tiempo
Hierbabuena®
Marrubium vuigare L. Diarrea, berrinche, dolor. PA Té, en ayunas.
Marrubio® Infeccion de una herida La herida se lava con el té.
Ocimum basificum L. Garganta, parasitos, diarrea, PA Se prepara un té y se toma lo mas seguido
Albah4car ® dolorde estémago posible.
Aire Se pcne una ramita bajo la ropa a la altura del
pecho.
Mimosaceae
Mimosa Juisana Brandegee Diabetes. PA Té, como agua de tiempo.
Ufa de gato®
Prosopis laevigata (Humb. & Parturientas PA Se pone a hervir con el agua de su bafio
Bonpl. ex Wild) M. C. Empacho Té con los retonos y se toma.
Johnston Irritacién de ojos Té, se toma y se lavan los ojos
Mezquite®
Myrtaceae
Eucalyptus giocbulus Labill. Tos PA Te, se toma
Eucalipto®
Psidium gguajava L. Diarrea, disenteria H Té, como agua de tiempo
Guayabo
Nyctaginaceae
Bougainvillea spectabilis Willd. Tos y gripa F Té, con la flor morada, se toma a cualquier hora
Bugambiiia® del dia
Tristeza de nifios Las flores rojas las avienta el nifio al apancle y
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al irse con el agua las flores, también se va la

tristeza.

Papaveraceae
Argemone mexicana L. Perrillas L Se corta una rama y se coloca el latex
Chicalote® directamente en el ¢jo.
Piperaceae
Piper auritum Kunth Abortivo H Té, en ayunas
Hoja santa®
Rosaceae
Rosa centifoiia L. Irritacidn en los ojos, granos en F Té, tomado y se lava la parte afectada.
Rosa de Castilla® la cara, cblico '
Rutaceae
Ruta chalepensis L. Diarrea, garganta, colicos, PA Té, se puede tomar en ayunas.
Ruda® coraje

Tiricia, aire, dolor de cabeza Se pone una ramita tras la oreja.

Selaginellaceae

Selaginella lepidophylia (Hook. Dolor de rifiones ‘ PA Té, como agua de tiempo
& Grev.) Spring

Siempre viva o doradilla®

Simaroubaceae

Castelfa tortuosa Liebm. Diabetes, berrinche, presién PA Té, como agua de tiempo.

Venenillo®

Solanaceae

Margaranthus solanaceus Diabetes, bilis. H Té, en ayunas.

Schitd!. Berrinche . .

Totomache? r A los nifios berrinchudos se les da una hoja a
masticar.

FPhysalis sp. Garganta FR Se asan y se colocan calientes como

Tomate verde® cataplasma sobre la garganta.

Turneraceae )

Tumera diffusa Willd. Diarrea, colicos PA Te, como agua de tiempo.

[tamo real®
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Verbenaceae
Lippia graveolens Kunth Diarrea, pecho, abortive, dolor PA Té, se toma en ayunas y durante el dia.
Qrégano? de estébmago, coélicos.

*Plantas silvestres {47,8%}); "Flantas cullivadas en los huertos (28.2%); “Plantas adquiridas en los mercados (23.8%). Parte usada; C: corteza; F: flor; FR: fruto; H: holas; L:
latex; PA: parte aérea; R: ralz.
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Relacién entre el conocimiento y las caracteristicas de los informantes

Las pruebas de ji cuadrada no arrojaron diferencias significativas (p>0.05)
en ninguno de los casos en que se aplicaron. Esto significa que el numero de
plantas que conocen las personas de San Rafael, no esta relacionado ni con la
zona del pueblo donde viven, ni con su género, escolaridad, ocupacion o iugar de
origen. No obstante, se observan ciertas tendencias en algunos casos. Asi, se
tiene que las mujeres conocen un mayor nimero de plantas medicinales, lo cual,
de acuerdo con Boster (1985), es posiblemente atribuible a la divisién que existe
usualmente del trabajo intelectual y fisico entre hombres y mujeres en
comunidades rurales. Este mismo comportamiento fue registrado por Hernandez
et al. (2003), quienes realizaron un estudio sobre las plantas medicinales utilizadas
en la cercana poblacion de Zapotitlan de las Salinas, Puebla, para aliviar
enfermedades gastrointestinales. Otra tendencia observada, a pesar de no ser
estadisticamente significativa, consisti6 en que las personas sin escolaridad
también conocieron mas plantas medicinales, lo cual posiblemente se deba a que
este grupo de habitantes es el que mantiene una mayor dependencia en el uso de
las plantas para la curacion de sus padecimientos mas comunes,

La no significancia de la relacion entre el conocimiento de los informantes y
el sitio de ubicacion de sus viviendas, es facil de explicar, pues San Rafael es una
poblaciébn muy pequefia, con dos zonas de vivienda separadas Unicamente por
una franja de carretera y cuyos habitantes en muchos casos estan emparentados
entre si. Adicionalmente, se observd que la gente de San Rafael realiza muchas
actividades conjuntas de mejora para el poblado y esto les da oportunidad de
intercambiar ideas y con ello, probablemente, de establecer un flujo de
informacion. Tal hecho podria explicar también la nula significancia del lugar de
origen en el conocimiento de los informantes.

Los coeficientes de correlacion de Spearman revelaron una correlacion
baja, aunque estadisticamente significativa, entre el conocimiento de los
informantes y su edad, asi como e! ntmero de anos de su residencia en el sitio.

Se encontré que las personas de mayor edad (r=0.55; p=8.0 X 10®) y con mayor
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antigiedad en el poblado (r=0.45; p=3.77 X 10™%), son quienes conocen més
plantas de uso medicinal (Fig. 2). En dicha figura, se observan que entre estas dos
variables la tendencia de los puntos es directa. Lo anterior coincide con lo indicado
por Garro (1986), quien sugiere que el conocimiento y la experiencia respecto a la

enfermedad suelen aumentar con la edad.

Edad Afos de residencia
-.Illll.- Illll-lll
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Fig. 2. Relacion entre el numero de plantas medicinales mencionadas en la
entrevista abierta, el nimero de plantas reconocidas en la entrevista estructurada
(sélo el nombre) y el namero de plantas reconocidas como medicinales (nombre y
uso) en la entrevista estructurada con la edad de los informantes y los afios de
residencia en San Rafael. Las barras representan los histogramas de cada uno de

los grupos de datos manejados en cada recuadro.
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El modelo que explico la relacion entre el nimero de plantas mencionadas

en la entrevista abierta y las plantas que reconocian (s6lo el nombre) en la

entrevista estructurada, fue de tipo logaritmico (y=14.057Ln(x)-6.9898) y presentd

un coeficiente de determinacién de r?=0.6177. Este modelo indica que el niGmero

de especies mencionadas durante la entrevista estructurada, esta determinada en

61.77 por el numero de especies mencionadas en la entrevista abierta (Fig. 3).

Numero de plantas medicinales reconocidas
(sé6lo el nombre) en la entrevista estructurada

(@2}
o

[S\]
o

S
o

w
o

N
o

—
o

(@]

y = 14.057Ln(x) - 6.9898

0 10 20 30 40 50

Ndmero de plantas medicinales mencionadas en la entrevista abierta

Fig. 3. Modelo determinado entre el nimero de especies mencionadas en la

entrevista abierta y el nimero de especies reconocidas (s6lo el nombre) en la

entrevista estructurada por los informantes.
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La relacion entre el nimero de especies mencionadas en la entrevista
abierta y el de las reconocidas como medicinales (nombre y uso) en la entrevista
estructurada (Fig. 4), se ajustd a un modelo lineal (y=0.862x-0.8598) con un
coeficiente de determinacion de r2=0.9262,.con lo cual se confirm6 que 92.62% de
los eventos registrados en la entrevista estructurada son determinados con lo
registrado en las entrevistas abiertas. Lo anterior confirma la consistencia en el
conocimiento que tienen los informantes sobre las plantas medicinales que
mencionaron en la primera entrevista. El porcentaje ignorado se debid
posiblemente a las caracteristicas del estimulo, ya que en las primeras entrevistas
estructuradas sélo se mostré un catalogo con ejemplares secos y montados.
Puesto que se observé que los informantes tenian dificultad para reconocer las
plantas preservadas de esta manera, se optd en las siguientes entrevistas por
mostrar ademas su imagen, con lo que se observé que se distinguian facilmente
los ejemplares. Tal experiencia concuerda con lo citado por Boster (1985), quien
sehala que el estimulo debe ser adecuado y real. Con este modelo, entonces, se
confirmé que las personas entrevistadas si mencionaron en la entrevista abierta
las plantas que realmente conocen.
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y = 0.862x - 0.8598
R? = 0.9262
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Fig. 4. Relacion entre el nimero de especies mencionadas en la entrevista abierta
y numero de especies reconocidas con uso medicinal (nombre y uso) en la
entrevista estructurada.
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Con el analisis de ordenacion por correspondencia (Fig. 5) se pudo
confirmar que no hay ningtin patron de distribucion en cuanto al conocimiento que
tiene la gente de San Rafael sobre su flora medicinal. Es decir, que no existe
ningun grupo de personas que conozca un mayor 0 menor numero de plantas
medicinales. En el centro de la grafica se localizan los informantes que registraron
el consenso mas alto. En la parte superior se observa que se separan los
informantes 31, 47, 58 y 60 , pues fueron los Unicos que reconocieron a la
chupandilla (Cyrtocarpa procera) y a la biznaga (Ferocactus latispinus) como
medicinales, ademas de referir que utilizan a ambas plantas a la vez en una
infusién para aliviar males del rifién.
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Fig. 5. Analisis de correspondencia de los informantes realizado con los datos de

la entrevista estructurada. Los numeros comesponden a cada uno de los
informantes.
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E! hecho de que no haya ningn patrén en cuanto a la distribucién del
conocimiento entre ia poblacion de San Rafael sobre las plantas medicinales, se
debe probablemente a que en este poblado existe una institucién comunitaria que
crea un espacio en el cual el conocimiento se comparte, ya que periédicamente se
realizan reuniones a las cuales es obligatorio que asista el representante de cada
familia. En estas juntas se exponen y resuelven los problemas mas importantes de
la comunidad y dado que son puntos muy importantes los que se tratan, si alguna
persona no asiste, se le aplica un castigo que consiste en pasar uno o varios dias
en la carcel del pueblo. La junta es organizada y dirigida por el Juez de Paz, quien
controla la asistencia de cada miembro representante de familia. Ademas de estas
reuniones, se realizan ofras a las que asiste la mayoria de las mujeres
responsables de familia y en las que se decide la manera en que se distribuyen los
apoyos que aportan diferentes instituciones, principaimente para resolver
problemas de salud. Lo anterior, unido al hecho de que muchas personas estan
emparentadas entre si, propicia que exista una intensa comunicacion entre todas
las familias de San Rafael.

Otra razon de este compartimiento cultura, consiste en que el pueblo esta
formado por una comunidad mestiza que ha incorporado dos elementos de
conocimiento de medicina herbolaria, uno obtenido de la experimentaciéon sobre
elementos de la flora local y el otro relacionado con plantas traidas hace siglos
para tal propésito de Espafia, saber que sigue vigente en todo el pais.

Las diferencias en el conocimiento que estan relacionadas con el género y
edad no son tan importantes, parece ser que sélo son diferencias debidas a la
idiosincrasia. En esta comunidad se ha llevado a cabo una socializaciéon de la
informacién, porque aun cuando el lugar de origen de las personas es diferente y
el pueblo esta dividido en dos zonas bien marcadas por la franja de carretera, no

hay discrepancias significativas en el conocimiento y uso de su flora medicinal.
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indice de consenso de informantes y actividad antibacteriana de las plantas

medicinales usadas por la gente de San Rafael, Puebla, México.
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Abstract

Using ethnobotanical techniques, the medicinal flora used by the inhabitants of San Rafael Coxcatldn, Puebla was determined. During the
field work, two types of interviews were applied (free listing and semi-structured) to 60 informants, who supplied consistent information
concerning the use of 46 species of medicinal plants. Further analysis showed 13 categories of different medicinal use. An informant consensus
factor was calculated and 16 species were selected due to their utilization in the treatment of diseases of possible bacterial origin. Of these 16
plants, sequential extractions were made with hexane, ethyl acetate and methanol. The obtained extracts were used to assess their antibacterial
activity against 14 bacterial strains; 75% of the plants presented antibacterial activity. The medicinal species Jatropha neopaucifiora Pax
(Euphorbiaceae) and Juliania adstringens (Schldl.) Schldl. (Julianiaceae) were those that showed the biggest activity. Moreover, these species

also had the highest informant consensus factor values.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Medicinal plants; Informant consensus factor; Antibactenial activity; Ethnobotany

1. Introduction

Mexico has a great wealth of medicinal plants and an an-
cestral tradition about their uses. Present estimations consider
that nearly 3000 medicinal plants are used in Mexico (Linares
et al., 1999), a country with a vast variety of traditions and
popular practices that have great value and are necessary to
rescue and study scientifically.

Different methods exist to study medicinal plants, and one
of them is the so-called ethno-directed method. In this tech-
nique, plants are collected based on the knowledge and tradi-
tions of the people living in a specific area. According to Cox
and Balick (1994) and Cordell (2000), this method plays a
fundamental role in biodiversity prospecting. Since time does
not allow us to evaluate all existing medicinal plants scientifi-
cally, the selection of the most important taxa is a prerequisite
to begin ethnopharmacological, phyto-chemical and toxico-

* Corresponding author. Tel.: +52 5 623 11 36; fax: +52 5 623 12 25.
E-mail address: magacm@yahoo.com.mx (M. Canales).

0378-8741/% - see front matter © 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/} jep.2004.11.013

logical studies. For this purpose, it is necessary to determine
the species that are most used to treat a particular illness. A
useful tool to find these species is the informant consensus
factor (Frei et al., 1998; Heinrich et al., 1998a).

Considering the above-mentioned, this work used the
ethno-directed method, with the objective to make an inven-
tory of the medicinal species used by the inhabitants of San
Rafael Coxcatlan, Puebla and to evaluate the activity of the
species which by consensus are most used to cure illnesses
of possible bacterial origin.

2. Study site
2.1. Geographic overview and vegetation types

San Rafael Coxcatlan is a village in the municipality of
Coxcatlan, and is located southeast in the Valley of Tehuacén-
Cuicatlan, at coordinates 18°12’ and 18°14’ north and 97°07’
and 97°09’ west at 957 m above sea level (Fig. 1). The climate
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Fig. 1. Geographic position of San Rafael Coxcatlan, Puebla, México.

is Bs1(h) w" (w)eg (Fernandez, 1999) and corresponds to dry
or arid with summer rains and a mean temperature of 22°C.

The vegetation is a thorn scrub forest with species
like Bursera morelensis Ramirez, Bursera aptera Ramirez,
Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeb, Opuntia puberula
Pteiffer, Ceiba parvifolia Rose, Acacia cochliacantha Humb.
& Bonpl. ex Willd (Rzedowski, 1978; Fernandez, 1999;
Casas et al., 2001).

From a total of 374 species belonging to 249 genera and 87
botanical families found in San Rafael, Coxcatlan, of which
368 species were used in one or more ways by the local resi-
dents (Rosas, 2003). This number is larger than that reported
in similar studies in the same Tehuacan-Cuicatlan Valley. As
an example, Paredes (2001) reported 289 useful species for
the “Zapotitlan de las Salinas” community. This larger num-
ber of useful plants in San Rafael is owed mainly to the great
number of introduced plants in the homegardens of the com-
munity (Blanckaert et al., 2004), for ornamental use. More-
over, the families with most useful species were Asteraceae,
Cactaceae, Solanaceae, Araceae and Euphorbiaceae, and
these families correspond with the most representative fam-
ilies in the whole Tehuacdn-Cuicatlan Valley (Rosas. 2003).

2.2. Demographic information of San Rafael, Coxcatlan

The San Rafael Coxcatlan community is relatively young.
It was founded at the beginning of the twentieth century.
Although the predominant ethnic group is the nahua, not all
the present inhabitants are native. Some were born in small
towns of Oaxaca and the south of Puebla.

A total of 298 inhabitants (151 women and 147 men) con-
form San Rafael’s current population. The young population
(22% of the total population) between 15 and 22 years old,
abandon the community in search of better educational oppor-
tunities (12% in Tehuacan and/or Puebla) and better working
conditions (23% found a job in the United States and 35%

in Ajalpa, Tehuacan and Zinacantepec) (Population Census
2001, SS).

The most important economic activity in the area is
agriculture and the main incomes come from sugar cane
cultivation; other important activities in San Rafael are goat
husbandry and the gathering of nutritious, medicinal, fodder,
construction and fuel plants (Rosas, 2003).

3. Methods
3.1. Plant collection and ethnobotanical interviews

The ethnobotanical survey was conducted from May
2001 to April 2002. It included plant collections, informal
interviews with the inhabitants and the implementation of
the ethnographic method of free listing and semi-structured
interviews (Weller and Romney, 1998). Interviews were
conducted with 60 informants of San Rafael, Coxcatlan,
including housewives (45 women) and farmers (15 men).

Each informant was interviewed in two occasions and each
interview had a different format. The first interview was a
free listing interview during which the informants provided
us information about common names, specific uses for each
medicinal plant. The second interview was a semi-structured
one and was carried out 6 months after the first interview.
The objective of this interview was to confirm the informa-
tion obtained in the first interview. In this case, a herborized
catalog and photographic images of each plant mentioned in
the first interview were used.

Samples of the species mentioned by the informants were
submitted to antibacterial studies, after being deposited
as herbarium specimens. Taxonomic identification was
performed, both, by cross-checking our specimens in the
collections of the National Herbarium of Mexico at the
UNAM (MEXU), and the Iztacala Herbarium (IZTA) of the
UNAM, and by using floristic and taxonomic references,
especially for the flora of the Tehuacan-Cuicatlan Valley (i.e.,
Bravo, 1930; Davila, 1983; Dévilaetal., 1993; Arias-Montes
et al., 1997; Rico-Arce and Rodriguez, 1998). A complete
set of plant collections was deposited in the herbarium
1ZTA and duplicates in the National Herbarium of Mexico
(MEXU). Collections of specimens in the field were carried
out with permission from the “Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales” (SGPA/DGVS/1266). It is important
to mention that only non-living material was collected in
this work, and that access to the community was officially
agreed with the local authorities of the Municipality of San
Rafael Coxcatlan before any informant was interviewed.

3.2. Informant consensus factor

To estimate use variability of the medicinal plants and
to determine which plants are particularly interesting in the
search for bioactive compounds, the informant consensus
factor (Fi.) (Heinrich et al., 1998a) was calculated. This
factor estimates the relationship between the “number of
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use-reports in each category (nyr) minus the number of taxa
used ()" and the “number of use-reports in each category
minus 1”. Fic is thus calculated using the following formula:

Nyr — My

Fi¢ = —

The product of this factor ranges from 0 to 1. A high value
(close to 1) indicates that relatively few taxa (usually species)
are used by a large proportion of people, while a low value
indicates that the informants disagree on the taxa to be used
in the treatment within a category of illness.

3.3. Bioassays

Air-dried aerial parts (7 days at room temperature, 100 g)
of the plants were successively extracted with solvents of
different polarity: hexane, ethyl acetate and methanol. The
extracts were filtered and concentrated.

The following strains of bacteria were used: Vibrio
cholerae INDRE 206 (isolated from polluted water), Vibrio
cholerae (a clinical isolate corresponding with group
01, producing enterotoxin, serotype “Inaba”, biotype “El
Tor™), Vibrio cholerae CDC V 12, Vibrio cholerae No. 01,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans
ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella
boydii ATCC 8700, Staphylococcus aureus ATCC 12398,
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus subtilis and Sarcina lutea (donated by the labora-
tory of microbiology of FES-Cuatitlin UNAM), Yersinia
enterocolitica (donated by the Clinical Analysis Laboratory
of University Hospital Campus, Iztacala).

The antibacterial activity was measured by disc-diffusion
and well-diffusion methods (Vanden Berghe and Vlietinck,
1991). The microorganisms were grown overnight at 37°C
in 10ml of Miieller Hinton broth (Bioxon). The cultures
were adjusted to a turbidity comparable to that of Mc Farland
no. 0.05 standard with sterile saline solution. Petri dishes
containing Miieller Hinton agar (Bioxon) were impreg-
nated with these microbial suspensions. Concentrations of
200 mg/ml of each extract were prepared, discs (Whatman
no. 5) of 5 mm diameter were impregnated with 10 .l of each
one (final doses per disc: 2 mg of ethyl acetate and methanol
extracts). The well diffusion method was carried out by
making a well in the agar (5 mm diameter) and filling it with
50 wl of the hexane extract solution. Discs impregnated with
ethyl acetate and methanol were used as negative controls.
For de hexane extract, wells with sterile olive oil and discs of
chloramphenicol (25 p.g) were used as positive controls. The
plates were incubated overnight at 37°C and the diameter
of any resulting inhibition zones (mm) was measured. Each
experiment was repeated at least three times.

The estimate of the minimal inhibitory concentration
(MIC) was carried out by the broth dilution method (Vanden
Berghe and Vlietinck, 1991). Dilutions of plant extracts from
2.0t0 0.75 mg/ml were used. The tubes were inoculated with
microorganism suspension of 10° CFU/ml. MIC values were

defined as the lowest concentration of extract that completely
inhibited bacterial growth after 24 h of incubation at 37°C.,
Choramphenicol was used as a reference, and appropriate
controls with no extract and solvent were used. Each
experiment was repeated at least three times.

4. Results

4.1. Ethnobotanical survey and informant consensus
Jactor

During the ethnobotanical investigation, a total of 626
answers were obtained concerning the use of 46 medicinal
plants (Table 1), which were grouped in 13 categories of
medicinal uses (Fig. 2). These categories could be considered
as a reflect of the cure concept of San Rafael’s residents.
Nine of these categories are more or less involved in the
cure of illnesses of possible bacterial origin. Among them,
those with the highest number of mentions were diarrhoea
(24.4%), wounds and burns (17.09%) and tooth problems
(17.09%). In the other illness groups, 1-17 mentioned
species were registered (see Table 1).

The group of illnesses of possible bacterial origin that
obtained the highest informant consensus factor value was
that of odontologycal ailments (Fic=0.98). The species
responsible for this high consensus was Jatropha neopau-
ciflora (sangre de grado), with 43 of the 49 reported events.
For the illness group of wounds and burns (Fic=0.92), the
most important species were Verbesina crocata (dmica)
with 36 events and Juliania adstringens (cuachalala) with
22 events. People in San Rafael often confuse its bark with
that of Ceiba parvifolia (pochote), and they use them for
the same purpose. For the group of urinary tract the highest
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Fig. 2. Informanl consensus factor for each use category. (A) Insect stings;
(B) skeleton-muscular; (C) odontological, (D) wounds and bums, (E) uri-
nary system, (F) diarthoea, (G) respiratory systemn, (H) folk illnesses,
(1) dermatological, (J) ophthalmological, (K) diabetes, (L) gynecological-
androgynous, (M) gastritis.
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Table |

Plants used in traditional medicine of San Rafael Coxcatlan
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Family, species (voucher specimen), common name, (Illness-events) Plant part Disease treated Manner of used
used
Acanthaceae
Gypsacanthus nelsonii E.J. Lott,V. Jaram et Rzed. (MCM40)

Tiricia® herb (H-5) PA Tiricia The plant is adorned with
paper and red balloons.
The ill child is taken to
dance around and hug the
plant (cultural illness)

Agavaceae
Agave stricta Salm-Dyck (MCM13)

Magueicillo® (D-11) ' PA Stops bleeding The pulpy leaf is cut and
placed on the wound
(topical)

Amaryllidaceae
Aloe vera (L.) Buré. f.(1SB16)

Sabila® (B-9; D-14; G-5; H-1; J-1; K-3) PA Eyes, bumns, sprain, The pulpy leaf is opened
wounds, cough, sore and roasted, then placed
throat on the affected part

(topical)

Diabetes The pulpy leaf is blended
and it is drunk on an
empty stomach (oral)

Anacardiaceae
Schinus molle L. (MCM34)

Coabino or pirul® (H-8;L-4) PA Woman in labour It is cooked together with
the bathing water (bath)

“aire” (evil eye) A twig is put under
clothes or behind the ear

Cyrtocarpa procera Kunth (MPF371)

Chupandilla® (E-7) C Kidney ailments A tea is prepared with
chupandilla bark
combined with biznaga
and cuachalala. It is drunk
cold, as if normal water
(oral)

Asclepiadaceae
Asclepias linaria Cav. (MCM31)

Wild romero® (L-2; H-1) PA Woman in labour, fright It is cooked together with
the bathing water (bath)

Colics It is drunk as tea (oral)

Asteraceae
Artemisia absinthium L. (MCM15)

Hierba maestra® (F-5;H-5; L.-4) PA Stomach-ache, woman in Tea, one cup on an empty

labour, colics, bile stomach (oral)
Flaveria trinervia (Spreng.) C. Mohr (MCM 10)
Hierba del sapo?® (D-1; F-5; M-1) PA Dysentery, gastritis Tea, it is drunk cold (oral)
wounds Tea, a wound is washed
with it (topical)
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less (MCM30)
Popote? (F-1) PA Diarrhoea Tea (oral)
Matricaria recutita ¥.. (IRA52)
Manzanilla® (F-26;G-7; H-1; J-10) PA Diarrhoea, alfericia, sore Tea, drunk cold (oral)

throat, flu
Eyes

Tea, the infected eyes are
washed with it (topical)
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Family, species (voucher specimen), common name, (Illness-events) Plant part Disease treated Manner of used
used
Montanoa tomentosa Cerv. (MCM27)

Acahuite® (F-11) PA Bebés enlechados Leaf shoots are mixed
with mother milk,
warmed till boiling and
fed to the baby (oral). A
boy should get mother
milk from a girl’s mother
and vice versa

Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip. (MCM17)

Santa Maria® (F-7; H-1; L-1) PA Woman in labour It is cooked together with

the bathing water (bath)
Diarrhoea, anger Tea, drunk cold (oral)
Verbesina crocata (Cav.) Less (ISB341)
Amica® (D-33; G-2;1-7; L-1) PA Woman in labour (hips) It is cooked together with
the bathing water (bath)
Wounds, sore throat, Tea, the infected part is
lumps, burns washed (topical)
Viguiera dentata (Cav.) Spren (MCM2)

Chimalacate® (A-10; 1-2; L-1) PA Woman in labour, baby It is cooked together with
rash the béthing water (bath)
Ant stings Ant stings are treated by

rubbing them directly
with a leaf (topical)
Bombacaceae
Ceiba parvifolia Rose (RRL147)

Pochote? C Diabetes, kidney, Prepared as a tea, the
wounds, spots, tumors, wounds are washed with
gastritis it (topical) and it is drunk

cold (oral). Dried bark is
pulverized and placed
directly on the wound
(topical)
Boraginaceae
Borago officinalis L. (MCM3)

Borraja® (G-11) PA Cough, sore throat, flu Tea, with milk, prepared
very sweet and drunk at
night (oral)

Burseraceae .
Bursera arida (Rose) Standley (MCM29)
Aceitillo® (C-6; D-12 I-1) L Wounds, skin eruptions, The plant’s latex is placed
white tongue, spots directly on the affected
area (topical)
Cactaceae

Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose (ISB386)

Pitahaya® (G-1) _ PA Flu Tea, drunk cold (oral)
Ferocactus latispinus (Haw.) Britton & Rose (1SB384)

Biznaga® (E-7) PA Kidneys Tea, drunk cold (oral)
Opuntia sp.(MCM42)

Nopal® (K-4) PA Diabetes Blended and drunk on an

empty stomach (oral)
Chenopodiaceae
Chenopodium murale L. (MCM20)
Chaguaquelite (1-9)* PA Alforra The cooked plant is

wrapped into a little ball
and placed on the anus of
the baby (topical)
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Family, species (voucher specimen), common name, (Illness-events) Plant part Disease treated Maunner of used
used
Cyperaceae

Cyperus hermaphroditus (Jacq.) Standl. (MCM18)

Piomia® (F-1; H-1) R Colics Tea, drunk cold (oral)

Alfericia A cross is made from the

' plant’s roots and hung
around the neck of the ill
child (folk illnesses)
Equisetaceae

Equisetum hyemale L. (MCMI6)

Cola de iguana or Cola de caballo® (E-15) PA Kidneys Tea, drunk cold (oral)

Euphorbiaceae :

Acalypha hederacea Torr. (MCM7)

Hierba del pastor® (D-8; F-2; I-5; L-2) PA Woman in labour It is cooked together with
the bathing water (bath)

Spots, wounds, Tea, the affected part is

inflammation washed with it and then
covered with a hot
poultice (topical)

Cnidoscolus chayamansa McVaugh (MCM11)

Chaya® (G-3; K-5) H Diabetes, inflammation Tea, drunk cold (oral)

Jatropha neopaucifiora Pax. (MCM6)

Sangre de grado® (C-43;D-5) L Skin eruptions, wounds, Latex, directly on the

tooth ache affected area (topical)

Ricinus communis L. (MCM36)

Higuerilla® (F-14) H Chest, indigestion, fever Back and chest are
smeared with fat and then
covered with leaves
(topical)

Julianiaceae

Juliania adstringens (Schldl.) Schldl. (MCM14)

Cuachalala® (D-22; E-17; 1-5; K-3; M-3) C Diabetes, kidneys, Tea, wounds are washed
wounds, spots, tumors, (topical) and it is drunk
gastritis cold (oral). Dried bark is

pulverized and placed
directly on the wound
(topical)

Lamiaceae

Mentha x piperita L. (ISB431)

Hierbabuena® (F-23; G-4) PA Stomach, parasites, flu Tea, drunk cold (oral)

Marrubium vulgare L. (MCM33)

Marrubio® (D1; F-2; H-4) PA Diarrhoea, wounds, rage, Tea, on an empty stomach

pain (oral). A wound js washed
with the tea (topical)

Ocimum basilicum L. (MCM22)

Albahacar® (F-9; G-4; H-8) PA Sore throat, parasites, di- Tea, as often as possible

arrhoea, stomach ache (oral)

“Aire” or evil eye A twig is carried on the
chest under cloths {cul-
tural desease)

Mimosaceae

Mimosa luisana Brandegee (MCM26)

Una de gato® (K-1) PA Diabetes

Tea, drunk cold (oral)
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Table 1 (Continued)
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Family, species (voucher specimen), common name, (Illness-events) Plant part Disease treated Manner of used
i used
Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnston (RRL207)
Mezquite® (F-6; J-1) PA Woman in labour 1t is cooked together with
the bathing water (bath)

Indigestion Tea from leaf shoots (oral)

Eyes Tea from leaf shoots, the
eyes are washed with it
(topical)

Myrtaceae
Eucalyptus globulus Labill.(MCM41) . )
Eucalipto® (G-12) PA Cough Tea (oral)
Psidium guajava L. (ISB188)
Guayabo® (F-7) H Diarrhoea, dysentery Tea, drunk cold (oral)
Nyctaginaceae
Bougainvillea spectabilis Willd. (ISB156)
Bugambilia® (G-21; H-1) F Cough, flu Tea from purple bractea,
. drunk at any hour of the
day (oral)

Child sadness The sad child must throw
the red bractea in the
waler and as the flowers
float away, so does the
sadness (folk illnesses)

Papaveraceae
Argemone mexicana L. (MCM37)
Chicalote? (J-2) L Perrillas (eye infection) The latex is placed
directly in the eye
(topical)
Piperaceae
Piper auritum Kunth (MCM38)
Hoja santa® (L-1) H Abortive Tea, on an empty stomach
(oral)
Rosaceae
Rosa centifolia L. (MCM39)
Rosa de Castilla® (I-1; J-5; L-1) F Eyes, spots, colics Tea (oral) and used to wash
the affected part (topical)
Rutaceae
Ruta chalapensis L. (MPF149)
Ruda® (F-2; G-1; H-11; L4) PA Diarrhoea, sore throat, Tea, can be drunk on an

Selaginellaceae
Selaginella lepidophylla (Hook & Grev.) Spring (MCM35)
Siempre viva o doradilla® (E-5) PA

Simaroubaceae
Castela tortuosa Liebm. (MCM9)

Venenillo® (H-1; K-7) PA
Solanaceae
Margaranthus solanaceus Schltdl. (RRL298)
Totomache® (H-14; K-3) H

colics
Tiricia, “aire” or evil eye,
head ache, anger

Kidneys

Diabetes, anger, pressure

Diabetes, bile

Anger

empty stomach (oral)

To avoid aire or the evil
eye and to cure head
ache, a small twig is
placed behind the ear. (folk
ilinesses)

Tea, drunk cold (oral)

Tea, drunk cold (oral)

Tea, on an empty stomach
(oral)

Angry kids are given a leaf
to chew on (oral)
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Family, species (voucher specimen), common name, (lliness-evenls) Plant part Disease treated Manner of used
used
Physalis sp. (1ISB336)
Tomate verde® (G-8) FR Sore throat Leaves are fried and
placed hot over the throat
(topical)
' Tumeraceae
Turnera diffusa Willd. (MCM32)
ftamo real® (F-7; 1-1) PA Diarrhoea, colics Tea, drunk cold (oral)
Verbenaceae
Lippia graveolens Kunth (MCM8)
Orégano® (F-26;G-3; L-2) PA Diarrhoea, chest pain, Tea, drunk on an empty

abortive, stomach ache,
colics

stomach and during the -
day (oral)

2 Wild plants (47.8%).
b Homegarden plants (28.2%).

¢ Foreign plants (23.9%), C, bark; F, flower; FR, fruit, H, leaves; L, latex; PA, Aereal part; R, root. A, Insect stings; B, skeleton-muscular; C, odontological;
D, wounds and bumns; E, urinary system; F, diarrhoea; G, respiratory system; H, cultural affiliation; I, dermatological; J, ophthalmological; K, diabetes; L,

gynecological-androgynous; M, gastritis.

value of Fjc was 0.92, and the piant with the most number of
events (17) was, again, Juliania adstringens. In the group of
diarrhoea (Fic = 0.89), the most important species were Lip-
pia graveolens (orégano), Matricaria recutita (camomile)
and Mentha piperita (hierbabuena), with 27, 26 and 23
events respectively. For the group of breathing illnesses
(Fic =0.85), Bougainvillea spectabilis (bugambilia) was the
one that had the biggest record (21 events). Finally, for the
group of dermatologic illnesses (Fic =0.79), Chenopodium
murale (chaguaquelite) contributed with the highest number
of mentions (nine events) (Fig. 2 and Table 1).

4.2. Antibacterial activity evaluation

Based on the above mentioned results, the antibacterial
activity evaluation was done for a total of 16 species
(Table 2). Also shown in Table 2 are the inhibition halos of
different extracts over the 14 used bacterial strains. Twelve
species of medicinal plants (75%) were active against at
least one or more bacterial strains. In general, the activity of
all plant extracts was more evident against the gram positive
bacteria. As it was mentioned previously, San Rafael’s
people give the same use to the bark of Juliania adstringens
and Ceiba parvifolia and in the antibacterial tests we find that
the methanolic extract of both species showed antibacterial
activity. However, the Juliania adstringens extract acted
against more bacterial strains and had lower MIC values
than the Ceiba parvifolia extract.

In most of the species that showed antibacterial activity,
the MICs were higher than 1.0mg/ml. The extracts with
the least MIC values were from Juliania adstringens
(0.125mg/ml), Jatropha neopauciflora (0.5mg/ml) and
Viguiera dentata (0.375 mg/ml).

5. Discussion

An interesting characteristic of San Rafael’s population
is that several inhabitants are originally from other towns
(Pueblaand Oaxaca states). As a consequence, there has been
a confluence of knowledge about medicinal plants, almost
half of them (47.8%) being wild, demonstrating the close
relationship among the locals and their natural environment.

San Rafael’s medicinal flora (Table I) groups in 28 plants
families, with Asteraceae presenting the highest proportion of
medicinal species (eight species). This agrees with Moerman
et al. (1999), who claimed that the best represented floristic
family of a region most often also is the most used. Dif-
ferent secondary metabolites presenting antibacterial activ-
ity (Murphy, 1999) have been found in Asteraceae (Heinrich
et al., 1998b), justifying the medicinal use of this family.

The calculation of the informant consensus factor allowed
amore objective selection of the species for the microbiolog-
ical study in order to validate traditional knowledge. It was
found that 75% (12 species) of the selected species presented
antibacterial activity. This result is an accurate reflection of
the effectiveness of the ethno-directed method in biodiver-
sity prospecting studies. King et al., (1996) mention that it is
possible to obtain at least 50% of success with the medicinal
plants collected by this method.

Although they were frequently mentioned, the species
Mentha recutita, Mentha x piperita, Ocimum basilicum were
not considered for the microbiological tests in this work, as
they were already thoroughly studied (Frei et al., 1998; Hein-
richetal., 1998b; Lentzetal., 1998). The specie Lippia grave-
olens (orégano) also presented a high number of events, but
its antibacterial activity has equally been confirmed previ-
ously (Hemandez et al,, 2003). Regarding Equisetum hye-
male, Artemisia absinthium and Tanacetum partenium, they
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have also been previously studied (Janssen, 1986; Argueta
and Cano, 1994; Linares et al., 1999), and the results agree
with the obtained in our work.

With respect to the two most important species (Juliania
adstringens, and Jatropha neopaucifiora, it is important to
highlight that Juliania adstringens has been thoroughly stud-
ied phytochemically and its anti-inflammatory activity has
also been evaluated (Olivera et al., 1999). In this work, its an-
tibacterial activity was demonstrated. It is not surprising the
activity shown by this plant, since other species of the same
family have shown to have anti-fungal, anti-inflammatory,
anti-viral and antibacterial activity (Cojocaru et al., 1986;
Caceres etal., 1987; Corthout et al., 1991; Argueta and Cano,
1994).

Several species of the genus Jatropha has been studied and
it has been demonstrated that they present anti-inflammatory,
inmmunomodulatory, anti-malaria, larvicidal, molluscicidal
and antibacterial activity (Argueta and Cano, 1994; Van der
Berg et al.,, 1995; Karmegam et al., 1997; Auvin-Guette
et al., 1999; Chariandy et al., 1999; Staubmann et al., 1999,
Al-Zanbagi et al., 2000, 2001; Ciccia et al., 2000; Srinivasan
etal., 2001), but the particular species Jatropha neopauciflora
has never been studied before and in this work, its antibacte-
rial activity was demonstrated

6. Conclusion

The use of the ethno-directed method was very efficient to
compile the information about San Rafael’s medicinal flora.
Using the informant consensus factor, it was possible to select
the plants that are mainly used to alleviate illnesses of bacte-
rial origin. The antibacterial activity of 75% of the medicinal
species used in San Rafael was demonstrated.

The plants with major consent values showed the biggest
antibacterial activity, reaffirming that interdisciplinary stud-
ies including ethnobotanical, botanical, phyto-chemical,
pharmacological, ecological and medical data are required to
redound the benefits for the traditional and western medicine.

At present, our laboratory is carrying out the purification
and elucidation of the chemical compounds responsible for
the antibacterial activity of the plants not studied before in
order to offer a phyto-chemical support to the traditional use
of the medicinal plants used to alleviate illnesses of bacterial
origin.
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CAPITULO IV
FITOQUIMICA Y  ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE
Jatropha neopauciflora Pax
“SANGRE DE GRADO”

60



INTRODUCCION

Tomando como base los resultados del estudio etnobotanico (Canales et
al., en prensa) y el correspondiente a la determinacién de la actividad
antibacteriana de las plantas usadas en San Rafael para aliviar enféhnedades de
posible origen bacteriano (Canales et al,, 2005), la planta seleccionada para
trabajar el aspecto fitoquimico fue Jatropha neopaucifiora (sangre de grado). Los
criterios para esta decisién fueron, que esta especie fue la que tuvo el mayor
numero de eventos (planta medicinal con el mayor nimero de menciones por los
informantes) en el grupo de plantas que se usan para aliviar enfermedades de
posible origen bacteriano con el mayor valor de indice de consenso de
informantes. Por otra parte, En los ensayos microbioldgicos resuité ser una de las
dos especies con mayor actividad antibacteriana. A esto debe agregarse que es
una especie endémica del Valle de Tehuacan-Cuicatian, para la cual hasta el

momento no se cuenta con ningun trabajo que se refiera a estos aspectos.

Standley y Steyermark (1949), menciona que Jafropha neopaucifiora,
pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, que es una de las méas grandes con
mas de 200 géneros y 7000 especies. Estos mismos autores citan que, la mayoria
de las plantas de la familia se distinguen por la combinacién de savia lechosa
(latex) y el fruto seco de 3-celdas. En muchas especies el latex es venenoso o al
menos altamente irritante y las semillas también poseen propiedades purgativas, o
en gran cantidad son venenosas (Standley y Steyermark, 1949). Trease y Evans
(1993), citan que dentro de esta familia algunos miembros contienen
antraquinonas, triterpenoides, epoxiacidos grasos y acidos grasos insaturados.
Los alcaloides cuando estan presentes suelen ser del tipo aporfina, piridina, indol,

quinoleina o tropano (Trease y Evans, 1993).
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El género Jatropha esta formado por hierbas, arbustos y éarboles, cuenta
con alrededor de 115 especies distribuidas en las regiones tropicales de ambos
hemisferios (Standley y Steyermark, 1949). J. neopaucifiora es utilizada en San
Rafael para aliviar los “granitos que salen dentro de la boca a los nifios, las
postemillas, una muela que duele a causa de estar con caries, se usa también en
casos de tener fuegos en los labios y también se aplica sobre las heridas”. Lo que
utiliza 1a gente de San Rafael para aliviar todas las enfermedades antes
mencionadas es el latex, que obtienen haciendo una herida al tallo de la planta de
donde inmediatamente empieza a salir un “juguito rojo” que toman con un dedo y
lo untan en la regién afectada. Es importante mencionar que en todo el poblado
s6lo se localizé una planta en un huerto y que se observaron solo dos lugares en
el campo donde crece la especie, por lo que podemos decir que no es abundante
en la region. No obstante, es una de las plantas que fue mas ampliamente
reconocida y usada por los habitantes de este lugar quienes conocen a esta
especie como “sangre de grado”. Esta especie es utilizada y nombrada de la
misma forma que en San Rafael en otras regiones del Valle, por ejemplo en
Zapotitidn Salinas (Hernandez, 2004, Paredes, 2001).

En particular sobre J. neopaucifiora no se ha realizado ningun estudio
fitoquimico, pero hay otras especies de esta familia que estan ampliamente
estudiadas y que incluso son comercializadas para aliviar diferentes
padecimientos (Apéndice 4). Entre los compuestos aislados de diferentes especies
de Jatropha, se pueden mencionar algunos péptidos ciclicos que actian sobre la
proliferaciéon de células-T y tienen actividad antimalaria (Apéndice 4).

Tomando en cuenta la informacion del Apéndice 4, se tiene que hay
diferentes especies del género Jatropha que han sido estudiadas fitoquimicamente
y en algunos casos se ha determinado la actividad biolégica de los compuestos

aislados. Tomando en cuenta lo anterior y la informacion del estudio etnobotanico,
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es de esperar entonces que Jatropha neopauciflora sintetice uno o varios

compuestos con actividad antibacteriana.

OBJETIVOS

1. Aislar y purificar el (los) compuesto (s) con actividad antibacteriana, usando

como estrategia de separacion un estudio biodirigido.

2. Elucidar la estructura del (los) compuesto (s) biologicamente activo (s)

mediante estudios espectroscopicos y espectrométricos.
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3. METODOLOGIA

1) RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL. Se realizaron dos colectas de la
parte aérea de Jatropha neopaucifiora. En mayo de 2001 se colectaron 100 g de
planta para los bicensayos preliminares. En enero de 2002, se colectaron 3 Kg
para el estudio fitoquimico. Las dos colectas se hicieron del mismo organismo. La
planta se dejé secar a temperatura ambiente en un lugar sombreado y ventilado.
Se deposité un ejemplar en el herbario de la Facultad de Estudios Superiores
|ztacala (IZTA), gue quedé registrado bajo el numero 29284 y su duplicado en el
herbario Nacional del Instituto de Biologfa, UNAM (MEXU).

Adicionalmente en febrero de 2002, se colectaron 100 m! del latex de J.
neopauciflora, mediante una herida en diferentes tallos de la planta,
inmediatamente después del corte emanoé el latex, que se coloco en frascos de
vidrio de 20 ml de capacidad. Una vez que se obtuvieron 10 ml, se le agregaron

alrededor de 3 ml de hexanos para evitar que el 1atex se oxidara y se transport6 al

laboratorio en frio.

2) PREPARACION DE EXTRACTOS. La planta seca y triturada se macero
consecutivamente en un recipiente de vidrio con hexanos, acetato de etilo y
metanol, para posteriormente eliminar el disolvente bajo presiéon reducida vy

concentrar cada extracto a sequedad.

3) LIOFILIZACION DEL LATEX. Para retirar los pedazos de tallo y bracteas, el
latex se filtré utilizando una gasa, posteriormente se congelé a —<40°C y se liofilizé

(Labconco Freeze Dry Siytem/Freezone 4.5) hasta sequedad.

64




4) CUANTIFICACION DE SOLIDOS SOLUBLES. Se realizd por peso directo en

una balanza semianalitica.

5) MICROORGANISMOS UTILIZADOS. Se trabajé con 10 cepas de bacterias
Gram negativas: Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de
agua contaminada, Vibrio cholerae gislada de un caso clinico (estas cepas
corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba), Vibrio
cholerae CDC V12, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans
ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700,
Enterobacter aerogenes, (donada por el laboratorio de microbiologia de la FES
Cuautitlan) y Pseudomonas aeruginosa (donada por el laboratorio de analisis
clinicos de la CUSI del Campus Iztacala); y con 4 cepas de bacterias Gram
positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis y

Sarcina lutea (donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan).

6) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. EI método que se
utilizé para evaluar la actividad antibacteriana fue el de difusion en agar de Kirby-
Baler (Van den Berghe y Vlietnick, 1991). Cada bioensayo se realiz6 por
triplicado. Los sensidiscos fueron impregnados con 2 mg de cada extracto a
probar, asi como del latex. Como controles negativos se usaron sensidiscos
impregnados con 10 pl del solvente correspondiente. Como controles positivos se

usaron sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol.
Para determinar las concentraciones minima inhibitoria (CMI) y bactericida

minima (CBM), se utilizé6 el método de microdilucion en caldo (Koneman, 1985).

Las concentraciones que se ensayaron fueron: 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25 y
0.125 mg/ml.

7) AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.
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Aislamiento. Para separar los compuestos activos, se usaron técnicas
cromatograficas de columna y de placa fina, cuyas caracteristicas se describen en

el apéndice 1.

Para separar los componentes del latex se emplearon 500 mg de latex
liofilizado, que se disolvieron en 3 ml de agua destilada Posteriormente la solucion
se centrifug6 durante 15 minutos a 14,000 rpm y el sobrenadante se eluy6 en
columnas de 1 cm de diametro, preparadas con Sephadex (Amersham Pharmacia
Biotech AB). La separacién se efectué en orden creciente de tamano de particula,
primero con Sephadex LH20 (fase movil metanol-agua 1:1), Sephadex G-25 (fase
movil agua) y Sephadex G-75 (fase movil agua). La deteccidén de las fracciones
similares se realiz6 mediante HPLC (HP Series 1100; columna Supelcosil LC-18
25cm X 4.6mm X 5.0u, fase moévil metanol-acetonitrilo-agua 25:25:50 con un flujo

de 1 ml/min).

Para el fraccionamiento del extracto hexanico (13.31 g), se utilizé una
cromatograffa en columna abierta de sflica gel (malla 70-230 Sigma 5-2509). Se
inicio la elusion con hexanos, se aument6 la polaridad con cloroformo y por altimo
metanol.

Para el fraccionamiento de la fraccion 9 (1.9189 mg) de la cromatografia en
columna del extracto hexanico, la cromatografia se inicié con la fase movil de

hexanos y se aumenté la polaridad con acetato de etilo, hasta acetato de etilo
100%.

El extracto de acetato de etilo (81.29 g) se fraccion6 mediante

cromatografia en columna abierta usando como fase estacionaria silica gel (malla
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70-230 Sigma 5-2509) y de fase mévil hexano, aumentando la polaridad
gradualmente con cloroformo y metanol.

La fraccion 4 (6 g) del extracto de acetato de etilo, se fraccion6 en
cromatografia en columna abierta, usando como soporte silica gel (70-230 Sigma
5-2509), y como fase movil hexanos, aumentando de polaridad con hexanos-

cloroformo, cloroformo y finalmente metanol.

Elucidacion de tas estructuras. La determinacion de las estructuras se
llevé a cabo mediante espectroscopia de Ultravioleta, Infrarrojo, RMN'H, RMN*3C,
DEPT, COSY y espectrometria de masas; el equipo y las condiciones de analisis
se explican en el Apéndice 2.
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(1 mm : 2.5 mm)

Figura 4.1. Detalle de las flores (a), aspecto general de la planta (b) y
acercamiento de las hojas (c) de Jatropha neopaucifiora de varias

localidades del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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RESULTADOS

Actividad antibacteriana.

Los resultados preliminares (Cuadro 4.1), mostraron que solo el extracto de

acetato de etilo mostré actividad antibacteriana.

En los bioensayos realizados con la planta colectada en enero de 2002, se
observd que Ia actividad disminuy6 (Cuadro 4.2).

En el caso de! latex (Cuadro 4.3), los resultados fueron mas contundentes,
pues comparando con los halos de inhibicién registrados para el extracto de
acetato de etilo (Cuadros 4.1 y 4.2), los halos mostrados por el latex se
incrementaron, ademas la liofilizacion del latex no afectd a la actividad
antibacteriana.

Cuadro 4.1. Resultados del bioensayo realizado con el extracto de acetato

de etilo de Jatropha neopauciflora (sangre de grado).

Bacteria Halo de inhibicién (mm)
Staphylococcus epidermidis 10.3£0.47
Staphylococcus aureus 7.0+05
Sarcina lutea 11.3£0.58
Basillus subtilis ~ 7.0+05
Yersinia enterocolitica 9.0+05
Vibrio cholerae No-O1 16.3 £ 0.58
Vibrio cholerae El Tor 12.3+£0.58

Los halos de inhibicién son el promedio de tres repsticiones, en los ofros 7 tipos bacterlanos
no hubo actividad. El extracto se obtuvo de planta colectada en mayo del 2001.
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Cuadro 4.2. Actividad antibacteriana de los extractos de J. neopauciflora.

Extracto Bacteria Halo de inhibicion (mm)
Hexanos Staphylococcus epidermidis 11.0+£ 0.5

Acetato de etilo Staphylococcus epidermidis 7.3+0.58

Acetato de elilo Vibrio cholerae cc 7.0+£05

Metanol Vibrio cholerae cc 7005

La planta se colectd en enero 2002. Los halos de Inhibicién son sl promedio de tres repetficiones.

En las otras 10 cepas de bacterias no hubo actividad

Cuadro 4.3. Actividad antibacteriana del latex de J. neopauciflora

Bacterias Latex fresco Latex liofilizado

(halos en mm) (halos en mm)

Sarcina lutea 17.3+1.2 17.3+1.2
Staphylococcus aureus 13.7 £0.6 13.7 0.6
S. epidermidis 12.3 0.6 12.3 +0.6
Basillus subtilis 12.3 0.6 12.3 £0.6
Vibrio cholerae No-O1 12.7 £0.6 12.7 £0.6
Shigella boydii 12.7 £0.6 12.7 £0.6

El latex fue colectado en febrero del 2002. En Ias otras ocho cepas ensayadas no hubo actividad.
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Aislamiento y purificacién de los principios activos

1) Fraccionamiento del latex.

Una vez confirmada la actividad antibacteriana del latex, se procedié a
realizar la recoleccion de 100 m! de éste, que se liofilizaron y dieron un
rendimiento de 36.56g, con lo que se inici6 el aislamiento y purificacion del

compuesto activo.

Al hacer algunas cromatografias del latex en capa fina, se observd que la
muestra no se movia del punto de aplicacién o que se dispersaba sin separarse,
por lo que se decidi6 hacer una cromatografia de filiracion en gel. De las
cromatografias con Sephadex LH-20 y G-25, no se obtuvo una separacion
adecuada.

La cromatografia con Sephadex G-75, dio la mejor resoluciéon. De esta
cromatograffa se obtuvieron 13 alicuotas (5 ml cada una). Las fracciones
semejantes se juntaron de acuerdo a su patron de elusiébn en cromatografia de
liquidos de alta resolucion (fase movil Metanol-Acetonitrilo-Agua 25-25-50, en una
columna Supeicosil LC-18 25 cm X 4.6 mm X 5.0 u con un flujo de 1 mi/min), con
lo cual las alicuotas se agruparon en 3 fracciones, que se liofilizaron y se

sometieron a evalucion de la actividad antibacteriana (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.4. Bioensayo de las fracciones obtenidas de la cromatografia
con Sephadex G-75 sobre Sarcina lutea.

Fraccién Halo de inhibicién (mm)
1(1) Negativo
2 (2-5) ) Negativo
3 (6-13) 21.0£0.5

Fase mévil: agua.

La fraccién 3 fue activa y presentd una sola mancha en ccf, absorbe a 280
nm en UV, tiene un punto de descomposiciéon de 190-200°C y se obtuvo un
rendimiento de 7.3 mg (1.46%). Al compuesto se e determinaron sus espectros de
Infrarrojo, Masas, RMN'H, RMN'3C, ademas fue sometido a los experimentos
DEPT (Distortion-less Enhancement by Polarization Transfer), COSY

(espectroscopia de correlacion *H, 'H,) para elucidar su estructura quimica.

Desafortunadamente, en los espectros de Masas, RMN'H, RMN™C, se
observé que el compuestos aislado no estaba puro, sin embargo se puede
considerar que presenta en su estructura quimica el grupo funcional OH, lo cual es
evidente por la sefial de banda ancha a 3409.39cm™. En 1608.08cm™ se observa
la sefal de alargamiento entre C-C de un anillo (Apéndice 3 Fig. 1), ademas la
sefial a 1521 cm™ confirma la presencia de grupos C=C correspondientes a anillos
aromaticos.

En el espectro de RMN'H, se pueden observar las senales de los protones
aromaticos a 6.948(s), 6.843(s), 6.015(s) y 6.000(s)ppm. En 4.891(s)ppm se
localiza la sefal de un proton vinilico. De 4.061 a 4.027ppm se localiza un cuarteto
acoplado con un multiplete cuyo centro se encuentra en 3.904ppm que

probablemente represente a protones base de OH (Apéndice 3 Fig. 2).
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Con los resultados de los espectros anteriores, al principio se consideré que
el compuesto aislado podria ser pinomesinol, ya que en el espectro de RMNC™
(Apéndice 3 Fig. 3), se observan 9 sefales y teniendo en cuenia los datos del
espectro de masas (Apéndice 3 Fig. 6), se supuso que se trataba de una molécula
simétrica de un total de 18 carbonos, pero comparando el espectro de RMN'H y
RMN™C, asi como el espectro de masas con la bibliografia (Miyazawa et al.,
1992), se determind que no se trataba de pinorresinol, ya que las sefales no

coincidian.

Posteriormente se sugirié que se podria tratar de la mutifidina, compuesto
aislado del latex de Jatropha multifida (Van den Berg, 1995), pero el patrén de
fragmentacion observado en el espectro de masas (Apéndice 3 Fig. 6) no coincide
con el reportado en la bibliografia para la multifidina, ademéas las sefales de los
espectros de RMN'H y RMN*C tampoco eran similares.

Tomando en cuenta lo anterior sélo se puede decir que el compuesto
aislado probablemente sea una molécula simétrica, ya que sélo se observan 9
sefiales de carbonos en el espectro de RMN'®C, que el peso molecular detectado
es de 307, que presenta metinos, metilenos y muy probablemente sea un
compuesto aromatico, ademas presenta el grupo funcional OH, ya que en el
espectro IR se muestra una sefial amplia a 3409.39 cm™. Para determinar con
precision la estructura quimica del metabolito de interés, se sugiere obtener mas
latex fresco, seguir la misma metodologia de aislamiento y obtener un mayor
rendimiento; tomando en cuenta la alta polaridad de este compuesto, realizar un

HPLC de fase inversa y posteriormente realizar estudios de espectroscopia.

Posteriormente, se llevd a cabo la acetilacion del compuesto descrito
anteriormente, y se determind su actividad antibacteriana frente a Sarcina lutea, se

determiné que una vez que los grupos OH fueron acetilados, la actividad
antibacteriana fue nula.
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2) Fraccionamiento de los extractos hexanico y de acetato de etilo de
Jatropha neopauciflora.
Tomando en cuenta que Jatropha neopaucifiora, no ha sido estudiada

fitoquimicamente, se decidio realizar la cromatografia de los siguientes extractos.

Extracto de acetato de etilo. Del fraccionamiento del extracto de acetato de etilo,
se obtuvieron un total de 236 alicuotas de 250 ml cada una, y mediante
cromatografia en placa fina se combinaron en 54 fracciones. Para determinar la
actividad antibacteriana a cada una de estas fracciones se utilizé la cepa de S.
lutea (Cuadro 4.5). '

Cuadro 4.5. Fracciones resultantes de la cromatografia en columna del extracto
de acetato de etilo de J. neopauciflora. La actividad antibacteriana sélo se probd
frente a S. lutea.

Alicuota Fracclién Fase mdvil Halo de inhiblcién (mm)
1-3 1 Hexanos 8.0+0.5
4 2 70105
5 3 70105
6-8 4 19.0+0.5
9 5 20.0£05
10-12 6 16.0+0.5
1318 7 16.0+0.5
17-18 8 14.0+05
19-25 9 Hexanos-Cloroformo 9-1 11.0+£0.5
26-28 10 Hexanos-Cloroformo 8-2 10005
29-37 1 Hexanos-Cloroformo 7-3 9.0+0.5
3845 12 Hexanos-Cloroformo 64 10.0x 0.5
46-53 13 Hexanos-Cloroformo 1-1 120105
54-58 14 11.0+£05
59-63 15 Hexanos-Cloroformo 4-6 10.0+0.5
64-70 16 9.0105
71-76 17 Hexanos-Cloroformo 3-7 8.0%0.5
77-81 18 Hexanos-Cloraformo 2-8 70405
82-84 19 7.01£0.5
85-94 20 Hexanos-Cloraformo 1-9 70+05
95-97 21 Cloroformo 100% 7.0%05
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Cuadro 4.5. Continuacion...

Alicuota Fraccion Fase moévil Halo de inhibicion (mm)
98 22 7.0t05
99 23 70105
100 24 70+05
101 25 8.0+0.5
102 26 8005
103-104 27 No activa
105-106 28 No activa
107 29 No activa
108-115 30 Cloroformo-metanol 9-1 No activa
116-118 3 No activa
119 32 No activa
120-123 33 No activa
124 4 No activa
126-133 35 No activa
134-136 38 No activa
137 37 No activa
138-145 38 No activa
146-149 39 No activa
150-153 40 No activa
154-155 41 No activa
156-167 42 Cloroformo-metanol 8-2 No activa
168 43 No activa
169-188 44 Cloroformo-metanol 7-3 No activa
189-174 45 No activa
175177 46 No activa
178 47 No actlva
179-207 48 Cloroformo-metanol 6-4 No activa
208-218 49 Cloroformo-metanol 1-1 No activa
219 50 No activa
220-227 51 Metanol 100% No activa
228-229 52 No activa
230-231 53 No activa
232 54 No activa
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Como se puede observar en el cuadro anterior, [a mayor actividad se
localizd en las fracciones 4 a 8. El patrén de elusién en ccf mostré que soblo las
fracciones 4, 5 y 6 eran las mas parecidas, por lo que se combinaron (asignandole
la clave de fraccién 4). De la cromatografia de esta fraccién, se obtuvieron 190
alicuotas de 20 ml cada una; utilizando cromatografias de placa fina se reunieron
en 20 fracciones, a las que se les determin6 su actividad antibacteriana (s6lo se

uso6 la cepa de Sarcina lutea) (Cuadro 4.6).

Cuadro 4.6 Cromatografia en columna de la fraccion 4 del extracto de acetato de
etilo. La actividad se evalu6 sdélo en Sarcina lutea.

Alfcuota Fraccién Fase mévlil Halo de inhibicién (mm)
1-3 1 Hexanos No activa
47 2 No activa
8-14 3 No activa
15-16 4 No activa
17-19 5 No activa
20-30 6 No activa
31-36 7 No activa
3748 8 No activa
49-59 9 No activa
60-79 10 Hexanos-cloroformo 95-5 11.0x05
80-87 11 13.0+0.5
88-93 12 Hexanos-cloroformo 90-10 200405
94-108 13 Hexanos-cloroformo 80-20 15.0+£0.5
109-119 14 No activa
120-124 15 Hexanos-ctoroformo 70-30 No actlva
125-157 16 Hexanos-cloroformo 60-40 9.0+0.3
158-179 17 Hexanos-cloroformo 1-1 9.0+05
180-187 18 Cloroforma 100% No activa
188 19 Metanol 100% 13.0+05
189-190 20 No activa

Como se puede observar en el cuadro anterior, la actividad antibacteriana

se localizd en las fracciones 10 a 13, siendo la fraccién 12 la que presentd el halo
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de inhibicién mas grande (20.0 + 0.5).

La CMIl y la CBM de las fracciones 11 (100.60mg), 12 (435.2 mg), 13 (2135
mg) y 19 (2077 mg) que presentaron los mayores halos de inhibicion, se
obtuvieron en las cepas Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Basillus subtilis,
Sarcina lutea, Vibrio cholerae No-01 y V. cholerae el Tor, especies de bacterias

que fueron sensibles al extracto crudo de acetato de etilo. (Cuadro 4.7).

Cuadro 4.7. Concentracién minima inhibitoria (CM!) y bactericida minima (CBM)

de las fracciones 11, 12, 13y 19,

Bacteria Fraccion CMI (mg/ml) CBM (mg/mi)
Staphylococcus. aureus 11 >2.0 >>2.0
12 >2.0 >>2.0
13 1.0 >2.0
19 >2.0 >>2.0
S. epidermidis 11 >20 >>2.0
12 >2.0 >>2.0
13 1.5 >2.0
19 2.0 >2.0
Basillus subtilis 11 1.5 >2.0
12 >20 >>2.0
13 1.5 2.0
19 20 >2.0
Sarcina jutea . 11 0.5 0.75
12 1.0 >>2.0
13 0.125 <0.125
19 1.0 1.5
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Cuadro 4.7. Continuacion...

Bacteria Fraccién CMI (mg/ml) CBM (mg/ml)
Vibrio cholerae No-01 11 0.5 >2.0

12 1.0 >2.0

13 >2.0 >>2.0

19 05 0.75
V. cholerae Tor 11 0.25 >2.0

12 0.5 >2.0

13 0.5 >2.0

19 0.25 0.5

Yersinia enterocolitica en el ensayo con 1as 4 fracclones tuvo los valores de CM! >2.0 y CBM >>2.0. Los valores observados
son el resultado de tres repeticionss.

Las cepas mas sensibles a las fracciones activas fueron S. lutea y V.
choleare el Tor, ya que los valores de MIC para la primera estuvieron entre 0.125 y
1.0 mg y para la segunda entre 0.25 y 0.5 mg/ml.

Las fracciones 11, 12 y 13 presentaron un olor muy agradable que al
contacto con la piel este perdura. Cabe hacer notar que el aroma de la fraccién 19
era menos intenso gque las fracciones anteriores; sin embargo, las 4 fracciones
eran solubles en hexanos y tenian una consistencia aceitosa. Las 4 fracciones
activas se sometieron a cromatografia en placa fina, utilizando como fase movil la
mezcla cloroformo-hexanos 7-3. Se observé que las 4 fracciones presentan
algunas manchas con Rf similares. Cada una de las fracciones fue sometida a un
analisis de gases-masas (Cuadro 4.8) para obtener una identificacion tentativa de
los compuestos presentes. De acuerdo al patrén de fragmentacion de la biblioteca
NIST, las cuatro fracciones estan compuestas principalmente por sesquiterpenos.

El espatulenol esta presente en las cuatro fracciones.
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Cuadro 4.8 Composicidn quimica de las fracciones 11, 12, 13 y 19, determinada

por espectrometria de gases-masas.

Fracciéon Compuesto % Area PM  Férmula condensada
11 (->Espatulenol 32.02 220 CisH2:0
1-Naftalenol, decahidro-4a-metil- 15.86 222 CisH0
8-metileno-2-(1-metiletil)
Platambina 47.86 220 Ci5sH240,
Azuleno, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 427 204 CisHag

octahidro-1,  4-dimefit  1-7-(1-
metiletilideno)

12 Irisona 2.32 192 C1aHx0
(-)-Espatulenol 18.93 220 C,5H2,0
1-Naftalenol, 1, 2, 3, 4, 42, 7, 8, 20.71 222 C15H560
8a-octahidro-1,6-dimetil-4-(1-
metileti]

Platambina 7.1 220 Cy5H250,
Cedreno 45.34 204 CqsHyy
Cis-alfa-copaeno-8-ol 2.88 220 C,5H,,0

13 Ciclohexanol,1,3,3-trimetil-2-(-3-  2.60 220 C15H2.0,
metil-2-metileno-3butenilideno
(-)-Espatutenol 14.75 220 CisH2,0
Ciclohexanol, 3-etenil-3-metil-2- 1.85 222 CisHx0O
(1-metiletenil)-6-(1-metiletil)
1H-Cicloprop e azuleno, 1a, 2, 3, 17.34 204 CisHa4
5, 6, 7, 7a, 7b-octahidro-1, 1, 4,
7-tetrametil )

Cedreno 32.57 204 CysHo4
1-Naftalenol, 1, 2, 3, 4, 4a, 7, 8, 12.05 222 CysH260
8a-octahidro-1,6-dimetil-4-(1-

metiletil

1-Naftalenol, 1, 2, 3, 4, 4a, 5, 6, 10.24 220 CsH50
8a-octahidro-4a,8-dimetil-2-(2-

propenilo)

Isocariofileno 0.96 204 CisHaa
Cis-alfa-copaeno-8-ol 5.83 220 CysH.40

19 6,9-acido octadecadinoico, metil 1.80 290 Ci5H300,
éster
Ciclohexano-cis-1,2-dietenil1-4- 38.02 176 CiaHyg
(1-metiletilideno)

(1,1-5,6 tetrametil)2H- 38.66 218 CisHz0
ciclopropanaftaleno-2-ona, 1,

1a,4,5,6,7,7a,7b-octahidro

Platambina 13.80 220 CisH250-
Irisona 5.82 192 Ci3H200
(-)-Espatulenol 1.89 220 Ci5H240

Los nombres de los compuestos se obtuvieron bajo la probabilidad del 95% al comparar su
espectro de masas con el de la base NIST




Extracto hexanico. De la cromatografia en columna abierta del extracto hexanico,
se obtuvieron un total de 110 alicuotas de 30 ml cada una, por medio de

cromatograffa en placa fina se agruparon en 32 fracciones (Cuadro 4.9).

Cuadro 4.9. Fracciones resultantes de la cromatografia en columna del extracto

hexanico de J. neopauciflora.

Alicuota Fraccién Fase mévil
1 1 Hexanos 100%
2 2
3 3
4-5 4
6 5
7-10 6
11-15 7
16-21 8
22.24 9 Hexanos-AcOEt 95-5
25-29 10
30-31 11 Hexanos-AcOEt 90-10
32 12
33-35 13
36-38 14
39-41 15 Hexanos-AcOEt 75-25
42-43 16
44 17
45 18
46-50 19
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Cuadro 4.9. Continuacion...

Alicuota Fraccién Fase mévil
51 20 Hexanos-AcOEt 70-30
52 21
53-56 22
57 23
58-60 24
61 25 Hexanos-AcOEt 65-35
62-64 26
65-70 27
71-74 N 28
75-78 29
79-99 30 Hexanos-AcOEt 60-40
100-104 31 Hexanos-AcOEt 50-50
105-110 32 AcOEt 100%

Las alfcuotas similares sa determinaron por ccf.

La fraccion 12 que se obtuvo con la fase mévil Hexanos-AcOEt 90-10
presentd una sola mancha en ccf, ademas cristalizé de la mezcla de elusién, por lo

que se considero que se trataba de un compuesto puro. Algunas caracteristicas de
este compuesto se muestran en el Cuadro 4.10.

Cuadro 4.10. Caracteristicas del compuesto obtenido del ex{racto hexanico
(fraccion 12) de J. neopauciflora

Rendimiento 11.9 mg
Color Blanco opaco
Soluble Cloroformo
Punto de fusién 175-178°C
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A este compuesto se le determinaron sus espectros de RMN’H y de masas
(Apéndice 3 Fig. 7 y 8). En el espectro de RMN'H se pueden observar las sefiales
de grupos metilo, metileno y metino en campos altos. Se tienen las sefales de
protones vinilicos (4.55-4.576 ppm y 4.682-4.694ppm) en campos bajos.
Finalmente de 3.150-3.229ppm y 3.610-3.675 se tienen las sefiales de protones
base de alcohol. Comparando este espectro con Burns et al., 2000 se tiene que el
compuesto aislado corresponde al lupeol (triterpeno). Lo anterior se pudo
corroborar con el espectro de masas, donde se determiné el peso molecular de
426, comparando este dato con la biblioteca NIST, se tiene la confirmacion de que
el compuesto aislado realmente se trata del lupeol (Figura 4.2). Este compuesto
no presento actividad antibacteriana.

C30H500

Figura 4.2. Lupeol compuesto aislado del extracto hexanico de J. neopaucifiora.
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La fraccion 16 obtenida con la fase movil hexanos-acetato de etilo 75-25,
también cristalizd y presentd una mancha en ccf, en el Cuadro 4.11 se muestran

las caracteristicas de este compuesto.

Cuadro 4.11. Caracteristicas del compuesto obtenido del extracto hexanico
(fraccion 16) de J. neopauciflora

Rendimiento 58.9 mg
Color Aguijas, transparente, hialinas
Soluble Cloroformo
Punto de fusién 135-136°C

De este compuesto se obtuvo su espectro de RMN'H y comparando las
sefales con la bibliograffa (Pouchert, 1993) resuité ser (-sitosterol, el cual no

presento actividad antibacteriana

De la cromatografia en columna de la fracciéon 9, se obtuvieron 68 alicuotas
de 10 ml cada una, que se agruparon en 23 fracciones, por medio de
cromatografias en placa fina, (Cuadro 4.12).
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Cuadro 4.12. Separacién cromatogréfica de la fraccion 9.

Alicuota Fraccién Fase movil
1-2 1 Hexanos
35 2
6-14 3 Hexanos-AcOEt 98-2
15 4
16 5
17-23 6
24-28 7
29 8
30 9
31 10
32 11
33-35 12
36-37 13
38-39 14
40 15
41 16
42-47 17
48-49 18 Hexanos-AcOEt 97-3
50-56 19
57-60 20
61-64 21 Hexanos-AcOEt 90-
10
65-66 22 AcOEt 100%
67-68 23

De la cromatograffa anterior, la fraccion 14 cristalizé, los cristales se

recristalizaron de metanol, finalmente se tuvo un rendimiento de 36.8 mg, el punto

de fusion se localizd entre 166-168°C y el compuesto fue soluble en cloroformo.

De este compuesto se obtuvieron sus espectros de RMN'H, RMN"C, Yy masas,
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ademas se le realiz6 un experimento DEPT (Apéndice 3 Fig. 10, 11, 12 y 13). Los
desplazamientos que se observan en el espectro de RMN'H, indican que se trata
de un derivado de! lupeol; los espectros de RMN'C y DEPT confirmaron que muy
probablemente el compuesto es un triterpeno, finalmente con el espectro de
masas se calculé un peso molecular de 424. Cabe hacer notar que el patrén de
fragmentacion coincidié con el reportado en la biblioteca NIST para el Lup-20(29)-

en-3-ona (Fig. 4.3). Este compuesto tampoco present6 actividad antibacteriana.

Figura 4.3 Lup-20(29)-en-3-ona compuesto aislado del extracto hexanico de J.
neopauciflora.
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DISCUSION

Actividad antibacteriana.

La planta medicinal J. neopauciflora (sangre de grado) resultd la especie
que tuvo el mayor niumero de eventos y se incluye en el grupo de enfermedades
de posible origen bacteriano que tuvo el valor mas alto en cuanto al indice de
consenso de informantes (Canales et al., en prensa). Por otra parte no existen
reportes de su composicién quimica, es por ello que el andlisis fitoquimico de esta

especie es importante.

En cuanto a la actividad antibacteriana que mostr6 esta especie, se observo
que las 4 cepas Gram positivas fueron sensibles al extracto de acetato de etilo y
en solo tres Gram negativas se observaron halos de inhibicién, de estas ultimas
Vibrio cholerae No-01 mostré los mayores halos de inhibicion (Cuadro 4.1). Estos
resultados podrian tener correlacién con el uso que se le da a la planta en San
Rafael, ya que principalmente son las bacterias Gram positivas quienes infectan la
cavidad bucal y las heridas en la piel (Jawetz et al., 1995; Burrows, 1974).

La variacion observada en la actividad antibacteriana no sabemos
exactamente a que se debid, ya que se ha observado que la variacién de los
metabolitos secundarios se debe a las diferentes condiciones ambientales pues
estos compuestos son sintetizados en respuesta a |a intensidad de la luz, estrés

hidrico, suministro de nutrientes, altas temperaturas, entre otros factores (Lambers
et al., 1998; Harborne, 1989).

Fraccionamiento del latex.

Es evidente que la informacion etnobotanica para este trabajo fue
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fundamental, ya que el latex que es usado por los informantes de San Rafael

como medicinal, mostr6 la mayor actividad antibacteriana.

Al tratar de aislar el compuesto responsable de la actividad antibacteriana
del latex, resultd sumamente complicado y se tuvieron que ensayar cromatografias
en columna con diferentes fases estacionarias, resultando el Sephadex G-75, 1a
que dio mayor resolucién. Con el Sephadex G-75 se realiza una cromatografia en
gel, este método de separaciébn se basa en la diferencia de los tamafos
moleculares, donde las moléculas mas grandes se filtran primero de la fase
estacionaria (Fischer, 1975). Finalmente con esta cromatograffa se obtuvo uno de
los compuestos responsables de la actividad biolégica. En este compuesto fue
evidente la presencia del grupo funcional OH, anillos aromaticos, dobles ligaduras,
metinos y metilenos (Apéndice 3 Fig. 1). Ademas los datos observados en el
espectro de masas (PM= 307) (Apéndice 3 Fig. 6) y el espectro de RMN™C (9
sefiales de carbonos) (Apéndice 3 Fig. 3), sugieren que la molécula tenga una

estructura quimica muy simétrica (Silverstein et al., 1981).

Con respecto a la actividad antibacteriana observada del compuesto antes
mencionado, se determind que los grupos OH presentes juegan un papel
fundamental, ya que al acetilar el compuesto y posteriormente probar su actividad
antibacteriana, esta result6 nula. El sitio y el nimero de grupos hidroxilo en el
grupo fenol son necesarios y parecen ser fundamentales para el efecto
antibacteriano, con la evidencia de que cuando se incrementa la hidroxilacién el
resultado es un incremento en la toxicidad (Sato et al., 1996; Scalbert, 1991; Mori,
1987; Urs y Dunleavy, 1975).

Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo.

Durante la purificaciéon de los compuestos responsables de la actividad

antibacteriana del extracto de acetato de etilo, se observé que la actividad
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aumentaba conforme se purificaban los compuestos, ya que en el extracto crudo
se encontraron halos de inhibicion de 7 a 16.3 mm, mientras que en la primera
cromatografia fueron de 14 a 20 mm (Cuadro 4.5) y los halos de la ultima
cromatografia fueron de 11 a 20 mm de didmetro (Cuadro 4.6). Esto demuestra
que conforme los compuestos activos se fueron purificando, la actividad
antibacteriana se incrementd, probablemente estos compuestos no actian de
manera sinérgica. Datos que confirnan lo anterior fueron los valores de CMI y
CBM, ya que se observé una disminucion de estos los valores del extracto crudo
de acetato de etilo (MIC= 0.5 a 2.0 mg/ml Canales et al., 2005) con respecto a las
fracciones activas de la ultima cromatografia (MIC= 0.125 a 1.0 mg/ml) (Cuadro
4.7).

Las fracciones activas del extracto de acetato de etilo (Cuadro 4.8)
estuvieron compuestas por una mezcla de sesquiterpenos. Los sesquiterpenos
que presentan actividad antibacteriana tienen en su estructura quimica grupos OH,
dobles ligaduras, pueden tener un grupo acido y son cicliclos, estas caracteristicas
se presentan en los sesquiterpenos que se determinaron en las fracciones activas.
La actividad antibacteriana de los terpenos se atribuye a su accidon como
disolventes de las membranas celulares, produciendo un efecto de lisis bacteriana
(Helander et al., 1998; Barre et al., 1997; Ahmed et al., 1993;).

Dentro de los sesquiterpenos presentes en las fracciones activas, el
espatulenol fue el que se detecté en todas ellas, siendo la fraccion 11 1a que tuvo
la mayor concentracion (32.02%) de esta sustancia. Este compuesto se ha aislado
de Eucalyotus teriticornis (Alitonou et al., 2004), donde se determind su presencia
en el aceite esencial, el cual presenté actividad sobre una especie de bacteria
gram positiva (Corynebacterium spp) y sobre una levadura (Saccharomyces spp.).
También se detectd en el aceite esencial de Chenopodium botrys
(Chenopodiaceae), el aceite present6é actividad sobre Pseudomonas aeruginosa

(bacteria gram negativa) y Bacillus cereus (bacteria gram positiva) y una levadura
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Candida albicans (Duru et al., 2002). Estos resultados concuerdan con lo que se
obtuvo en este trabajo, ya que las fracciones donde estuvo presente el espatulenol

fueron activas sobre bacterias gram positivas y negativas.

La irisona estuvo presente en la fracciéon 12 y 19, este compuesto es un
intermediario en la sintesis de vitamina A. Se ha aislado de Boronia megastigma
(Rutaceae), es un liquido que tiene olor a madera de cedro cuando esta muy
concentrado y huele a violetas cuando esta diluido, por ello se usa en perfumeria
(O'Neil et al., 2001). Esto explica el olor tan agradable de estas fracciones con

actividad antibacteriana.

La platambina, sesquiterpeno presente en las fracciones 11, 12 y 19, se ha
encontrado en el escarabajo acuatico (Platambus maculatus) (Schildknech et al.,
1975). Este sesquiterpeno en conjunto con otros esteroides son sintetizados en las
glandulas protoracicas de coledpteros de ta familia Dytiscidae. Las glandulas
protoracicas descargan un fluido cuando los escarabajos son molestados
mecanicamente o por un depredador. Se ha determinado que la secrecién juega
un papel defensivo protegiendo a los escarabajos de sus depredadores,
Schildknecht, 1971 observd que escarabajos tragados por sapos fueron
regurgitados después de 15 a 20 minutos. Probablemente este sesquiterpeno esté
jugando un papel defensivo en J. neopauciflora, lo que es un hecho es que en la
fraccion 11 es el compuesto mayoritario (47.86%) y que esta fraccién tuvo
actividad antibacteriana.

Un aspecto importante que se debe mencionar, es la probabifidad
(95%) bajo la cual se obtuvieron los nombres de los compuestos antes
mencionados al comparar su espectro de masas con el de |la base NIST. Lo antes
mencionado es relevante, ya que se reporta fa presencia de platambina, lo que se

debe confirmar en estudios posteriores aislando y purificando el compuesto para
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realizar los estudios de espectrometria que sustenten esta estructura quimica.
Fraccionamiento del extracto hexanico.

En cuanto a los compuestos aislados del extracto hexanico: lupeol y lup-
20(29)-en-3-ona (Fig. 4.2 y 4.3 respectivamente), ninguno mostré actividad
antibacteriana, sin embargo Ajaiyeoba et al., 2003 en un estudio sobre la actividad
antimicrobiana de la corteza de Buchholzia coriacea (Capparidaceae)
determinaron que una fraccion soluble en hexanos del extracto metandlico, cuyos
constituyentes principales fueron lupeol y p-sitosterol, presenté actividad sobre S.
aureus, E. coli, S. typhii y P. aeruginosa. Entonces probablemente estos
compuestos deben actuar sinérgicamente, aunque no se sabe si los compuestos

minoritarios fueron los causantes de la actividad antibacteriana.

El lupeol y sus derivados cetdnicos han sido aislados de diferentes especies
como Parahancornia amapa (Apocynaceae) (Carvalho et al.,, 2001), Acacia
mellifera (Leguminosae) (Mutai el al., 2004), Phyllanthus emblica (Euphorbiaceae)
(Harborne, J. B y Baxter, H. 1993), Parthenium tomentosum (Asteraceae) (Romo
de Vivar, 1985), Gardenia saxatilis (Rubiaceae) (Suksamrarn et al., 2003). Estos
compuestos tambien han sido reportados como antiinflamatorios (Huguet et al.,
2000; Recio, et al., 1995).

Tomando en cuenta los datos de campo y laboratorio, se puede considerar
que J. neopauciflora, es una especie que pudiera servir como materia prima para
la elaboracién de un farmaco util para aliviar infecciones de origen bacteriano, por
lo que no se debe perder de vista y es conveniente seguir haciendo pruebas con
otros microorganismos como hongos Yy virus. Ademas, hacer pruebas de toxicidad
y modo de accion, todo con el fin de poder proponer, en un futuro, un

medicamento de patente.
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Finalmente se puede afirmar que J. neopauciflora presenta diversos
compuestos que tienen actividad antibacteriana, ademéas de tener compuestos con
actividad antiinflamatoria y que su uso tradicional en San Rafael, queda justificado
cientificamente.

CONCLUSIONES

Jatropha neopauciflora siendo una de las dos plantas mas usadas vy
conocidas en San Rafael, presenta actividad antibacteriana. '

De los extractos obtenidos, el de acetato de etilo eé el que tuvo la mayor
actividad antibacteriana.

Los compuestos activos de este extracto son una serie de sesquiterpenos.
En el latex de esta planta hay un compuesto que presenta actividad

antibacteriana, que es muy polar, es un compuesto aromatico, presentan grupos

OH, que son muy importantes en la actividad sobre las bacterias.
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL
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Etnobotanica.

El total de especies medicinales indicadas por los informantes fue de 46, las

cuales pertenecen a 28 familias y 46 géneros.

En cuanto a la distribucion del conocimiento entre los habitantes de San
Rafael respecto a las plantas medicinales registradas, los resultados sugieren que
no existe un patron que relacione al conocimiento con las caracteristicas
personales de los informantes (origen, género, ocupacion, lugar donde esta
localizada su casa, etc.). En realidad, se observa que el conocimiento de las
plantas medicinales en la poblacion, esta distribuido de una forma homogénea
entre los habitantes del poblado. Este resultado es totalmente opuesto al supuesto
inicial del estudio, en el cual se incluy6 la hipétesis basada en Garro (1986), en el
sentido de que posiblemente fueran las personas de mayor edad en las que se
concentraria un mayor conocimiento tradicional. Una explicacion a la distribucién
relativamente homogénea del conocimiento tradicional pudiera ser el hecho de
que la gente de San Rafael se retine periédicamente para resolver los problemas
que se presentan en la comunidad, lo que facilita la comunicacion entre al menos
un representante de cada familia. Lo antes mencionado, debe ser corroborado con

otro tipo de estudios que documenten lo que se hace en las juntas.

Sin bien no existieron diferencias significativas en el conocimiento que
poseen los habitantes de San Rafael sobre las plantas medicinales, si se pudo
observar una tendencia que sefalé que las personas de mayor edad conocen un

mayor numero de plantas.

Actividad Antibacteriana.

El alto porcentaje (75%) encontrado de especies que mostraron actividad

sobre las diferentes cepas de bacterias, demuestra la efectividad del uso del
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método etnodirigido en estudios de bioprospeccion. Este aspecto ha sido sefialado
por King et al., (1996), quienes mencionan que es posible obtener al menos 50%
de resultados positivos con.las plantas que son colectadas con este método.
Adicionalmente, el uso de este método le otorga un respaldo importante al

conocimiento que poseen los habitantes de San Rafael sobre su flora medicinal.

La seleccion de las 16 especies empleadas en los estudios de actividad
_antibacteriana, fue realizada con base al indice de consenso de informantes, pero
ademas incluyé el criterio de ausencia de datos bibliograficos acerca de su
efectividad antibacteriana. Por este motivo, estan incluidas entre ellas algunas
especies que tuvieron pocos eventos y que por tanto pudieran parecer de menor
importancia: (Cyrtocarpa procera: chupandilla, Flaveria trinervia: hierba del sapo y
Viguiera dentata: chimalacate). Las restantes 13 especies, presentaron un nimero
mayor de eventos y por su uso fue posible agruparlas respecto a los conjuntos de
enfermedades mas importantes, tales como, enfermedades odontolégicas (2
especies), heridas y quemadas (9 especies), padecimientos del sistema urinario (6
especies), diarrea (17 especies) y enfermedades del sistema respiratorio (12
especies).

La relacion antes mencionada entre las especies y las enfermedades para
cuya curacion se utilizan, pone de relieve el hecho de que las plantas de San
Rafael contrarrestan enfermedades provocadas, tanto por bacterias Gram
positivas, como Gram negativas. Asi mismo, en algunos casos se detectaron
especies que pueden actuar de manera efectiva contra ambos tipos de bacterias.
Ejemplos de estas especies que actlan contra ambos tipos de bacterias son:
Viguiera dentata (chimalacate), Gymnosperma glutinosum (popote), Cyrtocarpa
procera (chupandilla), Juliania adstringens (cuachalala), Ceiba parvifolia (pochote)

y Jatropha neopauciflora (sangre de grado).
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No obstante el relativamente amplio espectro de accion antibacteriana de
estas especies, entre ellas se encontraron diferencias significativas con respecto a
su efectividad para combatir a uno u otro tipo bacteriano (Gram positivas o
negativas). Esto apoya las preferencias que los pobladores tienen en relacion al

uso de algunas especies sobre otras, para la curacion de ciertos padecimientos.
Estudio Fitoquimico

La especie que se seleccion6 para el estudio fitoquimico fue Jatropha
neopaucifiora (sangre de grado). Esta decision se baso en el hecho de que es la
especie que tuvo el mayor nimero de eventos, quedd agrupada dentro del
conjunto de plantas que se usan para aliviar enfermedades odontoldgicas y se
situ6 en el grupo que obtuvo el mayor valor en el indice de consenso de los

informantes (Fic = 0.98).

Para el desarrollo del estudio fitoquimico, la informacion etnobotanica fue
fundamental, ya que el latex que refirieron los informantes que utilizan para aliviar
diferentes afecciones de la cavidad bucal y heridas infectadas, fue también el que
mostré la mayor actividad antibacteriana. Esto estd de acuerdo con lo sefalado
por diversos autores (Cordell, 2000; Balick y Cox, 1997; Cotton, 1996; Martin,
1995), quienes coinciden en sefialar que la informaciébn que brindan los
informantes es basica para determinar qué parte de la planta se va a colectar e
inclusive brinda las pautas para determinar las estrategias que deberan seguirse
durante el trabajo de laboratorio. Desafortunadamente, durante el desarrollo de
este trabajo no fue posible purificar el compuesto del latex responsable de la
actividad antibacteriana, lo cual probablemente se deba a su alta polaridad y
posible complejidad estructural.

Por otra parte, los componentes principales del extracto de acetato de etilo

derivado de las partes aéreas de Jatropha neopaucifiora, que presentaron
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actividad antibacteriana, representan una serie de sesquiterpenos. En este
sentido, existen varios estudios que han demostrado que estos compuestos
presentan actividad antibiotica sobre bacterias Gram positivas, levaduras, hongos
filamentosos, antimalaria (Kubo y Taniguchi, 1988; Taniguchi et al., 1978; Smalley
y Strong, 1974 citados en Dey y Harborne, 1991). En particular, los sesquiterpenos
que presentan actividad antimicrobiana tienen en su estructura quimica grupos OH
y dobles ligaduras, también pueden tener un grupo &acido y son cicliclos.
Interesantemente todas estas caracteristicas se presentan en los sesquiterpenos
que se determinaron en las fracciones activas de este trabajo. Ademas de la
actividad antibacteriana de los sesquiterpenos, reconocida en este trabajo, a estos
se les ha atribuido otro tipo de actividad biolégica. En particular, la actividad
antibacteriana de los terpenos se atribuye a su accion como disolventes de las
membranas celulares, produciendo un efecto de lisis bacteriana (Helander et al.,
1998; Barre et al., 1997; Ahmed et al., 1993;). Se sabe que también pueden actuar
contra la herbivoria de insectos, mejillones y peces (Kubo et al., 1983, 1977, 1976
citados en Dey y Harborne, 1991). Algunas de estas sustancias también son
. fitoalexinas, es decir se producen cuando la planta es atacada por bacterias,
hongos o virus. También pueden ser producidas cuando las plantas estan sujetas
a otros agentes como la luz ultravioleta, shock térmico (Harborne, 1989), todos

ellos factores a los que la sangre de grado esta muy expuesta.

Adicionalmente a la efectividad antibacteriana de Jatropha neopaucifiora, se
han encontrado compuestos (lupeol y su derivado cetonico) que tienen actividad
antiinflamatoria (Canales-Martinez, datos no publicados). Este dato, junto con la
practica muy comun en la medicina alépata de tratar las infecciones utilizando un
antibiotico y un antiinflamatorio, sugieren que J. neopaucifiora es una especie de
enorme efectividad medicinal y que tal vez por ello haya obtenido los valores de

preferencia mas altos entre la poblacion de San Rafael.

En sintesis, los resultados obtenidos, permiten suponer que el conocimiento
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tradicional, no sélo es el resultado de la acumulacién de informacion que pasa de
generacion en generacion, sino que representa una importante base empirica del
uso dirigido de los recursos que, en estudios como este, puede confirmarse a

través de la aplicacién del método cientifico.
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CONCLUSIONES

México es un pais que cuenta con una gran diversidad natural y cultural, el
conocimiento tradicional que se tiene sobre la flora medicinal es de gran
importancia, es por ello que la documentacion sobre la flora medicinal de San
Rafael, que se presenta en este trabajo, es una contribucion para rescatar ese

conocimiento tradicional.

Las 46 especies de plantas medicinales que son usadas en San Rafael
pertenecen tanto a la flora medicinal Hispano-Americana como a la flora natural de

la region.

El uso del método etnodirigido y la aplicacion del indice de consenso de
informantes, permitié la seleccién objetiva de las plantas que son principalmente

utilizadas para el tratamiento de enfermedades de origen bacteriano.

Las plantas con el valor mas alto en cuanto al indice de consenso mostraron la
mayor actividad antibacteriana, reafirmando con esto que los estudios
interdisciplinarios que incluyan aspectos etnobotanicos, botanicos, fitoquimicos,

farmacolégicos, ecolégicos y médicos son requeridos para enfatizar los beneficios
de la medicina tradicional.

Los resultados obtenidos a lo largo de esta investigacion, sugieren que el uso

tradicional de las plantas medicinales de San:Rafael, que son empleadas para

aliviar enfermedades de posible origen bacteriano, tiene un sustento fitoquimico.
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PERSPECTIVAS

Los resultados que se presentaron en este trabajo son solamente el

principio de una investigacion mas amplia.

En cuanto a la distribucion de cada especie que mostré actividad
antibacteriana, se podria realizar un estudio en donde se documentara su
distribuciéon y abundancia, asi como la incidencia de uso por parte de los
habitantes de San Rafael. Con ello se tendrian los datos necesario, en caso de
'que se llevara a cabo una explotacion de los recursos que tuviera benéeficios

econoémicos.

Se podria determinar el efecto del medio ambiente sobre la concentracion y
presencia de los diferentes metabolitos secundarios con actividad antibacteriana,
con la finalidad de determinar el lugar y la época donde se produce en mayor

concentracion el compuesto de interés.

A cada especie que presentd actividad antibacteriana, se le podria evaluar
su actividad sobre otros microorganismos, como por ejemplo hongos, virus,
protozoarios, determinar la estructura quimica de los compuestos responsables de
la actividad antimicrobiana, determinar la toxicidad de los compuestos y de los

extractos con actividad, determinar el modo de accion de los compuestos activos,
etc.

Estas son soélo algunas sugerencias de lo que se podria hacer, de hecho se
ha iniciado la determinacion de la actividad antifungica de diferentes especies,
entre ellas Gymnosperma glutinosum y Jatropha neopauciflora, las que han

mostrado ser activas sobre hongos fitopatdogenos y dermatofitos.
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Apéndice 1

AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

Para separar los compuestos activos, se procede a determinar la mezcla de
solventes (fase movil) y el soporte (fase estacionaria) para obtener la mejor
separacién en cromatografia de placa fina y asi poder extrapolar estos resultados
en el montaje de la cromatografia de columna. Una vez determinado el sistema
cromatografico se procede a la separacién de fracciones. Para la separacion por
placa fina se utilizan cromatofolios de gel silice Merck (Kieselgel 60-5553); para
las cromatografias en columna se utiliza silica gel de malla 70-230, tamafio de
particula 0.063-0.200 mm (Sigma 5-2509).
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Apéndice 2

ELUCIDACION DE ESTRUCTURAS

La elucidacién de estructuras del compuesto puro se lleva a cabo mediante
determinacion del punto de fusion, para lo cual se utilizé un aparato Fisher-Johns,
espectrometria en el ultravioleta, infrarrojo, espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear de protones y C. El espectro ultravioleta se realiz6 en un
espectrofotémetro Perkin Elmer UV/VIS Lambda li; el solvente que se usa es
metanol grado HPLC (Aldrich 27, 047-4). El espectro de Infrarrojo se obtuvo en un
aparato de rejilla Perkin-Elmer modelo 599B. Los espectros de RMN'H y RMN™"C
se obtienen en un Varfan Gemini 200 MHz.

El espectro de masas se determina en un espectrometro de masas
Finningan Mat GCQ con trampa de iones y un Controlador GCQ DPC. La muestra
se analiza por introduccién directa y con ionizacién de impacto electrénico.
Corriente inicial cero durante 30 segundos, después una rampa de corriente de
100 A/seq durante 30 segundos.

La cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas (GC-
MS) se realiz6 en un cromatografo Hewlett Packard modelo 5890 serie li
conectado a un espectrometro AX505H. Espectro de masas de barrido. Se utilizé
una columna ultra 2 de 25m x 0.2mm, con un diametro interno de 0.33um. Las
condiciones de la temperatura de la columna fueron 4 min-reloj-10°C-1min-
8°C/min 305°C/10 min. Energia de ionizacién 100 pA; voltaje de ionizacion 70ev.

Resolucién de 500. Rango de escaneo de 11 a 610.
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Apéndice 3

Espectros
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Figura 1. Espectro Infrarrojo del compuesto responsable de la actividad antibacteriana de Jatropha neopaucifiora.
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Apéndice 4

Sintesis bibliografica del género Jatropha.

Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especle Compuesto Parte usada Actividad Lugar de colecta  Autor
J. curcas 5-hidroxipirrofidin-2- Extracto de Ant- Managua, Staubmann, et
ona hojas con Inflamatorio Nicaragua al., 16902,
pirimidina-2,4 dlona AcOELt (edema en
rata)
J. curcas Flavonoide: apigenina hojas No reportada No reportado Chhabra, 1990.
y su glicésido vitexina
e Isovitedna. Los
esteroles:
estigmasterol, g-D-
sllosterol y su p-D-
olucodsido
J. curcas Curcaciclina A latex inhibicion Jepara, Indonesia  Van den Berg et
(octapéptido ciciico) moderada de la al., 1895
proliferacién de
clulas-T
J. curcas Curcaciclina B latex Actividad No reportado Auvin et al., 1997,
{nonapéplido ciclico) rotamasa de |a
ciclofilina.
J. curcas Heudolotinone Extracto de la No reportada Dhanasri, Andhra Ravindranath et
(dinoditerpeno) parte aérea con Pradesh, India al., 2003
CH,Cl,-MeOH
(1:1)
J. curcas Esterasas JEAy JEB  Semillas Hidroliza Managua, Staubmann ef al,,
Lipasa JL triglicéridos de Nicaragua 1989
cadena corta Y
larga
J. curcas Latex Cicatrizante Lima, Per Viliegas et al,
1997.
J. curcas y J Extracto de hoja Anlibacteriano  Trinidad y Tobago  Chariandy et al.,
gossypifolia con acetato de sobre E. coli, P. 1899.
etilo aeruginosa, S.
aureus, S.
epidermidis, E.
fagcalis y S.
lyphimurium
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Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especie Compuesto Parte usada Actividad Lugar de colecta  Autor
J. cureas Triterpenos  clclicos: Hojas y retofios.  No reportada India Gubitz et al.,
estigmasterol, 1999

estlgmast-5-en-33,78-
dlol, colest-5-en-3B,7c-
diol, campesterol, g-
sitosterol, 7-keto-p-
sitosterol; y el p-D-
glucosido de
sltosterot
Flavonoides:
apigenina, vitexina e
Jsovitexina.

Acidos organicos:
acldo o y p-cumarico,
acido pme y p-OH-
benzoico, acldo
protocatechluc, 3cido
resorsllico y aclido t-
me-cinamico; asi como
Indoides, saponinas y

taninos.

Friedelin, eph
friedelinol, el ésler
triterpeno ciclico
Jatocurin y el

scopoletin metil éster

B-amirina, p-sitosterol y
faraxerol.

Partes aéreas

Tallo

Cortaza del tallo
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Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especle Compuesto Parte usada Actividad Lugar de colecta  Autor
J. curcas Ralz India Gubitz et al,
B-sitosterol y su p-D- 1989.
giuctsldo, mammesina,
propacing, los
curculatiranos Ay B y
ios curcusones A-D;
ademas los
diterpenoldes fatrofol y
jatrofolone A y B, I3
cumarina tomentina, el
cumarin-lignano Jatrofin
y taraxerol,
Curcadiclina A Moderada
(octapéptido clclico) Inhibicién de Ia
actividad de la
ruta clasica del
complemento
humano y

Curcaciclina B
(nonapéplldo ciclico)

Curcaina (enzima)

protiferacién de
las células T

Se une a la
actividad
rotamasa de Iz
ciciofilina B
humana.

Enzima
proteoclitica
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Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especle Compuesto Parte usada Actlvidad Lugar de colecta  Autor
J. curcus Extracto Inhibe la diarrea india Mujumdar et al,,
metandlico de inducida con 2000
rafz acelta de caslor
J. curcus Extracto da Lasvicida sobre el India Kamegam et al.,
hojas con éter mosquito Culex 1997.
de petrdleo quinquefasciatus
J. dioica Cerv. Extracto acuoso raiz Antiblético sobre No reportado Garcla, 1984,
J. spathulata S. aursus Reiche, 1912;
(Ortega) Muell. Arg Dominguez, 1980
citados en
Argueta, 1994
J. dioica Diterpenos: ralz No repostada No reportado Dominguez,
citlalitriona, 1980; Marlinez,
riolosatriona. 1946; \Villarreal,
Esterol: B-sitosierol 1988 citados en
Argueta, 1994,
J. dioica taninos latex No reportada No reportado Dominguez,
1980, Marlnez.
1948; Villarreal,
1988 citados en
Argueta, 1994.
J. glenduiifera Extracto acuoso Antibacterlano Maruthamalal Hills Srinivasan et al.,
’ de la parte contra E. cofi, £ of Westem Ghats.  2001.
adrea fagcalls, K
pnesumonia, P.
aeruginosa, P.
mirabilis, S.
partyphi, S. typhl
y B. sublilis.
J. glauca Extraclo Moluscicida Arabla Saudita Al-Zanbagl et al.,
cloroformico de contra el caracol 2000.
|2 parte aérea Biomphalana

pfelfferi (huésped
intemediarlo  de
la

esquistosomiasis)
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Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especle Compuesto Parte usada Actividad Lugar de colecta  Autor
J. glauca Extracto Moluscicida Arabla Saudita Al-Zanbagi el al.,
matandlico contra el caracol 2001,
Blomphalaria
pfaifferi (huésped
intermediarlo  de
la
esquistosomiasis)
J. gossypifolia Propacina Extraclo de fa No reporiada India Das y
(cumarin-lignolde) parte aérea con Vankatalzh,
CH.Cl.MeOR 2001.
(1:1)
J. gossypifolia Cillalitrione (diterpeno) Extracto de Noreportada india Das y Anjani,
toda la planta 1998.
con CHxCle
MeOH (1:1)
J. gossypifoita Gossipldieno Extracto No reportada Qeste de Bengala, Das y
(ligmano) hexanico de India Venkatalah,
tallo 1998.
J. gossypifona Arilnaftaleno (lignano) Raiz, tallo vy Qesle de bengala. Das y Banerjl,
semillas Indla 1988.
J. grossidenlala Diterpenos,  lignano, Raiz Paraguay Schmeda-
cumarino-lignano Hirschmann et
al., 1992.
J. isabelli Extraclo de la Llarvicida oontca Argentina, Brasil y Ciccia et al., 2000
parie aérea con larvas del Perd
diclorometano  mosquito Aedes
aegypli
J. mahefalensis Mahafaciclina latex Moderada Madagascar Baraguey et 2l
(heptapéptido clclico) actividad 2000.
antimalaria
J. multifids Multifidin latex Indonesia Van Den Berg et
{clanoglucésido) al., 1985a
J.  polaina ssp. PolianinaA,ByC latex Moderada Recife, Brasil Auvin-Guette et
molissima actividad al., 1999
antimalaria
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Compuestos aislados de diferentes especies de Jatropha.

Especie

Compuesto Parte usada Actlividad

Lugar de colecta

Autor

J. unjcostata

J. weddelliana

Fitosteroles: esterol no Parte aérea No reportada
identificado,

campesterol,

estigmasterol,

sltosterol,

estigmastanol.

3-oxo-esteroldes:

campest-4-en-3-ona,

estigmastat-4,22-

dieno-3-ona.

Dioxoestesoldes:

campest-4-22-dieno-

3.6-diona. estigmastat-

4-en-3,6-dlona.

Fraxetin  (cumarina),

tuteolin,

Acldo Extracto No reportada
3-acetllaleuritdlico, hexanico de raiz
sitosterol y

jatrowedlone

(diterpeno)

Dixam, Socommra Franke et al.,

Island, Yemen

Corumba, Braslt

2004

8rum et al., 1998

136



Apéndice 5
Resultados adicionales de la investigacion etnobotanica.

Cuadro 1
Namero y porcentaje de especies para cada familia de plantas medicinales.

Familla No. de especles % de especles
Acanthaceae 1 2147
Agavaceae 1 217
Amaryllidaceas 1 217
Anacardiaceae 2 4.35
Asclapladaceae 1 217
Asteraceae 8 17.39
Bombacaceae 1 217
Boraginaceae 1 217
Burseraceae 1 2.17
Cactaceae 3 6.52
Cyperaceae 1 217
Equisefaceae 1 217
Euphorblaceae 4 8.7
Julianaceae 1 2.17
Lamiaceae 3 6.52
Mimosaceae 2 4.35
Myrtaceae 2 435
Nyctaginaceae 1 2.17
Papaveraceae 1 217
Piperaceae 1 217
Chenopodiaceae 1 217
Rosaceae 1 217
Rutaceae 1 217
Selaginellaceae 1 217
Solanaceae 2 435
Simaroubaceae 1 2.17
Turmeraceae 1 217
Verbgnaceae 1 217
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Apéndice 6
Resultados adicionales de la investigacion sobre la actividad
antibacteriana.

De las plantas medicinales que se seleccionaron, se obtuvo el extracto acuoso, lo
més apegado posible a la informacién etnobotanica. El extracto de cada planta se
reté frente a las 14 cepas bacterianas antes mencionadas, los resuitados se
muestran en el Cuadro 1. Como se puede observar s6lo ocho especies mostraron
actividad. Es importante mencionar que de Jatropha neopaucifiora no se realizé
extracto acuoso, ya que los informantes en ninguna ocasidon mencionaron que
prepararan algin té con esta planta. En las especies donde el extracto con mayor
actividad era el metanélico, el extracto acuoso mostré la misma o mayor actividad,
tal es el caso por ejemplo de Ceiba parvifolia, Cyrtocarpa procera, Juliania

adstringens y Rosa centifolia.
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Cuadro 1
Actividad antibacteriana de los extractos acuosos de algunas plantas usadas en la medicina tradicionai de
San Rafael.

Especies £x Sa Se | Bs Vv ¢ch V ¢ch vV ¢h Vch Ec Sb Ye Eze Eag
No0t1  cc agua Tor

Chloramphenicol 18.7+ 19.7+ 22.7% 250+ 24.3¢ 18.3¢ 24 3% 22.7% 18.3% 25.0¢ 157+ 24.0¢ 253
0.8 24 0.6 1.0 0.6 0.6 0.6 1.5 1.1 1.0 0.6 1.0 0.6

Acalypha A 110+ 113t 7.7#1.2 na 203t na na 9.0£20 130 14.3x 127 103z 120+

haderaceae 17 1.2 15 1.7 0.6 0.6 0.6 0.5

Artemnisia A na na 10.0+ na na na na na na na na na na

absinthium 0.5

Caiba A 103 9.3+x0.6 na 7.0+0.5 na na na na na na 11.3% na na

parvifolia 0.6 ‘ 1.2

Cyrlocarpa A 8.0+1.0 9.0£1.0 15.0¢ 77312 120z 9.710.6 10.710. 107 113t

procera 1.0 0.5 6 0.6 0.6

Gymnosperms A 8.7:0.86 9.7:0.6 103+ na na na na 197t na 103t  na na na

ghitinosurm 23 15 12

Jullana A 10.3% 8.0+0.5 12.0% na na na na 1071 na 127+ 12.0¢ na na

adstringens 0.6 0.5 2.9 0.6 0.5

ROS? ] A 12.7+ 13.0¢ 15.0% 7.7¢08 18.0% 9.7+1.5 na 10.0t 17.7¢ 12.3¢ 17.7¢ 11.0% 15,3+

centifolis 0.6 10 05 1.0 10 06 08 12 10 06

Tanacetum A na na 80405 na 8.0+05 na na na na 7.0£0.5 na na na

partenium

Vigulera dentala A na 7.0£0.5 80135 na na na na na na na na na na

Ex exiracto; A acuoso; Sa Slaphylococcus aureus, Se 5. epidermidis; S| Sarcina lutea; Bs Basiiius subtitis; V ch No-01 Vibrio cholerae No-01;
V ¢h cc Vibrio cholerae (aigiada de un caso dinico); V ch agua Vibro cholerse (alslada de agua), V ch Tor Vibrio choferae CDCV 12;

Ec Escharichia colf, Sb Shigella boydil, Ye Yersinia enterocolitica; Eae Entercbacter agrogenes; Eag E. agglomerans; na no activo.

Flaveria lringrvia, Selaginelta lspidophylia, Piper aurintlum y Chenopodium murale no mostraron actividad antibacleriana.

139



Para determinar si existian diferencias significativas entre las cepas
bacterianas ensayadas, los extractos activos y si habia interaccién entre ambos,
se realizé un analisis de varianza factorial con los datos del halo de inhibicién que
se muestran en el Cuadro 2. Como se puede observar se agruparon en dos
grandes conjuntos (Gram positivas y Gram negativas), de los cuales se obtuvo
una F=25.99 (p=0.00001), es decir, existieron diferencias significativas entre las
bacterias Gram positivas y negativas. En cuanto a los tipos de extractos activos
(hexanos, acetato de etilo y metanol) se encontré que no hubo diferencias
significativas (F=1.12; p=0.3274). Sin embargo, cuando se evalud la interaccién
entre tipo bacteriano-extracto se obtuvo una F=8.61 (p=0.000242), lo que
determiné que los halos de inhibicibn dependen tanto del extracto que se emplee

como del tipo bacteriano con el que se ensayen esos compuestos.
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Cuadro 2

Actividad antibacteriana de las plantas medicinales sobre bacterias Gram positivas

y Gram negativas.

Bacterias Gram Positivas

Bacterias Gramn Negativas

Planta Hexanos AcOEt Metanol Hexanos AcOEt Metanol
V. dentata 14,13,14 17,15,1S 88,9
(Chimalacate) 9,99 7.8,8
7,9.9 717
10.9,9
J. adstringens 877 12,1211 8,10,9
(Cuachalala) 20,20,21 9,10,10
11,10,11 10,10,10
12,10.10
10,10,11
12,1213
89,8
C. parvifolia 12,12,12 9.8,8 7.7.8
{Pochote) 10,10,11
9,89
J. neopaucifiora 10,11,10 9,99
(Sangre de grado) 7,77 13,12,12
12,1111 16,17,16
777
16,18,18° 113,13,127
14,14,13* 13,1312
12,12,13*
12,12,13*
B. arida 10,8,10 141,11 22,23.22* 111111
{Aceltllio)
C. procera 13.13,13 I
{Chupandllfa) 11,12,12 12,12,13
12.12,11 10.10.9
T. partenium 15,15,15 15,13,12 888 899 14,12,13 888
(Santa Marfa) 15,15,15 13,14,14 14,16,15 17,15,12 8,7.7
12,12.13 11,1111 10,10,10
14,4413 9,9.8
11,11,10
14,13,14

* Actividad del latex. **solo hubo una disminucién del crecimiento bacteriano.
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Cuadro 2 continuacion...

Bacterias Gram Positivas Bactertas Gram Negativas
Planta Hexanos AcOEt Metanol Hexanos AcOEt Metanol
T. partenium 15.15,15 15,1312 8.8,8 9.5,9 14,12,13 88,8
{Santa Marfa) 15,15,15 13,14,14 14,16,15 17.15,12 877
12,12,13 11,11,11 10.10.10
14,14,13 9,98
' 11,11,10
14,13,14
A. ludoviclana 14,10,11 777 777
(Hlerba maestra)
A. hederacea 10,10,10 12,13,13 11.12,12
(Hterba del pastor) 19,19,19
19,1817
E. hyemale 11,10,10
(Cola de Iguana)
Rosa sp. 10,11,10 10,11,10
{Rosa de Castllla) 13,14,13
13,1414
G. glutinosum 19,19,19 10,13.12 13.12,12 10,9,9
(Popote) 12,11,11 10,10.10
12,13,12
11,1313

* Actividad del latex. ** s6lo hubo una disminucion del crecimiento bacteriano.
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Apéndice 7

Estructura quimica de los compuestos identificados, por
espectrometria de gases masas, de las fracciones (11, 12, 13y 19)
con actividad antibacteriana de Jatropha neopauciflora.

Nombre Estructura quimica | Férmula Peso
molecular
Ci3H20 220

Ciclohexano-cis-1,2-dietenil-
4-(1-metiletilideno)-,cis-

irisona C13H200 192

1H-ciclopro e  azuleno,
1a,2,3,5,6,7,7a,7b,octahidro-
1,1,4,7-tetrametil

CisH24 204

metiletilideno)

cedreno CisHza 204

O)\/\/é
azuleno,1,2,3,4,5,6,7,8- CisHaze 204
octahidro-1,4-dimetil-1-7-(1-

\’\C; :(
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Nombre Estructura quimica Férmula Peso
molecular
(1,1-5,6 tetrametil)2H- o] Ci5H20 218
ciclopropanaftalen-2-ona,
1,1a,4,5,6,7,7a,7b-
octahidro
ciclohexanol,1,3,3-trimetil- ) CisH2sO | 220
2-(3-metil-2-metileno-3-
butenilideno
OH
1naftalenol OH Ci5H240 220
1,2,3,4,4a,5,6,8a,octahidro- /
4a,8-dimetil-2-(2-propenilo)
(—)—espatulenol C15H24O 220
gﬁ;
1-naftalenol, decahidro-4a- OH C1sH20 222
metil-8 metileno-2 (1-
metiletil)
ciclohexanol, 3-etenil-3 — CisH260 222
metil-2-(1-metiletenil )-6-(1-
metiletil)
HO
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Compuesto Estructura quimica Férmula Peso

molecular

1- C15H250 222

naftalenol,1,2,3,4,4a,7,8,8a-

octahidro-1,6-dimetil 1-4-(1-

metiletil)

Pilgerol

OH
p!atambina OH C15H2502 220
OH
acido 6,9- O \\\ e CigHag0- 290
octadecadiincico,metil éster \n/\/\/\/\/\/\/\/\/
8]

220

cis-alfa-copaeno-8-ol
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