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RESUMEN

Se realiz6 la determinacion de la actividad antibacteriana del extracto hexdnico y fracciones derivadas
de la corteza de Hippocratea excelsa HBK. A partir de esta, se prepar6 el extracto organico, empleando
hexano como disolvente de extraccion. El extracto resultante se sometié al ensayo de actividad
antibacteriana a concentracién de 8 mg/ml, encontrdndose porcentajes de inhibicion superiores al 59 %
contra las cepas de E. coli, Shigella sonnei, Salmonella sp y V. cholerae.

El fraccionamiento del extracto hexanico mediante CCA permitié obtener 14 fracciones
primarias, de estas las fracciones FI1E y F7E mostraron la mayor actividad antibacteriana. En el caso de
la fraccion F1E, obtuvo el primer lugar de inhibicién contra las cepas E. coli -1, S. sonnei -1, S.
flexneri -1 y Salmonella -1 con porcentajes de inhibicion dentro del rango de 36 al 52 %.

La fraccion F7E mostr6 el primer lugar solo para las cepas de Salmonella -2 y Vibrio cholerae
con porcentaje de inhibiciones de crecimiento bacteriano del 33 y 39 %, respectivamente.

En el caso de la fracciéon F2E fue posible establecer mediante el andlisis de espectros de IR,
RMN-'H, RMN-’C y EM que se trataba del escualeno. El porciento de inhibicién del crecimiento
bacteriano del escualeno contra las cepas usadas fue del 14 al 37 %.

En el caso de la fraccién F4E fue posible establecer mediante el anélisis de los espectros de IR,
RMN-'H, RMN-’C y un experimento de cromatografia de gases acoplada a masas CG-EM que se
trataba de una mezcla de 5 ésteres metilicos de dcidos grasos: hexadecanoato de metilo, heptadecanoato
de metilo, octadecanoato de metilo, pentaeicosanoato de metilo, y hexaeicosanoato de metilo, los
porcientos de inhibicion de la mezcla de ésteres metilicos contra las cepas usadas fue del 14 al 35 %.

La separacién de la fraccion F12E se hizo mediante CCA obteniéndose un total de ocho
fracciones secundarias, de estas las mds activas fueron FS1E y FS8E. La fraccion FSSE obtuvo el
primer lugar de inhibicién contra ocho de las cepas usadas, con inhibiciones de crecimiento del 46 al

95 %. La fraccion FSIE mostré el mismo porcentaje de inhibicién que las fracciones FS2E y FSSE
1



para E. coli ATCC 25922 (49 %), Shigella flexneri -1 (60 %) y Salmonella sp -2 (46 %).
Adicionalmente, fue la mejor contra E. coli -1 (58 %).

De la fraccion FS6E se identific él B-sitosterol mediante el andlisis de sus espectros IR, RMN-
'H, RMN-’C y EM, el efecto de inhibicién del compuesto para siete cepas fue del 2 al 19%.

La actividad antibacteriana mostrada tanto en fracciones y compuestos aislados puede explicar
en parte el uso que se hace de la raiz de Hippocratea excelsa en el tratamiento de la diarrea o disenteria

en las practicas médicas alternativas de México.



1. INTRODUCCION

1.1 Medicina tradicional

Desde la aparicién del hombre sobre la tierra, siempre ha tenido necesidad de prevenir, tratar, controlar
y/o curar sus enfermedades, para ello ha recurrido a los medios que estdn a su alcance entre ellos a los
vegetales. El hombre ha confirmado su dependencia al reino vegetal y las ligas que lo unen a él, pues
los vegetales han sido parte fundamental como proveedores de un gran nimero de especies con
propiedades medicinales (Barcenas, 2001).

La préctica de la medicina tradicional dio inicio en el momento mismo en que el hombre hizo
uso de alguna parte de un vegetal, animal o mineral para tratar sus padecimientos. En principio al azar,
posteriormente con un conocimiento empirico del efecto medicinal en ocasiones con consecuencias
fatales (Barcenas, 2001).

La extraordinaria riqueza floristica (26 500 especies de las cuales aproximadamente 9 500 son
endémicas), ubica a México en el cuarto lugar mundial en biodiversidad. Actualmente se han registrado
en México alrededor de 4 000 especies con atributos medicinales (15 % de la flora total); este nimero
coincide con lo informado en varias regiones del mundo por especialistas en la materia, quienes
consideran que una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se calcula que
en México y en el mundo, el estudio quimico y farmacolégico sélo se ha llevado a cabo en 5% de estas
especies (Natura, 2004).

En la actualidad el interés por las plantas se manifiesta por ser una fuente muy rica de productos
bioactivos, que en ocasiones son usados como prototipo para la obtencién de farmacos.
Adicionalmente, la industria farmacéutica a encontrado materia prima para el comercio en productos
farmacéuticos que contienen plantas, bajo la forma de tinturas, extractos y principios activos entre otros

(Natura, 2004).



El objetivo de la investigacion moderna de analizar y estudiar los efectos terapéuticos de las
plantas, tiene como fin aumentar la confianza en los vegetales. Ademads, precisar, comparar y clasificar
las diversas propiedades para agrupar las plantas de efectos similares, elegir las mas eficaces y darlas a
conocer tomando en cuenta su efecto terapéutico. Como resultado de los pocos estudios sobre las
plantas medicinales de uso tradicional, se han obtenido moléculas, que poseen accién curativa sobre
algunas enfermedades como diarrea, disenteria, cdncer, paludismo entre otros (Gémez, 2000).

Es de destacar que para el tratamiento de trastornos gastrointestinales que incluyen a la diarrea y
la disenteria, en la medicina tradicional mexicana se usan una gran variedad de especies vegetales, sin
embargo como ya se ha mencionado son escasos los conocimientos acerca de los valores terapéuticos y
farmacoldgicos que tienen estas plantas (Aguilar et al., 1994). En México la diarrea es un problema
serio de salud y una de las primeras 20 causas de enfermedad en la poblacién (SS, 2001). Es por esto el
interés de la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia de Productos Naturales (UIMFPN) del
IMSS, en demostrar algunas propiedades bioldgicas asociadas con el control de la diarrea (actividades
antibacteriana, antiprotozoaria, antisecretora y antipropulsiva) de algunas especies vegetales selectas de
la medicina tradicional mexicana (Calzada et al, 1998). Con el fin de explicar las propiedades
antidiarreicas que se le atribuyen a algunas de estas plantas. Recientemente la UIMFPN realiz6 la
determinacion de la actividad antibacteriana in vitro, de 54 extractos derivados de 26 especies
vegetales, contra ocho aislados de bacterias causantes de diarrea y disenteria en la poblacién mexicana:
Escherichia coli (1 aislado), Shigella sonnei (2 aislados), Shigella flexneri (2 aislados), Salmonella sp
(2 aislados) y Vibrio cholerae (1 aislado). En este estudio se encontré que las plantas mds activas eran
Caesalpina pulcherria, Chiranthodendron pentadactylon, Cocos nucifera, Geranium mexicanum,

Punica granatum e Hippocratea excelsa (Alanis et al., 2005), esta ultima objeto de la presente tesis.



1.2 Generalidades de las diarreas

Las diarreas en los paises en desarrollo son causa importante de mortalidad y morbilidad en
menores de cinco afios. El nimero de muertes en la ciudad de México por enfermedades infecciosas
intestinales en el afio de 1998 fue de 855 por cada 1000 000 habitantes. La diarrea afecta a todos los
grupos de edad; sin embargo, se observa con mayor frecuencia en los extremos de la vida, menores de
cinco afios y mayores de 65 afios, convirtiéndolos en los grupos mds vulnerables a este sintoma
(Barcenas, 2001).

La diarrea es un sintoma que puede ser consecuencia de muchas enfermedades. Consiste en el
aumento del volumen, fluidez, frecuencia de las deposiciones y/o una disminucién de la consistencia de
las deposiciones que se hacen normalmente, en relaciéon con el patrén habitual de un individuo
(MidVision, 1997).

Las diarreas generalmente son causadas por infecciones en los intestinos, los casos leves
desaparecen en pocos dias, los severos pueden causar deshidratacién y muerte del individuo (Mograbi,
1984).

En las diarreas se produce pérdida de agua y de electrolitos como el sodio, potasio, magnesio,
aniones orgdnicos y cloro. El transporte pasivo y los canales del sodio se anulan en presencia de
infecciones, la deshidratacion consecuente lleva al colapso circulatorio, mds precozmente en nifios,
ancianos y en personas debilitadas (Barcenas, 2001).

Varios son los factores mds frecuentes como causas de diarrea entre ellos se incluyen los virus
(Rotavirus), las bacterias (Escherichia, Shigella y Campylobacter, entre otros), los pardsitos
(Entamoeba histolytica y Giardia lamblia), farmacolégicos (farmacos diuréticos y antimicrobianos) y
sicosomaticas (estrés) (Merck, 1999).

Las diarreas producidas por virus suelen ser liquidas, abundantes, no suelen contener moco ni

sangre y en ocasiones se asocian a vomito y fiebre. Las diarreas producidas por bacterias, son mas



densas, normalmente tienen moco y sangre, los vOomitos son menos frecuentes y en ellas es mas
constante la fiebre (MidVision, 1997).

Las bacterias actian por dos mecanismos el proceso de adherencia, en la que las bacterias se unen a la
membrana celular del enterocito por medio de fimbrias pudiendo asi multiplicarse, invadir, degenerar y
matar posteriormente a la célula. El proceso adhesivo puede deberse a bacterias de los géneros
Eschericha, Salmonella y Shigella, que colonizan casi como regla el intestino grueso y la porcion distal
del ileo, producen heces sanguinolentas, dolor abdominal, pujo y tenesmo.

La diarrea puede llegar a complicarse a disenteria que se caracteriza por deposiciones diarreicas
acuosas de pequefio volumen, dolores abdominales intensos acompafiadas de sangre y moco. Se pueden
producir tulceras en las paredes intestinales. Cuando los gérmenes causantes atraviesan la pared
intestinal y pasan a la sangre, ademds se produce fiebre. La disenteria puede ser producida por
Entamoeba histolytica o por bacterias del género Shigella; La disenteria se propaga por agua y

alimentos contaminados (MidVision, 1997).



1.3 Generalidades de algunas bacterias causantes de diarrea de la familia Enterobacteriaceae
Las enterobacterias nombre comun de una familia de bacterias Gram-negativas que reciben este
nombre porque suelen encontrarse en el intestino de los mamiferos. La familia incluye muchos géneros

como Escherichia, Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Serratilla y Proteus entre otros (Brock. 1993).

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos cortos que pueden formar cadenas,
moviles con flagelos peritricos, o inmdviles, no esporulados, anaerobios o aerobios facultativos,
oxidasa negativos, no forman endoesporas, ni son acidorresistentes, crecen en presencia y ausencia de
oxigeno; se desarrollan bien sobre peptona, extracto de carne y generalmente sobre medio Mc Conkey
muestra algin crecimiento sobre glucosa como tunica fuente de carbono pero casi siempre requieren
vitaminas o aminodcidos; son quimioorganotréficos, su metabolismo es respiratorio y fermentativo la
capacidad para fermentar la lactosa y el tiempo empleado en hacerlo sirven para diferenciar los
géneros, los que no realizan la fermentacion son patégenos, su tamaiio oscila entre 0.3 a 2 um, poseen
una estructura antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de virulencia. Son
organismos que se encuentran habitando suelo, agua, materia en descomposicion y en diversos
productos alimenticios. Algunos microorganismos como Escherichia, Citrobacter, Enterobacter 'y
Proteus son parte de la flora normal del intestino, que en ocasiones pueden causar infecciones serias;
otros como Shigella y Salmonella son patégenos causantes de diarrea y disenteria. La familia incluye
mas de 20 géneros y 100 especies. Desde el punto de vista bioquimico se caracterizan por la capacidad
de reducir los nitratos, fermentar la glucosa con produccién de 4cido o 4cido y gas (Mandell, 1991;

Jawetz et al., 1987).



Entre las bacterias entéricas hay muchas cepas patégenas para el hombre, los animales y las
plantas asi como otras de importancia industrial. A pesar que hay una marcada relacién genética entre
muchas de las bacterias entéricas, como se demuestra por las homologias de DNA y la recombinacién
genética, se mantienen en géneros separados, sobre todo por razones pricticas. Debido a que estos
organismos se cultivan a partir de estados patoldgicos, es necesario algin medio para su identificacion.
Por la importancia médica de las bacterias entéricas, se han estudiado una gran cantidad de aislados que

han caracterizado y definido una gran cantidad de géneros distintos (Brock, 1993).

1.3.1 Género Escherichia

Los microorganismos del género Escherichia son habitantes casi universales de las vias
intestinales de los humanos y los animales de sangre caliente, Escherichia también tiene un papel
nutricional en las vias intestinales sintetizando vitaminas en especial, vitamina K.

El género de Escherichia generalmente son fimbriados, muchas de las cepas son capsuladas y la
mayoria son moviles por flagelos peritricos. Forman colonias circulares, convexas y lisas con bordes
definidos, las que crecen en gelatina nutritiva, son opacas o parcialmente translicidas, lisas y de
consistencia homogénea. Estas bacterias crecen abundantemente en los medios nutritivos ordinarios, el
crecimiento se produce a una temperatura que oscila entre 10 y 46 ° C siendo el nivel 6ptimo de 37 ° C
(Freeman, 1989).

Suelen emplearse como indicadores de contaminacion fecal en los suministros de agua, es
responsable tanto de infecciones oportunistas como de infecciones en las que actia como patégeno
principal y en general eso sucede cuando la resistencia del huésped es baja, puede también ser la causa
de las infecciones de las vias urinarias infecciones sépticas a veces como meningitis y diarrea, en
personas mayores O cuya resistencia esta disminuida por tratamiento quirdrgico o por exposicion a

radiacién ionizante (Freeman, 1989; Brock, 1993).



La enteritis por Escherichia coli es una inflamacion del intestino delgado producida por esta
bacteria, cuyos sintomas son el resultado de toxinas e invasion bacteriana a los intestinos. El periodo de
incubacién es de 24 a 72 horas. En los adultos, la infeccién usualmente no es severa, pero en los nifios
y bebés, generalmente se requiere hospitalizacion y en algunos casos es mortal (Jawetz et al., 1987).

Ciertos tipos de infeccion por E. coli (generalmente causados por la bacteria Escherichiacoli
0157:H7) se asocian con el sindrome hemolitico urémico, una enfermedad aguda que se caracteriza por
la destruccion de los glébulos rojos sanguineos, una dréstica reduccién de las plaquetas y una stbita
insuficiencia renal aguda.

La infeccion en vias urinarias en mujeres jovenes, los sintomas y signos consisten en miccion

fuerte, disuria y hematuria (Unm, 2000).

1.3.2 Género Shigella

Shigella es cominmente patégena para el hombre, su hdbitat natural estd limitado a las vias
intestinales del hombre y otros mamiferos en los cuales produce una grave gastroenteritis llamada
disenteria bacilar. Shigella es el prototipo de los gérmenes invasores, es mas frecuente en nifios de uno
a cinco afios de edad. Se transmite en los alimentos y a través del agua y es capaz de invadir las células
del epitelio intestinal (Jawetz et al., 1987).

Todas las especies del género Shigella son bastoncillos gramnegativos delgados, son inmdviles,
no fermentan lactosa, son anaerobios facultativos, pero crecen mejor en medio aerobio crecen en
medios como Mc Conkey, agar eosina-azul de metileno (EMB) y en agar Hektoen (HE), donde las
colonias son transparentes, convexas circulares con bordes nitidos alcanzan un didmetro de cerca de 2
mm en 24 hrs. Todas las shigellas fermentan glucosa, con excepcion de Shigella sonnei, no fermentan

la lactosa, forman 4cido a partir de los carbohidratos, pero rara vez producen gas (Jawetz et al., 1987).



Las infecciones por Shigella se limitan casi siempre al tubo gastrointestinal; el proceso
patoldgico esencial consiste en invasion al epitelio mucoso; la formacién de microabscesos en la pared
del intestino grueso y el ileon terminal produce necrosis de la mucosa, ulceracion superficial de la
misma hemorragia y formaciéon de una seudomembrana en la zona ulcerada. Todas las shigellas
liberan un lipopolisacarido toxico, esta endotoxina contribuye probablemente a la irritacion de la pared
intestinal (Jawetz et al., 1987).

El espectro de la enfermedad clinica causada por Shigella varia de infeccion asintomdtica a
disenteria grave o manifestaciones toxicas. En la shigellosis los pacientes presentan diarrea, con fiebre
baja, €l vomito es infrecuente. La forma disenteriforme incluye una fase inicial de diarrea liquida,
fiebre elevada y malestar general, la cual es seguida en las siguientes 24 h por tenesmo, dolor
abdominal y evacuaciones mucosanguinolientas, en infecciones graves, el paciente desarrolla cianosis,
hipotermia y colapso circulatorio (Mandell, 1991).

La gastroenteritis por shigella es una infeccion aguda del revestimiento del intestino delgado
causada por 1 de 4 cepas de la bacteria Shigella. Los brotes de la enfermedad han sido asociados con
medidas sanitarias deficientes, suministros de agua inadecuados, alimentos contaminados, dedos,
excremento e infestacion por moscas (Jawetz et al., 1987).

Los sintomas neuroldgicos pueden desarrollarse en los nifios y no son comunes en los adultos.
Hasta en el 40% de los nifios con enteritis por Shigella severa se pueden presentar convulsiones
(convulsiones febriles), dolor de cabeza, letargo, confusiéon y rigidez en el cuello semejante a la

meningitis (Umm, 2000).
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1.3.3 Género Salmonella

Salmonella suele ser patdgena para los humanos y los animales de sangre caliente. En los
humanos, se adquieren por via bucal. Se transmiten desde los animales y los productos de éstos hacia el
hombre, en el cual producen enfermedades como enteritis y la fiebre tifoidea (Jawetz et al., 1987)

Las bacterias del género Salmonella son bacilos Gram-negativos no esporulados de 1 a 3 um de
largo por 0.6 um de ancho, la longitud de las diversas especies varia, en su mayoria presenta movilidad
por flagelos peritricos. Las colonias son circulares de 2 a 3 mm de didmetro con borde ligeramente
ondulado, convexo aplanadas, de color gris blanquecino, brillo poco transparente, de pared rigida y
delgada, son aerobias y anaerobias facultativas su temperatura mas favorable de crecimiento es de 37 °
C y se les puede matar a 55 ° C (Pantoja, 2000). Estos microorganismos crecen con facilidad en medios
sencillos, pero casi nunca fermentan la lactosa o la sacarosa, forman dcido y a veces gas a partir de
glucosa y manosa, suelen producir H,S. Sobreviven a la congelacién en el agua durante periodos
prolongados, son resistentes a ciertos productos quimicos que inhiben a otras bacterias intestinales
(Jawetz et al., 1987). La infeccion por este género causa gastroenteritis aguda, fiebre entérica,
septicemia, infeccion localizada e infeccidon asintomadtica. La gastroenteritis aguda es generalmente
secundaria a la ingestion de alimentos contaminados y es autolimitada, se caracteriza por ndusea,
fiebre, vomito, diarrea, dolor abdominal y malestar general. Las heces son escasas o parecidas al
sindrome disentérico con moco pus y sangre. En infecciones graves, el paciente desarrolla cianosis,
hipotermia y colapso circulatorio (Mandell, 1991).

La enterocolitis por Salmonella es una infeccion en el revestimiento del intestino delgado
causado por la bacteria Salmonella. puede fluctuar entre una enfermedad diarreica leve a una severa. La
infeccion se adquiere por la ingestion de alimentos o agua contaminados. El periodo de incubacion de
esta infeccion es de 8 a 48 horas después de la exposicion y el trastorno agudo dura entre 1 y 2

semanas. En algunos pacientes que han estado bajo tratamiento, la bacteria se alberga en la materia
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fecal durante meses. Existe un estado de portador en quienes tienen la bacteria durante un afio o mads,
luego de la infeccion inicial. Los factores de riesgo son: consumo de alimentos inadecuadamente
almacenados o preparados (especialmente mala coccién de pavo, pollo y huevos), poseer mascotas
como iguanas, tortugas, lagartos y culebras (reptiles portadores de Salmonella) (Umm, 2000).

En la fiebre tifoidea las salmonellas ingeridas llegan al intestino delgado, desde el cual entran en
los vasos linfaticos y a continuacién en la sangre. Se transportan en ella hasta muchos 6rganos. Los
microorganismos se multiplican en el tejido linfoide intestinal y se excretan por el excremento.
Después de un periodo de incubacién de 10 a 14 dias sobreviene fiebre, malestar general, cefalalgia,
estrefiimiento, bradicardia y mialgias. La fiebre se incrementa hasta alcanzar un punto muy elevado y
aumentan de tamafio el bazo e higado, el tratamiento con cloranfenicol o ampicilina ha reducido la
mortalidad a menos de 1%, las cepas ocasionales resistentes a otros farmacos han reaccionado a la

combinacién de trimetroprima y sulfametoxazol (Jawetz et al., 1987).

1.4 Género Vibrio

El grupo Vibrio estad colocado junto a las bacterias entéricas debido a que contiene bacilos
rectos que se parecen a las bacterias intestinales Gram-negativas (Brock, 1993). Los vibriones se
encuentran distribuidos con amplitud en los ambientes marinos, son causa importante de enteritis.
Vibrio cholerae produce una enterotoxina que produce célera, padecimiento caracterizado por diarrea
acuosa profusa que puede producir con rapidez deshidratacion y muerte (Jawetz et al., 1987).

Las bacterias del género Vibrio, son bacilos curvos o rectos, poseen un flagelo polar, no forman
esporas, una diferencia clave entre el grupo Vibrio y las bacterias entéricas es que los miembros del
primero son oxidasa positivos y los miembros del segundo son oxidasa negativos, produce colonias
convexas, lisas y redondas que son opacas y granulosas bajo luz transmitidas, crecen a un PH muy

elevado de 8.5 a 9.5 y los destruye la acidez rdpidamente, crecen en condiciones aerobias y anaerobias,
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en una cantidad de medios simples y a un intervalo amplio de temperatura, desde 18 a 37 ° C. Causan
diarrea acuosa abundante y deshidratacion (Barcenas, 2001; Jawetz et al., 1987).

Vibrio cholerae es un microorganismo acudtico que produce el cdlera. El organismo se
transmite casi en exclusiva por medio del agua. Los sintomas del célera son la diarrea y la pérdida de
liquidos y sales minerales en las heces. El cuadro inducido por este microorganismo se caracteriza por
un inicio de evacuaciones abundantes y liquidas, sin dolor abdominal, sed intensa, calambres
musculares, y en ocasiones fallo circulatorio. A las 24 h el paciente se deshidrata y puede evolucionar a
un estado de shock y muerte si no hay reposicion adecuada de liquidos y electrolitos. Las heces
generalmente son claras, sin olor, con moco y semejan agua de arroz (Freeman, 1989).

Los microorganismos de cdlera no llegan a la sangre, sino que quedan localizados en el tubo
intestinal. En el mismo se multiplican, invaden el epitelio superficial y liberan toxina del célera y quiza
mucinasas y endotoxina. La toxina del célera se absorbe sobre los ganglios de las células epiteliales y
estimula la hipersecresion de agua y cloruro en todas partes del intestino delgado, a la vez que inhibe
la absorcion de sodio. Como resultado hay fuga de liquido y electrdlitos con diarrea. Las tetraciclinas

administradas por via bucal tienden a reducir las evacuaciones (Jawetz et al., 1987).
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1.5 Algunos farmacos utilizados para el tratamiento de las diarreas infecciosas

Para el tratamiento de las diarreas infecciosas provocadas por bacterias se han utilizado

una gran variedad de fairmacos que incluyen la ampicilina (1), la trimetoprima (2), la doxiciclina

(3), el sulfametoxazol (4), la eritromicina (5) y el cloranfenicol (6), entre otros (Figura 1). Estos

farmacos son utiles para controlar la infeccién, sin embargo el uso indiscriminado de algunos ha

provocado la aparicién de cepas resistentes, inducen efectos colaterales indeseables como

alergias, aplazids a médula Osea, trastornos gastrointestinales, fiebre, hepatotoxicidad, anemias

entre otros (Aguilar,1998) (Figura 1).
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Figura 1. Algunos farmacos utilizados en el tratamiento de diarreas infecciosas provocadas por

bacterias Gram-negativas (continuacién)

Los farmacos pueden lesionar de forma selectiva la membrana celular en algunas especies
de bacterias; también pueden bloquear la sintesis de proteinas bacterianas. Algunos de los
farmacos empleados interfieren con la sintesis de peptidoglicanos, el principal componente de la
pared celular (Goodman et al., 1995).

Muchos antibidticos actiian inhibiendo la sintesis de moléculas bacterianas intracelulares
como el ADN, el ARN, los ribosomas o las proteinas. Las sulfonamidas son antibidticos
sintéticos que interfieren la sintesis de proteinas. La sintesis de dcidos nucleicos puede ser
detenida por los antibiéticos que inhiben las enzimas que realizan el ensamblaje de los polimeros
por ejemplo, la ADN polimerasa o ARN polimerasa. Las quinolonas son antibidticos que inhiben
la sintesis de una enzima que realiza el proceso de enrollado y desenrollado de los cromosomas;
este proceso es fundamental para la replicacién y transcripciéon del ADN en ARN. Algunos
farmacos antibacterianos actian sobre el ARN mensajero, alterando su mensaje genético. Asi, al
realizarse el proceso de traduccion del ARN defectuoso, las proteinas producidas no son

funcionales. Las tetraciclinas compiten con alguno de los componentes del ARN impidiendo la
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sintesis proteica; los aminoglucésidos producen una alteracion del proceso de lectura del mensaje
genético, produciéndose proteinas defectuosas; el cloranfenicol impide la unién de aminoacidos
en la formacion de las proteinas; la puromicina interrumpe la formacién de la cadena proteica,
liberdndose una proteina incompleta (Goodman et al., 1995).

Uno de los principales mecanismos de defensa es la inactivacién del antibidtico. Este es el
mecanismo de defensa mds frecuente frente a las penicilinas y el cloranfenicol. Otras formas de
resistencia consisten en mutaciones que cambian la enzima bacteriana contra la que se dirige el
antibi6tico, de manera que éste no pueda ya inhibirla. Este es el mecanismo mds habitual frente a
los compuestos que inhiben la sintesis de proteinas, como las tetraciclinas (Goodman et al.,
1995).

Todas las formas de resistencia se transmiten a través de los genes de la bacteria a su
progenie. Ademads, los genes que producen resistencia también pueden transmitirse de unas
bacterias a otras a través de pldsmidos, que son fragmentos cromosdmicos que contienen sélo una
pequeina cantidad de genes (entre éstos, el gen de la resistencia). Asi, algunas bacterias se unen a
otras de la misma especie de forma transitoria, transmitiéndose los plasmidos. Si una bacteria
recibe dos plasmidos portadores de genes de resistencia a diferentes antibidticos, estos genes se
pueden unir en un dnico pldsmido. La resistencia combinada puede asi ser transmitida a una
nueva bacteria, en la que puede unirse a otra forma de resistencia. Se generan asi plasmidos que
son portadores de resistencia a diferentes clases de antibidticos. Existen ademds plasmidos que
pueden ser transmitidos entre especies diferentes de bacterias, permitiendo la transferencia de
resistencias a multiples antibidticos entre especies bacterianas muy dispares (Goodman et
al.,1995).

El espectro antibacteriano de trimetroprima es semejante al sulfametozaxol aunque es mas

potente, de 20 a 100 veces mayor, casi todos los microorganismos Gram-negativos son sensibles
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a trimetroprima, pero puede surgir resistencia si se utiliza en forma independiente. La actividad
antimicrobiana a trimetroprima es consecuencia de su accion en dos fases de la via enzimatica en
la sintesis del acido tetrahidrofdlico, la trimetroprima evita la reduccién del dihidrofolato en
tetrahidrofolato. Trimetroprima es un bloqueador altamente selectivo de la dihidrofolato
reductasa de microorganismos inferiores y se necesita 100 000 veces mds farmaco para inhibir la

reductasa humana (Goodman et al., 1995).

Los microorganismos resistentes a trimetroprima puede ser por mutacién. La resistencia
por parte de bacterias Gram-negativas suele ser explicada por la presencia de un plasmido que

codifica alteraciones en la dihidrofolato reductasa (Goodman et al., 1995)

Trimetroprima se absorbe con mayor rapidez, en termino de dos horas se alcanzan cifras
maximas del farmaco en sangre en casi todos los enfermos. La vida media es de 11 y 10 hr. Se
distribuye y concentra ripidamente en tejidos y en promedio el 40% queda ligado a proteinas
plasmdticas. El farmaco penetra ficilmente en liquido cefaloraquideo y también en bilis.
Aproximadamente 60% de trimetroprima administrado se excreta en la orina en término de 24 h

(Goodman et al., 1995).

El cloranfenicol inhibe la sintesis proteinica en bacterias, penetra fdacilmente a las
bacterias por difusion facilitada. El cloranfenicol bloquea la sintesis proteica de mitocondrias en
células de mamiferos. Mas del 95% de las cepas de bacterias Gram-negativas es inhibida in vitro

por 8.0 ug/ml o menos del cloranfenicol (Goodman et al., 1995).
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Las Enterobacteriaceae muestran sensibilidad variable al cloranfenicol, el 95% de las
cepas de E. coli es bloqueado por 12.5 pg/ml del antibiético, se ha observado que 84% de Vibrio
cholerae es inhibido por 6.3 pg/ml al igual que 90% de Shigella. La resistencia de las bacterias
Gram-negativas a este medicamento casi siempre se debe a un pldsmido adquirido por
conjugacién y esto ocurre por la presencia de una acetiltranferasa especifica que inactiva al
antibidtico. La resistencia al cloranfenicol por lo comin depende de la acetilacién del farmaco,
pero también se han descrito disminucién de la permeabilidad de los microorganismos a €l y la

mutacion a insensibilidad ribosématica (Goodman et al., 1995).

El cloranfenicol se distribuye en las lipasas pancredticas en el duodeno efectian la
hidrdlisis rapida y casi completa de la ligadura éster del palmitato de cloranfenicol. Esté se
absorbe en vias gastrointestinales y alcanza cifras maximas de 10 a 13 pg/ml en término de dos
horas o tres horas de consumir una dosis de 1 g. El cloranfenicol se distribuye satisfactoriamente
en liquidos corporales y con facilidad alcanza cifras terapéuticas en liquido cefalorraquideo, en el
cual sus valores son de 60%, aproximadamente de los correspondientes al plasma. Puede aparecer
en bilis, es secretado en la leche materna y atraviesa facilmente la barrera placentaria. La via
principal de eliminacién del antibidtico es por metabolismo hepético hasta llegar a la forma de
glucurénido inactivo, este ultimo metabolito y también el propio cloranfenicol son excretados en
la orina por excrecion y filtraciéon. En un lapso de 24 h, se eliminan también del 75 al 90% de

una dosis oral y del 5 a 10% esta en la forma bioldgicamente activa (Goodman et al., 1995).
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En el caso del tratamiento de la disenteria asociada a Shigella, a pesar de que la
combinacion trimetropima-sulfametoxazol o la ampicilina o el dcido nalidixico son considerados
como los antibiéticos de primera eleccion, aunque la resistencia de Shigella a estos antibidticos es
tan frecuente que los hace obsoletos. Este hecho plantea un verdadero problema médico pues los
que si pueden ser eficaces son muy caros y/o tienen el potencial de efectos indeseables

importantes (Brock, 1993).

En la actualidad hay un gran interés por los agentes antimicrobianos derivados de plantas ya que
el uso de técnicas microbianas modernas ha permitido demostrar que los extractos de plantas
superiores de diversos géneros y familias poseen una actividad significativa en contra de algunas
bacterias. Por lo que la medicina tradicional desempefia un papel muy importante como criterio
para la seleccidn de plantas como fuente de agentes antimicrobianos. Los metabolitos secundarios
con propiedades antibacterianas de origen vegetal aislados hasta la fecha incluyen; alcaloides,

cumarinas, flavonoides, quinonas, saponinas y terpenos entre otros (Aguilar,1998).
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2. GENERALIDADES DE Hippocratea excelsa HBK

El género de Hippocratea comprende 115 especies distribuidas en el Suroeste de los

Estados Unidos, México y en la zona tropical de Suramérica. En México, el género de

Hippocratea es particularmente abundante y se conocen doce especies de las cuales la mas

utilizada es Hippocratea excelsa (Trejo, 1998)

Tabla 1. Especies del género de Hippocratea que crecen en México

Nombre cientifico

Nombre comdn

Distribucion

Hippocratea excelsa
HBK

Cancerina, Matapiojo

Guerrero, Durango, Puebla Chiapas,
Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca,
Yucatén, Edo. de México, Campeche,
Quintana Roo, Centroamérica y D.F.

H. utilis Rose

Bejuco colorado

Sinaloa

H. meizantha Blake

Veracruz, Morelos

H. elliptica HBK

Guerrero

H. rovirosaes Standi

Tabasco

H. pauciflora Rose Matapiojo, Tamaulipas, Sinaloa
hierba del piojo
H. acapulcenis HBK Bejuco del piojo, Guerrero
pepitas de piojo
H. tabascenis Lundell Barajilla Tabasco
H. mexicana Miers Matapiojo Guerrero, Mazatlan, Oaxaca
H. seleariana Loes Matapiojo Morelos
H. chiapanensis Standl | Matapiojo Chiapas
H. yucatensis Standl Matapiojo Yucatin

Hippocratea excelsa HBK es una planta perteneciente a la familia Hippocrateaceae,

del género Hippocratea, de la especie excelsa, la cual es conocida popularmente con los

nombres populares de “cancerina, matapiojos y bejunco del piojo” (Trejo, 1998).

La planta (Figura 2) es trepadora, lefiosa, delgada de hasta 4 m de altura aunque a

veces crece como arbusto, su tallo es de 10 cm de didmetro con ramas pecioladas y la
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corteza es de color café rojizo. Sus hojas son oblongas elipticas a obovadas, miden de 6 a
12 cm y redondeadas en el dpice de color verde olivo, sus flores son sépalos verdes con
pétalos verde amarillento, el fruto es una capsula, los I6bulos del fruto es verde amarillento
unidos hasta la mitad de su longitud, son elipticos capsulares de unos 6 cm, sus semillas
son haladas. La época de floracion es en primavera, en los meses de abril y mayo se
encuentra a los ejemplares con numerosas inflorescencias y el suelo tapizado de pequenas
flores blancas y en los meses de septiembre y octubre algunos frutos. La forma de
reproduccidn es sexual y vegetativa a través de rizomas (Goytia, 1992).

H. excelsa se localiza en los margenes de los rios o cafiadas en selvas bajas
caducifolias con climas célidos subhiimedos (Goytia, 1992). Se reporta en los estados de
Puebla, Chiapas, Durango, Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Oaxaca, Yucatdn, Edo
de México, Campeche, Quintana Roo y Centroamérica, principalmente en bosques
tropicales caducifolios (Trejo, 1998).

En las pricticas médicas alternativas de México se usan las semillas y las hojas
como insecticida para matar piojos o ectopardsitos como 4caros y gorgojos que destruyen
las cosechas. La corteza se emplea para el tratamiento de las afecciones de la piel, las
Ulceras gdstricas, para combatir el mal olor de pies y padecimientos renales, amenorrea e
infecciones uterinas. La poblacion al comprarla en el mercado la prepara con lo que tomen
sus dedos la ponen a hervir en un litro de agua, al soltar su color se retira del fuego esperan
a que enfrie y lo toman como agua de tiempo (Goytia, 1992 ). La decoccion de la corteza de
la raiz es utilizada para el tratamiento de la diarrea, la disenteria y el cincer. La corteza de
la raiz es de color café rojizo o rosdceo con abundantes manchas grisaceas, no tiene olor, es

de textura lisa, fibrosa y el sabor ligeramente astringente (Calzada et al., 1991), (Figura 3).
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Hippocratea excelsa es un recurso natural mexicano utilizado por las comunidades
rurales, las propiedades medicinales que presenta la planta ha hecho de su demanda en el
mercado nacional sea alta, trayendo como consecuencia que se encuentre en peligro de
extincion debido a que la parte utilizada de la planta es la corteza de su raiz principalmente

y que para ser llevada al mercado la gente la extrae completa (Goytia, 1992)

Figura 2. Hippocratea excelsa HBK
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Figura 3. Corteza de la raiz de Hippocratea excelsa HBK
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2.1. Fitoquimica y farmacologia

Desde el punto de vista fitoquimico, la especie H. excelsa ha sido objeto de cuatro
estudios quimicos, los tres ultimos realizados de forma biodirgida: El primer estudio
condujo al aislamiento e identificacion de cuatro friedelan-3-onas [friedelina (7), canofilol
(8) y 4cido canofilico (9)], el transpoliisopreno y el B-sistosterol (10) (Calzada et al., 1991).
La segunda y la tercera investigaciones fueron conducidas de manera biodirigida en el
primer caso permiti6 el aislamiento de tres metilenquinonas triterpénicas [tingenona (11),
pristemerina (12) y excelsina (13)] y cuatro alcaloides sesquiterpénicos [emarginantina (14)
y las hipocrateinas I-III (15-17)] (Calzada, et al., 1989).

El bioensayo empleado fue el de la letalidad a la artemia salina, encontrandose que
la tingenona (DLsy=235ppm) y la hipocrateina I DLsy=212ppm) eran los activos en este
estudio también se demostraron las propiedades citotoxicas de los compuestos tingenona,
celastrol, pristemerina y excelsina. (Calzada,et al., 1989; Calzada et al., 1991).

En el segundo caso condujo a la obtencién de los terpenoides (7), (8), (9) y el
flavan-3ol, (-) —epicatequina (18), los tres ultimos (8, 9 y 18) compuestos mostraron efecto
gastroprotector (Trejo, 1998). En la cuarta y dltima investigacién se encontré que la

metilenquinona, pristimerina fue la responsable de la actividad antialimentaria atribuida a la

especie (Cristobal, 1998).
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friedelina (7) canofilol (8)

HO

acido canofilico(9) [B-sitosterol (10)

tingenona (11) pristemerina (12)

Figura 4. Compuestos aislados de la corteza de la raiz de Hippocratea excelsa
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emarginantina (14)
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Figura 4. Compuestos aislados de la corteza de la raiz de Hippocratea excelsa

(continuacion)
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3. JUSTIFICACION

En Meéxico las plantas medicinales son usadas frecuentemente en las précticas
médicas populares como una alternativa para el tratamiento de la diarrea y la disenteria. Sin
embargo son escasos los estudios quimicos y farmacolégicos que avalen sus propiedades.
En este sentido y con el propdsito de aportar informaciéon en cuanto a la quimica y
farmacologia de la flora medicinal mexicana la presente tesis describe la investigacion de la
actividad antibacteriana del extracto hexdnico y productos derivados de Hippocratea

excelsa HBK.

4. HIPOTESIS.

Si en la medicina tradicional se ha utilizado con éxito la corteza de la raiz de
Hippocratea excelsa para el tratamiento de la diarrea y la disenteria, entonces contiene
compuestos con propiedades antibacterianas contra agentes etioldgicos (Escherichia,

Salmonella, Shigella y Vibrio) causantes de estos sintomas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades antibacterianas del extracto hexdnico y los productos

derivados de la corteza de la raiz de Hippocratea excelsa HBK.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

& Obtener el extracto hexdnico de la corterza de la raiz de Hippocratea excelsa.
# Fraccionar y separar el extracto hexanico de laraiz de H. excelsa.
# Determinar la actividad antibacteriana del extracto y algunos productos

obtenidos de la raiz de H. excelsa.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material Vegetal

El material vegetal (10 Kg de la corteza de la raiz) se comprd en el “Mercado
Sonora”, ubicado en el centro de la ciudad de México. Este material fue secado en
condiciones ambientales de luz y temperatura. La identificacion botadnica fue realizada por
la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, un ejemplar de referencia (Coleccion Calzada,
Referencia: 14392) se deposité en el Herbario IMSSM del Instituto Mexicano del Seguro

Social.

6.2 Preparacion del extracto hexanico de la raiz de Hippocratea excelsa HBK

El material vegetal (10 Kg de la corteza de la raiz) se moli6 en un molino Tor-Rey y
fue extraido via maceracion utilizando hexano (20 L) como disolvente durante 7 dias por
dos ocasiones. El extracto obtenido se concentrd al vacio a una temperatura de 40° C.
Obteniéndose 83 g de un residuo de color naranja al cual se le determiné sus propiedades

antibacterianas (Esquema 1).

Corteza de laraiz de H.
excelsa
10 Kg

Maceracion con hexano 20 L

Concentracién al vacioy a 40 °C

Extracto hexanico
83 ¢

Actividad antibacteriana

Esquema 1. Obtencion del extracto hexdnico de Hippocratea excelsa HBK
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6.3 Ensayo biologico

El ensayo bioldgico utilizado para la determinacion de la actividad antibacteriana in

vitro del extracto, fracciones y compuestos puros se realizé siguiendo el bioensayo descrito
por Gavan y Barry (Alanfs et al., 2005).
Para la prueba se emplearon las bacterias: Escherichia coli (2 especies), Shigella flexneri (2
especies), Shigella sonnei (2 especies), Salmonella sp (2 especies) y Vibrio cholerae (1
especie), las bacterias fueron proporcionadas por la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria, CMN SXXI, IMSS.

Para la prueba un inéculo de cada una de las cepas se sembroé en tubos de vidrio con
agitacion constante que contenian 10 ml de medio liquido de caldo Muller-Hinton (MH,
Sigma) por 4 h a 37° C, una vez transcurrido el tiempo las suspensiones se ajustaron con
MH a una densidad de 0.5 Mc Farland (108 UFC/ml); 500 ul de cada uno de los in6culos se
colocaron en el replicador de Steer’s calibrado para sembrar 10* UFEC.

El extracto, las fracciones y compuestos puros fueron disueltos con dimetilsulféxido
y ajustados con agar MH a concentraciones de 8, 4, 2 y 1 mg/ml, y posteriormente
colocadas en cajas petri. Las cajas conteniendo las muestras se sembraron con el replicador
de Steer’s y se incubaron durante 24 h a 37 °C, posteriormente se midieron los halos de
crecimiento para determinar el porcentaje de inhibicion comparando con el control. En caso
de ser necesario se realizaron las diluciones pertinentes para obtener concentraciones de
400 pg/ml, 300 pug/ml, 200 ug/ml y 100 pg/ml. La prueba se realizé por duplicado y un
minimo de tres veces. Cada prueba incluy6 cloranfenicol (Sigma) y trimetroprima (Sigma)
como controles positivos, un control (medio agar MH, DMSO y enterobacterias) y un

blanco (medio agar MH y enterobacterias).
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6.4 Métodos cromatograficos

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realiz6 sobre gel de silice (Kieselgel
60 Merck, tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM). Los andlisis
cromatogréficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales,
utilizando placas de aluminio recubiertas con gel de silice (cromatofolios Merck, Al TLC
20 x 20 60F;s4). Se utilizaron varios eluyentes.

Todas las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante CCF, con ayuda de una
lampara de luz UV gL.-58 a longitudes de onda de 254 y 365 nm y posteriormente revelados

con una solucidn de sulfato cérico amoniacal

6.5 Fraccionamiento del extracto hexanico de Hippocratea excelsa HBK

Una parte (80 g) del extracto hexanico se fraccion6 mediante CCA empleando gel
de silice (160g) como fase estacionaria. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas
de hexano, CHCl; y AcOEt en diferentes proporciones. Como resultado de este proceso se
obtuvieron 309 fracciones de 200 ml c/u, reuniéndose aquellas que mostraran similitud
cromatogréfica y asi obtener 14 fracciones primarias: F1E (0.33 g), F2E (4.17 g), F3E (7.40
2), FAE (3.39 g), FSE (5.27 g), F6E (1.22 g), F7E (0.20 g), F8E (0.81 g), FOE (1.60 g),
F10E (2.31 g), F11E (5.11 g), F12E (4.70 g), F13E (12.03 g), F14E (9.25 g) (Cuadro 1) a

las cuales se determiné su actividad antibacteriana.
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Cuadro 1. Resumen del fraccionamiento primario mediante

abierta del extracto hexdnico de Hippocratea excelsa HBK

cromatografia en columna

Sistema Proporcién % Fracciones Clave
Hexano/CHCl; 80:20 1-76 F1E, F2E, F3E, F4E
Hexano/CHCl3 70:30 77-191 F5E, F6E, F7E, F8E
Hexano/ CHCl; 60:40 192-236 FIOE, F10E
Hexano/ CHCl; 50:50 237-241 F11E, F12E
CHCl;/AcOEt 70:30 242-309 F13E, F14E

6.6 Separacion y purificacion de la fraccion F12E

La separacion de la fraccion primaria F12E (25 g) se realizé por CCA, empleando

como fase estacionaria gel de silice (162 g). Los eluyentes empleados consistieron en

mezclas de CHCls;, AcOEt y MeOH en diferentes proporciones. Se obtuvieron un total de

172 fracciones de 25 ml c/u, reuniéndose aquellas que mostraron similitud cromatografica y

asi obtener ocho fracciones secundarias: FS1E (0.52 g), FS2E (0.70 g,), FS3E (1.98 g),

FS4E (1.83 g), FSSE (0.60 g), FS6E (17.20 g), FSTE (1.30 g), FS8E (0.32 g) (Cuadro 2) a

las cuales se determino su actividad antibacteriana.

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta de la

fraccion primaria F12E

Sistema Proporcion % Fracciones Clave

CHCI; 100 1-20 FS1E, FS2E, FS3E
CHCl;5 / AcOEt 90:10 21-133 FS4E, FSSE
AcOEt/ MeOH 50:50 134-172 FS6E, FS7E, FS8E
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7. RESULTADOS

Los resultados de la actividad antibacteriana del extracto hexénico y fracciones
primarias FI1E/F14E derivadas del fraccionamiento via cromatografia en columna se
muestra en la tabla 2. El extracto se evalué a una concentracion de 8 mg/ml y las fracciones
a 400 pg/ml. Las cepas de bacterias empleadas fueron: Escherichia coli -1, E. coli ATCC
25922, Shigela sonnei -1, S. sonnei -2, Shigela flexneri -1, S. flexneri -2, Salmonella sp -
1, S. sp -2 'y Vibrio cholerae. Los resultados se expresan como porcentajes de inhibicion
de crecimiento bacteriano. Cloranfenicol y trimetroprima se usaron como farmacos

antibacterianos.

Tabla 2. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto hexdnico y fracciones

primarias F1E/F14E derivadas de la raiz de Hippocratea. Excelsa HBK

% de inhibicidén de crecimiento bacteriano

Muestra (pg/ml) A B C D E F G H |
Extracto hexdnico (8mg/ml) 74 76 74 74 0 0 63 69 59
F1E (400 pg/ml) 38 33 49 52 50 0 36 17 23
F2E (400 pg/ml) 37 37 33 30 17 26 20 14 23
F3E (400 pg/ml) 11 0 24 18 0 - 25 17 33
FAE (400 pg/ml) 26 26 33 35 17 19 20 14 16
F5E (400 pg/ml) 32 38 20 31 25 4 25 20 9
F6E (400 pg/ml) 28 54 30 0 25 14 35 28 25
F7E (400 pg/ml) 25 17 18 31 33 - 33 33 39
F8E (400 png/ml) 20 38 20 0 25 4 8 33 9
FIE (400 pg/ml) 28 38 16 0 25 25 25 14 20
F10E (400 pg/ml) 3 38 0 3 0 4 16 14 14
F11E (400 pg/ml) 19 30 13 7 3 0 21 2 3
F12E (400 pg/ml) 32 17 24 38 17 0 17 17 23
F13E (400 pg/ml) 28 50 37 31 18 18 25 8 14
F14E (400 pg/ml) 15 35 16 71 3 0 16 20 14
Cloranfenicol (8mg/ml) 10 15 12 25 13 9 5 0 28
Trimetroprima (8mg/ml) 100 100 51 29 100 100 100 100 100
A= Escherichia coli —1  B= Escherichia coli ATCC 25922  C= Shigella sonnei. —1

D= Shigella sonnei -2, E= Shigella flexneri -1
H=salmonella -2 1= Vibrio cholerae. -= No se determind.
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Los resultados de la actividad antibacteriana de la fraccion primaria F12E vy
fracciones secundarias FSIE a FS8E derivadas de la separacion via cromatografia en
columna abierta, de la fraccién F12E se resumen en la tabla 3. Tanto la fraccién primaria
como las secundarias se evaluaron a una concentracién de 400 pg/ml empleando las cepas
de bacterias: Escherichia coli -1, E. coli ATCC 25922, Shigela sonnei -1, S. sonnei -2,
Shigela flexneri -1, S. flexneri -2, Salmonella sp -1, S. sp -2 'y Vibrio cholerae. Los
resultados se expresan como % de inhibicién de crecimiento bacteriano. El cloranfenicol y

la trimetroprima se usaron como, farmacos estdndar antibacterianos.

Tabla 3. Resultados de la actividad antibacteriana de la fraccién primaria F12E y fracciones

secundarias FS1E/FS8E derivados de la raiz de Hippocratea excelsa HBK

% de inhibicion de crecimiento bacteriano

Muestra (ng/ml) A B C D E F G H I
F12E (400 pg/ml) 32 17 24 38 17 0 17 17 23
FS1E (400 pg/ml) 58 49 57 47 60 39 54 46 34
FS2E (400 pg/ml) 55 49 57 43 52 34 54 41 29
FS3E (400 pg/ml) 34 45 23 23 52 29 47 30 29
FS4E (400 pg/ml) 24 30 18 12 36 9 24 14 12
FSSE (400 pg/ml) 24 30 18 12 36 9 24 14 12
FS6E (400 pg/ml) 0 19 9 17 3 - 16 2 3
FS7E (400 pg/ml) 6 19 0 2 35 - 24 1 0
FS8E (400 pg/ml) 51 49 60 51 60 50 58 46 95

Cloranfenicol (8mg/ml) 10 15 12 25 13 9 5 0 28
Trimetroprima (8mg/ml) 100 | 100 | 51 29 100 | 100 | 100 | 100 | 100

A= Escherichia coli—1 B= Escherichia coli ATCC 25922, C= Shigella sonnei -1 D=
Shigella sonnei -2 E= Shigella flexneri -1 F= Shigella flexneri -2, G= Salmonella -1 H=

Salmonella -2 1= Vibrio cholerae -= No se determino.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La seleccion de H. excelsa como una fuente de productos antibacterianos, deriva de
los resultados obtenidos de la linea de investigacién permanente que se lleva en la Unidad
de Investigacion Médica de Farmacologia de Productos Naturales del IMSS, que tiene el
proposito de sustentar algunas de las propiedades medicinales que se le atribuye a nuestra
flora medicinal mexicana (Alanis et al., 2002; 2005).

A partir de la corteza de la raiz de H. excelsa, se prepard el extracto orgénico
empleado como disolvente de extraccion hexano. El extracto resultante se sometié a ensayo
de actividad antibacteriana a concentracion de 8 mg/ml, contra las cepas antes mencionadas
encontrandose porcentajes de inhibicion superiores al 59 % contra las cepas de E. coli,
Shigella sonnei, Salmonella sp 'y V. cholerae (Tabla 2). Comparando la actividad
antibacteriana del extracto contra la de los farmacos cloranfenicol y trimetroprima usadas
como controles. El extracto a la misma concentracion fue superior en actividad que el
cloranfenicol, en el caso de la trimetroprima fue mejor contra ambas cepas de S. flexneri
(Grafica 1).

El fraccionamiento del extracto hexdnico mediante CCA permitié obtener, 14
fracciones primarias (F1E a F14E) de estas, dos fracciones (F1E y F7E) mostraron la
mayor actividad antibacteriana. En el caso de la fraccion F1E, obtuvo el primer lugar de
inhibicioén contra cuatro de las cepas usadas: E. coli -1, S. sonnei -1, S. flexneri -1y
Salmonella -1 con porcientos de inhibicién dentro del rango de 36 al 50 %. En el caso de la
fraccion F7E mostr6 el primer lugar para dos de las cepas usadas: Salmonella -2 y Vibrio
cholerae con inhibiciones de crecimiento bacteriano del 33 y 39 %, respectivamente

(Grafica 2).
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En los casos de la fracciones F2E, FOE, F8E y F14E mostraron la mayor actividad
contra una sola bacteria: S. flexneri -2 (26 %), E. coli ATCC 25922 (54 %), Salmonella -2
(33 %) y S. sonnei -2 (71 %), respectivamente. Las fracciones restantes mostraron efectos
de inhibicién del 3 al 33 % contra las cepas evaluadas.

En el caso de la fraccion F2E fue posible establecer mediante el andlisis de
espectros de IR, RMN-'H, RMN-’C y EM (Espectro A-1, A-2 y A-3) que era
exclusivamente escualeno (19; Apéndice). El porciento de inhibicién de crecimiento
bacteriano del escualeno contra las cepas usadas fue del 14 al 37%, cabe mencionar que
este efecto es superior al extracto original si se considera que el escualeno fue evaluado a

una concentracion veinte veces menor (0.4 mg/ml).

escualeno (19)

En el caso de la fraccion F4E fue posible establecer mediante el andlisis de los
espectros de IR, RMN-'H, RMN-’C, (Espectro A-4 al espectro A-10) y un experimento de
cromatografia de gases acoplada a masas (CG-EM) que se trataba de una mezcla de ésteres
metilicos de 4cidos grasos: hexadecanoato de metilo (20), heptadecanoato de metilo (21),
octadecanoato de metilo (22), pentaeicosanoato de metilo (23), y hexaeicosanoato de
metilo (24, Apéndice) los porcientos de inhibicion de la mezcla de ésteres metilicos contra

las cepas usadas fue del 14 al 35 %.
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La separacion de la fraccion F12E se hizo mediante CCA obteniéndose un total de
ocho fracciones secundarias (FS1E a FS8E), de estas dos las mds activas fueron FS1E y
FS8E. La fraccion FS8E obtuvo el primer lugar de inhibicién contra ocho de las cepas
usadas, con inhibiciones de crecimiento del 46 al 95 % a una concentracién de 400ug/ml.

La fracciéon FSIE mostré el mismo porciento de inhibicién que la fraccion FS8E
para las cepas de E coli ATCC 25922 (49 %), Shigella flexneri -1 (60 %) y Salmonella -2

(46 %). Adicionalmente fue la mejor de todas las fracciones secundarias contra E. coli -1
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(58 %). Comparando la actividad antibacteriana de las fracciones activas FS1E y FS8E
contra la del farmaco control cloranfenicol, se observa que las fracciones superan el efecto

antibacteriano del farmaco (Grafica 4).
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Grifica 3. Resultados de los porcentajes de inhibicion de las fracciones F12E, FS1E, FS8E

y cloranfenicol

De la fraccion FS6E se identificé mediante el analisis IR, RMN—IH, RMN-C y EM
(Espectro A-11 y A-12) como B-sitosterol (25; Apéndice) el efecto de inhibicién del

compuesto para siete cepas fue entre el 2 al 19 % a una concentracién de 400 pg/ml.
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[B-sitosterol (25)

Cabe destacar que las propiedades antibacterianas de los compuestos obtenidos

(escualeno, B-sitosterol y estéres metilicos), no han sido descritos en la literatura para estas

cepas de bacterias entéricas.
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9. CONCLUSIONES

El fraccionamiento del extracto hexdnico de Hippocratea excelsa nos condujo a la
obtencion de cuatro fracciones activas (F1E, F7E, FS1E y FS8E) que a una concentracién
de 0.4 mg/ml mostraron efectos de inhibicion bacteriana del 14 al 95 %.

Del fraccionamiento del extracto hexdnico de H. excelsa la fracciéon FS8E fue la tUnica que
inhibi6 a 8 de las cepas empleadas.

Del fraccionamiento del extracto hexdnico de H. excelsa se obtuvieron los compuestos
escualeno, PB-sitosterol y una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos: hexadecanoato
de metilo, heptadecanoato de metilo, octadecanoato de metilo, pentaeicosanoato de metilo y
hexaeicosanoato de metilo.

La actividad antibacteriana mostrada tanto en fracciones y compuestos aislados puede
explicar en parte el uso que se hace de la raiz de Hippocratea excelsa en el tratamiento de
la diarrea o disenteria en las practicas médicas alternativas de México.

Es la primera vez que se describe la actividad antibacteriana de los compuestos escualeno,
B-sitosterol y estéres metilicos.

Este estudio de la evaluaciéon antibacteriana es un aporte mds a la investigacion
farmacoldgica de la flora medicinal mexicana.

Los compuestos escualeno, 3-sitosterol y los ésteres metilicos, obtenidos en este estudio no

se habian encontrado en la planta, por lo que es un aporte en la quimica de la planta.
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