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¢ Como hacerte saber que siempre hay tiempo?
Que uno solo tiene que buscarlo y darselo,

Que nadie establece normas salvo la vida,

Que la vida sin ciertas normas pierde forma,

Que la forma no se pierde con abrirnos,

Que abrirnos no es amar indiscriminadamente,

Que no esté prohibido amar,

Que también se puede odiar,

Que el odio y el amor son afectos

Que la agresién porque si hiere mucho,

Que las heridas se cierran,

Que las puertas no deben cerrarse,

Que la mayor puerta es el afecto,

Que los afectos nos definen,

Que definirse no es remar contra la corriente,

Que no cuanto mas fuerte se hace el trazo mas se dibuja,
Que buscar un equilibrio no implica ser tibio,

Que negar palabras implica abrir distancias,

Que encontrarse es muy hermoso,

Que el sexo forma parte de lo hermoso de la vida,

Que la vida parte del sexo,

Que el “por qué” de los nifios tiene un porque,

Que querer saber de alguien no es solo curiosidad,
Que querer saber todo de todos es curiosidad malsana,
Que nunca esta de mas agradecer,

Que la autodeterminacion no es hacer las cosas solo,
Que nadie quiere estar solo,

Que para no estar solo hay que dar,

Que para dar debimos recibir antes,



Que para que nos den hay que saber también cémo pedir,
Que saber pedir no es regalarse,

Que regalarse es, en definitiva, no quererse,

Que para que nos quieran debemos demostrar qué somos,
Que para que alguien “sea” hay que ayudarlo,

Que ayudar es poder alentar y apoyar,

Que adular no es ayudar,

Que adular es tan pernicioso como dar vuelta la cara,

Que las cosas cara a cara son honestas,

Que nadie es honesto porgque no roba,

Que el que roba no es ladrén por placer,

Que cuando no hay placer en las cosas no se esta viviendo,
Que para sentir la vida no hay que olvidarse que existe la muerte,
Que se puede estar muerto en vida,

Que se siente con el cuerpo y la mente,

Que con los oidos se escucha,

Que cuesta ser sensible y no herirse,

Que herirse no es desangrarse,

Que para no ser heridos levantamos muros,

Que quien siembra muros no recoge nada,

Que casi todos somos albafiiles de muros,

Que seria mejor construir puentes,

Que sobre ellos se va a la otra orilla y también se vuelve,
Que volver no implica retroceder,

Que retroceder también puede ser avanzar,

Que no por mucho avanzar se amanece mas cerca del sol,
¢ C6mo hacerte saber que nadie establece normas salvo la vida?

¢Como hacerte saber que siempre hay tiempo?

Pablo Neruda



Ves cosas y dices," ¢ Por qué?" Pero yo suefo
cosas que nunca fueron y digo, "¢ Por qué no?"

George Bernard Shaw
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RESUMEN

En la actualidad, las plantas medicinales constituyen un importante recurso
natural, siendo la primera y casi Unica opcién de salud de los segmentos de las
sociedades mas pobres, particularmente en los paises de tercer mundo. Es
precisamente por este motivo que existe una cantidad notable de
medicamentos patentados cuya base la constituyen ya sea un metabolito
secundario de origen vegetal o alguna sustancia derivada de un principio activo
aislado de especies vegetales. Se ha comprobado que algunos frutos
presentan actividad antioxidante, antimicrobiana y/o toxicidad para algunos
parasitos. En particular, en este trabajo se estudiaron algunas actividades
biolégicas del fruto y hoja de Cyrtocarpa procera Kunth (Chupandilla). El fruto
de C. procera se colect6 en los meses de Junio a Septiembre del 2009 y la hoja
en el mes de Noviembre del 2009 en la localidad de San Rafael, Coxcatlan,
Puebla. Los extractos se obtuvieron por maceracion. La actividad
antibacteriana se evalto de acuerdo con el método de difusion en agar Kirby-
Baler. Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion bactericida minima (CBM) se utilizé la técnica de dilucion en
agar. El efecto bactericida o bacteriostatico se obtuvo mediante la curva letal de
crecimiento bacteriano. La prueba de toxicidad general se hizo con larvas
Nauplio Il de Artemia salina (Leach). La evaluacién antioxidante se llevo a cabo
mediante el método de Reduccion del Radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil
(DPPH). Los extractos metandlicos de los diferentes frutos (estado de
maduracién) fueron los que tuvieron los porcentajes mas altos de rendimiento
(maduro fresco crudo 23.87%, inmaduro seco crudo 43.26%, inmaduro fresco
crudo 9.54%, inmaduro fresco libre de compuestos no polares 8.5%). Las
pruebas realizadas al fruto (diferente grado de maduracién) mostraron a S.
pneumoniae (Me=9.5 mm) como el microorganismo con los mayores halos de
inhibicion; mientras que las bacterias con los menores halos de inhibicién
fueron E. agglomerans, E. marcescens y S. typhi (Me=6 mm). El extracto de las
hojas no presenté halos de inhibicion, pero si mostré6 una reducciéon en el
crecimiento poblacional bacteriano. Respecto a la CMI y CBM el extracto F
(inmaduro fresco libre de compuestos no polares) alcanzé una CMI de hasta

0.125 mg/mL y una CBM por arriba de 4 mg/mL siendo éste el mas activo de



los extractos probados. En el caso de las hojas, las concentraciones ensayadas
para el extracto H1 (metandlico crudo) de MIC y CBM mostraron una mayor
actividad frente a bacterias Gram positivas. El efecto del extracto F (inmaduro
fresco libre de compuestos no polares) sobre la curva de crecimiento de S.
aureus ATCC 12398 y V.cholerae No-01 indica que en el primero de los casos
el efecto es bacteriostatico aplicando una concentracion de 0.175 mg/mL, sin
embargo; con las concentraciones de 0.25 mg/mL y 4.0 mg/mL el efecto es
bactericida. En el caso de V.cholerae No-01 el efecto es bacteriostatico para
las tres concentraciones probadas. La mayoria de los extractos tanto del fruto
como de la hoja resultaron ser fuertemente téxicos. Los extractos tanto de la
hoja como del fruto presentaron actividad antioxidante. Estos resultados
validan el uso tradicional del fruto de esta especie para aliviar enfermedades

del tracto digestivo.



INTRODUCCION

El hombre desde sus inicios ha recurrido a la naturaleza en busca de su
alimento y de su salud. Por medio de errores y aciertos aprendié a conocer las
plantas que podian curarlo, y asi este conocimiento fue transmitido por
generaciones y fue enriqueciéndose con la experiencia y conocimientos

aportados a través del tiempo (Diaz, 1998; Gurib-Fakim, 2006).

El uso de las plantas para fines terapéuticos se pone de manifiesto por la
existencia de herbarios desde la época de los sumerios, asirios, los babilonios
o los fenicios. El papiro de Ebers (1700 a. C.), con mas de 20 m. de longitud,
encontrado en las ruinas de Luxor, almacena el uso medicinal de 700 plantas,
como el ajo o la adormidera. En China y el resto de Asia el uso de plantas para
tratar enfermedades se remonta a mas de 10 000 afos. Sin embargo, fueron
griegos y romanos los primeros en sistematizar en Occidente, a través de sus
escritos, el estudio de las plantas medicinales. Asi, Dioscorides, en su obra De

materia Medica, describe mas de 600 plantas de uso medicinal (Barrera, 2008).

Philippus Theopharastus Bombstus (1493-1541), mejor conocido como
Paracelso, enriquecid el tratamiento con las plantas medicinales de manera
particular, establecio la signatura de cada planta y sus aplicaciones segun su
color o su aspecto. Alejandro Magno introdujo en Europa un sin nimero de
plantas con propiedades curativas gracias a sus expediciones por Africa, Persia
y la India (Diaz, 1998).

En México, la mutua dependencia entre el hombre y las plantas satisfacen
innumerables aspectos de la vida, asi encontramos plantas que se usan para
diversos fines, tanto de orden alimenticio, como forrajero, de vestido,
ornamental o medicinal (Leén, 2005). Los conocimientos acerca de las plantas
medicinales en nuestro pais datan de épocas anteriores al descubrimiento de
América. Los indigenas en virtud de su intimo contacto con la naturaleza y por

una experiencia prolongada, habian adquirido amplios conocimientos sobre las



propiedades curativas de las plantas y las sabian aprovechar con acierto (Del
Valle, 2009).

En el siglo XVI en la Nueva Espafia se almacena y escribe el conocimiento
médico herbolario indigena en obras como el Cddice de la Cruz y Badiano, el
cual fue escrito en 1552. Otro documento es el Codice Florentino, escrito por
Fray Bernardino de Sahagun entre los afios 1558 y 1578. Todas estas obras
muestran la fusion de conocimientos, resultado de la Conquista, en donde la
herbolaria mexicana se complementa con especies medicinales traidas por los
espafioles como la manzanilla, el albahaca y la hierbabuena, por mencionar
algunas (Diaz, 1998).

En los siglos XVI y XVII hay obras importantes como las de Gregorio Lépez
(1674), las obras de Vicente Cervantes (1789-1832), las farmacopeas (1895),
los documentos del Instituto Médico Nacional (1889-1914) y la obra de
Maximino Martinez (1933) con su libro “Las plantas medicinales de México”,
que reunio la informacion que el IMSS (Instituto Mexicano del Seguro Social)

habia recabado en las dos ultimas décadas del siglo XIX (Diaz, 1998).

En la actualidad, las plantas medicinales constituyen un importante recurso
natural, siendo la primera y casi Unica opcion de salud de los segmentos mas
pobres de la sociedad, particularmente en los paises de tercer mundo. Y es
precisamente por este motivo que existe una cantidad notable de
medicamentos patentados cuya base lo constituyen, ya sea un metabolito
secundario de origen vegetal o alguna sustancia derivada de un principio activo

aislado de especies vegetales (Lechuga et al., 2000).

El aislamiento de los diversos compuestos quimicos sintetizados por las
plantas se inicio a partir del estudio de las especies medicinales (Cotton, 1996)
y es que sélo raramente la planta entera tiene valor medicinal, normalmente los
compuestos Utiles (metabolitos secundarios) se concentran en alguna de sus
partes: hojas, flores, cortezas, semillas, raices o frutos son las partes que se

utilizan con relativa frecuencia (Barrera, 2008).



El conjunto de reacciones quimicas que tiene lugar en un organismo
constituyen el metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la
energia termina en moléculas comunes a todas las células, necesarias para su
funcionamiento y el de los organismos. Se trata de aminoacidos, nucleoétidos,
azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y desempefiando las mismas

funciones. Se denominan metabolitos primarios (Avalos y Pérez, 2009).

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan
metabolitos secundarios (también denominados productos secundarios 0O
productos naturales). La caracteristica mas importante de los metabolitos
secundarios es su distribucidon restringida, se sintetizan en pequefas
cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccién
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a

algunas especies o subespecies (Avalos y Pérez, 2009).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
s6lamente tienen una gran importancia ecologica porque participan en los
procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el
establecimiento de las simbiosis con otros organismos y en la atraccion de
insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también
una sintesis activa de metabolitos secundarios se induce cuando las plantas
son expuestas a condiciones adversas como: a) el consumo por herbivoros
(artrépodos y vertebrados), b) el ataque por microorganismos: virus, bacterias y
hongos, c) la competencia por el espacio del suelo, la luz y los nutrientes entre
las diferentes especies de plantas y d) la exposicién a la luz solar u otros tipos

de estrés abidtico (Sepulveda et al., 2003).

Son numerosos los metabolitos secundarios Utiles para el hombre en diferentes
formas, entre estos estan: alcaloides, glicosidos, flavonoides, fenoles,

saponinas, taninos, terpenoides, etc. Son estos metabolitos secundarios,
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generalmente presentes en concentraciones bajas, los que ejercen un efecto
biolégico o farmacoldgico en los seres humanos. Es por ello que los estudios
fitoquimicos son wuna 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 estructura
guimica de estos compuestos, su biosintesis, su metabolismo y su distribucién

natural (Barrera, 2008).

Argueta y Cano (1994) mencionan que el fruto de Cyrtocarpa procera es
utilizado para aliviar fiebres, disenterias y diarreas. Tomando en cuenta lo
antes mencionado en este trabajo se estudid la actividad antibacteriana,
antioxidante y la toxicidad general del fruto y la hoja de Cyrtocarpa procera
Kunth (Chupandilla) (Apéndice 1) de la localidad de San Rafael, Coxcatlan,

ubicado en el estado de Puebla.



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 Kunth (Chupandilla), por ello es de suma importancia el

estudio de la misma.

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 diarreas. Para el siglo XX Maximino

Martinez la mencion6 como eficaz contra la lepra (Argueta y Cano, 1994).

La mayoria de los estudios fitoquimicos realizados para C. procera se enfocan
en estudiar la corteza de la planta, de la cual se ha comprobado su actividad

antimicrobiana (Martinez, 2009; Canales et al., 2005).

Se ha comprobado que algunos frutos presentan actividad antioxidante,

antimicrobiana y/o presentan toxicidad para algunos parasitos.

En el caso de la familia Anacardiaceae se han estudiado algunas especies
como Schinus polygamus (Cav.) Cabr del cual, fueron comprobadas las
actividades biolégicas (antiinflamatoria, antipirética, analgésica) que presentan

diferentes extractos de la corteza (Erazo et al., 2006).

También se encuentra la evaluacion de la toxicidad del extracto etandlico de
hojas y frutos del Schinus molle L. en ratas para posible uso como insecticida.
Dichos extractos no mostraron toxicidad a ningun érgano evaluado, por ello los
autores sugieren que los extractos deberian ser relativamente seguros para el

uso como insecticida (Ferrero et al., 2007)

Se han realizado estudios con frutos de otras familias botanicas, donde han
evaluado la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite esencial del fruto
de Chaerophyllum libanoticum Boiss. et Kotschy (Apiaceae) encontrando que

inhibe bacterias patdgenas humanas como Staphylococcus aureus, aunado a
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ello, el fruto presenta una capacidad antioxidante del 16% (Demirci et al.,
2007).

Lo antes expuesto sugieren que C. procera pudiera tener un efecto
antidiarreico, antiinflamatorio, etc., sin embargo, no hay estudios fitoquimicos
para el fruto y la hoja de esta especie, por lo que, se asume que C. procera es
poseedora de una gran variedad de metabolitos secundarios, los cuales le
atribuyen a la planta diversas actividades biolégicas. Es preciso mencionar que
este es el primer estudio sobre las propiedades medicinales y composicion
quimica del fruto de C. procera para la cual se plantearon los siguientes

objetivos.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antibacteriana, antioxidante y toxicidad general

del fruto y la hoja de Cyrtocarpa procera Kunth.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el rendimiento de los extractos de diferente polaridad del fruto y

la hoja de C. procera obtenidos mediante la técnica de maceracion.

Evaluar la actividad antibacteriana (método de difusion en agar de Kirby
Badler), toxicidad general (técnica sobre Artemia salina) y la actividad
antioxidante (método de reduccion del DPPHe) de los extractos

obtenidos.

Determinar de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) empleando el método de

macrodilucion en agar de los extractos activos.

Determinar la actividad bacteriostatica y/o bactericida de los extractos

activos mediante la curva de crecimiento bacteriana.

Determinar cualitativamente la presencia de fenoles, alcaloides y taninos

en los extractos activos, usando técnicas cualitativas.

Realizar el analisis de los extractos mediante una cromatografia liquida

de alta resolucion (HPLC).



METODOLOGIA

Colecta del material

El fruto de C. procera se colecté durante los meses de Junio a Septiembre del
2009 y la hoja en el mes de Noviembre del 2009 en la localidad de San Rafael,
Coxcatlan, Puebla (Apéndice 2). Un espécimen fue depositado en el Herbario
de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala (IZTA) con el siguiente numero
de registro: MPF 371.

Obtencién de los extractos

Para la obtencion del extracto herbal, se tomé6 la pulpa del fruto (en los
diferentes grados de maduracion), asi como de la hoja de C. procera; se partié
y se dej6é secar para obtener el extracto metandlico mediante la técnica de
maceracion descrita por Dominguez (1973) (Apéndice 3). Se realizO una
particion del extracto crudo con metanol y hexanos para determinar que
polaridad presentaba la actividad antibacteriana y ver si ésta incrementaba.
Asi, los extractos se filtraron y se concentraron a sequedad a presién reducida.
El rendimiento de los extractos se determiné por diferencia de peso con

relacion al peso seco de la planta.

*Simbologia de los extractos del fruto y la hoja

de C. procera.

Maduro seco crudo

Inmaduro seco crudo

A

B

C Inmaduro fresco crudo
D Inmaduro fresco hexano

E Inmaduro fresco acetato de etilo

F  Inmaduro libre de compuestos no polares
H1 Hojas crudo

H2 Hojas hexane

H3 Hojas acetato de etilo

H4 Hojas libre de compuestos no polares
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Evaluacién de la actividad antibacteriana

Microorganismos utilizados

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon los siguientes

microorganismos:

Bacterias

e Gram-positivas:
Staphylococcus aureus ATTCC 12398, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan.
Staphylococcus aureus ATTCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Streptococcus pneumonie aislada de un caso clinico donadas por el Hospital

Angeles (Metropolitano).

e Gram-negativas
Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae INDRE 206 aislado de agua
contaminada, Vibrio cholerae aislado de un caso clinico (estas cepas
corresponden al grupo 01, productor de enterotoxinas, serotipo Inaba, biotipo El
Tor), Vibrio cholerae CDC V12, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter
agglomerans ATCC 27155, Enterobacter aerogenes, fueron donadas por el
laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan, Yersinia enterocolitica, fue
donada por el laboratorio de andlisis clinicos de la CUSI de la FES Iztacala
(UNAM) y Salmonella typhi ATCC 19430. Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 53218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus
mirabilis, Yersinia enterocolitica, Serratia marcences aisladas de casos clinicos,

donadas por el Hospital Angeles (Metropolitano).

Evaluacién cualitativa

La actividad antibacteriana se evalué de acuerdo con el método de difusiéon en

agar Kirby-Bater (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice 4). Como
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control positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con Cloramfenicol (25 ug
por disco). Los discos se impregnaron con 2000 pg del extracto a probar. Como
controles negativos se utilizaron sensidiscos con el solvente empleado (10pL)
para evitar errores en los resultados y comprobar que no tienen ningun efecto

sobre los microorganismos. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.

Pruebas estadisticas

A los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana se les realizé un
andlisis de varianza (ANOVA de dos factores) para determinar si existen

diferencias significativas sobre sensibilidad entre las cepas bacterianas.

Evaluacién cuantitativa

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM) se utilizé la técnica de dilucion en agar (Koneman,
1996) (Apéndice 5). Las concentraciones empleadas para los bionsayos
cuantitativos fueron las siguientes: 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125
pg/mL.

Actividad de los extractos sobre la curva del crecimiento bacteriano

Para determinar si el extracto tenia un efecto bactericida o bacteriostatico se
evaluo su actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano, para la cual se
preparé un tubo para cada concentracion del extracto (%2 MIC, MIC y CBM) y
otro para el testigo, de esta forma se muestred desde el tiempo cero y después
a intervalos de una hora durante los cuatro primeros tiempos, posteriormente
dos muestras con intervalos de dos horas, una muestra a las 12 horas y
finalmente a las 24 horas. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.
(Muroi et al., 1993) (Apéndice 7).
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Evaluacién de toxicidad

La prueba de toxicidad general en crustaceos de agua salina in vivo se llevé a
cabo usando los extractos del fruto y la hoja sobre larvas Nauplio Il de Artemia
salina (Leach). Siguiendo el método modificado de Nifio et al., (2006) con las
concentraciones: 1000, 100 y 10 pg/mL., los ensayos se hicieron por triplicado
(Apéndice 8).

Evaluacién antioxidante

La evaluacion antioxidante se llevd a cabo mediante el método de reduccion
del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPHe) método modificado de Murillo

(2006). Se evaluo el extracto a diferentes concentraciones (Apéndice 9).

Deteccién cualitativa de metabolitos secundarios

Fenoles

Se tomd una muestra de los extractos diluidos en metanol y se le agregé
cloruro férrico. En caso de dar positivo para fenoles se obtiene un precipitado
verde oscuro que sugiere derivados de catecol o un color azul intenso

indicando derivados del pirogalol (Dominguez, 1973).

Taninos

En agar sangre se colocaron tres sensidiscos con 2 mg de la muestra a
evaluar. Se dejo en incubacion a 36°C durante 24 horas. Si hay presencia de
taninos se observa un halo alrededor de cada disco resultado de la hemolisis

de la sangre (Dominguez, 1973).

Alcaloides:

Por la gran heterogeneidad de los alcaloides existen numerosas pruebas
coloridas o de precipitacion que soélo son positivas con ciertos grupos de
alcaloides, por lo que se han propuesto para clasificaciones parciales. En este

caso se utilizaron unas gotas del reactivo de Dragendorff, ya que al agregarlo
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precipita y da una coloracion anaranjado-marron, dando asi positivo en el

contenido de alcaloides (Dominguez, 1973).

También se comprobo 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).

Analisis de los extractos mediante cromatografia liqguida de alta

resolucion.

Se realizé una cromatografia liquida de alta resolucion a los extractos (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/min y con un detector de arreglo de
diodos (DAD) a una longitud de onda de 260nm y realizando un barrido

completo de 200-400 nm.
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RESULTADOS

FRUTO

Colecta de la planta
El fruto del arbol de C. procera (Chupandilla) fue colectado durante los meses
de Junio a Septiembre del 2009 en la localidad de San Rafael, Coxcatlan,

Puebla. Los datos de la especie se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Datos etnoboténicos de la especie

Nombre cientifico Cyrtocarpa procera Kunth

Nombre comun Chupandilla

Familia Anacardiaceae

Parte utilizada Fruto

Uso Para el tratamiento de la diarrea o

soltura: se cuece un puiito de la
cascara en 1 litro de agua y se toma
como agua de uso, durante cuatro
dias o el tiempo necesario (Masaibo y
He, 2009)

El uso reportado es para el estado de Nayarit.
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Rendimiento del extracto

El rendimiento de los diferentes extractos del fruto de C. procera se observa en
el Cuadro 2. De los seis extractos obtenidos el que obtuvo el mayor
rendimiento fue el inmaduro seco (B) con 43.26%.

Cuadro 2. Rendimiento de los diferentes extractos del fruto de C. procera.

Extractos

A 164.95 23.87
B 28.82 43.26
C 79.09 9.54
D 3.96 0.47
E 0.32 0.38
= 70.19 8.50

A: maduro seco crudo (respecto a 690.78 g de fruto fresco); B: inmaduro seco crudo (respecto a 66.79 g de fruto seco);
C: inmaduro fresco crudo (respecto a 829.28g de fruto fresco); D: inmaduro fresco hexanico (respecto a 829.28g de
fruto fresco); E: inmaduro fresco acetato de etilo (respecto a 829.28g de fruto fresco); F: inmaduro fresco libre de
compuestos no polares (respecto a 829.28g de fruto fresco), D,E y F se obtuvieron a partir de C.

Actividad Antibacteriana

EVALUACION CUALITATIVA

Las seis bacterias Gram positivas probadas mostraron sensibilidad para todos
los extractos, mientras que de las catorce cepas bacterianas del grupo Gram
negativas, solo E. coli no mostré sensibilidad frente a ninguno de los extractos
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Actividad antibacteriana de los diferentes extractos del fruto de C. procera.

HALOS DE INHIBICION (mm)

GRUPO BACTERIA
A B C D E F
S.aureus  ATCC 6.0+0.0 13.0+2.6 12.3+t0.6  6.3x0.6 7.0+0.0 8.3+1.1
291213
E. faecalis 6.0£0.0 14.7+1.2 14.7£1.2 7.3x0.6 7.6+0.6 10.3+0.6
Poc';sirSCas B. subtilis 8.3+0.6 8.0+1.0 6.3t0.6  8.6+0.6 7.6t1.5 7.6%0.6
S. epidermidis NA 13.0+1.7 10.0+0.0 8.6+2.1 6.0+0.0 12.0+4.6
S. pneumoniae 8.7£0.6 12.0+1.7 9.7£1.7 8.0£0.0 9.7£1.5 15.6x0.6
S.aureus  ATCC NA 10.0£1.0 11.7£#1.5 N.A N.A 7.6+1.1

12398

A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; D: inmaduro fresco hexanico; E: inmaduro

fresco acetato de etilo; F: inmaduro fresco libre de compuestos no polares; N.A: no activo. Halos de inhibicion en mm;
valor promedio de 3 repeticiones; los extractos fueron probados con una concentracién de 2mg/10ul por sensidisco.
Todas las especies bacterianas mostradas fueron sensibles al cloramfenicol (25ug/disco).

La evaluacion de la actividad antibacteriana de los seis extractos de C. procera

mostré que el grupo bacteriano de las Gram positivas (Me=8; M. es la mediana

de los datos obtenidos) tuvo mayores halos de inhibicibn comparado con el

grupo bacteriano Gram negativas (Me=7) (Figura 1).
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Figura 1. Halos de inhibicion de los dos grupos bacterianos.

Los resultados del andlisis de varianza de un factor (ANOVA) mostraron que
hay diferencias significativas (F=23.35, P=0) entre la sensibilidad de los grupos
bacterianos Gram positivas y Gram negativas al aplicarles los seis diferentes

extractos del fruto de C. procera.

La bacteria que presento los halos de inhibicion de mayor diametro para los
seis diferentes extractos probados fue S. pneumoniae (Me=9.5); mientras que
las bacterias con los menores halos de inhibicion fueron E. agglomerans, E.

marcescens y S. typhi (Me=6) (Figura 2).
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Figura 2. Halos de inhibicion de las cepas bacterianas probadas en los diferentes

extractos del fruto de C. procera.

Simbologia: S. aureus 1: S. aureus ATCC 291213; S. aureus 2: S. aureus ATCC 12398; Y. enterocoitica 1: Y.
enterocolitica aislada de un caso clinico donada por la CUSI-FESI y Y. enterocolitica 2: aislada de un caso clinico
donada por el Hospital Los Angeles

Los resultados del andlisis de varianza de un factor (ANOVA) mostraron que
hay diferencias significativas (F=5.83, P=0) entre los halos de inhibicién de

cepas bacterianas probadas en los diferentes extractos del fruto de C. procera.

De los seis extractos probados del fruto de C. procera, el extracto que mostro
los mayores halos de inhibicion fue el inmaduro fresco libre de compuestos no
polares: F (M¢=8.5), mientras que el extracto con los menores halos de
inhibicién fue el maduro seco crudo: A (M=6) (Figura 3).
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Figura 3. Halos de inhibicién de los diferentes extractos del fruto de C. procera.

Simbologia: A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; D: inmaduro fresco hexanico; E:
inmaduro fresco acetato de etilo; F: inmaduro fresco libre de compuestos no polares.

Los resultados del andlisis de varianza de un factor (ANOVA) mostraron que
hay diferencias significativas (F=11.95, P=0) entre los halos que presentan los

seis diferentes extractos del fruto de C. procera.

El grupo bacteriano de las Gram positivas mostré6 los mayores halos de
inhibicién en los seis diferentes extractos del fruto de C. procera, por otro lado,
el grupo de las Gram negativas mostrO menor sensibilidad al presentar halos

de inhibicibn menores para los seis diferentes extractos (Figura 4).

El grupo de bacterias Gram negativas probadas para los seis diferentes
extractos mostraron que el extracto con los mayores halos de inhibicién fue el
extracto inmaduro fresco libre de compuestos no polares: F (Me=8), mientras
que los extractos con los menores halos de inhibicion fueron los extractos:
maduro seco crudo (A); inmaduro fresco crudo (C) asi como el fruto inmaduro

fresco hexanico (D, Me=6) (Figura 4).
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El grupo de bacterias Gram positivas probado para los seis diferentes
extractos, mostré que el extracto que con los mayores halos de inhibicién fue
el inmaduro seco crudo: B (Me=12), mientras que el extracto con los menores

halos de inhibicion fue el maduro seco crudo: A (Me=6) (Figura 4).
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Figura 4. Halos de inhibicion de los grupos bacterianos (Gram positivas, Gram negativas)

y los diferentes extractos de C. procera.
Simbologia: A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; D: inmaduro fresco hexanico; E:
inmaduro fresco acetato de etilo; F: inmaduro fresco libre de compuestos no polares

Los resultados del analisis de varianza de dos factores (ANOVA) muestran que
hay diferencias significativas (F=8.88, P=0) entre la actividad que presentan los

grupos de bacterianos frente a los extractos del fruto de C. procera.

EVALUACION CUANTITATIVA
Los resultados obtenidos de la determinacion de la CMI y CBM de cinco de los
diferentes extractos del fruto de C. procera se muestran en el cuadro 4.

El extracto maduro seco (A) presentd a S. neumoniae como la bacteria mas
sensible (CMI=0.50mg/mL; CBM >5mg/mL), seguida por B. subtilis y V.
cholerae cc con una CMI de entre 3 - 4 mg/mL y una CBM mayor a 5mg/mL

aproximadamente.
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La bacteria mas sensible para el extracto inmaduro seco crudo (B) fue E.
faecalis (CMI=0.25mg/mL; CBM >4mg/mL). Las bacterias S.marcescens y
E.agglomerans no presentaron sensibilidad bajo ninguna de las

concentraciones probadas.

Respecto al extracto inmaduro fresco (C) la bacteria mas sensible fue S.
pneumoniae al requerir bajas concentraciones para inhibir la bacteria
(CMI=1mg/mL; CBM=2mg/mL), B. subtilis y V. cholerae cc (CMI=2mg/mL;
CBM=4 mg/mL) respecto a la sensibilidad presentada en el resto de las
bacterias que requieren concentraciones para CMI de alrededor de 4mg/mL y

CBM mayor de 4mg/mL.

Para el fruto inmaduro fresco hexanico (D) las bacterias mas sensibles fueron
V. cholerae No-01 (CMI=1mg/mL; CBM=4mg/mL), S. aureus ATCC 12398 y V.
cholerae cc (CMI=2mg/mL; CBM=4mg/mL) respecto a la sensibilidad
presentada en el resto de las bacterias que requieren concentraciones para
CMI de alrededor de 2mg/mL y CBM mayor de 4mg/mL. Sin embargo, S.
aureus ATCC, fue la cepa que mostré la CMI mas baja (0.125mg/mL). Las
bacterias menos sensibles fueron P. miriabilis, E. agglomerans, V. cholerae
agua y V. cholerae Tor que requieren concentraciones de 4 y mayores a

4mg/mL para CMI y CBM respectivamente.

La bacteria méas sensible para el extracto inmaduro fresco libre de compuestos
no polares (F) fue V. cholerae No-01 (CMI=0.125mg/mL; CBM=0.5mg/mL), ya
que las concentraciones para inhibir su crecimiento son bajas, seguidas por S.
aureus ATCC 12398 vy S. typhi (CMI=0.25mg/mL; CBM>2mg/mL). Ademas, en
general las cepas bacterianas mostraron mayor sensibilidad frente a este

extracto al obtener concentraciones menores de CMI y CBM.
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Cuadro 4. Determinacion de CMI y CBM de los diferentes extractos del fruto de C.
procera.

GRUPO BACTERIA EXTRACTOS (mgimL)

CMi | CBM | CMI | CBM | CMI | CBM | CMI | CBM CMI CEM

S aureus ATCC299213 2800 =600 40p  »400 »400 =400 0425 >=400 400 =400

E fecals 025 =400 400 =400 200 =400 200 »»4.00

Posifivas B gyblils 300 =000 4op =400 200 400 200 =400 100 3400
5. epidermidis 200 400 =400 =400 200 =400 200 400
5 oneumonise 050 500 200 400 100 200 200 400 0125 2400
5. aureus ATCC 12398

100 ==400 =400 =400 200 400 025 =200

A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; D: inmaduro fresco hexanico; F: inmaduro
fresco libre de compuestos no polares. El extracto E: inmaduro fresco acetato de etilo no fue probado para este
ensayo debido al poco rendimiento que se obtuvo.
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Actividad del extracto del fruto inmaduro fresco libre de
compuestos no polares (F) sobre la curva de crecimiento
bacteriano.

El efecto del extracto del fruto fresco inmaduro libre de compuestos no polares
(F) sobre la curva de crecimiento de S. aureus ATCC 12398 y V.cholerae No-
01 se observa en las figuras 5 y 6 respectivamente; el efecto es bacteriostéatico
en S. aureus ATCC 12398 aplicando una concentracién de 0.175 mg/mL, ya
que el crecimiento bacteriano se ve disminuido, sin embargo; con las
concentraciones de 0.25 mg/mL y 4.0 mg/mL el efecto es bactericida al verse
inhibido el crecimiento bacteriano por completo a partir de las 12 y 8 horas
respectivamente. En el caso de V.cholerae No-01 el efecto es bacteriostéatico
para las tres concentraciones probadas. Sin embargo; en la concentracion
0.625 mg/mL la poblacion se ve disminuida a las 12 horas de exposicion.

w 6 - —4—Testigo

£

2 ~8—0.175

> = mg/mL

-§ ‘“E‘- 0.25 mg/mL
s )

% =]

(=] == .0 mg/mL
2

o

S

0] 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo de exposixion (h)

Figura 5. Actividad del extracto del fruto inmaduro fresco libre de compuestos no polares
(F) sobre la curva de crecimiento de S. aureus ATCC 12398.
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Figura 6. Actividad del extracto del fruto inmaduro fresco libre de compuestos no polares
(F) sobre la curva de crecimiento de V. cholerae No-01.

Toxicidad

Los resultados sobre el porcentaje de muerte de Artemia salina de los
diferentes extractos del fruto de C. procera se observa en el cuadro 5 donde
cinco extractos resultaron ser fuertemente téxicos (A, C, D, E y F), mientras
que el extracto inmaduro seco crudo (B) present6 un toxicidad moderada.
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Cuadro 5. Toxicidad general de los diferentes extractos del fruto de C.procera sobre
Artemia salina.

EXTRACTO ECUACION R? CLso (ng/mL) Grado de
Toxicidad

A 1/Y = 0.3074 (1/x) + (0.0129) 0.97 43.29 Fuerte
B InY =2.55 +0.2843 (In x) 0.95 119.54 Moderada

c 1/Y = 0.1990 (1/x) + (0.0094) 0.99 18.77 Fuerte

D 1/Y = 14.6168 (1/x) + (- 0.1587)  0.80 83.83 Fuerte

E 1/Y = 0.1051(1/x) + (0.0094) 0.99 9.95 Fuerte

F 1/Y = 0.3903 (1/x) + (0.0111) 0.99 43.93 Fuerte

A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; D: inmaduro fresco hexanico; E: inmaduro
fresco acetato de etilo; F: inmaduro fresco libre de compuestos no polares.

Actividad antioxidante

Los valores de la actividad antioxidante de los diferentes extractos del fruto de
C. procera se muestran en el cuadro 6. El extracto del fruto de C. procera que
presenté la mejor actividad antioxidante fue el extracto del fruto inmaduro
fresco crudo (C) con una concentracion de 45.15 pg/mL debido a que se
necesita una menor concentracion del extracto para reducir el DPPHe respecto

a los demas extractos.
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Cuadro 6. Actividad antioxidante de los diferentes extractos del fruto de C. procera.

Catequina Y = 20.019x +4.236 0.997 2.28
B Y = 0.8472x + 2.3284 0.986 56.26
c Y = 0.7912x + 14.285 0.979 45.14
F Y = 0.9548x>9%! 0.949 53.34

B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo; F: inmaduro fresco libre de compuestos no polares.
*Catequina: Antioxidante de referencia

*Los extractos D: inmaduro fresco hexanico y E: inmaduro fresco acetato de etilo no fueron probados en este ensayo
debido al poco rendimiento que se obtuvo.

Deteccion de metabolitos secundarios

De acuerdo a las pruebas cualitativas hechas a los extractos: A, B, Cy F
resultaron ser positivos para cloruro férrico (presencia de fenoles), asi como
para agar sangre (presencia de taninos). Para Dragendorff y Mayer que
detectan presencia de alcaloides la prueba dio negativo.

Cromatografia liquida de alta resolucion

Este analisis es muy importante en el estudio de los componentes quimicos de
las plantas, y debe ser tratado como tema principal en un trabajo posterior. En
este caso se consideré un complemento del estudio principal y se abordd en

forma preliminar.
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La cromatografia se realiz6 solo a cuatro de los seis extractos: A, B, Cy F
(Figura 7, 8, 9 y 10) debido al poco rendimiento que se tuvo de los demas.
Entre los compuestos solo se pudieron reconocer dos grupos de los
compuestos fendlicos: fenoles y flavonoides, en los cromatogramas de las
muestras se observan compuestos fendlicos que tienen caracteristicas
similares (tiempo de retencion, forma y espectros de absorcion) lo que podria
indicar que algunas de las moléculas estan presentes en ambos estados de

madurez (Cuadro 7).

L, AP B ) R AL 1

KRN

2629

600H

2828

e — %)

5316
10,126

Figura 7. Cromatograma del extracto A (maduro seco crudo) del fruto de C. procera.
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Figura 8. Cromatograma del extracto B (imaduro seco crudo) del fruto de C. procera.
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Figura 9. Cromatograma del extracto C (imaduro fresco crudo) del fruto de C. procera.
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Figura 10. Cromatograma del extracto F (inmaduro fresco libre de compuestos no polares)
del fruto de C. procera.
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Cuadro 7. Tiempo de retencion y UV Amax de los compuestos de los extractos del fruto de

C. procera.

Tiempo de retencién (min.)

A 2.629,2.828,3.116,3.980,5.093,5.780,7.301,7. | 274,274,272,282,284,268,28 | Fenol
614,8.052,9.316,10.125,11.026. 4,272,274,278,276,264.
14.176,14.964,17.275.18.184. 268-354,266-346,270- Flavon
344,274-342. oide
B 2.618,2.690,3.153,4.055,4.975,5.595,7.212,7. 276,276,274,264,274,272,28 Fenol
569,7.887,8.964,9.317,9.983,10.779. 8,262-
280,264,276,276,266,256.
14.092,17.133,18.497. 266-356,270-354,268-354. Flavon
oide
C 2.636,2.780,3.173,4.061,5.013,5.692,7.280,8. | 280,276,276,278,278,278,28 | Fenol
010,9.266,10.010,10.858. 6,282,280,278,280.
13.958. 272-362. Flavon
oide
F 2.626,2.731,3.157,4.038,4.974,5.640,7.229,7. | 278,276,274,278,276,274,28 | Fenol
908,9.892,10.695. 8,276,276,276.
13.797,16.886,16.392 268-358,272-360,270-360. Flavon
oide

A: maduro seco crudo; B: inmaduro seco crudo; C: inmaduro fresco crudo y F: inmaduro fresco libre de compuestos no
polare. Los tiempos de retencion y la Amax S€ corresponden en el orden de aparicion.
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m HOJAS

Colecta de la planta
Las hojas del arbol de C. procera fueron colectadas durante el mes de

Noviembre del 2009 en la localidad de San Rafael, Coxcatlan, Puebla.

Rendimiento del extracto

El rendimiento de los diferentes extractos de las hojas de C. procera se
observa en el cuadro 8. El extracto metandlico crudo (H1) tuvo un rendimiento
de 6.8%. La particion a partir de H1 que tuvo el mayor rendimiento fue el

metandlico libre de compuestos no polares (H4 = 2.20%).

Cuadro 8. Rendimiento de los diferentes extractos de la hoja de C. procera.

Extractos

H1 17.73 6.8
H2 5.15 1.98
H3 0.43 0.16
H4 5.73 2.20

H1: hojas crudo; H2: hojas hexano; H3: hojas acetato de etilo; H4: hojas libre de compuestos no polares (respecto a
260g de hoja secas).

Actividad Antibacteriana

EVALUACION CUALITATIVA

Ningun de los extractos present6 actividad frente a las 20 cepas probadas pues
no exhibieron halos de inhibicion. Unicamente en el extracto H1: hojas crudo,
fue donde se observaron halos de inhibicidon que no estaban bien definidos, es
decir, sOlo se observdé una reduccion en el crecimiento de la poblacion

bacteriana (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Halos de inhibici del extracto crudo (H1) de las hojas de C. procera.

HALOS DE
GRUPO BACTERIA INHIBICION
H1 (mm
S. aureus ATCC 291213 8.0+£0.0
E. faecalis 8.3+£0.6
Gram

Positivas  B. subtilis 7.3£0.6
S. epidermidis 10.0+0.0
S. pneumoniae 8.0+0.0
S. aureus ATCC 12398 11.0£0.0
P. miriabilis 8.7+0.6
S.marcescens 13.0+0.0
E. agglomerans N.A

Gram P. aeruginosa 7.7+0.6

Negativas
V. cholerae agua N.A
V. cholerae cc 10.6+0.6
V. cholerae Tor 11.0+£0.0
Vch No-01 7.0+0.0
S. typhi 7.7+ 0.6
E. aerogenes 10.0+0.0
E. coli ATCC 25922 10.0+0.0
E. coli ATCC 53218 9.0+0.0
Y. enterocolitica Angeles 8.0+0.0
Y. enterocolitica CUSI 9.0+0.0

N.A: no activo. Halos de inhibicion no bien definidos.

EVALUACION CUANTITATIVA

Se calcul6 CMI y CBM del extracto crudo de la hoja (H1), se probaron seis
diferentes concentraciones de 1 hasta 6mg/mL, los resultados se observan en
el Cuadro 10. Las bacterias que obtuvieron los valores mas bajos de CMI y

CBM fueron las Gram positivas, por lo cual fueron las mas sensibles.
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Cuadro 10. Determinacion de CMI'y CBM del extracto crudo (H1) de la hoja de C. procera.

GRUPO BACTERIA EXTRACTO (mg/mL)
CMI CBM
. aureus ATCC291213 6.00 >6.00
. feacalis 3.00 4.00
Gram
Positivas . subtilis 2.00 3.00
. epidermidis 4.00 6.00
. pneumoniae 3.00 4.00
. aureus ATCC 12398 6.00 >6.00
. miriabilis 6.00 >6.00
. enterocolitica Angeles  6.00 >6.00
. enterocolitica CUSI 6.00 >6.00
Gram
Negativas . cholerae cc 5.00 6.00
. cholerae Tor 5.00 6.00
. typhi 6.00 >6.00
. aerogenes 6.00 >6.00

Toxicidad

Los resultados sobre el porcentaje de muerte de Artemia salina de los
diferentes extractos de la hoja de C. procera se observa en el Cuadro 11. Tres
de los cuatro extractos probados resultaron ser fuertemente téxicos con
excepcion del extracto libre de compuestos no polares (H4) que presentd una

toxicidad moderada.
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Cuadro 11. Toxicidad general de los diferentes extractos de las hojas de C. procera sobre
Artemia salina.

EXTRACTO ECUACION R? CLso (ng/mL) Grado de
toxicidad

H1 1/Y = 0.0577 (1/x) + (0.0098)  0.9988 5.68 Fuerte

H2 1/Y = 0.6273 (1/x) + (0.0104)  0.9764 6.56 Fuerte

H3 1/Y = 0.0196 (1/x) + (0.0100) 0.9876 1.96 Fuerte
H4 50+50 =19.543(LN*x) 0.9643 166.82 Moderada

H1: hojas crudo; H2: hojas hexano; H3: hojas acetato de etilo;H4: hojas libre de compuestos no polares.

Actividad antioxidante

Los valores de la actividad antioxidante de los diferentes extractos de la hoja de
C. procera se muestran en el cuadro 12. El extracto de la hoja de C. procera
gue presentd la mejor actividad antioxidante fue el libre de compuestos no
polares (H4) con una concentracion de 6.60 pg/mL debido a que necesita una

menor concentracion para reducir el DPPHe respecto a los demas extractos.
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Cuadro 12. Actividad antioxidante de los diferentes extractos de las hojas de C. procera

EXTRACTO ECUACION ACso (g/mL)
Catequina Y = 20.019x +4.236 0.997 2.28
H1 Y = 2.2135x + 13.04 0.857 16.67
H3 Y = 2.5377x + 3.321 0.983 18.39
H4 Y = 4.5994x"2%3 0.977 6.60

H1: hojas crudo; H3: hojas acetato de etilo; H4: hojas libre de compuestos no polares
*Catequina: Antioxidante de referencia.

Deteccion de metabolitos secundarios

De acuerdo a las pruebas cualitativas hechas al extracto H1 (al presentar una
reduccion en el crecimiento de la poblacion bacteriana) resultaron ser positivos
para cloruro férrico (presencia de fenoles). Para Dragendorff y Mayer que

detectan presencia de alcaloides la prueba dio negativo.
Cromatografia liqguida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se realiz6 con el extracto

H1 el cual resulto tener: 1) flavonoides y 2) fenoles (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma del extracto H1 (Hojas crudo) de C. procera.

Cuadro 13. Tiempo de retencion y UV Amax de los compuestos del extracto H1 de
C. procera.

Extracto Tiempo de retenciéon (min.)

Compuesto

H1 2.616,2.792,3.151,4.849,5.756, | 278,272,272,276,272,274,278,278,276,276. Fenol
6.369,8.083,9.012,9.702,10.94
9.
12.350,14.057,15.956. 266-354,272-358,268-354. Flavonoide

H1: hojas crudo, los tiempos de retencion y el Ly Se corresponden en el orden de aparicién
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DISCUSION

Con la finalidad de controlar ciertos padecimientos, entre ellos los infecciosos,
el hombre ha utilizado a las plantas para la elaboracion de medicamentos. Las
plantas constituyen una fuente natural en la busqueda de compuestos con
actividad farmacoldgica. Mediante técnicas microbiolégicas se ha demostrado
que una gran cantidad de extractos y compuestos provenientes de plantas
tienen actividad sobre microorganismos asociados a enfermedades infecciosas
(Mukhlesur et al., 2005; Prashanthe et al., 2006).

El fruto de C. procera relata Francisco Hernandez (S. XVI) “es muy astringente
y destila una baba sumamente glutinosa; ésta, untada, cura las fiebres, se
administra contra las disenterias y las diarreas”. Mientras que para el siglo XX
Maximino Martinez lo menciona como eficaz contra la lepra (Argueta y Cano,
1994). Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado
dentro de la medicina tradicional, pues se encontré que el fruto tanto maduro
como inmaduro presenta actividad antibacteriana, por lo que, el presente
trabajo valida el uso medicinal tradicional del fruto de esta especie.

FRUTO

Rendimiento de los extractos

Respecto al rendimiento de los seis diferentes extractos probados del fruto de
C. procera, el mayor rendimiento se obtuvo del extracto inmaduro seco (B) con
43.26% (Cuadro 2), debido en parte al menor contenido de humedad. Ademas,
esto puede indicar en primera instancia la presencia de una mayor cantidad de
compuestos de naturaleza polar o de polaridad media comparados con el
porcentaje obtenido de los otros extractos. También, que la concentracién de
éstos varia dependiendo el grado de maduracion del fruto, debido a que la
maduracion de los frutos se caracteriza por una serie de transformaciones
quimicas que determinan los cambios de sabor, color, consistencia y aroma.

Las sustancias acumuladas durante el desarrollo se transforman de manera
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lenta y progresiva hasta que el fruto alcanza las condiciones de aroma y

jugosidad que permiten clasificarlo como maduro (Madrigal, 2009).

Actividad antibacteriana

EVALUACION CUALITATIVA

En México las infecciones bacterianas son uno de los principales problemas de
salud y el surgimiento de bacterias resistentes a antibiéticos ha complicado el
panorama. Lo anterior ha incentivado el desarrollo de nuevos antimicrobianos.
Esto aunado al interés (en décadas recientes) en la medicina tradicional como
alternativa terapéutica, ha originado que la busqueda de compuestos
antibacterianos en plantas medicinales se haga mas intensa (Camacho et al.,
2001).

De acuerdo a los resultados de la actividad antibacteriana realizados en este
estudio (veinte cepas), seis bacterias Gram positivas mostraron sensibilidad
para todos los extractos, mientras que de las catorce cepas del grupo Gram
negativas, E. coli no mostr6 sensibilidad frente a ninguno de los extractos
(Cuadro 3). La evaluacion de la actividad antibacteriana de los seis extractos
de C. procera mostré que el grupo bacteriano de las Gram positivas (Me=8)
tuvo mayores halos de inhibicion comparado con el grupo bacteriano Gram

negativas (M=7) (Figura 1).

El analisis de varianza de un factor (ANOVA) mostré6 que hay diferencias
significativas (F=23.35, P=0) entre la sensibilidad de los grupos bacterianos
Gram positivas y Gram negativas al aplicarles los seis diferentes extractos del

fruto de C. procera.

Los resultados anteriores probablemente se deban a las diferencias
estructurales y composicion de los diferentes grupos bacterianos y a la
susceptibilidad de cada cepa al extracto probado, debido a que los péptido
glucanos en el caso de las bacterias Gram positivas se encuentran dentro de
una matriz compuesta de acidos teicoicos, teicurdnicos y lipoteicos; lo cual le

confiere a la pared celular una carga negativa neta, necesaria para que la
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célula asimile cationes divalentes; esta caracteristica la hace mas sensible a
los compuestos polares, a diferencia de las Gram negativas en donde
estructuralmente presenta una membrana mas resistente a los disolventes
organicos y menos permeable a las moléculas de caracter hidrofébico
(Cimanga et al., 2002; Gros et al.,1985; Nikaido y Nakae, 1979).

Ademas, los principales problemas de resistencia detectados en América
Latina lo producen las bacterias Gram negativas, principalmente los bacilos no
fermetadores como Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. (resitencia a
carbapenem), Escherichia sp. y Klebsiella sp. (altas tasas de resistencia a 13-
lactimicos y con produccion de RB-lactamasa de espectro extendido),
Enterobacter sp. y otras enterobacterias como Serratia sp. y Citrobacter sp.

(productoras de R-lactamasas cromosomicas inducibles) (Zampini et al., 2007).

De las veinte cepas bacterianas la que present6 los halos de mayor diametro
ante los seis diferentes extractos fue S. pneumoniae (M=9.5) y es que se sabe
que de manera natural dentro del tracto respiratorio superior y digestivo del
hombre existe gran cantidad de bacterias que no causan ninguna enfermedad
como es el caso de S. pneumniae, sin embargo, cuando la persona se
encuentra inmunodeprimida, alguno de estos organismos puede ser oportunista
y ocasionar enfermedades (Chart, 2002). Probablemente lo antes mencionado

sea la causa de la dimensién de los halos observados.

Por su parte S. pneumniae es un microorganismo patdégeno que puede causar
infecciones menores (otitis media aguda y sinusitis), 0 invasoras severas
(neumonia, meningitis, septicemia, fiebre, mas raramente artritis, peritonitis)
principalmente en ancianos, nifios y personas inmunodeprimidas (Ruvinsky,
2001; Foster, 2000).

La gran variedad de trastornos gastrointestinales de origen infeccioso son
generalmente causados por bacterias Gram negativas como Vibrio cholerae y
las Salmonellas que se manifiestan con diarreas, vomitos y deshidrataciones
(Chart, 2002; Foster, 2000; Mims et al., 1999).
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Las bacterias Gram negativas que mostraron los menores halos de inhibicion
frente a los diferentes extractos fueron E. agglomerans, S. marcescens y S.
typhi (Me=6) (Figura 2). Los resultados del andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) mostraron que hay diferencias significativas (F=5.83, P=0) entre los
halos de inhibicion de las cepas bacterianas probadas frente a los diferentes

extractos del fruto de C. procera.

De los seis extractos probados del fruto de C. procera, el extracto que mostré
los mayores halos de inhibicion fue el inmaduro fresco libre de compuestos no
polares (F, M¢=8.5), mientras que el extracto con los menores halos de
inhibicion fue el maduro seco crudo(A, Me=6) (Figura 3). Los resultados del
andlisis de varianza de un factor (ANOVA) mostraron que hay diferencias
significativas (F=11.95, P=0) entre los halos que presentan los seis diferentes

extractos del fruto de C. procera.

La actividad del extracto (F) frente a las 20 cepas probadas puede atribuirse a
gue en su composicion quimica los metabolitos secundarios son de naturaleza
polar o de polaridad intermedia (Toledo et al.,, 2008). Lo anterior fue
corroborado con la cromatografia HPLC realizada en este estudio, donde se
obtuvieron la presencia de flavonoides, asi como fenoles a los que se les
pueden atribuir dicha actividad pues es sabido que los compuestos fendlicos
contribuyen a la salubridad alimentaria debido a sus propiedades
antibacterianas. Asi, se ha constatado que los polifenoles son mas eficaces
sobre las bacterias Gram positivas que sobre las Gram negativas, las formas
aglicosiladas son mas activas en la inhibicion del crecimiento microbiano que
sus correspondientes formas glicosiladas, las quinonas tienen mas actividad
antibacteriana que las formas no oxidasas, y la presencia de grupos —OH libre
en posicion C5 o C7 del anillo A de los flavonoides favorece el poder

antibacteriano de los mismos (Pérez, 2003a).

Respecto a la diferencias de la actividad antibacteriana presentada en los
diferentes estados de maduracién Barberan y Espin (2001) mencionan que
cuando se examina el contenido fendlico de especies frutales, se admite que

los factores genéticos y ambientales son resposables de la variacion en la
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distribucion cualitativa, mientras que la variacion cuantitativa se debe a la

variedad, estado de madurez y también a las condiciones ambientales.

El grupo bacteriano de las Gram positivas mostro los mayores halos de
inhibicion en los seis diferentes extractos del fruto de C. procera, por otro lado,
el grupo de las Gram negativas mostrO menor sensibilidad al presentar halos
de inhibicidbn menores para los seis diferentes extractos (Figura 4).

El grupo de bacterias Gram negativas probadas para los seis diferentes
extractos mostraron que el extracto con los mayores halos de inhibicion fue el
extracto inmaduro fresco libre de compuestos no polares (F, M=8), mientras
que los extractos con los menores halos de inhibicion fueron los extractos
maduro seco crudo (A), inmaduro fresco crudo (C) asi como el fruto inmaduro
fresco hexanico (D M.=6) (Figura 4). El grupo de bacterias Gram positivas
probado para los seis diferentes extractos, mostré al extracto B como el
extracto con los mayores halos de inhibicion (Me=12), mientras que el extracto
con los menores halos de inhibicion fue el maduro seco crudo (A, Me=6) (Figura
4). El comportamiento anterior de los grupos bacterianos frente a los extractos
puede atribuirse como anteriormente se menciona, a la presencia de
polifenoles que los cuales tienen una mayor eficacia sobre las bacterias Gram

positivas.

Los resultados del analisis de varianza de dos factores (ANOVA) muestran que
hay diferencias significativas (F=8.88, P=0) entre la actividad que presentan los

grupos de bacterianos frente a los extractos del fruto de C. procera.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado para la actividad
antibacteriana, antimicrobiana e incluso la actividad antiparasitaria de los
demas miembros de la familia Anacardiaceae. La actividad farmacolégica de
Schinus polygamus (Erazo et al., 2006), incluso actividad insecticida de los

extractos de hojas y frutos S. molle (Ferrero, et al., 2007).

Cabe mencionar que otros de los estudios de la familia Anacadiaceae, aunque

realizados con aceites han resultado tener una fuerte actividad antibacteriana.
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Tal es el caso del aceite obtenido de diferentes partes de la planta de Schinus
polygamus (Erazo et al., 2006) o como el estudio realizado por Kubo et al.,
2006 que demostré la efectividad del aceite del fruto del marafion (Anacardium
occidentale L.) que contiene acidos anacardicos, mismos que les confieren
actividad antioxidante y antimicrobiana con una potente actividad antibacteriana
frente a bacterias Gram positivas. Probablemente estudios posteriores podrian
dilucidar si el extracto o aceite no solo del fruto sino de la semilla de C. procera
pudieran contener este tipo de compuestos.

EVALUACION CUANTITATIVA

Los resultados cualitativos de la actividad antibacteriana, se confirmaron al
obtener los valores de CMI y CBM (Cuadro 4). En la determinacion de CMI y
CBM el extracto F presentd la mayor actividad principalmente frente al grupo de
las Gram positivas. El extracto F (inmaduro fresco libre de compuestos no

polares) alcanzé CMI de hasta 0.125 mg/mL y CBM por arriba de 4mg/mL.

El extracto menos activo fue el A (maduro seco crudo) al presentar para la
mayoria de las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas una CMI

de entre 4 y arriba de 5mg/mL y CBM mayores de 5mg/mL.

Esta evaluacion demostr6 nuevamente que las bacterias Gram positivas son
las mas sensibles es decir, que obtuvieron menores concentraciones en la
medicion para CMI en los cinco extractos, y aunado a lo anterior, al menos una
bacteria Gram positiva (S. pneumoniae) presentd la mayor susceptibilidad

respecto a las demas cepas evaluadas en cada uno de los extractos.

Las bacterias con mayor sensibilidad (con valores mas bajos de CMI y de
CBM) fueron: S. pneumoniae (extracto A (CMI=0.5mg/mL; CBM=5.0mg/mL) y
C(CMI=1.0mg/mL; CBM=2.0mg/mL), B. subtilis (extracto A (CMI=3.0mg/mL;
CBM >>5.0mg/mL) y C (CMI=2.0mg/mL; CBM=4.0mg/mL), E. faecalis (extracto
B (CMI=0.25mg/mL; CBM>4.0mg/mL), S. aureus (extractos F(CMI=0.25mg/mL;
CBM>2.0mg/mL) y D (CMI=0.125mg/mL; CBM>4.0mg/mL) todas ellas Gram
positivas.
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La mayoria de las bacterias Gram negativas fueron menos susceptibles, con
excepcion de V. cholerae cc (extractos A (CMI=4.0mg/mL; CBM>5.0mg/mL), C
(CMI=2.0mg/mL;CBM=4.0mg/mL),D(CMI=2.0mg/mL;CBM=4.0mg/mL),V.choler
ae No-01(extractos D(CMI=1.0mg/mL; CBM=4.0mg/mL) y F (CMI=0.125mg/mL;
CBM=0.5mg/mL) y S. typhi (extractos F (CMI=0.25mg/mL; CBM>2.0mg/mL).

Los resultados de la presente investigacion son respaldados por estudios que
demuestran que los frutos comestibles combaten bacterias patégenas y son
usados en la medicina tradicional para aliviar diversas enfermedades
infeccionas. Ejemplo de ello es el estudio que hizo Paula y Martins (2000)
quienes comprueban la accidn antibacteriana de extractos hidroalcéholicos de
tallos, hojas y frutos de la mora (Rubus urticaefolius), obteniendo que la parte
con la mayor accion antibacteriana es la del fruto y dentro de las cepas mas
sensibles al extracto encuentran a B. subtilis, E.coli, Proteus miriabilis,
Pseudomona aeruginosa y S. aureus. Otro ejemplo es el estudio llevado a cabo
por Mohanty y Cock en el 2009 donde evaluaron la actividad antibacteriana y
toxicidad general del extracto metandlico del fruto de Myrciaria caulifloria en
donde reportan que el extracto tiene una mayor actividad frente a bacterias

Gram-positivas que a las Gram Negativas.

También estd la investigacion realizada por Camacho et al. (2001) quienes
evalian el potencial antibacteriano de extractos metandlicos de los frutos de
siete especies silvestres del estado de Sinaloa: aguama (Bromelia pinguin L.),
nanchi (Byrsonimia crassifolia L.), ayale (Crescentia alata H.B.K.), pinglica
(Ehretia tinifolia), arrayan (Psidium sartorianum), guamduchil (Pithecellobium
dulce (Roxb) Benth) y papache (Randia echinocarpa Moc et sess.) utilizados en
la medicina tradicional en México, ademas de ser consumidos como alimento.
De esta forma Camacho et al. (2001) concluyen que los extractos de aguama,
nanchi y arrayan presentan un amplio espectro antibacteriano principalmente

ante las cepas de Staphylococcus.

La diferencia en la actividad de los diferentes extractos y las concentraciones
que presentan las bacterias en CMI y CBM pueden deberse muy

probablemente como ya se ha mencionado a lo largo de este estudio a la
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presencia de los compuestos fendlicos presentes, asi como también a la
concentracion en la que se encuentran dependiendo del estado de maduracién

del fruto.

Actividad del extracto del fruto inmaduro fresco libre de compuestos no
polares (F) sobre la curva de crecimiento bacteriano.

Respecto a las curvas de crecimiento, un farmaco bactericida destruye la
bacteria (Levinson, 2004), tal es caso del extracto F frente a S. aureus ATCC
12398 (Figura 5) donde con las concentraciones de 0.25 mg/mL y 4.0 mg/mL
se ve inhibido el crecimiento bacteriano por completo a partir de las 12 y 8
horas respectivamente. En cambio un farmaco bacteriostatico inhibe el
crecimiento del microorganismo, pero no lo destruye Levinson, 2004); como el
efecto que presenta este mismo extracto sobre V.cholerae No-01, que bajo
ninguna de las concentraciones probadas (0.625,0.125 y 0.5 mg/mL) la
poblacién es inhibida por completo pues solo se observan bajas en el nimero
poblacional bacteriano.

De acuerdo con Levinson (2004), para que un antibiético sea util, debe poseer
toxicidad selectiva, es decir, la inhibicion selectiva del crecimiento de los
microorganismos sin dafar al hospedero. Esto se consigue explotando las
diferencias entre el metabolismo y la estructura del microorganismo y las
caracteristicas correspondientes a las células humanas. También menciona la
existencia de cuatro dianas de las células bacterianas que son suficientemente
diferentes como para servir de base para la accion de farmacos clinicamente
efectivos: la pared celular, los ribosomas, los acidos nucleicos y la membrana

celular.

De este modo, se infiere que el extracto F (fruto inmaduro libre de compuestos
no polares) esta causando alguna lesion en alguna de las dianas mencionadas
por Levinson (2004) que también es confirmado por Davis et al., (1996) al decir
qgue la accion bactericida depende de la lesién irreversible de un elemento
celular que no puede ser sustituido, como al ADN o la cubierta celular, otro
punto de accidon bactericida son las proteinas requeridas para la sintesis de

ARN vy los ribosomas.
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Toxicidad

Artemia posee varias caracteristicas que han facilitado su uso en estudios de
toxicologia, como son un corto periodo de generacion (aproximadamente 20
dias en condiciones Optimas), su facilidad de manejo, almacenamiento, cultivo
y su disponibilidad. Estas caracteristicas coinciden con algunas de las
recomendaciones hechas en la seleccion de organismo para test de toxicidad,
todas estas razones han propiciado el uso de Artemia en toxicologia (Sarabia,
2002).

De acuerdo a los resultados obtenidos de la toxicidad general realizada a los
diferentes frutos de C. procera (Cuadro 5) se encontré segun Padmaja et.al.,
(2000), que el extracto A, C, D, E y F son altamente toxicos, mientras que el

extracto B tuvo una toxicidad moderada.

A pesar de que el fruto de C. procera present6 este nivel de toxicidad Mohanty
y Cock (2009) mencionan al respecto, que los extractos de plantas toxicas
pueden aun tener potencial medicinal, incluso si no son antimicrobianos.
McLaughlin et al., (1998) han demostrado que la toxicidad en el bioensayo de

A. franciscana puede indicar potenciales para tratar el cancer.

De esta forma, C. procera también podria ser probado contra lineas celulares
para el cancer humano y de este modo determinar su posible potencial como

medicamento anticancerigeno.

Actividad antioxidante

Las tendencias mundiales de la alimentacién en los ultimos afios indican un
interés acentuado de los consumidores hacia el consumo de frutas y vegetales,
que ademas del valor nutritivo aporten beneficios a las funciones fisioldgicas
del organismo humano. Estas variaciones en los patrones de alimentacién han
generado una nueva area de desarrollo en la que la ciencia de los alimentos y
de la nutricidn, junto con la investigacion clinica y biomédica, interactian de
una forma innovadora en el estudio de los llamados “alimentos funcionales”.
Estos se han definido como cualquier alimento en forma natural o procesada,

que ademas de sus componentes nutritivos contienen componentes
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adicionales que favorecen la salud, la capacidad fisica y el estado mental de
una persona. Un campo importante en la investigacion de los alimentos
funciones lo constituyen los polifenoles presentes en frutos y vegetales. En
este sentido, en los ultimos 10 afios las frutas, por su contenido y variedad de
polifenoles, se han reconocido cientificamente como fuente de biomoléculas
funcionales con actividad antioxidante que actian como mediadores de

diversos efectos benéficos en la salud (Konigsberg, 2008).

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o
retrasar la oxidacion de diversas sustancias principalmente de los &cidos
grasos cuyas reacciones se producen tanto en los alimentos como en el
organismo humano, el cual puede provocar alteraciones fisioldgicas
importantes desencadenantes de diversas enfermedades. Se ha documentado
cientificamente en muchos casos que los antioxidantes son potenciadores de la
salud y que su utilizacibn supone entre otras cosas la prevencion de
enfermedades cronicas y no transmisibles como algunos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares entre otras, de ahi la importancia de alimentos
con alto contenido de sustancias antioxidantes como las frutas y verduras
(Zamora, 2007).

En este estudio los extractos del fruto de C. procera (extractos B, C, F)
presentaron actividad antioxidante (Cuadro 6), colocandose en primer lugar el
extracto C (fruto inmaduro fresco crudo) con 45.15 pg/mL para reducir a un
50% al DPPHe. Es reconocido que las frutas presentan compuestos que actlan
como antioxidantes y que su consumo diario disminuye el riesgo de algunas

enfermedades como las cardiovasculares (Adebawo et al., 2006).

A nivel mundial los estudios realizados han mostrado diversidad en las
propiedades antioxidantes de las frutas. Asi, Palomo et al, (2009) encontraron
que los frutos de la frambuesa y el kiwi destacaron por su actividad antioxidante
y que los extractos de pulpa, respecto a los extractos acuosos, presentaron una

actividad levemente mayor.

48



Beltran et al., (2009) concluye en su estudio sobre el fruto de la pitaya
(Stenocereus stellatus Riccobono) que tiene una capacidad antioxidante similar
a la de algunos frutos del género Vaccinium considerados como los de mayor
actividad antioxidante y que el consumo de estos podria reducir el riesgo de
enfermedades cronicas e incluso lo considera como un alimento nutraceutico

potencial.

Respecto a las diferencias presentadas en la actividad antioxidante de los
extractos de C. procera el efecto puede deberse por una parte, al grado de
maduracidén que presentan y por el otro la presencia y proporcion en la que se
encuentran los fenoles y flavonoides detectados. Respecto al primer caso,
Pefa et al. (2006) reporta en su estudio sobre el fruto de frambuesa diferencias
en la actividad antioxidante entre los frutos inmaduros, maduros y muy
maduros, este Ultimo en promedio con mas del doble de antocianinas. También
informa que gran parte de los compuestos fendlicos presentes en los frutos
poseen actividad antioxidante; sin embargo, la magnitud de la actividad no es la

misma para todos los compuestos.

En el segundo caso, Pérez (2003b) menciona que la actividad antioxidante de
los flavonoides resulta de una combinacién de sus propiedades quelantes de

hierro y secuestradoras de radicales libres (RL).

Por su parte Konigsberg (2008) menciona que el mecanismo antioxidante de
los polifenoles fue ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo y es que
el creciente interés por este grupo se debe a la amplia actividad farmacoldgica
que presentan. Pueden unirse a los polimeros biolégicos, como enzimas,
transportadores de hormonas y DNA,; quelar iones metalicos transitorios, como
Fe?, Cu®*, Zn ?*, catalizar el transporte de electrones, y depurar electrones
libres. Debido a este hecho, se han descrito sus efectos protectores en
patologias como diabetes miellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,

Ulcera gastrica y duodenal, e inflamaciones.

Ademas, los flavonoides retiran oxigeno reactivo, especialmente en forma de

aniones superoxido, radicales hidroxilo, peroxidos lipidicos o hidroperoxidos.
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De esta forma, bloquean la accidén téxica de dichas sustancias sobre las
células. Sus efectos citoprotectores son patentes en fibroblastos de la piel
humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados
en presencia de sulfoxina-butionina, un inhibidor irreversible de la glutation
sintetasa. Diversos flavonoides también han demostrado su eficacia para
eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del &cido linoleico o de los
fosfolipidos de las membranas, la peroxidacién de los glébulos rojos o de la
autooxidacion de los homogeneizados de cerebro (Konigsberg, 2008).

Asi mismo se ha comprobado su potente capacidad de inhibir in vitro la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macréfagos, y
reducir la citotoxicidad de las LDL oxidasas. De hecho, las poblaciones que
consumen productos ricos en flavonoides estadisticamente presentan menores

riesgos de afecciones cardiovasculares (Konigsberg, 2008).

Las diferencias en los resultados encontrados por los diferentes investigadores
podrian explicarse en parte por las diferentes variedades botanicas de las
frutas utilizadas, como también diferencias de lugar, almacenamiento y

procesamiento.

Deteccion de metabolitos secundarios

Entre los metabolitos secundarios encontrados en el fruto de C. procera se
pudieron detectar taninos, asi como la presencia de fenoles por medio del
resultado positivo aplicando cloruro férrico y obtenerse un viraje verdoso
(Dominguez, 1973).

La cromatografia liquida de alta resolucion confirmé la presencia de
compuestos fendlicos, de los cuales solo se pudieron reconocer dos de los
grupos pertenecientes a estos compuestos:1) fenoles y 2) flavonoides, éstos
presentando caracteristicas similares en tiempo, forma y espectros de
absorcion que permitieron deducir la posible presencia de mismas moléculas
en ambos estados de madurez aunque en diferentes concentraciones (Figura
7, 8,9, 10; Cuadro 7).

50



Las plantas sintetizan una gran cantidad de productos secundarios que
contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ella del fenol, un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo. Desde el punto de vista de la estructura
quimica, son un grupo muy diverso que comprende moléculas sencillas como
los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y la lignina. En
el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides (Avalos y Pérez, 2009).

Dentro de los compuestos fendlicos se encuentran el grupo de los fenoles y
varias investigaciones demuestran la presencia de este grupo en los frutos
como el de la guayaba donde Rojas et al. (2008), reporta la presencia de este

grupo en las diferentes variedades de la pulpa de la guayaba.

Respecto a los flavonoides, Pérez (2003b) menciona que comprenden un
grupo de compuestos polifenélicos ampliamente distribuidos en las frutas y en
los vegetales, asi como en el té negro, el café, la cocoa, la cerveza y el vino

rojo.

Por su parte Tenorio et al., (2006) indica que estos compuestos tienen efectos
muy importantes en la bioquimica vy fisiologia de las plantas, en donde actian
como antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursores de sustancias
toxicas, asi como en la formacion de pigmentos Yy filtros solares. También estos
compuestos estan involucrados en mecanismos de fotosensibilizacion y de
transferencia de energia, regulando asi las reacciones de crecimiento, control
de la respiracion, fotosintesis, la morfogénesis, la determinacion sexual y la

defensa contra infecciones.

Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos muy
polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30 000 Da. Existen 13
subclases de flavonoides con un total de mas de 5 000 compuestos, todos
presentando un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 (difenil-propano)
derivados del &cido shiquimico y de 3 restos de acetato. Poseen propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas, antimicrobianas, antialérgicas,
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antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de enzimas, entre otras (Pérez,
2003b).

Asi mismo, se ha comprobado la presencia de metabolitos secundarios de este
tipo en otros frutos, los cuales tienen un gran interés industrial y comercial
desde el punto de vista farmacoldgico y alimentario. Por ejemplo, Botia et al.,
(1996) indican que el género Citrus produce entre otros compuestos,
cumarinas, flavanonas, flavonas y flavonoides libres y/o glicosilados. También
reportan que numerosos autores han revelado que la expresion de los
flavonoides en varias especies del género Citrus, esta relacionada con ciertos
estados de crecimiento celular, detectandose los maximos niveles para estos
compuestos secundarios, en tejidos jovenes tales como frutos inmaduros,
concluyendo que es posible modular la expresion de los flavonoides, con miras
a incrementar sus niveles en frutos y asi obtener un mayor rendimiento en el

proceso de extraccion para su uso industrial.

Otro ejemplo es el consumo de infusiones de té negro y verde, lima mexicana,
productos derivados del cacao, citricos, manzana, cereza, jitomate, cebolla,
entre otros, como fuente excelente de flavan-3-oles, los cuales ademas de ser
capaces de estabilizar o desactivar a los radicales libres antes de que ejerzan
un dafio a un érgano blanco, al parecer también son capaces de regular la
sintesis de glutatién, importante antioxidante celular endégeno (Keen et
al.,2005; Moskaug et al.,2005; Negishi et al.,2004;Tenorio et al., 2006; Ubando
et al.,2005).

Entre todas, las propiedades bioldgicas de tienen los flavonoides de mayor
interés han sido sus efectos antioxidantes, los cuales han sido blancos de un
sin nimero de estudios principalmente de corte clinico y nutricional, teniendo
en cuenta que a menudo dosis farmacéuticas de antioxidantes dietéticos
comunmente recomendados en todo el mundo, como es el caso de las
combinaciones vitaminicas (vitamina E,C y [-carotenos), no producen los
efectos esperados o estos resultan dafinos, por lo que para lograr una mejor
accion antioxidante se prefiere incluir en la dietas una mezcla de flavonoides y

taninos (Pérez, 2003b). A partir de esto y dado los resultados positivos que
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presenta el fruto de C. procera a las pruebas sobre la presencia de taninos y
flavonoides, el fruto puede llegar a ser un buen candidato para incluirse al igual

que otros frutos en la dieta como antioxidante.

Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos
hidrosolubles con estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas
macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina). Esta capacidad para
precipitarlas es la base de sus dos propiedades principales: su capacidad de

curtir la piel y su poder astringente (Kuklinski, 2000).

La presencia de taninos puede explicar la propiedad de astringencia que
menciona Francisco Hernandez (Argueta y Cano, 1994). Segun Kuklinski
(2000), los taninos son capaces de reaccionar con las proteinas salivales y las
glicoproteinas de la boca, por lo que la saliva pierde su poder lubrificante y se

obtiene un efecto astringente.

Debido a esta propiedad, son utilizados por via externa como cicatrizantes y
por via interna como antidiarreicos. El efecto antiaderreico lo ejercen en el
intestino y, para evitar los ardores de estbmago que producirian, se administran
combinados con albumina o gelatina. De esta forma, el tanino no se libera
hasta llegar al intestino, donde hay medio basico. La astringencia también les
confiere un uso como antisépticos, de este modo ofrecen una accion
bactericida y bacteriostatica asi como también la capacidad de captar radicales
libres e inhibir la peroxidacion lipidica (Kuklinski, 2000), por lo tanto, es posible
que la actividad antibacteriana y antioxidante del fruto de C. procera se deba

también a la presencia de este tipo de compuesto fendlico.

La informacién generada en este trabajo da soporte al uso que este fruto tiene
en la medicina tradicional. Asi mismo, es la base para posteriores
investigaciones sobre composicidn, aislamiento y caracterizacion de los

compuestos que imparten esta actividad bioldgica.
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HOJAS

Rendimiento del extracto

De los cuatro extractos obtenidos de las hojas de C. procera (Cuadro 8) el que
obtuvo mayor rendimiento fue extracto H1 (crudo) lo cual podria estar
indicando la presencia de compuestos de naturaleza polar o de polaridad

intermedia.

Actividad Antibacteriana

EVALUACION CUALITATIVA

Los extractos de las hojas de C. procera probados no presentaron actividad
frente a las cepas (Cuadro 9). Sin embargo, el extracto H1 (metanolico crudo,
6.8%) y de sus particiones el H4 (metandlico libre de compuestos no polares,
2.2%), mostré una reduccién en las poblaciones bacterianas tanto Gram

positivas como Gram negativas.

Es posible que este extracto pudiera tener actividad frente a las bacterias en
concentraciones mas altas de las probadas en este estudio ya que varias

investigaciones respaldan la actividad que presentan las hojas de otras plantas.

Por ejemplo: Vattuone et al. (2008) reportan las hojas de extractos del
“Guayacan” (Caesalpinia paraguariensis Par. Burk) con actividad antibacteriana
0 Martinez et al. (1997) quienes mencionan una actividad antibacteriana baja
de las hojas de la guayaba (Psidum guajava L.)

Ademas, esta actividad antibacteriana puede deberse probablemente a los
metabolitos secundarios que contiene como los flavonoides y fenoles y que
poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombdticas,
antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de

enzimas, entre otras (Pérez, 2003(b).

EVALUACION CUANTITATIVA
Dado los resultados de la prueba cualitativa del extracto H1, se decidio calcular

CMI y CBM bajo concentraciones de 1 hasta 6mg/ml (Cuadro 10). Como era
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de esperarse las CMI se alcanzan para bacterias Gram positivas con entre
3mg/mL y 6mg/ml y para Gram negativas con entre 5Smg/mL y 6mg/mL y CBM
en general con 6mg/mL o por arriba de 6mg/mL, siendo un poco més sensibles
las bacterias Gram positivas como se menciona anteriormente debido a las

diferencias estructurales entre ambos grupos bacterianos.

Al igual que menciona Martinez et al. (1997) con las hojas de guayaba, las
hojas de C. procera tienen una actividad antibacteriana baja principalmente

para las bacterias Gram negativas.

Ramirez y Diaz (2007) indican que el extracto de las hojas del Ruibarbo
(Rumex conglomeratus) presentan actividad inhibitoria contra Staphylococcus
aureus incluso la sugiere como una fuente de productos potenciales como

antibacterianos frente a microorganismo Gram positivos.

Toxicidad
Los resultados obtenidos sobre el porcentaje de muerte de Artemia salina de
los diferentes extractos de la hoja de C. procera (Cuadro 11) mostraron ser

fuertemente toéxicos.

Lo anterior evidencia el porque la gente no usa esta parte de la planta para
aliviar algan padecimiento y es que si bien algunas hojas de otras plantas son
utilizadas en la medicina tradicional sin presentar toxicidades fuertes otras si,
tal es el caso del estudio que realiza Meza (2008) quien reporta la toxicidad que
tienen las hojas de la berberina (Berberis rotundifolia) como téxicos no solo
para Artemia salina sino también con actividad citotéxica inhibiendo la division

celular en huevos fecundados de Loxechinus albus.

La evaluacion de la actividad bioldgica de especies vegetales a través de la
utilizaciéon de bioensayos, permite conocer en forma preliminar, eventuales
acciones farmacolégicas que compuestos contenidos en ellas podrian

presentar.
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Por lo anterior las hojas de C. procera podrian ser la base de eventuales
estudios sobre las propiedades farmacoldgicas que estas tienen por ejemplo,

contra lineas celulares para el cancer humano.

Actividad antioxidante

Los valores de la actividad antioxidante de los diferentes extractos de la hoja de
C. procera se muestran en el Cuadro 12. El extracto H4 presentd la mejor
actividad antioxidante con una concentracion de 6.60 pyg/mL para reducir el
DPPHe respecto a los demas extractos. Lo anterior por supuesto puede
atribuirse a los fenoles y flavonoides encontrados en las hojas y es que como
menciona Rice et al.(1989) la naturaleza quimica de los flavonoides es
predictiva de su actividad estabilizante de radicales libres, debido a que los
potenciales reductores de sus radicales libres son mas bajos que aquellos de
los radicales peroxilos y superoxidos, lo que significa que estos metabolitos
secundarios pueden inactivar esas especies prooxidantes y prevenir asi sus

efectos daninos.

De esta forma es comprobable la accion antioxidante de las hojas de C.
procera con otras investigaciones como la de Ortiz et al. (2009) quienes
estudiaron el potencial antioxidante de hojas de Bauhinia kalbreyeri Harms los
cuales mostraron alta funcionalidad antioxidante, quienes también aislaron
flavonoides que quelaron metales e inhibieron el NO indicando asi el potencial

de esta especie como antioxidante.

Deteccion de metabolitos secundarios

La prueba realizada para la presencia de fenoles hecha al extracto H1 quien
presentd una reduccion de las poblaciones bacterianas en la actividad
antibacteriana fue positiva y segun la cromatografia liquida de alta resolucién
arrojo como resultados que al igual que el fruto la hoja tienen fenoles y
flavonoides (Cuadro 16; Figura 11) a los que se les puede atribuir la capacidad

antioxidante y antibacteriana presentados en este estudio.

Finalmente, se espera que el desarrollo e integracion de los conocimientos

sobre esta planta lleve a su aprovechamiento racional.
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CONCLUSIONES

e Elfruto y no las hojas de C. procera tienen actividad antibacteriana.

e El grado de maduracion de los frutos afectd la actividad antibacteriana,

la toxicidad asi como la actividad antioxidante.

e Las bacterias Gram positivas fueron las mas sensibles a los extractos

del fruto y la hoja de C. procera.

e El extracto F (inmaduro fresco libre de compuestos no polares) presento
un efecto bactericida frente a bacterias Gram positivas y bacteriostéatico
frente a bacterias Gram negativas.

e Fruto y hojas tienen actividad antioxidante, el extracto del fruto inmaduro
fresco crudo (C) y el de las hojas libres de compuestos no polares (H4)

presentan la mayor actividad.

e Los extractos del fruto y la hoja de C. procera son fuertemente toxicos,
con excepcion del fruto inmaduro seco crudo (B) y el extracto de las
hojas libre de compuestos no polares (H4) que presentan un toxicidad
moderada.

e Los extractos del fruto de C. procera contiene taninos, fenoles y

flavonoides en sus diferentes estados de maduracion. La hoja tiene

fenoles y flavonoides.
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PERSPECTIVAS

Finalmente, es posible decir que el mundo vegetal constituye una fuente
importante de moléculas potencialmente terapéuticas, siendo por muchos afios
el origen de una gran cantidad de farmacos de utilizacion actual, realzando la
importancia de conocer las plantas medicinales en cuanto a sus principios
activos y actividades biolégicas. Por ende, es importante continuar con el
estudio de C. procera debido a que su uso como planta medicinal no solamente
se limita para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, sino que se
podria utilizar para otro tipo de afecciones, por lo que se proponen realizar los

siguientes estudios.

» Seguir realizando estudios para la evaluaciébn de otras actividades
biolégicas como antitumoral, cicatrizante, antiparasitario o incluso como
posible bioinsecticida.

» Purificar los extractos para aislar los componente puros asi caracterizar
los compuestos responsables de la actividad antibacteriana.

» Ampliar los estudios toxicolégicos e incluso realizar estudios citotoxicos.

» Respecto a su actividad como antioxidante en estudios futuros seria de
interés obtener mayor cantidad de masa con el fin de realizar un
aislamiento bioguiado de las moléculas que presentan dicha actividad, y
asi identificar quimicamente el principio activo.

» A pesar de su importante aceptacion en diversos mercados regionales y
su gran potencial de comercializacion, existe escasa informacion sobre
los mecanismos bioquimicos vy fisioldgicos relacionados con el proceso
de maduracion del fruto, informacién necesarias para establecer sus
requerimientos de manejo postcosecha.

» Realizar un estudio de viabilidad productiva para después promover el
consumo interno y su exportacion e incrementar el consumo local

mediante promocion y campafas.
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APENDICES

APENDICE 1
Clasificacion y descripcion botanica de Cyrtocarpa procera Kunth.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Cyrtocarpa

Especie: Cyrtocarpa procera Kunth

Nombre comun.

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

Botanicay 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 pelos y miden 2 cm. de largo

(Argueta y Cano, 1994) (Figura 1).

Figura 1. Cyrtocarpa procera Kunth
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Distribucion geografica.

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 meséfilo de montafa,
bosque de encino y de pino. Se encuentra ampliamente distribuida en: Colima,
Michoacéan, Estado de México, Puebla y Oaxaca (Argueta y Cano, 1994)
(Figura 2).

OCEANO
PACIFICO

Figura 2. Distribucidon geografica de Cyrtocarpa procera Kunth en México.

. Estados donde se localiza la especie C. procera

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 diarreas. Para el siglo XX Maximino
Martinez la mencion6 como eficaz contra la lepra (Argueta y Cano, 1994).
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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 Shiede ex Schlechter) se emplea para lavar
heridas y llagas y lograr una cicatrizacion mas rapida; administrada por via oral,
se usa para quitar el dolor de cintura en Nayarit. Se recomienda masticarla
para curar el dolor de muelas y 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).
En el estado de Nayarit se utiliza para el tratamiento de la diarrea o soltura: se

cuece un puiito de la cascara en 1 litro de agua y se toma como agua de uso,

durante cuatro dias o el tiempo necesario (Masaibo y He, 2009).
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APENDICE 2

Zona de Colecta
El fruto de C. procera se colecté en el poblado de San Rafael, municipio de
Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacéan, en el valle de Tehuacéan-

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 3).

48700 97°45' a7 a0 9715 97°00' 96°45' 96°30'

18°45'

184

/\\

\ 18°3

\

18730

18°15

18°00"

18°0

[ 245 - 888
889 - 1332
I 12331776
7oas| | 1777 - 2221
B 2222 - 2865
B 666 - 3109

17°4

10

17730

a8"00' 97°45' 97730 97"18' 97°00 96°45' 96730

Figura 3. Ubicacion geografica de San Rafael.

Clima

El clima es 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 (1991) calcula una
precipitacion 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 precipitacion casi duplicaron el

promedio anual, concentrdndose en los meses de junio a noviembre.
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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 Tehuacdn encuentra
su camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca
de San Diego, Chalma. Este pequefio rio el cual se convierte en el Rio Salado,
se une por un numero de cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de

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

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en
las regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos
grandes tipos: regosoles, predominantemente calcareos y regosoles éutricos y

xerosoles, predominantemente xerosoles haplicos.

Vegetacion
La vegetacién 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).

Fernandez (1999), reconocié por nivel topografico los siguientes tipos de
vegetacion en San Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter)
Backeberg, que se caracteriza por el predominio de cactaceas columnares

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

una alta densidad arbustiva.

Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa

polyantha (Brandegee), Fouquieria formosa (Kunth), asi como arbustos y
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hierbas como Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada aproximadamente a 1.5-

3.5 m por encima del nivel basal.

Fouquieria con especies dominantes como Fouquieria formosa, Bursera aptera
(Ramirez), Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pauciflora
(Brandegee), Senna wisliseni (DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia
fructicosa. Localizada en el nivel méas alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel
basal. La densidad de plantas en los estratos arbustivos y herbaceos es muy

baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

La poblacién.

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundo a principios del
siglo XX y cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria
de Salud, 2001). La mayor parte de la poblacion actual es nativa de San Rafael
y la actividad econémica mas importante es la 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).
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APENDICE 3

Técnica de Maceracion.

Se tomé el fruto en sus diferentes estadios de maduracién (maduro seco,
inmaduro seco e inmaduro fresco) desechando la semilla y se le agreg6é un
solvente de polaridad alta, en este caso se utilizé metanol. Una vez obtenido el
extracto, se destild el exceso de solvente a presion reducida. El extracto
obtenido se coloc6 en charolas de vidrio para completar la evaporacion del
solvente, finalmente se calculé el rendimiento total por diferencia de peso
(Dominguez, 1973).

APENDICE 4
Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer
(Vvanden Berghe y Vlietinck, 1991)
Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana

de los extractos herbales, la metodologia es la siguiente:

Medio:

Para los ensayos con las cepas bacterianas se utiliz6 como medio de cultivo
estandar el agar Mueller-Hinton (Bioxon 110-1), ya que promueve el desarrollo
de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente significativos. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si
es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccion lateral
aumentando el tamafio de las zonas de inhibicidn; un agar de mas de 4 mm de
espesor produce una mayor difusion del antibiético hacia abajo, con tendencia

a estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

In6culo

Bacterias:

Con un asa de siembra estéril se tocaron las superficies convexas de 4 0 5
colonias del microorganismo a ensayar. Se sumergié el asa en 10 ml de caldo
Mueller-Hinton (Bioxon 260) se enjuago bien el liquido para descargar todo el

material y luego se retiré el asa de siembra. Se incubo el tubo de cultivo a 37°C
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durante aproximadamente 24 horas o hasta que la turbidez del medio fuera
equivalente al estdndar N° 0.5 de McFarland. Esto equivale a una
concentracion de aproximadamente 1.5 x 10° bacterias/mL (este procedimiento

se realizo por cada microorganismo).

El estandar 0.5 de McFarland se prepar6 afiadiendo 0.5 ml de cloruro de bario
a 99.5 ml de H,SO4 0.36 N (Hendrickson, 1987, citado por Avila, 1996). La
comparacion de turbidez entre el estdndar y el caldo con los organismos en
estudio se efectué observandolos contra una cartulina blanca con lineas negras
horizontales o en su defecto con un espectrofotdmetro (Spectrénic 21 Milton
Roy) a 660 nm.

Si la suspension de organismos era mas turbia que el estandar, se afadio
solucion salina al 0.9 % hasta igualarlas. Una vez logrado esto, se sumergié un
hisopo de poliéster, estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de
retirarlo se elimind el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared
interna del tubo. Con este hisopo se inoculd la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton (Bioxon 110-1). Previamente se dejé que la placa alcanzara una
temperatura ambiente; es aconsejable mantener la tapa entreabierta para
permitir la evaporacion de cualquier exceso de humedad de la superficie del
agar. Finalmente, se sembré mediante estria por lo menos en tres direcciones,
dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada

estria.

Una vez seco el in6culo, la placa de agar Mueller-Hinton esta lista para la

aplicacion de las muestras a las que se les evallo su actividad antibacteriana.

Aplicacion de extractos:

Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos de papel Whatman del
N° 5 (los sensidiscos se utilizan para evaluar biolégicamente los extractos). En
todos los casos se hicieron las diluciones necesarias para que los sensidiscos
llevaran la cantidad deseada de extracto (2 mg por sensidisco).
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Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con los
extractos a evaluar se colocaron manualmente sobre la superficie del agar,

utilizando una pinza estéril.

Controles negativos:
Para los bioensayos preliminares se utilizaron sensidiscos con 10 pL de
metanol, dejandolo evaporar durante 12 hrs. al igual que los experimentales.

Control positivo:
Se evallo la sensibilidad de las cepas de las bacterias en sensidiscos con 25

ug de Cloramfenicol.

Incubacién:
Bacterias:

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de
susceptibilidad. Se colocaron en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51
con termostato) a 35 °C, sin mayor tension de CO,. Es preciso evitar presion de
CO, 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 &cido, lo cual tiende a estrechar falsamente
la zona de inhibiciobn. Asimismo, la actividad de diversos antibioticos puede
aumentar o disminuir con la caida del pH, produciéndose diferencias en las
velocidades de difusién y alteraciones de las zonas de inhibicién. Se incubaron
siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control (control

negativo).
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APENDICE 5

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

Método de macrodilucion en agar (Koneman 1996)

a) Preparacion de reactivos y diluciones:

Las disoluciones antibacterianas de trabajo se prepararon diluyendo el extracto
en el agar de Mueller-Hinton segun las concentraciones deseadas (125, 250,
500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 pug/mL). El agar se esterilizd6 en tubos de
ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o0 con tapones de algoddén. Se
colocé la cantidad necesaria del extracto para obtener la concentracion
requerida. Después de mezclar bien el contenido se transfiere a una caja de
Petri.

Inoculacion e incubacién de los tubos:

Se prepard un inéculo que contiene 10° 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). Posteriormente se incubaron los
tubos a 35°C durante 24 horas. No se recomienda la incubacion en atmdsfera
de CO, 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).

Determinacion de la concentracion bactericida minima.

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se
realizd la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de
diluciéon en agar. En aquellas cajas en donde se observd un descenso drastico
de la bacteriana (99.9%), se denominé Concentracion Bactericida Minima
(CBM).
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APENDICE 6

Microtécnica de dilucién 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 a los
antimicrobianos se determina en una serie de microtubos moldeados en una
placa plastica (placas de Elisa) la microplaca se prepar6 colocando 50 pL de

caldo Mueller-Hinton con la concentracion deseada del extracto a probar.

Se prepard una suspension bacteriana con un asa de siembra estéril tocando
las superficies convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar.
Se sumergio el asa en 10 mL de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260), se enjuagé
bien el liquido para descargar todo el material y luego se retird el asa de
siembra. Se incubd el tubo de cultivo a 37 °C durante aproximadamente 24
horas, o hasta que la turbidez del medio fuera equivalente al estdndar N° 0.5 de
McFarland. Esto equivale a una concentracién de aproximadamente 1.5 x 10°
bacterias/mL, de esta suspension se tomaron 100 L y se le adicionaron a 99.9
mL de solucién salina al 0.9% obteniéndose asi una concentraciéon de 10°
bacterias/mL. Cada concavidad se inoculé con 50 pL de esta suspension

bacteriana.

Una vez inoculada la placa se tap0 para evitar la desecaciéon y se incubo por 24
hrs. a 37 °C, pasado este tiempo se le afadieron 50 pL de una solucién de
cloruro de tetrazolio al 0.08% a cada concavidad, se incub6 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 7

Efecto del extracto sobre la curva de crecimiento bacteriano (Muroi et al.,
1993).

Se preparé 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 4 horas y
finalmente a las 12 y 24 horas. Posteriormente también se preparé y rotuld un

tubo sin antidoto que sirvié como control del desarrollo.

El in6culo se obtuvo aproximadamente con 1x10° bacterias/mL en un tubo de
ensayo con 10 mL de caldo Mueller-Hinton (esta concentracion bacteriana se
obtiene en un periodo de 24 horas de incubacion). Se inocul6 con ayuda de
una micropipeta 100 pL de la suspensién de bacterias en los tubos que
contenian los extractos, estos tuvieron la concentracion de CMI y sus multiplos
medios; esto es, la mitad de la CMI y CBM. La concentracion final fue de
aproximadamente de 1x10° bacterias/ mL de caldo en cada tubo. Se incubé en

una estufa sin presiéon de CO,,

Se muestreé cada hora las primeras 4 horas, después cada dos horas dos
tiempos y finalmente a las 12 y 24 horas. La duracion del experimento fue de
24 a 36 horas.

Por dltimo, se graficé el logaritmo del nimero de sobrevivientes en el eje de las
ordenadas “Y” contra el tiempo de incubacién del eje de las abscisas “X”, para
determinar el nUmero de impactos necesarios para que se produzca la muerte
de la bacteria, se prolongé la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su

interseccion con el eje de las ordenadas (Davis y Dulbeco, 1996).
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APENDICE 8

Método de toxicidad general (Método modificado de Nifio et. al., 200).

El ensayo se realiz6 con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach). En frascos
de vidrio transparentes se colocaron 10 mL de NaCl al 0.5%; posteriormente se
afadieron 10 larvas por frasco. La concentraciones del problema ensayado
fueron 1000, 100y 10 ppm (1.0, 0.10, 0.01 mg/mL).

Control Negativo.
Como control negativo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO), el cual es el solvente
empleado para disolver el problema, se utilizé el mismo volumen en que se

disolvio la concentracion mas alta del extracto a evaluar (500 pL).

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

Interpretaciéon de resultados
Se cuantific6 el numero de larvas sobrevivientes, las cuales debian

desplazarse de la misma manera que el grupo testigo.

La concentracion letal media (CLso) se determind para cada extracto
interpolandolo en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion

en mg/mL y a través del analisis de regresion lineal.

La actividad toxica general se considero débil cuando la LCsg esta entre 1000 y
500 ppm (0.5 y 1 mg/mL), moderada cuando la LCs esta entre 100 y 500 ppm
(0.1 y 0.5 mg/mL), y sefialado como fuerte cuando al LCsy se extiende a partir
de la 0 a 100 ppm (0 a 1 mg/mL).
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APENDICE 9
Método de Reduccion del Radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPHe)
(Método modificado de Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evallo midiendo el grado de decoloracion
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién
metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPHe) por la adicién del compuesto
activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de espectrometria
visible (VIS).

Aplicaciéon de Extractos

En una placa de ELISA se adicionaron 50 uL de la solucién problema a
diferentes concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, el solvente utilizado fué
metanol grado HPLC. Posteriormente a cada pozo con las concentraciones
sefaladas, se adicionaron 150 pL de una solucion metandlica de DPPH cuya
concentracion final es de 100 uM; inmediatamente se protegié de la luz y se
mantuvo en agitacion constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido
el tiempo se determind la absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA (Método
modificado de Murillo, 2006).

Blanco. Pozos con 200 pL de metanol

Control Positivo. Se utilizd catequina a las mismas condiciones que el

compuesto problema

Interpretacion de Resultados

Los resultados se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccién y se
calculd con la siguiente formula:

% de reduccién= (C-E/C)"100

En donde:

C= Absorbancia del DPPHe + metanol

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPHe + compuesto problema).
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