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RESUMEN.

La corteza de Cyrtocarpa procera (Chupandilla) es usada por los habitantes de San Rafael,
Coxcatlén, Puebla para aliviar heridas infectadas y padecimientos de las vias urinarias; en otras
partes de la Republica Mexicana es utilizada para resolver trastornos como la diarrea y disenteria.
En este trabajo, se determiné la actividad antibacteriana y antifingica, asi como la toxicidad general
del extracto metandlico (M1), metandlico libre de compuestos no polares (M2) y hexanico de la
cortezade Cyrtocarpa procera. Se evaluo la actividad antibacteriana (método de difusion en agar de
Kirby-Baler en 13 cepas bacterianas y 5 levaduras) y antifungica (método cualitativo de inhibicion
del crecimiento radial en 5 cepas fungicas). Asi mismo, se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM) por la técnica de dilucién en agar. Se determiné la
actividad del extracto sobre el crecimiento bacteriano. La actividad antioxidante se evalu6 por el
meétodo de reduccion del DPPH. La toxicidad general se determind utilizando larvas nauplio Il de
Artemia salina. Mediante una cromatografia en columna abierta, se obtuvo la fraccion més activa
responsable de la actividad antibacteriana. El extracto hexanico no mostré actividad antimicrobiana.
Los extractos M1y M2 inhibieron el crecimiento de 12 de las 13 cepas de bacterias utilizadas (9
Gram negativas y 3 Gram positivas). Las cepas bacterianas mas sensibles a los dos extractos
fueron: Sarcina lutea y Staphylococcus epidermidis (CMI= 0.25 mg/mL). M2 mostré un efecbo
bacteriostatico frente a S. epidermidis y Vibrio cholerae Tor a una concentracién de 0.25, 0.5y 0.75
mg/mL y 0.125, 0.25 y 0.75 mg/mL respectivamente. Ambos extractos mostraron actividad
antifingica sobre Trichophyton mentagrophytes (M1 CLso= 0.3 mg/mL; M2 CLso= 1.2 mg/mL). De las
fracciones obtenidas de la cromatografia en columna abierta, la fraccion mas activa fue la 7 y
comparando los resultados con los extractos M1y M2, esta fraccion tuvo mayor actividad al mostrar
valores mas pequefios en la CMIy CBM para todas las cepas ensayadas. La actividad antioxidante
de los extractos M1 y M2 mostraron el valor de Clso= 4.6 ug/mL Respecto a la toxicidad ambos
extractos resultaron ser altamente toxicos. Estos resultados justifican el uso tradicional de la corteza
de la Chupandilla.
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INTRODUCCION.

México es un pais de gran diversidad floristica ya que cuenta con muchas especies de

plantas con flor que contienen sustancias de valor medicinal (Rzedowski y Equihua, 1987).

Su poblacién posee un profundo conocimiento de su medio ambiente ya que a través del
tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido apropiarse de esos recursos naturales y ha
encontrado numerosos usos a las plantas como por ejemplo el medicinal (Ankli et al., 2002, Frei et
al., 1998, Henrich et al., 1998). Las plantas medicinales son el recurso terapéutico por excelenciay
forman parte importante de la medicina tradicional mexicana por lo que representa una alternativa
para la implementacion de nuevos planes de salud, que combinen el conocimiento popular con el

cientifico (Argueta y Cano, 1994; Aguilar y Camacho, 1984).

Las plantas producen diversos compuestos (metabolitos secundarios) que, en su mayoria no
participan directamente en su crecimiento y desarrollo (Croteau et al., 2002). Algunos de estos, son
responsables de los olores y colores caracteristicos de los vegetales; otros proporcionan a la planta
sus virtudes culinarias, medicinales o venenosas (Trease y Evans, 1989). Muchos de estos
metabolitos, se sabe que son atrayentes de polinizadores, algunos otros confieren caracteristicas
alelopaticas, ofros protegen a las plantas contra herbivoros, de infecciones microbianas, etc. La
actividad biolégica de estos metabolitos secundarios (antimicrobiana y antifungica), muchas veces
coincide con la actividad farmacoldgica en los seres humanos (Croteau et al., 2002; Wink, 1999;
Harbone y Tomas-Barberan, 1991; Harbone y Dey, 1989).

Por tal motivo es importante estudiar los metabolitos secundarios pues por lo general se
biosintetizan a partir de los primarios (clorofilas, proteinas, &acidos nucléicos, carbohidratos, efc.),
esta es la principal razén por la que forman parte de las investigaciones fitoquimicas que
comprenden: extraccion de la planta; separacion y aislamiento de los componentes de interés;

caracterizacion de los compuestos aislados; investigacion de las rutas biosintéticas referida a
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compuestos determinados, y valoraciones cuantitativas (Vivanco et al., 2005; Traese y Evans, 1987;
Gros et al., 1985).

La caracteristica mas importante de muchos metabolitos secundarios es una distribucion
relativamente restringida en la naturaleza que, en algunos casos, se limita a especies 0 subespecies
unicas y en consecuencia son una manifestacion de la individualidad del organismo que los contiene
(Gros et al., 1985); por este motivo los estudios fitoquimicos son una parte importante dentro de las
investigaciones encaminadas a encontrar nuevos compuestos y formas de preparacion de
medicamentos ya que la fitoquimica se encarga de elucidar la esftructura quimica de estos
compuestos, su biosintesis, su metabolismo y su distribucion natural (Harborne, 1973). Existe un
gran numero de metabolitos secundarios que han presentado actividad antimicrobiana por ejemplo:

terpenos, aminas, saponinas, flavonas, etc. (Cowan, 1999).

En particular, en este trabajo se estudié la actividad antimicrobiana de la corteza de
Cyrtocarpa procera (Chupandilla) (Apéndice 1) de la localidad de San Rafael Coxcatlan ubicado en
el estado de Puebla ya que se reporta como una de las especies utilizadas dentro de la medicina
tradicional para resolver frastornos como la diarrea, disenteria y heridas infectadas asi como para
bajar la fiebre, contra la lepra y para aliviar infecciones de vias urinarias (Canales, 2005; Argueta y
Cano, 19%4).

ANTECEDENTES

En las revisiones de la literatura taxondmica y etnobotanica, la familia Anacardiaceae cuenta
con muy pocos registros del uso medicinal de la especie Cyrtocarpa procera (Chupandilla), por lo

tanto es de suma importancia el estudio de la misma.

Ojewole, 2005, examin6 la actividad antiinflamatoria, analgésica y antidiabética del extracto
acuoso de la corteza y tallo de Mangifera indica Linn, un miembro de la familia Anacardiaceae. Esta
especie presentd actividad significativa, los diferentes componentes quimicos de la planta, son

especialmente polifenoles, flavonoides, triterpenoides, mangiferina, y otros compuestos quimicos

3
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presentes en la planta que participan en la actividad antinflamatoria, analgésica y efecbo

hipoglucemiante.

Maiga et al., 2006, evaluaron la actividad antioxidante de diversas plantas, entre ellas

Lannea velutina (Anacardiaceae), encontrando que la raiz, cortezay tallo son ricos en antioxidantes.

Canales et al., 2005, realizaron un estudio sobre la actividad antibacteriana de la flora
medicinal de San Rafael, en el municipio de Coxcatlan, Puebla, los estudios preliminares revelaron

que la corteza de C. procera fue activa sobre 6 cepas bacterianas.

Canales et al., 2006, realizaron un estudio sobre el conocimiento tradicional de la flora
medicinal de San Rafael, en el municipio de Coxcatlan, Puebla, encontrando que la corteza de C.

procera se utiliza como té para aliviar dolor de rifiones.

Rodriguez-Lopez et al., 2006, obtuvieron el extracto de la corteza de C. procera con hexano
seguido de diclorometano y acetona, estos extractos fueron evaluados para determinar su toxicidad
en Artemia salina. Todos los extractos demostraron una actividad significativa y el fraccionamiento
de estos extractos condujo al aislamiento de S8 - sitosterol, la identificacion de varios compuestos
como el 1,3-propil-dipentadecanoato  3-hydroxipropil-9-octadecanoato, pentadecibenzeno,

eicosilbenzeno, docosano, heptacosano dotriacontano y de 2,6,10-trimetiltetradecano.

C. procera es poseedora de una gran variedad de metabolitos secundarios, los cuales le
atribuyen a la planta diversas actividades bioldégicas. Tomando en cuenta lo antes mencionado los

objetivos de este trabajo son:
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar la actividad antimicrobiana, antioxidante y toxicidad general de la corteza de Cyrtocarpa

procera Kunth.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Obtenerel extracto metandlico de Cyrtocarpa procera mediante la técnica de maceracion.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana (método de difusion en agar de Kiby Baler e inhibicion
del crecimiento radial), toxicidad general (técnica sobre Artemia salina) y la actividad

antioxidante (método de oxidacion del DPPH) del extracto metanolico de Cyrtocarpa procera

3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la Concentracion Bactericida Minima
(CBM); la Concentracion Fungicida Media (CFso) y la Concentracion Fungicida Minima
(CFM) por el método de macrodilucion en agar del extracto metandlico de Cyrtocarpa

procera.

4, Realizar el fraccionamiento biodirigido (cromatografia en columna abierta) para obterer la

fraccion (s) de mayor actividad.
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METODOLOGIA

Colecta del material
La corteza de C. procera se colectd en Agosto del 2007 en la localidad de San Rafael,
Coxcatlan, Puebla (Apéndice 2). Un espécimen fue depositado en el Herbario de la Facultad de

Estudios Superiores Iztacala (IZTA) con el siguiente nimero de registro: MPF 371.

Obtencion de los extractos

Para la obtencion de los extractos herbales, se tomaron 1009.5 gr de la corteza de la planta
seca de Cyrtocarpa procera; una vez molida se obtuvo el extracto metandlico crudo (M1) mediante la
técnica de maceracion descrita por Dominguez, (1973) (Apéndice 3). Se realizd una particion con
todo el extracto crudo con metanol y hexanos para determinar que polaridad presentaba la actividad
antimicrobiana y para ver si ésta incrementaba. De esta forma se obtuvo el extracto metanélico libre
de compuestos no polares (M2) y el extracto hexanico. Los extractos se filtraron y se concentraron a
sequedad a presidn reducida. El rendimiento de los extractos se determind por diferencia de peso

con relacion al peso seco de la planta

Evaluacion de la actividad antimicrobiana.
Microorganismos utilizados.
Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon los siguientes

microorganismos:

Bacterias:

Vibrio cholerae No-01 (no patdgena), Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua
contaminada, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico, Vibrio cholerae CDC V 12, las cuales
corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba, biotipo El Tor, Escherichia coli
ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC 19430, donadas por
el laboratorio de microbiologia de la FES-Cuautiflan. Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis,
Yersinia enterocolitica y Sarcina lutea donada por el laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI del
Campus Iztacala. Staphylococcus aureus ATCC 12398, Staphylococcus aureus ATCC 6538,

Staphylococcus epidermis donadas por la FES-Cuautitian.
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Hongos:

Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, Fusarium sporotrichum ATTC NRLL3299,
Fusarium moniliforme donadas por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UBIPRO, FES-Iztacala
y Rhyzoctonia solani por el INIFAP, Celaya, México.

Levaduras:

Candida albicans ATCC 14065, Candida albicans ATCC 10231 y Criptococcus neoformans
donadas por el laboratorio de Micologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina UNAM. Dr.
Rubén Lépez Martinez (responsable) Dra. Patricia Manzano Gayoso. Candida albicans aislada de un

caso clinico, donada por el laboratorio de Analisis Clinicos FES Iztacala.

Evaluacién de la actividad antibacteriana
Evaluacion cualitativa.

La actividad antibacteriana se evalu6 de acuerdo con el método de difusién en agar Kirby-
Baler (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice 4). Como control positivo se utilizaron
sensidiscos impregnados con Cloramfenicol (25 ug por disco). Los discos fueron impregnados con
2000 ug del extracto a probar. Como controles negativos se utilizaron sensidiscos con el solvente
empleado (10uL) para evitar errores en los resultados y comprobar que no tienen ningun efeco
sobre los microorganismos. Todos los bicensayos se realizaron por triplicado. Esta misma

metodologia se aplicé para las levaduras.

Evaluacion cuantitativa.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) se utiliz6 la técnica de dilucion en agar (Koneman, 1996) (Apéndice 5). Las
concentraciones empleadas para los bionsayos cuantitativos fueron las siguientes: 2, 1.5, 1.0, 0.75,
0.5, 2.5, 0.125 mg/mL.

Para determinar la CMly CBM de la fraccion activa de la columna de silica gel, se utiliz6 la
microtécnica de dilucién en caldo (Koneman, 1996) (Apéndice 5). Las concentraciones empleadas
para los bioensayos cuantitativos fueron las siguientes: 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625,
0.031, 0.015, 0.007, 0.003 mg/mL.
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Actividad de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano.

Para determinar si el extracto tenia un efecto bactericida o bacteriostatico se evalué su
actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano, para lo cual se prepard un tubo para cada
concentracion del extracto a evaluar (2 MIC, MIC y CBM) y se muestre6 desde el tiempo cero y
después a intervalos de una hora durante los cuatro primeros tiempos, después dos muestras con
intervalos de dos horas, una muestra a las 12 horas y finalmente a las 24 horas (Avila, 1996)
(Apéndice 6).

Evaluacién de la actividad antifingica.
Evaluacion cualitativa

Para el andlisis cualitativo se utilizé la técnica de inhibicion del crecimiento radial (Apéndice
7) usando una concentracién de 2000 ug por disco del extracto a probar y como control positivo
Ketoconazol (0.007 mg) y cémo control negativo se utilizaran sensidiscos impregnados con 10uL de
metanol (Wang y Bun, 2002).

Evaluacion cuantitativa.

Para la determinacion de la concentracion fungicida media (CFso) y la concentracion
fungicida minima (CFM), se utiliz6 el método de inhibicion del crecimiento radial reportado por Wang
y Bun, 2002 (Apéndice 7). Las concentraciones empleadas para los bioensayos fueron: 2.0, 1.5, 1.0,

0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL. cada bioensayo se realiz6 por triplicado.

Prueba de Toxicidad general:

La prueba de toxicidad general en crustaceos de agua salina in vivo se llevé a cabo usando
el extracto metandlico de la corteza sobre larvas de Artemia salina (Leach). Siguiendo el método
modificado de Nifio et al. (2006) con las concentraciones: 1.0, 0.10 y 0.010 mg/mL, los ensayos se

hicieron por friplicado (Apéndice 8).
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Pruebas estadisticas
A los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana se les realizé un anélisis de
varianza (ANOVA de dos factores) para determinar si existen diferencias significativas en la

sensibilidad de las cepas bacterianas.

Evaluacion Antioxidante
La evaluacion antioxidante se llevd a cabo mediante el método de reduccion del radical 2,2-
Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) método modificado de Murillo (2006) (Apéndice 9). Se evalud el

extracto a diferentes concentraciones (2-30 ppm).

Fraccionamiento Biodirigido
La cromatografia en columna abierta se realizd con 50 gr del extracto M2, la fase mavil

consistié en mezclas de acetato de etilo y metanol en orden creciente de polaridad.

A las fracciones que presentaron actividad se les realizd una cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) con las siguientes condiciones: columna Discovery C-18,
con las siguientes caracteristicas: 250 x 4.6 mm con un tamafio de particula de 5 um, se corrié de
forma isocratica con una mezcla de metanol-acetonitrilo-agua (25-25-50) con un flujo de 1 mL/miny
con un detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de onda de 260nm y realizando un
barrido completo de 200-400 nm. Esta cromatografia se realizd a tres fracciones las fracciones 5, 6y

7 obtenidas de la cromatografia en columna abierta

Deteccion cualitativa de metabolitos secundarios
Fenoles

Se tom6 una muestra de los extractos M1, M2 y la fraccién 7 diluidos en metanol y se le agregd
cloruro férrico. En caso de dar positivo para fenoles se obtendra un precipitado verde oscuro que
sugiere derivados de catecol 0 un color azul intenso indicando derivados del pirogalol (Dominguez,
1973).

Alcaloides:
Por la gran heterogeneidad de los alcaloides existen numerosas pruebas coloridas o de

precipitacién que soélo son positivas con ciertos grupos de alcaloides, por lo que se han propuest
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para clasificaciones parciales. En este caso se utilizaron unas gotas del reactivo de Dragendorff, ya
que al agregarlo precipita y da una coloracién anaranjado-marron, dando asi positivo en el contenido

de alcaloides (Dominguez, 1973).

También se comprobd la presencia de alcaloides con el reactivo de Mayer, para lo cual se
disolvié un poco del extracto en metanol, se le agregaron unas gotas del reactivo de Mayer, si al

agregarlo se observa un color amarillo blanquecino, entonces es positivo (Dominguez, 1973).

Carbohidratos:
Se utilizé el extracto metandlico diluido con un poco de metanol, se le agregd una pequefia
cantidad de alfa-naftol, posteriormente se vertié acido sulfurico concentrado por las paredes del tubo.

Para obtener una coloracion rojo-violeta en caso de ser positivo (Millery Solomon, 2001).

RESULTADOS

Colecta de la planta.

La corteza del arbol de C. procera (Chupandilla) fue colectada en el mesde Agosto del 2007

en la localidad de San Rafael, Coxcatlan, Puebla. Los datos de la especie se presentan en el cuadro
1.

Cuadro 1: Datos etnobotanicos de la especie

Nombre cientifico Cyrtocarpa procera
Nombre comun Chupandilla
Familia Anacardiaceae
Parte utilizada Corteza
Forma de uso Infusion

Rendimiento del extracto

El rendimiento del extracto libre de compuestos no polares (M2) de la corteza de C. procera

(Chupandilla) fue de 126.79g; tuvo un mayor rendimiento en comparacion al extracto hexanico lo

10
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cual indica que esta especie posee una mayor cantidad de compuestos de polaridad alta (Cuadro 2,

Figura 1).

Cuadro 2: Rendimiento de los
extractos de la corteza de C. procera.

Extracto Peso %
M1 131.59g (13.03%)
M2 126.79g (12.55%)

Hexanico 4.8g (0.47%)

M1: extracto metandlico crudo, M2: exfracto
metanélico libre de compuestos no polares.

mM1
mM2
M Hexanico

Figura 1: Rendimiento de los extractos de C. procera

El rendimiento en porcentaje de C. procera se calculd con respecto a 1009.5 gr de corteza seca.

11
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Actividad antibacteriana

Evaluacion Cualitativa

La evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto M1 de la corteza de C. procera,
mostro que tuvo actividad sobre 12 de 13 cepas bacterianas empleadas, la bacteria que presento los
halos de inhibicion méas grandes fue S. lutea (10.00 + 0.00); mientras que en V. cholerae No.01 no
se observaron halos de inhibicion (Cuadro 3, Figura 2). El extracto hexanico no mostré actividad

sobre ninguna cepa bacteriana.

Los resultados del andlisis de varianza de dos factores (ANOVA) muestran que no hay
diferencias significativas (P<0.05; F=1.8) entre la sensibilidad de bacterias Gram positivas y Gram

negativas al aplicarles el extracto M1.

Cuadro 3: Actividad antibacteriana del extracto metanélico
crudo (M1) de C. procera.

Bacteria Halos de Inhibicién
S. aureus 7.67 +0.57
S. epidermidis 9.00 + 1.00
B. subtilis 7.00 + 0.00
S. lutea 10.00 +0.00
V. cholerae No-01 7.66 +1.15
V. cholerae agua 7.00 + 0.00
V. cholerae caso clinico 7.66 + 1.15
V. choleraeTor 7.33+0.57
E. coli 7.00 + 0.00
E. agglomerans 6.00 + 0.00
E. aerogenes 6.00 + 0.00
S. typhi 7.00 + 1.00
Y. enterocolitica 7.66 + 0.57

Halos de inhibicion en mm; valor promedio de 3 repeticiones; el extracto
probado fue con una concentracidén de 2mg/10pl por sensidisco. Todas las
especies bacterianas mostradas fueron sensibles al cloramfenicol (25
pg/disco).

12
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Figura 2: Halos de Inhibicion del extracto M1 de la corteza de C. procera.

Sa: S. aureus; Se: S. epidermidis; Bs: B. subtilis; SI: S. lutea; No-01: V. cholerae No-01; agua: V. cholerae aislada de
agua; Cc: V. cholerae aislada de un caso clinico: Tor: V. cholerae Tor; Ec: E. coli; E ag: E. agglomerans; E ae: E.
aerogenes; St S. typhi; Ye: Y. enterocolitica.

Evaluacion cuantitativa

Los resultados obtenidos de la determinacién de la CMI y CBM de los exfractos (M1 'y M2)
se muestran en el cuadro 4, donde se observa que para el extracto M1 la bacteria mas sensible fue
S. lutea, pues requiere bajas concentraciones para inhibir su crecimiento (CMI=<0.125; CBM=
0.5mg/mL). Las cepas de E. coli, E. agglomerans, E. aerogenes, S. typhi son las menos sensibles al

requerir concentraciones mayores a 2.0 mg/mL de extracto para inhibir su crecimiento.

Con respecto al extracto M2 se puede apreciar que para inhibir el crecimiento de todas las
cepas bacterianas utilizadas (excepto S. lutea) se necesita una menor concentracion de este
extracto en comparacion con el extracto M1; teniendo asi que las bacterias Gram positivas requieren
concentraciones menores del extracto M2 para inhibir su crecimiento, mientras que las Gram

negativas, requieren de concentraciones mayores.

13
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Cuadro 4: Determinacion de CMI y CBM de los extractos de C. procera en mg/mL.
Extracto M1 Extracto M2
Bacteria CMI CBM CMmI CBM
S. aureus 1.00 2.00 0.50 0.75
S. epidermidis 1.50 2.00 0.50 0.75
B. subtilis 1.50 2.00 0.75 1.00
S. lutea <0.125 0.125 <0.125 0.125
V. cholerae No-01 1.50 2.00 0.25 0.75
V.cholerae agua 1.00 2.00 0.50 1.00
V.cholerae cc 1.50 2.00 0.50 1.00
V. cholerae Tor 1.00 2.00 0.25 0.75
E. coli >2.00 >>2.00 2.00 >2.00
E. agglomerans >2.00 >>2.00 2.00 >2.00
E. aerogenes >2.00 >>2.00 2.00 >2.00
S. typhi >2.00 >>2.00 2.00 >2.00
Y. enterocolitica 0.75 2.00 0.25 0.75

Actividad del extracto M2 sobre la curva de crecimiento bacteriano

El efecto del extracto M2 sobre la curva de crecimiento de S.epidermidis 'y V. cholerae Tor
se observa en las figuras 3 y 4 respectivamente; el efecto es bacteriostatico ya que para S.
epidermidis aplicando concentraciones de 0.25, 0,5 y 0,75 mg/mL el crecimiento bacteriano
disminuye siguiendo una linea recta por abajo del testigo; el mismo comportamiento bacteriostatico
se observd para V. cholerae Tor, sélo que para esta bacteria se requirieron concentraciones de
0,125, 0,25y 0,75 mg/mLy como se observaen la figura 4 el crecimiento bacteriano es menor con el

transcurso del tiempo aplicando la concentracién mas alta.

14
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Figurad: Actividad del extracto M2 sobre la curva de crecimiento de S. epidermidis
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Figura3: Actividad del extracto M2 sobre la curva de crecimiento de V. cholerae Tor

Fraccionamiento del extracto metanélico libre de compuestos no polares (M2)

Del fraccionamiento del extracto M2 se obtuvieron 157 alicuotas de 250 mL que se
agruparon en 35 fracciones (Cuadro 5) a las cuales se les evalud la actividad antibacteriana sobre S.

epidermidis (Gram positivas).

15
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Cuadro 5: Fraccionamiento del extracto metandlico libre de grasas (M2) mediante
cromatografia en columna

Eluyente Proporcion (100%) Alicuota Fraccion
Acetato de etilo 100 1-3 1
4 2
90:10 5-6 3
7-9 4
10-11 5
12-15 6
16 7
17-20 8
21 9
80:20 22-23 10
24-31 11
32 12
33-37 13
38-41 14
42-60 15
Acetato de etilo- 61-68 16
Metanol 70 17
70:30 4 18
72 19
73 20
74-76, 78-81 21
77 22
82-84, 86-96 23
85 24
97 25
60:40 98 26
99 27
100 28
101 29
102-103 30
104-117 31
50:50 118-127 32
128-137 33
Metanol 100 138-152 34
153-157 35

16
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Cuadro 6: Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas en la
cromatografia en columna abierta del extracto M2.

Fraccion Halo de Inhibicion mm Rendimiento (mg).
1 Na 0.643
2 Na 0.014
3 10 0.014
4 Na 0.012
5 21 0.331
6 17 0.395
7 17 3.466
8 16 2.630
9 14 0.413

10 15 0.435
11 11 0.757
12 15 0.166
13 13 0.748
14 12 0.283
15 11 4.412
16 10 2.004
17 9 0.256
18 Na 0.054
19 8 0.253
20 7 0.252
21 9 0.878
22 9 0.161
23 9 3.442
24 11 0.199
25 Na 0.088
26 Na 0.072
27 Na 0.072
28 Na 0.056
29 Na 0.025
30 Na 0.112
31 8 0.535
32 7 0.532
33 Na 0.980
34 Na 0.453
35 7 0.241

Na: No activa, la desviacion estandar en todos los casos fue +0.00
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De las 35 fracciones obtenidas 23 mostraron actividad sobre S. epidermidis, como se
observa en el cuadm 6, la fraccién mas activa fue la 5, seguida de la fraccion 6y 7 (21, 17 y 17 mm,
respectivamente).

Determinacion de CMI y CBM de la fraccién activa

Como se puede observar en el cuadro 7 las concentraciones para CMI'y CBM de la fraccidn
7 son menores que las obtenidas con el extracto M2. Comparando el efecto las bacterias Gram
positivas resultan ser las mas sensibles a la fraccion, en particular S. epidermidis y B. subtilis al
requerir valores de CMI'y CBM de 0.0625 a 0.125 mg/mL respectivamente; en cuanto a las bacterias
Gram negativas, la mas sensible fue E. aerogenes pues necesita concentraciones de 0.25 a 0.75

mg/mL (CMI'y CBM respectivamente).

Cuadro 7: Determinaciéon de CMI y CBM de la fraccion 7 en

mg/mL.
Fraccion 7

Bacteria CMI CBM
S. aureus 0.125 0.25
S. epidermidis 0.062 0.125
B. subtilis 0.062 0.125
S. lutea 0.75 1.00
V. cholerae No-01 0.50 1.00
V. cholerae agua 0.50 1.00
V. cholerae cc 0.50 1.00
V. cholerae Tor 0.75 1.00
E. coli 0.50 0.75
E. agglomerans 0.50 1.50
E. aerogenes 0.25 0.75

Tomando estos resultados se determind el efecto de la fraccion 7 sobre la curva de
crecimiento de S. epidermidis y V. cholerae Tor y se determin6 que %2 CMI, CMI (0.0312, 0.0625 y
0.375, 0.75 mg/mL respectivamente) para las dos bacterias, la fraccién tiene un efect
bacteriostatico y para CBM (0.125 y 1.00 mg/mL respectivamente) es bactericida. En S. epidermidis
es bactericida a las 8 horas y para V. cholerae Tor a las 3 horas se inhibe el crecimiento bacteriano
en un 100%. (Figura 5y 6).
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También se determinaron los impactos para la concentracion de CBM y resulté que ambas
curvas son de multiples impactos; para S. epidermidis se necesitan 9 impactos y para V. cholerae

Tor 11 impactos, antes de que se produzca la inactivacidn total de las especies bacterianas.
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Figura 5: Actividad de la fraccion 7 sobre la curva de crecimiento de S. epidermidis.

Las concentraciones utilizadas fueron: %2 MIC=0.0312 MIC=0.0625 CBM=0.125mg/mL

10,00
9,00
8,00
7,00 I
6,00 _

5,00 +—testigo

4,00 ——1/2 MIC

3,00 \
2,00 MIC

1,00 CBM
0,00 €
o 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24

Log No. de sobrevivientes (UFC/mL)

tiempo de exposicion {h)

Figura 6: Actividad de la fraccion 7 sobre la curva de crecimiento de V. cholerae Tor

Las Concentraciones utilizadas fueron: %2 MIC=0.375 MIC=0.75 CBM= 1.00 mg/mL
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Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se realizd con las fracciones 5,6y 7 de
la cromatografia en columna abierta (elegidas porque presentaron mayor actividad y mayor

rendimiento) de estas fracciones se observa que presentan diversos compue stos como lo muestra el

cuadro 8.

Cuadro 8: Compuestos presentes en las fracciones 5, 6 y 7.

No. Fraccion No. de compuestos Tiempo (?;:;tenc'on UV Amax (nm)
5 1 2.637 236, 277
2 6.339 278
6 1 2.632 236, 278
1 2.629 236, 278
7 2 3.103 273
3 6.391 236, 278

mAU |
—| 2,632 [2.629)

| S T AL S A T T T ) T T
2 4 3 8 10 12 14 16 18

Figura 7: Comparacion de los cromatogramas de las fracciones i, llle y I 7.
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Como se observa en la figura 7, los compuestos de las tres fracciones son muy similares
tanto en tiempo de retencidn que oscila entre 2.632 y 6.391 como en el intervalo de la longitud de
onda a la que absorben (236 a 278nm).

Actividad antifungica

Evaluacion cualitativa

En la realizacion del bioensayo cualitaivo se observd que tanto el extracto M1y M2
presentaron actividad antifingica, siendo activos frente a so6lo una de las cinco cepas (T.

mentagrophytes). El extracto hexanico no mostro actividad antifungica (Cuadro 9)

Cuadro 9: Evaluacion cualitativa de la actividad antifiingica de los
extractos de C. procera.

Cepas Fungicas

Extracto Fs Fm An Rz Tm
M1 x x x x v
M2 x x x x v
Hexanico x x x x x

Resultados obtenidos a partir de 3 repeficiones. ~ v"=Inhibicion %= No-inhibicion
Fs = Fusarium sporotrichum, Fm=Fusarium moniliforme, An = Aspergillus niger,
Rz= Rhyzoctonia solani, Tm= Trichophyton mentagrophytes,

Evaluacion cuantitativa

Los resultados obtenidos sobre el porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial de los
extractos M1y M2 de C. procera sobre T. mentagrophytes se observan en el cuadro 10. La cepa
presenta un mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento radial en la concentracion de 2 mg/mL de
ambos extractos, sin embargo para alcanzar el 100% de inhibicion es necesaria una concentracion
superior a 2 mg/mL.
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Cuadro 10: Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de

los extractos M1y M2 de Cyrtocarpa procera sobre
Trichophyton mentagrophytes .

Concentracion

gl mL) M1 M2
0.125 2222+ 0.57 17.77 £1.15
0.25 46.66 + 0.00 11.11 £ 1.15
0.50 66.66 + 0.00 11.11 £ 1.15
0.75 66.66 + 1.00 26.66 + 1.00
1.00 82.22+ 0.57 55.55 + 0.57
1.50 68.88 + 0.57 60.00 + 2.00
2.00 86.66 + 0.00 73.33 £ 1.00

Respecto al porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial de T. mentagrophytes, en este
cuadro se aprecia claramente que el extracto M1 de C. procera a una concentracién de 2 mg/mL

alcanza a inhibirlo en un 86.66 %.

Los valores de la CFso de los extractos M1y M2 son: 0.3347 y 1.25 mg/mL respectivamente,
estos valores se muestran en la figura 8, donde se observa que la especie fungica T.
mentagrophytes cuando se somete a los extractos M1y M2 de C. procera, presenta CFso diferentes
pues la mas baja fue la de M1 al inhibir un 50% con una concentracion menor en comparacién al
extracto M2, ya que se necesita tres veces mas la concentracién del extracto M1 para inhibir en un

50% a esta cepafungica.
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Figura 8: Determinacién de la CFso del extracto M1y de M2 de C. procera sobre T.
mentagrophytes

Toxicidad general

El resultado sobre el porcentaje de muerte de Artemia salina del extracto M1 de C. procera
se observan en el cuadro 11. El extracto M1 resultd ser altamente toxico, puesto que no sobrevivid

ninguna larva nauplio Il de A. salina en ninguna de las concentraciones ensayadas.

Cuadro 11: Toxicidad general del extracto M1 de C. procera sobre Artemia salina.

Concentracion C. procera
(mg/mL) % de muerte
1.0 100
0.10 100
0.01 100

Actividad Antioxidante

Los valores de la actividad antioxidante de M1y M2 son 4.62 y 4.78 jug/mL respectivamente

(Figura 9), estas concentraciones de los exiractos se necesitan para reducir en un 50% al
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compuesto DPPH. Los valores son muy semejantes sin embargo el extracto crudo requiere menor

concentracion para reducir el DPPH. Y comparando estos resultados con la quercetina (4.6 ug/mL),
el extracto M1 es un buen antioxidante.
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Concentracion (pg) R2=0.9664

Figura9 Comparacion del % de reduccion de los extractos M1y M2 de C. procera

Deteccién de metabolitos secundarios

De acuerdo a las pruebas coloriméticas hechas para los extractos M1, M2 y la fraccién 7 resultaron
ser positivos para cloruro férrico y alfa-naftol (presencia de fenoles y carbohidratos respectivamente);

para Dragendorffy Mayer que detectan presencia de alcaloides resultd negativo.

DISCUSION

La especie C. procera, es utlizada en forma de infusion para combatir enfermedades
gastrointestinales como la gastritis, ademéas de afeccion en los rifiones, diabetes, diarreas; para
curar heridas y llagas y asi obtener una cicatrizacion mas rapida; esta especie es utilizada en
particular dentro de la medicina tradicional de San Rafael Coxcatlan, Puebla y en otros estados de la

Republica Mexicana (Canales et. al., 2005 y 2006; Argueta y Cano, 1994). Los resultados obtenidos
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en este estudio coinciden con lo reportado dentro de la medicina tradicional, pues se encontrd que
los extractos de la corteza del arbol presentan actividad antibacteriana y antifungica, por lo que, el

presente frabajo valida el uso medicinal tradicional de esta especie.

Respecb al rendimiento de los extractos de C. procera, el extracto crudo (M2) fue el que
tuvo mayor rendimiento con un 12.55% en comparacion al extracto hexanico 0.47% (Cuadro 3,
Figura 1). Estos resultados indican que la corteza presenta en mayor cantidad compuestos de
naturaleza polar. Para C. procera aun no se han determinado los principios activos, sin embargo,
para la familia Anacardiaceae se han aislado compuestos como, polifenoles, flavonas, triterpencides
(Maiga et al., 2006; Ojewole, 2005) porlo que es posible que alguno de estos tipos de metabolitos

secundarios esté presente en la corteza de C. procera, pues pertenece a la misma familia.

De acuerdo a los resultados de la actividad antibacteriana el extracto hexanico no presento
actividad sobre ninguna de las especies bacterianas ensayadas. Por otro lado los extractos M1y M2,
fueron activos tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas, siendo las primeras las
mas sensibles, en particular S. lutea (Cuadro 4, Figura 2). Se sabe que de manera natural dentro del
tracto respiratorio superiory digestivo del hombre existen gran cantidad de bacterias que no causan
ninguna enfermedad, sin embargo, cuando la persona se encuentra inmunodeprimida, alguno de
estos microorganismos pueden ser oportunistas y ocasionar enfermedades un ejemplo de estas
cepas es S. aureus tipicamente asociada a enfermedades del tracto respiratorio superior; B. subtilis
causante de infecciones en ojos, oidos tracto urinario y fracto respiratorio. La gran variedad de
trastornos gastrointestinales de origen infeccioso son generalmente causados por bacterias Gram
negativas como Vibrio cholerae y las Salmonellas, las cuales se manifiestan con diarreas, vomitos y
deshidrataciones (Chart, 2002; Foster, 2000; Mims et al, 1999).

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana muestran que la fraccion 7 en
comparacion con los extractos M1y M2 de C. procera presenta los mayores halos de inhibicion
frente a las bacterias de tipo Gram positivo, esto es debido a que conforme se van purificando los
compuestos la actividad aumenta considerablemente; esto se observa en los cuadros 4 y 7
(Dominguez, 1973).
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Sobre las diferencias existentes entre la sensibilidad de las cepas bacterianas a los
extractos, de acuerdo a los resultados del anélisis de varianza de dos factores (ANOVA), se mostrd
que no existen diferencias significativas (P<0.05; F=1.8), sin embargo si se ve una mayor actividad
de los extractos sobre las bacterias Gram positivas (Cuadro 3, Figura 2 ), esto, probablemente se
debe a la composicion estructural de las bacterias y a la susceptibilidad de cada cepa al extracto
probado, ya que los péptido glucanos en el caso de las bacterias Gram positivas se encuentran
inmersos en una matriz compuesta de acidos teicoicos, teicurdnicos y lipoteicos; confiriéndole a la
pared celular una carga negativa neta, que es necesaria para que la célula pueda asimilar cationes
divalentes, esta caracteristica la hace mas sensible a los compuestos polares, a diferencia de las
Gram negativas en las que la membrana es mas resistente a los disolventes organicos y menos
permeable a las moléculas de carécter hidrofébico (Cimanga et al., 2002; Gros et al., 1985; Nikaido y
Nakae., 1979).

Los resultados cualitativos sobre la actividad antibacteriana, fueron confirmados al obtener
los valores de la CMI'y CBM. En la determinacion de la CMl'y CBM de los extractos M1, M2 y la
fraccion 7, (Cuadros 5y 8) resultaron ser mas sensibles las bacterias Gram positivas, es decir, que
se requieren concentraciones menores para inhibir su crecimiento (CMI'y CBM: <0.125-2 mg/mL), a
diferencia de las bacterias de tipo Gram negativo (CMI y CBM: 0.25->>2 mg/mL), las cuales
requieren de mayores concentraciones de los extractos probados para inhibir su crecimiento. Se
observo que la fraccidn 7 es mas activa ya que los valores obtenidos de CMI'y CBM fueron menores
para todas las especies bacterianas (cuadro 8). Probablemente lo anterior se debe a que los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana se encuentran en mayor concentracion,
resultado de la cromatografia abierta (Katzung y Trevor 1997), lo que permite un mayor efecto a

menor concentracion a diferencia de los extractos M1y M2.

Con respecto a las curvas de crecimiento (figura 3, 4, 5y 6) un antimicrobiano se puede
clasificar segun su efecto como backricida o bacteriostdtico; el extracto M2 resultd ser
bacteriostatico frente a las bacterias S. epidermidis y V. cholerae Tor, en todas las concentraciones

ensayadas (0.25, 0.5y 0.75mg/mLy 0.125, 0.25 y 0.75mg/mL respectivamente), mientras que en la
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fraccion 7 se observd que a concentraciones iguales 6 menores a CMI el efecto es bacteriostatico y
a concentraciones iguales a CBM el efecto es bactericida a las 3 y 8 horas(Gram positiva y Gram
negativa respectivamente). De acuerdo con Davis et al. (1996) la accién bactericida depende de la
lesion irreversible de un elemento celular que no puede ser sustituido, como el ADN o la cubierta
celular, ofro punto de accion bactericida son las proteinas requeridas para la sintesis de ARN y los

ribosomas.

Ademas de saber el efecto del extracto ofro punto importante es su impacb, pues de
acuerdo con la actividad de la fraccién 7 sobre la curva de crecimiento de S. epidermidis y V.
cholerae Tor, resulta ser de mdltiples impactos, ya que la curva se inclina cerca del origen, antes de
adoptar una direccion lineal, es decir, que antes de que se produzca la inactivacion es necesario que
se acumulen varios impactos (Davis et al., 1996); para S. epidermidis son requeridos 9 impactos y

para V. cholerae Tor, 11 impactos (Figuras 5y 6).

En cuanto a la actividad antifingica, se encontrd en el presente trabajo que los extractos M1
y M2 fueron activos en un hongo dermatofito (7. mentagrophytes); estos resultados son interesantes
y de gran relevancia ya que T. mentagrophytes es causante del pie de atleta (Myrvin y Weiser, 1991)
y utilizando concentraciones mayores a 2.0 mg/mL de los exfractos antes mencionados se puede

alcanzar el 100% de inhibicion (Cuadro 11).

Al determinar la concentracion fungicida media (CFso) para T. mentagrophytes utilizando los
extractos M1y M2, se obtuvo que para inhibir el 50% del crecimiento radial de dicho hongo se
requiere una menor concentracion (0.3347 mg/mL) del extracto crudo (M1) de C. procera, en
comparacion al extracto M2 de esta especie (Figura 8). Posiblemente estos resultados tienen que
ver con la sinergia de los compuestos no polares y polares(Katzung y Trevor, 1997) contenidos en la

cortezade C. procera al presentar una mayor actividad el extracto crudo sobre el extracto M2.

Con respecto al fraccionamiento biodirigido del extracto M2, las fracciones que presentaron
actividad se muestran en el cuadro 7, las fracciones més activas y con mayor rendimiento (5, 6y 7)

se sometieron a una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y se compararon los
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compuestos que cada fraccion presentaba (cuadro 9y figura 7). En general los compuestos son muy
parecidos entre las fracciones ya que a la longitud de onda a la que absobenes de 236 a 278 nm,
esto datos hacen suporer la presencia de fenoles ya que estos compuestos tienen un pico de
absorbancia de 270 nm (Olsen, 2003); Cowan (1999) reporta a los fenoles y polifenoles con accion
antimicrobiana, antioxidante, antiviral y antifingica; la presencia de fenoles se comprueba con el
resultado positivo aplicando cloruro férrico, pues este compuesto al detectar fenoles vira al color azul
(Dominguez, 1973).

Para reducir en un 50% al compuesto DPPH se necesitan 4.6 y 4.7 yg/mL de M1y M2
respectivamente, estas pequefas diferencias se deben a la particion que se le hizo al extracto crudo,
separando los compuestos no polares de los polares, por este motivo probablemente la Clso del
extracto M2 aumento ligeramente, lo cual es un probable indicador de la existencia de algin (os)
compuesto (s) de naturaleza no polar con actividad antioxidante (Sacchetti et. al., 2005). Estos
resultados son de gran importancia ya que al comparar el extracto M1 con la quercetina que es un
antioxidante por excelencia tiene una Clso de 4.6, los cual nos indica que el extracto M1 podria ser

un buen antioxidante al tener una Clso de 4.62, esta comparacion se muestra en la figura 12.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la toxicidad general del extracto M1 de C. procera
se encontré que de acuerdo con Padmaja et al. (2002), el extracto crudo de C. procera es altamente
toxico pues aun utilizando cantidades pequefias como 0.010mg/mL del extracto M1, no sobrevivio
ninguna larva nauplio Il de A. salina, resultados que concuerdan con Rodriguez-Lépez et al. (2006)
pues también encontraron una toxicidad significtiva en Artemia salina. Debido a que los habitantes
de la localidad de San Rafael utilizan la corteza en forma de infusién (Canales, 2005), sélo se
determind la toxicidad general con el extracto M1 ya que es el extracto que mas se asemeja a la

forma de uso fradicional.

Es de suma importancia tomar en cuenta los aspectos de actividad antimicrobiana, toxicidad
general y antioxidante de una especie vegetal como la corteza de C. procera, estudios etnobotanicos

(Canales et al., 2005 y 2006) han demostrado que la comunidad de San Rafael, ocupa en gran
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medida esta especie para aliviar sus enfermedades de probable origen bacteriano, la base de un
buen antibi6tico es saber sobre qué tipo de bacterias va a actuar, cual es la concentraciéon minima
inhibitoria que se necesita en un periodo de 6 a 24 hrs efc, aqui radica la importancia de separar los
compuestos causantes de la actividad antibacteriana, para que con la ayuda de estudios mas
especificos crear un nuevo medicamento, ademas de tener la seguridad de que las concentraciones
empleadas y la misma infusién de la corteza o incluso el nuevo medicamento no son tdxicos al
ingerirlos. La actividad antioxidante hoy en dia tiene un gran impacto, pues diversos estudios
epidemiolégicos muestran que la ingesta de productos con elevada accidén antioxidante esta
vinculada con una baja incidencia de enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo (Sies, 1997),
pues los antioxidantes son sustancias que nos ayudan a neutralizar radicales libres, protegiendo de
este modo a nuestras células, contribuyendo a mejorar nuestras defensas, y retrasando el proceso
de envejecimiento cutaneo. Cabe destacar que la actividad antioxidante estd muy relacionada con la
capacidad cicatrizante de un medicamento ya que combaten los radicales libres y esto aunado con
una buena actividad antibacteriana es de gran relevancia pues esta propiedad protege de
infecciones oportunistas de caracter bacteriano y precisamente la corteza de la Chupandilla se
emplea para lavar heridas y llagas, y lograr una cicatrizacion mas rapida (Garcia, 1984), por lo que

en este frabajo se demuestra que C. procera tiene una corteza de actividad completa y eficaz.

Lo antes mencionado valida el empleo de la corteza de la Chupandilla en la medicina
tradicional, ya que ademés de presentar compuestos con actividad antibacteriana es un especie

adecuada para combatir procesos infecciosos por T. mentagrophytes.
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico crudo (M1), metandlico libre de compuestos no polares (M2) y la

fraccion 7 de Cyrtocarpa procera presentan actividad antibacteriana y antioxidante.

= Lafraccion 7 fue la que presentd mayor actividad antibacteriana.

= |os extractos M1 y M2 presentan un efecto bacteriostatico y la fraccion 7 tiene un efecto

bactericida.

= Elextracto M1y M2 presenta actividad antifingica sobre T. mentagrophytes.

= Los extractos de C. procera son altamente toxicos para la larva nauplio Il de Artemia salina.

PERSPECTIVAS

Es importante continuar el estudio de C. procera debido a que su uso como planta medicinal
no solamente se limita para el tratamiento de enfermedades gatrointestinales, sino que se podria

utilizar para ofro tipo de afecciones, porlo que se propone realizar los siguientes estudios.

1. Seguir realizando estudios para la evalucion de otras actividades bioldgicas como

antitumoral, cicatrizante y antiparasitarios.

2. Seguir purificando la fraccién 7 para aislar los compuestos puros para asi caracterizar

los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana.

30



f%[m/me; %/l,f(%/(’ y &/)//(/ %‘(;/)/5(//116

3. Ampliar el estudio toxicoldgico utilizando especies de mayor complejidad como moscas

(Drosophila melanogaster) y ratas.

APENDICE 1

Descripcion botanica de la planta estudiada.

Cyrtocarpa procera (Kunth).

Nombre comun:

Chupandilla, copalcojote. Estado de México: chucum-pum. michoacén: chucumpuz,
chupandia. Nayarit: chocote, puei (cora) (Argueta y Cano 1994). Puebla: Chupandilla (Canales,
2005)

Botanica y ecologia:
Arbol de 6 metros de altura 0 mas alto, cubiertos con vellos. Las hojas parecen plumas;
tienen un soporte que las une a los tallos, alados. Presentan racimos de flores blancas. Los frutos

estan cubiertos de pelosy miden 2cm. de largo (Argueta y Cano, 1994) (Figura 10).

Ky



_ 7N Y7, . . -~ Yy
C‘é(ldéltm{'(iﬂ(/ﬁ/w %{M{/{{(/ %ftmmmémﬂm e @/f/ﬁﬂ//w e g/()mu%
@é@éa}mﬁ/ﬂ)

i TN "y ’F’,
S ’ il \ N

7
;‘4{}{8..;/
oo
&S
e
B

Y
A - #‘”
@ ‘ fi& )

CYRTOCARPA procera

Figura 10: Cyrtocarpa procera.

Originario de México. Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado entre los 600

y los 1100 msnm. Planta silvestre, asociada a bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio,

bosque espinoso, bosque mesofilo de montafia, bosque de encino y de pino. (Argueta y Cano, 1994)
(Figura 11).
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Figura 11: Mapa de la distribucion geografica de Cyrtocarpa procera.

Etnobotanica y antropologia:

Se usa comunmente, en el Estado de México para resolver trastornos del aparato digestivo,
tales como diarrea rebelde y disenteria. La corteza es la parte de la planta que mas se utiliza.
Preparada en cocimiento junto con cuachalalate (Juliania adstringens (Schitdl) Schitdl) se emplea
para lavar heridas y llagas, y lograr una cicatrizacidn mas rapida; administrada por via oral, se usa
para quitar el dolor de cintura en Nayarit. Se recomienda masticarla para curar el dolor de muelasy
la tos, en Michoacan. Otros usos medicinales que recibe se refiere a bajar la fiebre y contra la lepra.

Se le atribuyen propiedades afrodisiacas y astringentes (Garcia, 1984).

Historia:
En el siglo XVI, Francisco Hernandez relata: “el fruto es muy astringente y destila una baba

sumamente glutinosa; ésta, untada, cura las fiebres, se administra contra las disenterias y las
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diarreas. Para el siglo XX Maximino Martinez la mencion6 como eficaz contra la lepra (Argueta y
Cano, 1994).

Existen varios datos que sugieren que Cyrtocarpa procera tiene un efecto antidiarreico,
antiinflamatorio, contra la tos, etc. la poblacion la utiliza para estos malestares y ofros.

APENDICE 2:

Zona de colecta

La corteza de C. procera se colectd en el poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan,
que se localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12' y 18°14’ de
latitud norte, asi como 97°07’ y 97°09" de longitud oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400
m.s.n.m. (Figura 12).

98°00' 97°45' 97°30' 97°15' 97°00' 96°45' 96°30"

18°45]

18°30'

18°15

18°00'

17°30

98°00' 97°45 97°30' 97°15 97°00' 96°45' 96°30"

Figura 12: Ubicacion geografica del poblado de San Rafael

Clima

El climaes de tipo Bs (h’) w” (w) 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). Valiente
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(1991) calcula una precipitacién anual de 364.6 mm para la zona; cerca de los 386.57 mm registrada
en 1988 en la estacion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los
763.7 mm de precipitacién 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 nimero 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 dos grandes tipos: regosoles,
predominantemente calcareos y regosoles éutricos y xerosoles, predominantemente xerosoles

haplicos.

Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla (F.

A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg son particularmente abundantes
(Valiente-Banuet et al., 2000).
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Femandez (1999), reconoci6 por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion en San
Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter) Backebery, que se caracteriza por el

predominio de cactaceas columnares (cardones).

Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel proximo 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.

Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa polyantha
(Brandegee), Fouqueiria formosa (Kunth), asi como arbustos y hierbas como Sanvitalia fructicosa

(Helms), localizada aproximadamente a 1.5-3.5 m por encima del nivel basal.

Fouqueria con especies dominantes como Fouqueria formosa, Bursera aptera (Ramirez),
Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasiflora (Brandegee), Senna wisliseni
(DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia fructicosa. Localizada en el nivel mas alto, de 3.5a 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 determind 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 (18% son usadas como plantas medicinales). Las familias
con un mayor numero de especies fueron Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y
Euphorbiaceae, que corresponden a las familias mas representativas del Valle de Tehuacan-

Cuicatlan.
La poblacion.
La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fund6 a principios del siglo XXy

cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria de Salud, 2001). La mayor

parte de la poblacién actual es nativa de San Rafael y la actividad econé mica mas importante es la
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agricultura, cuyo principal ingreso proviene del cultivo de la cafia de azucar. También se dedican a la
cria de ganado caprino, la recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines (Rosas,
2003).

APENDICE 3:
Técnica de Maceracion.

Se tomé la corteza seca, molida y triturada de la planta y se le agregd un solvente de
polaridad alta, en este caso se utilizd metanol. Una vez obtenido el extracto, se destild el exceso de
solvente a presion reducida. El extracto obtenido se colocd en charolas de vidrio para completar la
evaporacion del solvente, finalmente se calculd el rendimiento total por diferencia de peso
(Dominguez, 1973).

APENDICE 4:

Método de difusion en agar o de Kirby-Badier:
(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los
preparados herbales y las fracciones producto de las separaciones cromatograficas, la metodologia

es la siguiente:

Medio:

Para los ensayos con las cepas bacterianas se utiliz6 como medio de cultivo estandar el
agar Mieller-Hinton (Bioxon 110-1), ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos
bacterianos clinicamente significativos. Para el caso de los hongos se ufiliz6 agar PDA. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los

antibiéticos tienden a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de
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inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusion del antibiotico hacia

abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

Inéculo

Bacterias:

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias del
microorganismo a ensayar (esta misma metodologia se sigue para las levaduras C, albicans y C.
neoformans). Se sumerge el asa en 10 mL de caldo MUeller-Hinton (Bioxon 260) para bacterias y
para levaduras se usa caldo Sabouraud, se enjuaga bien el liquido para descargar todo el material y
luego se refira el asa de siembra. Se incuba el tubo de cultivo a 37°C durante aproximadamente 24
horas, 0 hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de McFarland. Estbo
equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108 bacterias/mL (este procedimiento se

realiza por cada microorganismo a desafiar).

El estandar 0.5 de McFarland se prepara afiadiendo 0.5 mL de cloruro de bario a 99.5 mL de
H2S04 0.36 N (Hendrickson, 1987, citado por Avila, 1996). La comparacién de turbidez entre el
estandar y el caldo con los organismos en estudio se puede efectuar observandolos contra una
cartulina blanca con lineas negras horizontales, o en su defecto con un espectrofotdmetro
(Spectronic 21 Milton Roy) a 660 nm.

Si la suspension de organismos es més turbia que el estandar, se afiade solucion salina al
0.9 % hasta igualarlas. Una vez logrado esto, se sumerge un hisopo de poliéster, estéril y seco en la
suspension bacteriana, y antes de refirarlo se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo
contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton (Bioxon 110-1). Previamente se deja que la placa alcance una temperatura ambiente;
es aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la evaporacion de cualquier exceso de
humedad de la superficie del agar. Finaimente, se siembra mediante estria por lo menos en tres

direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.
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Una vez seco el indculo, la placa de Mueller-Hinton esta lista para la aplicacién de las

muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

Hongos:

Se tomd con una pipeta pasteur un boton de 5 mm de diametro del micelio del hongo. Se
depositara el botdn del micelio dentro de una caja de petri con agar PDA. Una vez que el micelio ha
crecido alrededor de 10 mm de diametro se colocaran los sensidiscos con una concentracion de
2000ug del extracto a probar. El cultivo se incubara a 23 °C, para determinar si hay actividad sera
cuando el micelio no crece mas alla de la zona de difusién de la muestra a probar formando un

medio circulo alrededor del sensidisco y si el hongo crece sobre los sensidiscos no hay inhibicion.

Aplicacion de sustancias:

Se utilizaran sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel whatman del N° 5 (los
sensidiscos se utilizaran para evaluar biologicamente los extractos y las fracciones separadas
mediante cromatografia). En todos los casos se hicieron diluciones necesarias para que los

sensidiscos lleven la cantidad deseada de producto (2 mg por sensidisco).

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las sustancias a

evaluar se colocan manualmente sobre la superficie del agar, uilizando una pinza estéril.

Preparacion de las muestras:

Para el bioensayo el vehiculo fue metanol. En cuanto a la evaluacion de las fracciones los
sensidiscos se impregnaron con las soluciones valoradas de la muestra hasta que se llegd a la

concentracion deseada de sustancia (2 mg) por disco; en este caso se utilizo metanol para
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solubilizar los compuestos, para posteriormente impregnar los discos dejando evaporar el solvente

durante 12 horas.

Controles negativos:
Para los bioensayos preliminares se utilizan sensidiscos con 10 puL de metanol, dejandolo

evaporar durante 12 hrs. al igual que los experimentales.

Control positivo:

Se evalué la sensibilidad de las cepas experimentales en sensidiscos con 25 pg de

Cloramfenicol para el caso de las bacterias y Ketoconazol (7ug) en el caso de los hongos.

Incubacion:

Bacterias:

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de susceptibilidad. Se
colocan en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a 35 °C, sin mayor tension
de COa. Es preciso evitar presion de CO2 debido a que se puede formar acido carbonico en la
superficie humedecida de agar, provocando un descenso del pH. El desarrollo de algunos
microorganismos es inhibido a pH acido, lo cual tiende a estrechar falsamente la zona de inhibicion.
Asimismo, la actividad de diversos antibidticos puede aumentar o disminuir con la caida del pH,
produciéndose diferencias en las velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicion.

Se incuban siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control (control negativo).

Hongos:

Los hongos fueron cultivados en una caja de petri con 20 ml de agar PDA, se colocaron en

una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a 23 °C, sin mayor tension de COo.

40



WMeortines “Elivalde Harta Hhehanie
i 7 ¥

APENDICE 5:

Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM).

Método de macrodilucién en agar (Koneman 1996)

a) Preparacion de reactivos y diluciones:
Las disoluciones antimicrobianas de trabajo se prepararon diluyendo la droga en el agar de Mueller-
Hinton segun las concentraciones deseadas (0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mg/mL). El agar
se esterilizé en tubos de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodén. Se
colocd la cantidad necesaria del extracto para obtener la concentracion requerida. Después de

mezclar bien el contenido se transfirid a una caja de Petri.

Inoculacion e incubacion de los tubos:
Se prepard un indeulo que contiene 108 UFC/mL (unidades formadoras de colonia/mL) ajustando la
turbidez de un caldo de cultivo al estdndar de turbidez (se utiliza el estandar 0,5 de MacFarland).
Incubar los tubos a 35°C durante 24 horas. No se recomienda la incubacion en atmosfera de CO2 a
menos que sea esencial para el desarrollo del microorganismo. Con un hisopo se puntearon los

microorganismos en todas las concentraciones a ensayar.

b) Interpretacion de resultados:
La menor concentracion de antimicrobiano que produce una inhibicién completa del desarrollo visible
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Una turbidez muy ligera o un pequefio boton
de desarrollo o turbidez definida se considera evidencia de que la droga ha sido capaz de inhibir por

completo el desarrollo a esa concentracion.

c) Determinacion de la concentracion bactericida minima
Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se realizé la prueba de
actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucién en agar. En aquellas cajas en donde
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se observd un descenso drastico de la poblacion bacteriana (99.9 % de inhibicion), se denomind

Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1996)

La microtécnica de dilucion en caldo sigue el mismo principio que el método de dilucion en
caldo, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos (bacterias y levaduras) a los
antimicrobianos se determina en una serie de microtubos moldeados en una placa plastica (placas
de Elisa) la microplaca se prepar6é colocando 50 uL de caldo MUeller-Hinton para bacterias y caldo

Sabouraud para levaduras con la concentracion deseada del compuesto a probar.

Se prepard una suspensidn bacteriana con un asa de siembra estéril tocando las superficies
convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar. Se sumergi6 el asa en 10 mL de
caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien el liquido para descargar todo el material y luego
se retird el asa de siembra. Incubar el tubote cultivo a 37 °C durante aproximadamente 24 horas, 0
hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de McFarland. Esto equivale a
una concentracién de aproximadamente 1.5 x 108 bacterias/mL, de esta suspension se tomaron 100
WL y se le adicionaron 99.9 ml de solucién salina al 0.9% obteniendo asi una concentracion de 10°

bacterias/mL. Cada concavidad se inocula con 50 uL de esta suspensidn bacteriana.

Una vez inoculada la placa se tap6 para evitar la desecacion y se incuba por 24 hrs. a 37 °C,
pasado este tiempo se le afiaden 50 ul de una solucién de cloruro de tetrazolio al 0.08% a cada
concavidad, se incuba por 30 min. a 37°C. en las concavidades donde se desarrolla el organismo,
el colorante es reducido a formazan de color rojo, produciéndose un botén rojo en el fondo del

microtubo. Donde no hay desarrollo bacteriano la solucion permanece clara.
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APENDICE 6:

Actividad de los extractos sobre la curva de crecimiento (Avila, 1996)

1.

Se prepar6 un tubo por lo menos para cada uno de los extractos, para el muestreo desde el
tiempo cero y después a intervalos de una hora durante los cuatro primeros tiempos, después
durante dos horas, durante 5 horas y finalmente a las 24 horas.

Se prepar6 y rotuld un tubo sin antidoto que sirve como control del desarrollo

Se preparo el indculo con aproximadamente 1x108 bacterias/ml en un tubo de ensayo con 10
mL de caldo Mieller-Hinton (esta concentracion bacteriana se obtiene en un periodo de 24 horas
de incubacion)

Se inoculd con ayuda de una micropipeta 100 pL de la suspension de bacterias en los tubos que
contenian los extractos, estos tendran la concentracion de CMIy sus multiplos medios; esto es,
la mitad del CMI y CBM. La concentracion final es de aproximadamente de 1x105 bacterias/ mL
de caldo en cada tubo. Se incubara en una estufa sin presiénde CO2

Se muestre6 cada hora las primeras 4 horas, después cada dos horas dos tiempos,
posteriormente cada cuatro horas dos tiempos y finalmente hasta las 24 horas. La duracién del
experimento fue de 24 horas

Se grafico el logaritmo del nimero de sobrevivientes en el eje de las “Y” contra el tiempo de
incubacion del eje de las “X", para determinar el nimero de impactos necesarios para que se
produzca la muerte de la bacteria, se prolongara la zona lineal de la curva de supervivencia

hasta su interseccidn con el eje de las ordenadas (Davis et al, 1996).

APENDICE 7:

Método cualitativo de inhibicién del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (100 X 15 mm) que

contengan 20 mL de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculara un boton de 5 mm de diametro

del micelio del hongo. Después que el micelio se ha desarrollado, se colocan discos previamente

impregnados con el compuesto activo, la preparacion de los discos es igual a la técnica de difusion

en agar. Siel primer ensayo es con un extracto crudo, se recomienda usar concentraciones grandes

de activo (1-2 mg pordisco). Los discos se colocan a una distancia de 30 mm del limite micelial
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Incubacién.
Las placas son incubadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el crecimiento micelial se

haya desarrollado.

Controles negativos
Discos a los que se les agregd 10 pL del solvente empleado para disolver el problema,

dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).

Controles positivos
Se evalu6 la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de 7ug/disco de

Ketoconazol.

Interpretacion de resultados
En el caso de existir zonas de inhibicion se reportd el extracto como activo, en todos los

casos esta prueba se hizo por triplicado.

Método cuantitativo de inhibicién del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se llevé a cabo en cajas petri (60 X 15 mm), que
contenian 6 ml de agar papa dextrosa, con las siguientes concentraciones del extracto a probar 2.00,
1.50, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 mg/mL., posteriormente se colocd una pequefa cantidad de micelio

en el centro de la caja.
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Incubacion

Las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas hasta que el crecimiento micelial se

desarrolld.

Controles positivos

Se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales incluyendo en el agar las siguientes
concentraciones de Ketoconazol. 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.70, 3.50, 7.00, 14.00, 28.00 pg.

Interpretacion de resultados.

Los resultados se reportaron en porcentaje de inhibicidn, teniendo en cuenta que la
concentracion que representa el 100% de inhibicion es aquella en la que ya no se observa
crecimiento, la cual corresponde a CFM; mientras que la concentracién que representa al 50% de

inhibicion corresponde a la CFso. El célculo de la CFso se realizd con un modelo matematico.

APENDICE 8:
Método de toxicidad general (Método modificado de Nifio et. al., 2006)

El ensayo se realizé con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach). En frascos de vidrio
transparentes se colocaron 10 mL de NaCl al 0.5%; posteriormente se colocaron 10 larvas por

frasco. La concentracion del problema a ensayar son 1000, 100 y 10 ppm (1.0, 0.10, 0.01 mg/mL).

Control Negativo.
Como control negativo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO), el cual fue el solvente empleado
para disolver el problema, se empled el mismo volumen en que se disolvid la concentracién mas alta

delextracto o compuesto aevaluar (500 pL).

Incubacion
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Los cultivos se mantienen iluminados (luz blanca) a una temperatura de 23-25°C durante 24

horas.

Interpretacion de resultados

Se cuentan el numero de larvas sobrevivientes, las cuales deberan desplazarse de la misma
manera que el grupo testigo.
La concentracion letal media (CLso) se determinaré para cada extracto interpoléndolo en gréficas de
porcentaje de mortalidad contra la concentracion en mg/mL y a través del anélisis de regresion

lineal.

La actividad toxica general se considera débil cuando la LCso esta entre 1000 y 500 ppm (0.5 y 1
mg/mL), moderada cuando la LCso esta entre 100 y 500 ppm (0.1 y 0.5 mg/mL), y sefialado como
fuerte cuando al LCso se extiende a partir de la 0 a 100 ppm (0 a 1 mg/mL)

APENDICE 9:

Método de Reduccion del Radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) (Método modificado de
Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evalué midiendo el grado de decoloracién (desvanecimiento del
color violeta intenso a amarillo claro), de una solucion metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPH) por la adicién del compuesto activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de

espectrometria UV-VIS.

Aplicacion de Sustancias

En una placa de ELISA se adicionan 50 pL de la solucion problema a diferentes
concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, el solvente utilizado es metanol grado HPLC.
Posteriormente a cada pozo con las concentraciones sefialadas, se adicionan 150 uyL de una

solucién metandlica de DPPH cuya concentracion final es de 100 uM; inmediatamente se protege de
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la luz y se mantiene en agitacién constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo

se determina la absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA (Método modificado de Murillo, 2006).

Control Negativo

Pozos con 200 yL de metanol.

Control Positivo

Se utiliza quercetina a las mismas condiciones que el compuesto problema.

Interpretacion de Resultados

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reduccion y se calcula con la
siguente formula:

% de reduccion= (C-E/C)"100

En donde:
C= Absormancia del control positivo
E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPH + compuesto problema).
Debido a que los datos se comportaron como una hipérbola rectangular la ecuacion se ajustd

sacando los inversos de Xy Y, en la ecuacién de hipémola rectangular.
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