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RESUMEN

La especie Caesalpinia melanadenia, conocida cominmente como Ixcanelillo pertenece
a la familia Fabaceae, es utilizada por los habitantes del pueblo de San Rafael
Coxcatlan para el tratamiento de diferentes enfermedades de origen infeccioso. De C.
melanadenia no se han realizado estudios que verifiguen su actividad antimicrobiana,
por lo que el objetivo general del trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de C.
melanadenia a partir de dos extractos (metandlico y hexanico) de las partes aéreas de la
planta utilizando la técnica de maceracion. Mediante la técnica de difusién en agar Kirby-
Baler se evalud la actividad antimicrobiana en 35 cepas (10 bacterias Gram-positivas,
16 Gram-negativas y 9 levaduras) realizando cada ensayo por triplicado. La evaluacion
cuantitativa se llevd a cabo mediante la técnica de dilucion en agar para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM). Los resultados obtenidos de la evaluacion cualitativa de la
actividad antimicrobiana de los extractos de C. melanadenia, mostraron que la mayoria
de las cepas fueron sensibles al extracto hexanico, de las 28 cepas desafiadas 21 de
ellas presentaron halos de inhibicién, las que presentaron los mayores halos fueron las
levaduras Candida glabrata, Candida albicans aislada de urocultivo y Candida albicans
ATCC 14065, en cuanto a las cepas bacterianas los halos fueron menores y el algunos
casos como Escherichia coli y Yersinia enterocolitica no se presentd actividad. El
extracto metandlico, sélo presentd actividad en 14 de las 35 cepas siendo Bacillus
subtilis la cepa que mostré los mayores halos. En la determinacién de la Concentracion
Minima Inibitéria y Minima Bactericida, se determind que las cepas que tuvieron mayor
sensibilidad al extracto de C. melanadenia fueron Streptococcus pneumoniae Yy
Enterococcus faecalis que a una concentracién de 0.06 mg/mL se inhibe drasticamente
su crecimiento (MIC) y a una concentracion de 0.125 mg/mL su crecimiento es inhibido
totalmente (CBM). La bacteria que presentd mayor resistencia al extracto de C.
melanadenia fue Candida tropicalis ya que se requieren concentraciones de 2 mg/mL
para inhibir su crecimiento. Con estos resultados se valida el uso de C. melanadenia en
la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades de origen infeccioso.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana Caesalpinia melanadenia, Medicina tradicional.



INTRODUCCION

La busqueda de la capacidad curativa de las plantas es muy antigua y su uso medicinal
se ha ejercido por milenios; sin embargo en las Ultimas décadas del pasado siglo,
descendid mucho su utilizacion terapéutica, a expensas de los productos sintéticos. La
tradicion empirica de utilizar las plantas con fines medicinales se ha vuelto a incrementar
en los ultimos afios en particular en paises del tercer mundo, aun cuando esta practica

se extiende por todos los continentes (Sanabria, 2003).

Actualmente en México se conocen numerosas plantas que han sido y son empleadas
como medicamentos, principalmente en el medio rural. Estos recursos se han mantenido
por la tradicion cultural de diversas comunidades, de la comunicacién oral en la practica
de la comunidad. Las plantas medicinales son de amplia distribucion gracias a la
diversidad de las condiciones ambientales en el territorio que propicia diferentes tipos de
vegetacion y riqueza floristica; asimismo, por la pluralidad cultural existente en el pais
(Cervantes y Valdés, 1990).

Las plantas medicinales forman parte importante de los recursos terapéuticos que se
emplean en la medicina tradicional popular mexicana y que han representado una
alternativa para la salud de los diferentes grupos étnicos del pais (Aguilar y Camacho,
1985; Toledo, 1995).

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha estimado que mas del 80% de la
poblaciéon mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los tratamientos
tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos (Bermudez et
al., 2005).



Por la gran variedad botanica y cultural, que existe en nuestro pais, el estudio sobre el
conocimiento de las plantas medicinales y la realizacion de trabajos regionales son de
gran importancia ya que permite, tanto la integracion de estos conocimientos, asi como
el desarrollo de investigaciones a niveles mas complejos que contemplen la introduccion,
domesticacion y manejo de materiales botanicos de interés en el campo médico y

farmacéutico (Cervantes y Valdés, 1990).

El uso de extractos de plantas para el manejo de enfermedades de cultivos se remonta
al origen de la agricultura. Esta técnica a través de ensayo error, se fue perfeccionado
hasta que se fueron olvidando y cambiando por productos de sintesis quimica, que
fueron saturando los mercados al ofrecer aparentemente mas efectividad, pero también
dieron origen a la generacion de patdégenos mas resistentes, a la contaminacion del

ambiente y al desequilibrio agroecolégico (Viveros y Castafio, 2006).

Las plantas son una fuente de nuevas moléculas biol6gicamente activas, a través de un
sistema complejo de diferentes rutas biosintéticas, cuya principal fuente de activacion es
la fotosintesis y que por diversos procesos bioguimicos se obtienen los llamados
metabolitos primarios, y a partir de rutas metabolicas alternas se generan los llamados
metabolitos secundarios (alcaloides, esteroides, flavonoides, terpenoides, quinonas, etc.)
(Viveros y Castafio, 2006). La importancia de estas son las aplicaciones en la medicina
moderna, son fuentes directas de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima
para la fabricacibn de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura
guimica de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboracién de drogas
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxondémicos en la

busqueda de nuevos medicamentos (Cruz et al., 2008).

Los diversos efectos bioldgicos producidos por los metabolitos secundarios han incitado

la reevaluacion de los posibles papeles que estos compuestos desempefian en las



plantas. Recientemente se ha demostrado que tienen un significado adaptativo
importante en la proteccion contra herbivoros e infecciones microbianas, como
atrayentes de polinizadores y animales dispersores de semillas, asi como agentes
alelopaticos (competencia vegetal). Las diversas funciones ecoldgicas de los metabolitos
secundarios muestran el papel que estas sustancias desempefian en la supervivencia de
las plantas (Mendoza y Moreno, 2007). En los seres humanos se ha observado que
cubren un amplio espectro de efectos farmacoldgicos mostrando diversas propiedades
biologicas (antinflamatorios, antioxidantes, anticancerigenos y biocidas) (Kalemba y
Kunicka, 2003).

En México existen una gran variedad de plantas que son utilizadas en la medicina
tradicional y un ejemplo de estas es Caesalpinia melandenia perteneciente a la familia
Fabaceae (Apéndice 1) y es utilizada por los habitantes del pueblo de San Rafael
Coxcatlan para el tratamiento de diversas afecciones (antisépticas, antiinflamatorias,

actividad antifangica, antioxidantes, analgésicas y actividad contra el cancer, etc).

Varios estudios confirman que diferentes extractos de hojas, frutos, raices y corteza de
especies vegetales pertenecientes al género Caesalpiniatienen una variedad de
propiedades medicinales como la antiinflamatoria, antitumoral, antipirética, analgésica,
inmunomoduladora, filaricida, antibacteriana, antimicética, antiparasitaria y antiviral
(Mufioz, 2011)

Los extractos vegetales se han se definido como un concentrado obtenido de productos
naturales a traves de solventes apropriados, constituidos por una mezcla de principios
activos o sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una planta

fresca o seca (Lizcano y Vergara, 2008).



ANTECEDENTES

De C. melanadenia no se han realizado estudios, pero de otras especies del género
Caesalpinia se han reportado diversos usos medicinales principalmente como
antioxidantes, aunque también posee otras propiedades como se muestra en el

siguiente cuadro.

Cuadro 1. Aportaciones sobre el género Caesalpinia

Especie Autor y afio Estudio realizado

C. férrea Carvalho et al.,1996 Se evaluaron las propiedades anti
inflamatorias y analgésicas del extracto
acuoso de los frutos en edema inducido con
carragenina en ratas. Los resultados obtenidos
mostraron que se inhibi6 significativamente
mediante la administracion oral del extracto en
concentraciones de 300 mg/Kg.

C. pulcherrima  Srinivas et al., 2003 Se reportd6 por primera vez dos flavonoides
5,7-dimetoxi-3', 4'- metileno dioxiflavona vy
isobonducellin, por medio de la interpretaciéon
de espectros RMN 1D Y 2D, que tuvieron
actividad antimicrobiana.

C. mimosoides  Chanwitheesuk et Diferentes extractos fueron evaluados contra
al., 2005 bacterias patégenas humanas y cepas de
hongos. Entre estos, el extracto acuoso y los
extractos etandlicos mostraron una potente
actividad contra algunos microorganismos
ensayados.

C. sappan Pawar et al., 2008 Se describe que es una planta muy utilizada
en la medicina tradicional de la india ya que se
ha reportado actividad antibacteriana,
antioxidante, antiinflamatoria, asi como
actividades contra el cancer e
inmunosupresores.




C. pulcherrima  Chakraborthy et al., Se midio la actividad analgésica del extracto
2009 cloroférmico en ratones, en dosis de 50, 75 y
100 mg/Kg (P<0.05) mostrando efecto
analgésico caracterizado por la reduccion en
el nimero de contracciones.

C. boduc Ata et al., 2009 A partir de extractos etanolicos de obtuvieron
dos compuestos que fueron evaluados por su
actividad anti fungica.

C. cristay C. Das et al., 2010 Midieron en dos lineas diferentes de células

pulcherrima cancerigenas la citotoxicidad de diferentes
compuestos encontrados en dos especies de
Caesalpinia a partir de una investigacion
quimica. Reportando para C. crista dos
nuevos diterpenoides, 6-beta-cinamoiloxi-7-
acetoxi vouacapen-5-ol y 6-beta- benzolio oxi-
vouacapen-5-alfa-ol y para C. pulcherrima 12
F-desmetil neocalsalpina.

C. sappan Gan et al., 2010 Se evalu6 40 plantas medicinales como
nuevas fuentes antioxidantes naturales vy
encontraron que fue una de las especies que
presentaron mayor capacidad antioxidante,
equivalente a la de Trolox, asi como mayor
contenido de fenoles.

C. digyna Srinivasan et al.,, Compararon las propiedades antioxidantes de
2010 los extractos de la raiz de se sometieron a
pruebas estandar in vitro y en modelos in vivo.
Se determinaron los compuestos fendlicos
totales. El efecto del barrido del radical libre
fue comparable con la de referencia
antioxidante. Los resultados indicaron
claramente la propiedad antioxidante de la
raiz. La planta tiene un potencial terapéutico
muy bueno.



C. mimosoides

C. crista

Yodsaoue
2011

Santnami
Yadava
2011

et

y

al.,

Se obtuvieron de la raiz siete compuestos y
probaron actividad inhibitoria contra un
polisacarido (LSP) de &cido nitrico inducida
(NO) en lineas celulares, También se probaron
para el efecto inhibitorio sobre la liberacién
inducida LSP-factor de necrosis tumoral alfa
(TNF alfa) en RAW264.7. Los resultados
indicaron que cuatro de los componentes
poseen actividad inhibitoria potente para
ambas pruebas.

Se evaluo la actividad antibacteriana de cuatro
compuestos encontrados en las flores en
diferentes cepas Salmonella enteritidis,
Klesiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Micrococcus luteus, asi como
actividad  antifingica  contra  Fusarium
oxisporum, Aspergillus niger y Penicillum
digitatum. Encontrando actividad para ambos.




JUSTIFICACION

La plantas medicinales en la actualidad en nuestro pais tienen una gran importancia
debido a que no se cuenta con la suficiente capacidad de cubrir las necesidades de
atencion de salud, por lo que es necesario realizar estudios que validen
cientificamente el uso de las plantas como un recurso medicinal. Desgraciadamente
no existen muchos trabajos que comprueben la efectividad de muchas de estas
plantas, como es el caso de C. melandenia que no cuenta con ningun estudio
anterior y se sabe que es utilizada en la medicina tradicional mexicana. Debido a lo
anterior es de suma importancia validar cientificamente su uso y contribuir al

conocimiento de la flora medicinal de San Rafael Coxcatlan.



OBJETIVO GENERAL

>

Evaluar la actividad antimicrobiana de Caesalpinia melanadenia (Rose)

Standl.

OBJETIVOS PARTICULARES

>

Cuantificar el rendimiento de los sélidos obtenidos a partir extractos herbales de
las partes aéreas de C. melanadenia.

Determinar la actividad antibacteriana y antifiingica de los diferentes extractos de
C. melanadenia.

Obtener la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) de los extractos activos de C. melanadenia.

Determinar la concentracién fungicida media (CFsp) y concentracion fungicida
minima (CFM) de los extractos que presentan actividad.

Evaluar el efecto del extracto activo sobre las curvas de crecimiento de dos
cepas bacterianas (positiva y negativa) y un hongo levaduriforme.

Caracterizar fitoquimicamente el extracto activo.



MATERIALES Y METODOS
Area de colecta

La planta fue colectada en el municipio de San Rafael Coxcatlan, Puebla La
determinacion de la especie fue realizada por la M en C. Edith Lopez Villafranco del
Herbario IZTA de la FES lztacala y un ejemplar se deposité con el numero de colecta
HCM15, Noviembre, 2011 (Apéndice 2).

Obtencion de los extractos

Los extractos fueron obtenidos de las partes aéreas de C. melandenia mediante el
Método de maceracion (Dominguez, 1973) utilizando solventes de diferente polaridad
(hexano y metanol). Los extractos se filtraron y el exceso de solvente se destil6 a
presién reducida. Se determind el rendimiento total de los sdlidosobtenidos por

diferencia de peso (Apéndice 3).

Microorganismos a utilizados

Bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 12398, Staphylococcus
epidermidis y Bacillus subtilis donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES
Cuautitlan (UNAM). Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis aisladas de un caso
clinico, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae aislada de un caso clinico

donadas por el Hospital Angeles (Metropolitano).

Bacterias 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, Proteus

miriabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, aisladas de un caso clinico



Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, fueron donadas por el laboratorio
de microbiologia de la FES Cuautitlan (UNAM), Yersinia enterocolitica, donada por el
laboratorio de analisis clinicos de la CUSI de la FES lIztacala (UNAM), y Salmonella typhi
ATCC 19430. Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 53218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica,
Serratia marcescens aisladas de casos clinicos, donadas por ElI Hospital Angeles

(Metropolitano).

Levaduras:

Candida albicans aislada de urocultivo, Candida albicans y Candida tropicalis aisladas
de un caso clinico, donada por el laboratorio de Andlisis Clinicos FES Iztacala (UNAM).
Criptococcus neoformans, C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 14065, donadas
por la FES Cuautittan (UNAM), C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis aisladas de casos

clinicos, donadas por el Hospital Angeles (Metropolitano).

Hongos filamentosos:
Fusarium sporotrichum NRLL 3299, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes,
Fusarium moniliforme, donadas por el Laboratorio de Fisiologia vegetal de la UBIPRO,

FES-Iztacala y Rhyzoctonia solani donada por el INIFAP, Celaya, México.

Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana

Para la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se utilizd la técnica de
difusion en agar de Kirby-Batier (Koneman, 1991), realizando cada ensayo por triplicado.
Los sensidiscos se impregnaron con 2 mg del extracto a probar, como control positivo se
utilizaron sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol y como control negativo
se emplearon sensidiscos impregnados con 10 pL de cada uno de los disolventes

utilizados. (Apéndice 4)



Evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana

La Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Bactericida Minima se determind
utilizando la microtécnica de dilucion en agar (Koneman, 1991). Cada ensayo se realiz6
por triplicado. Las concentraciones para cada bioensayo fueron de 0.0312 a 2.0 mg/mL,
en progresion aritmética, se utilizd cloramfenicol como control positivo a diferentes

concentraciones (0.001-0.15 ug/mL). (Apéndice 5)

Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica.

Para la evaluacion cualitativa de la actividad antifungica de los extractos de C.
melandenia sobre los hongos filamentosos se utilizé el método cualitativo de inhibicion
del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). Se utilizaron sensidiscos impregnados con 2
mg del extracto a probar, los controles negativos fueron los solventes utilizados en
sensidiscos con 10 pL, como control positivo se usaron discos con 10 pg de ketoconazol.
(Apéndice 6) Para la evaluacion de la actividad antifungica sobre hongos levaduriformes
se empleo el método de difusion en agar de Kirby-Bauer, mediante el uso de agar papa

dextrosa (PDA). Como control positivo se utilizaron sensidiscos con 25 pg de nistatina.

Evaluacion cuantitativa de la actividad antifungica.

Para la evaluacion cuantitativa (CFso y CFM) del efecto del extracto activo sobre los
hongos filamentosos se utilizé el método de inhibicion del crecimiento radial (Wang y
Bun, 2002). Se empleé agar de papa dextrosa para su cultivo (PDA). Las
concentraciones para cada bioensayo fueron de 0.5 a 3.0 mg/mL, todos los ensayos se
realizaron por triplicado, como control positivo se usO ketoconazol a diferentes
concentraciones (0.01 - 7.00 pg/mL) y para el control negativo se utilizé la mayor
cantidad de solvente empleado en la dilucion. (Apéndice 7)

La evaluacion cuantitativa (CMI y CFM) del efecto de los extractos sobre hongos

levaduriformes se determino utilizando la técnica de dilucion en agar (Koneman, 1991).



Curva de mortalidad bacteriana.

Para la evaluacion de curva de sobrevivencia bacteriana se utilizd el método
propuesto por Kubo y col 1993, se evaluaron dos cepas bacterianas y un hongo
levaduriforme, contabilizando un total de 24 hrs divididos en 9 tiempos. Se utilizaron
las concentraciones siguientes: CMI, %2 CMI, CBM y un grupo testigo positivo y uno
negativo. (Kubo et al., 1993 citado en Avila, 1996). (Apéndice 8).

Caracterizacion Fitiquimica de el/los extractos activos

Los extractos se analizaron mediante reacciones para determinar la presencia y/o
ausencia de diferentes metabolitos secundarios (alcaloides, fenoles, glicésidos,

monoterpenos) (Apéndice 9), utilizando los reactivos sefialados en el cuadro 2.

Cuadro 2. Pruebas cualitativas para la identificacion de algunos
metabolitos secundarios de los extractos (Dominguez, 1973; Dey vy
Harbone, 1989).

Grupo Reactivo Coloracion
Alcaloides Dragendorff Precipitado café
Fenoles Cloruro feérrico Azul o verde
Glicosidos Molish Anillo morado
Monoterpenos Vainillina en acido sulfurico  Azul, morado, rojo

Andlisis estadisticos
A los resultados obtenidos de los bioensayos de la actividad antibacteriana se les
realizd un andlisis de varianza factorial, en donde los factores fueron: cepas

bacterianas y tipo bacteriano, con el paquete de computo Minitab versién 15.



RESULTADOS Y ANALISIS

Como se mencion6 C. melanadenia es utilizada para el tratamiento de enfermedades de
posible origen infeccioso asi como combustible o forraje, en cuanto a su forma de vida
es una planta arbustiva y es silvestre en el siguiente cuadro se muestran los datos
etnobotanicos de la especie.

Cuadro 3. Datos etnobotanicos de Caesalpinia melanadenia

I ——
Nombre Cientifico Caesalpinia melanadenia

(Rose) Standl.

Nombre comun Ixcanelillo, palo blanco
Familia Leguminosae

Género Caesalpinia

Nombre cientifico Caesalpinia melanadenia
Usos Como medicinal, forraje y lefia
Forma de uso Te / infusién

Parte utilizada Vaina, semilla, hojas

Numero de colecta HCM15

Fecha Noviembre, 2007



RENDIMIENTO DEL EXTRACTO

Los resultados obtenidos de la determinacion de los rendimientos de los extractos de la

parte aérea de C. melanadenia se observan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos de C. melanadenia

Extracto Peso (g) Porcentaje (%)
Metanolico 11.77 6.46
Hexéanico 3.51 1.78

I ——
El porcentaje se calculé con respecto a 181.4 g de la parte aérea de la
planta.

En cuanto al rendimiento de los extractos, podemos observar que el rendimiento del
extracto metandlico fue mayor (6.46 %), esto probablemente es debido a que los
componentes de la planta en su mayoria son de naturaleza polar, como por ejemplo
taninos, flavonas, lignanos, glucésidos etc.

EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Los resultados de la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de C.
melanadenia (cuadro 5) muestran que el extracto hexanico provocé los mayores halos
de inhibicion. Las bacterias que presentaron los halos de mayor tamarfio fueron las Gram
positivas como es el caso de S. epidermidis con un promedio de 17.0 + 1.0 mm y B.
subtilis aislada de un caso clinico con un promedio de 14.0 £ 1.0 mm, para este grupo
todas las cepas desafiadas presentaron halos de inhibicion, a diferencia del grupo de las
Gram negativas donde los halos que se formaron fueron de menor tamafio y solo se
presentd actividad en 11 de las 16 cepas que se probaron. Para el caso del extracto
metandlico solo se presentaron halos de inhibicion en 14 de las 26 cepas desafiadas
encontrandose actividad en 7 cepas Gram positivas y 7 Gram negativas donde los halos
de mayor tamafio los presenté B. subtilis donada por la FES Cuautitlan con un tamafo



de 19.3 + 0.47 mm, al igual que en el caso del extracto hexanico las cepas que tuvieron
los mayores halos de inhibicion fueron las Gram positivas, aunque de acuerdo con el
andlisis de varianza se determin6 que el comportamiento de los extractos no presentan
diferencias significativas ANOVA (F=89.79, P<0.05), por lo que el tamafio de los halos

de inhibicién depende del tipo de extracto.

Cuadro 5. Actividad antibacteriana de Caesalpinia melanadenia

Halos de inhibicion (mm)

Cepa Cloranfenicol Extracto Extracto

hexénico metandlico

Gram positivas

E. feacalis ATCC 29212 21.67 £1.70 16.00 £ 0.00 9.00 £ 0.00

K. pneumonia 29.00 £ 0.47 12.30 £ 0.57 NA

B. subtilis FES C 16.00 + 0.47 1430+ 1.15 19.30 £ 0.47

B. subtilis cc 29.33+2.62 14.00 + 1.00 7.00 £ 0.00

S. epidermidis cc 6.66 £ 1.15 10.30 £ 0.57 7.00 £ 0.00

S. epidermidis FES C 7.00£1.00 17.00 £ 1.00 7.00 £ 0.00

S. aureus ATCC 12398 28.00£1.63 1230+ 1.15 9.30 £ 0.57

S. aureus ATCC 29213 27.60+£0.11 15.60 + 0.57 7.60 £ 0.47

S. pneumoniae cc 8.33 £ 0.60 10.00 = 0.00 NA

M. luteus 23.00 £ 0.47 12.33 £ 0.57 NA

Gram negativas

V cholerae Tor 6.66 + 0.60 19.60 + 0.57 7.00 £ 0.00

V. cholerae agua 10.00 £ 1.00 16.60 = 0.57 9.30 + 0.57

V. cholerae cc 27.67 £0.47 16.60 + 0.57 9.00 + 1.00

P. aeruginosa ATCC 27853 7.33+£0.60 18.30 + 0.57 9.00 £ 0.00

E. aerogenes cc 12.00 + 0.47 9.30 £ 0.57 7.00 £ 0.00

E. aerogenes 19.33 £ 0.47 16.30 £ 0.57 NA

S. typhimurum 25.67 £ 0.47 8.30 £ 0.57 NA

Y. enterocolitica HA 25.67 £ 0.47 9.30 £ 0.57 NA

P. mirabilis HA 13.33+4.16 9.30 £ 0.57 7.00 £ 0.00

P. mirabilis cc 12.00 £ 0.47 9.00 £ 0.00 9.30 £ 0.57

E. cloacae 23.00 £ 0.47 11.00 £ 0.00 NA

Simbologia: NA = no presentd actividad, cc = caso clinico, FES-C = donada por la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, HA = donada por el Hospital Angeles

metropolitano.



En la figura 1 y 2 se observa el diagrama de caja el cual representa la distribucion de los
halos de inhibicion entre las cepas bacterianas que presentaron actividad en los
extractos (hexanico y metandlico). En el caso de extracto hexanico las cepas que
presentaron un comportamiento muy similar fueron V. cholera agua y V. cholera cc con
una mediana de 17.0 mm, asi como B. subtilis cc y B. subtilis FES-C con una mediana
de 15.0 mm. La cepa que presento los halos de menor tamafio fue S. typhimurum con
una mediana de 8.0 mm. En el extracto metandlico las cepas que presentaron una
distribucion similar fueron B. subtilis, s. epidermidis aisladas de casos clinicos s.
epidermidis donada por la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan con una mediana
de 7 mm del grupo de las gran positivas V. cholerae agua V. cholerae cc P. aeruginosa
ATCC 27853 y P. miriabilis tuvieron una distribucién muy parecida con una mediana de

9 mm del grupo de las gran negativas.
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Figura 1.- Halos de inhibicion extracto hexanico de C. melanadenia.
Simbologia: igual a la anterior.
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Figura 2. Halos de inhibicién extracto metandlico de C. melanadenia.
Simbologia: igual a la anterior

Los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas Cuadro 6 considerando el tipo
bacteriano (Gram-positivas y Gram negativas) se observa que presentaron los mayores
halos de inhibicién la bacterias Gram positivas con un promedio de 13.4 £ 2.32 mm
presentando halos en las 10 cepas que se probaron. Las bacterias Gram negativas
presentaron un promedio de 13.05 + 4.37 mm donde V. cholerae Tor present6 los halos
mas grandes con un promedio de 19.6 + 0.57 mm. De acuerdo con el andlisis de
varianza se determiné que no existen diferencias significativas entre el tipo bacteriano y
el extracto utilizado ANOVA (F=0.10, P>0.05). Es decir que el tamafo del halo de

inhibicion no depende del tipo bacteriano, si no del extracto utilizado.



Cuadro 6. Actividad antibacteriana de C. melanadenia segun el

tipo bacteriano.

Halos de inhibicién (mm)
Tipo bacteriano

Extracto Hexanico Extracto Metandlico
Gram Positivas 1341+ 2.32 6.62 £ 5.83
Gram Negativas 13.05 + 4.37 5.72 % 4.08

También podemos observar que el extracto hexanico provoco los halos de inhibicion de
mayor tamafio tanto para las bacterias gran positivas como para las gran negativas, sin
embargo es importante resaltar que también se presentaron halos de inhibicion en
bacterias donde se utilizo el probd el extracto metandlico. Los valores indican una
diferencia en cuanto a que las bacterias gran positivas tuvieron halos mas grandes tanto

en el extracto hexanico como en el metandlico.

En la figura 3 se muestra en el de diagrama de caja las diferencias entre los halos de
inhibiciébn de acuerdo con el tipo bacteriano, asi como también el tipo de extracto
utilizado; como se menciond se encontraron diferencias significativas, podemos observar
gue en el caso del extracto hexanico la distribucion del tamafio de los halos de inhibicién
hubo més variacion ya que en el caso de las gran positivas se obtuvo un valor de 11 mm
y las gran positivas un valor de 13 mm. El extracto metandlico provoco halos de
inhibicion de menor tamafo, los cuales fueron muy similares en cuanto al tipo bacteriano
(gran positivas y gran negativas), teniendo en ambos casos una mediana de 7 mm, con

una variacion mas grande las gran positivas.
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Figura 3. Actividad antibacteriana de C. melanadenia.

EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM)

En la determinacién de la CMI y CBM (Cuadro 7), los resultados obtenidos muestran que
las cepas que tuvieron la mayor sensibilidad al extracto de C. melanadenia fueron S.
pneumoniae y E. feacalis, ya que a la concentracion de 0.06 mg/mL se inhibe
drasticamente el crecimiento (CMI) y a la concentracion de 0.125 mg/mL se inhibe
totalmente (CBM).



Cuadro 7. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) Y
Concentracion bactericida Minima (CBM) del extracto hexanico
de C. melanadenia.

I ———
C. melanadenia (mg/mL)

Cepa cMI CBM
Gram positivas
B. subtilis cc 0.500 0.750
B. subtilis FES C 0.500 0.750
E. feacalis 0.060 0.125
K. pneumoniae 0.250 0.500
S. pneumoniae cc 0.060 0.125
S. epidermidis cc 0.250 0.500
S. epidermidis FES C 0.250 0.500
S. aureus ATCC 29213 0.750 1.000
S. aureus ATCC 12398 0.750 1.000
M. luteus ND ND
Gram negativas
V. cholera agua 0.750 1.000
V. cholerae cc 0.500 0.750
V. cholerae Tor 0.750 1.000
E. aerogenes 0.250 0.500
E. aerogenes cc 0.750 1.000
P. aeruginosa ATCC 27853 0.500 0.750
S. typhimurum 0.750 1.000
Y. enterocolitica HA 0.750 1.000
P. mirabilis cc 0.250 0.500
P. mirabilis HA 0.500 0.750
E. cloacae 0.750 1.000

I —
Simbologia: igual a la anterior. ND: no se determino

Los resultados obtenidos en la evaluacion cuantitativa se muestran en la figura 4 en las
20 cepas donde se determiné MIC y CBM. Como se observd en la tabla anterior las
cepas que necesitaron las concentraciones mas bajas del extracto fueron E. feacalis, S.

pneumoniae.
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Figura 4.Concentracion minima inhibitoria CMI y bactericida minima CBM.
Simbologia: igual a la anterior

CURVAS DE SOBREVIVENCIA BACTERIANA

En la figuras 5 y 6 se observa el efecto del extracto hexanico de C. melanadenia sobre la
curvas de crecimiento de S. epidermidis donada por la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan y V. cholera aislada de un caso clinico, se puede observar claramente un
efecto bacteriostatico, ya que en ninguna de las dos cepas se registrd que el extracto
inhibiera totalmente el crecimiento celular a las 24 horas; sin embargo podemos
distinguir que si hay una reduccién en cuanto al namero de unidades formadoras de
colonias, ya que en concentraciones de CBM = 0.500 mg/mL el crecimiento disminuye,
ademas en las concentraciones menores ¥2 CMI= 0.130 mg/mL y CMI= 0.250 mg/mL se
observa como la viabilidad celular mantiene un crecimiento constante, pero menor en

comparacion al grupo testigo.



D P, N W R VO~ W
I

11 13 15 17 19 21 23 25
Tiempo (h)

Log del nimero de sobrevivientes
(Log UFC/mL)

|l\
=
o
w
~J
[is)

——CONTROL ——1/2CMI —— CMI — CBM

Figura 5. Efecto del extracto de C. melanadenia sobre la curva de crecimiento de S.
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Figura 6. Efecto de C. melanadenia sobre la curva de crecimiento de V. cholera

aislada de un caso clinico. Simbologia: UFC: unidades formadoras de colonias; h: horas.
Concentraciones de ¥ CMI= 0.250 mg/mL CMI = 0.500 mg/mL, CBM= 1.0 mg/mL



EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Los resultados obtenidos de la evaluacion cualitativa de la actividad antifangica del
extracto hexanico de C. melanadenia (cuadro 8) muestran que las cepas que
presentaron los mayores halos fueron C. glabrata, y C. albicans aislada de un urocultivo
y C. albicans ATCC 14065. En cuanto a los hongos filamentosos no hubo actividad en

ninguno de los dos extractos que se probaron.

Cuadro 8.- Actividad cualitativa antifungica de C. melanadenia.

Tipo Halos de inhibicion (mm)
Nistatina Extracto Extracto
Hexanico Metandlico
C. tropicalis HA 9.00+£1.00 25.0 £ 0.00 NA
C. albicans mcc 9.00+1.00 22.3+0.47 NA
C. neoformans FES-C 8.67 + 0.58 22.0+1.73 NA
C. tropicalis cc 9.00£1.00 25.0£0.00 NA
C. albicans ATCC 10231 9.67 +0.58 26.0 +1.00 NA
C. glabrata 7.67 +0.58 28.0+0.00 NA
C. albicans urocultivo 9.33+0.58 26.0 £ 0.00 NA
C. albicans ATCC 14065 11.83+2.02 26.0 £ 0.00 NA
C. albicans cc 9.33+0.58 23.3+0.57 NA

Simbologia: NA = no registro actividad, cc = caso clinico, FES-C = donada por la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Cusi = donada por el laboratorio de
andlisis clinicos de la FES lIztacala.

En la figura 7 se observa el diagrama de caja donde se representa el comportamiento de
los halos de inhibicion de las cepas levaduriformes, donde claramente se distingue que
las cepas que tuvieron un comportamiento muy similar fueron C. tropicalis cepa donada
por el Hospital Angeles y C. tropicalis aislado de un caso clinico, ambas con una
mediana de 25 mm, la cepa que presento los halos de mayor tamafio fue C. glabrata con
un valor de 28 mm, asi como la que tuvo los valores mas bajos fue C. albicans con una
mediana de 22 mm. De acuerdo con el andlisis de varianza podemos decir que existen

diferencias significativas en cuanto al del tamafio de los halos de inhibicion ANOVA



(F=22.20, P<0.05). También debemos mencionar que en las cepas levaduriformes no se
presentd actividad en el extracto metandlico por lo que se realiz6 el andlisis de varianza
de un solo factor para observar las diferencias entre las cepas que tuvieron halo de

inhibicion en el extracto hexanico.
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Figura 7.- Actividad antifungica de C. melanadenia.

En la figura 8 se muestra el tamafio se los halos de inhibicion en comparacion al
grupo testigo (nistatina), como se puede observar g en todos los casos los halos de
inhibicion provocados por el extracto hexanico fueron de mayor tafiano que el
grupo testigo, resltando que la cepa que tuvo los mayores halos de inhibicion fue C.
glabrata con un promedio de 28 mm.
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Figura 8. Actividad antifingica de C. melanadenia

En la evaluacién cuantitativa de la actividad antifGngica como se puede

cuadro 9, la mayoria de los hongos levaduriformes necesitaron concentraciones
relativamente bajas para inhibir su crecimiento, la cepa que presentd la mayor
sensibilidad al extracto de C. melanadenia fue C. neoformans donado por la FES -
Cuatitlan, ya que a concentraciones de 0.125 mg/mL inhibe drasticamente su
crecimiento (CMI) y a concentraciones de 0.250 mg/mL inhibe completamente su
crecimiento (CFM), mientras que C. tropicalis aislado de un caso clinico fue la cepa que

presentd la mayor resistencia al extracto ya que se requirieron concentraciones de 1.0

mg/mL para MIC y 2.0 mg/mL para CFM (figura 7).

observar en el




Cuadro 9. Determinacién de la Concentracion Minima inhibitoria
(MIC) y Concentracion Fungicida Minima (CFM) C. melanadenia

C. melanadenia (mg/mL)

Cepa

MIC CFM
C. tropicalis 0.500 0.750
C. albicans mcc 0.500 0.750
C. neoformans. Fes C 0.125 0.250
C. tropicalis cc 1.000 2.000
C. albicans ATCC 10231 0.750 1.000
C. glabrata HA 0.750 1.000
C. albicans urocultivo 0.500 0.750
C. albicans ATCC 14065 0.500 0.750
C. albicans cc 0.500 0.750

e ——
Simbologia: igual a la anterior.
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Figura 9. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Fungicida Minima (CFM) del extracto
hexanico de C. melanadenia.Simbologia: igual a la anterior.



Curva de sobrevivencia

La figura 10 muestra el efecto del extracto hexanico sobre la curva de crecimiento de C.
neoformans en donde se observa que concentraciones iguales o menores de CMI
(0.125 mg/mL) se observa un efecto fungiostatico y en concentraciones mayores o
iguales a CFM (0.250 mg/mL) el efecto obtenido es fungicida a las 24 horas de

experimentacioén, inhibiendo completamente el crecimiento de C. neoformans.

El efecto de CFM sobre la curva de crecimiento del hongo levaduriforme se refleja en
una curva de sobrevivencia de tipo de impacto multiple en donde en las primeras horas
se observa que no hay cambios significativos en cuanto al nUmero de sobrevivientes y
posteriormente se observa una curva lineal con pendiente negativa. Lo anterior se puede
explicar por el hecho que el extracto hexanico en la célula esta provocando

alteraciones en varias vias metabdlicas antes de perder totalmente viabilidad.
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Figura 10. Efecto del extracto hexanico C. melanadenia sobre la curva de

crecimiento de C. neoformans. Simbologia: UFC: unidades formadoras de colonias.
Concentraciones de % CMI = 0.0625 mg/mL CMI = 0.125 mg/mL CFM= 0.250 mg/mL



DETERMINACION DE LA EVALUACION CUALITATIVA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS
En el cuadro 10 se muestran los resultados obtenidos en la identificacion cualitativa de

los metabolitos secundarios presentes en el extracto hexanico de C. melanadenia.

Cuadro 10. Identificacion cualitativa de metabolitos
secundarios del extracto hexanico de C. melanadena.

Grupo Resultado
Alcaloides Negativo
Fenoles Positivo
Glicosidos Positivo
Terpenos Positivo

Como se puede observar en el cuadro 10 el extracto hexanico presentd, fenoles,
glicésidos y terpenos.



DISCUSION GENERAL

La poblacion utiliza diferentes plantas medicinales que carecen de validacion
experimental y que necesitan ser estudiadas desde el punto de vista cientifico (Pérez et
al., 2011), como es el caso de la especie C. melanadenia que ademas de ser endémica
para la reserva del Valle de Tehuacan — Cuicatlan no se encontraron registros que
validen su uso, pero gracias a estudios etnobotanicos se sabe que los habitantes de San
Rafael Coxcatlan la utilizan con diferentes fines medicinales, es aqui donde radica la
gran importancia de conocer a fondo su efectividad, mediante métodos tanto cualitativos
como cuantitativos, con el estudio de diferentes extractos asi como de sus componentes
podemos validar cientificamente su efectividad ante diferentes microrganismos

patdgenos y demostrar efectos antibacterianos y antifangicos.

En la obtencién de los extractos, el rendimiento fue mayor para la parte metandlica
(6.46%), sin embargo fue en el extracto hexanico (1.78%) donde se encontré la mayor
capacidad como antimicrobiano. Lépez y Rodriguez, 2008, reportan para C. bonduc la
presencia de metabolitos secundarios tanto en extractos polares como de polaridad baja,
asi como también coinciden que en el caso del extracto hexanico se obtuvo el menor
rendimiento, en el caso de C. melanadenia los componentes presentes también fueron

en mayor cantidad polares.

En la evaluacién cualitativa de la actividad antimicrobiana se pudo comprobar la
actividad antimicrobiana de C. melanadenia demostrando que ambos extractos fueron
(matandlico y hexanico) activos tanto en bacterias Gram positivas como en Gram
negativas. Lo anterior lo coincide con lo reportado por Lépez et al., 2008, donde en un
estudio realizado en vainas y semilla de C. tintoria reportan accion antimicrobiana frente

a B. subtilis, S. aureus, E. coli y P. aeruginosa.

En cuanto al tipo bacteriano, no se encontraron diferencias significativas, la bacterias
Gram positivas presentaron en promedio 13.4 + 1.32 mm, mientras que las Gram
negativas presentaron en promedio 13.05 = 4.37 mm, frente a extracto hexanico Aunque
se sabe que una bacteria Gram negativa, ademas de presentar una membrana externa,

presenta otra membrana interna, separadas por una capa delgada de peptidoglucano.



En cambio las Gram positivas solo tienen una membrana interna seguida de una gruesa
capa de peptidoglucano. Prescot y colaboradores en 1999 mencionan que las bacterias
Gram positivas son mas sensibles a los metabolitos de naturaleza polar, dejando difundir
con mayor facilidad sustancias hidrofilicas, mientras que las Gram negativas son mas
sensibles a los metabolitos de naturaleza no polar. Al no encontrar diferencias
significativas entre el tipo bacteriano se podria pensar que el extracto hexanico de C.
melanadenia no esta actuando a nivel de pared celular, si no que estaria alterando otra

via metabdlica.

En la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) y Bactericida Minima
(CBM) los resultados mostraron que las concentraciones fueron < 1mg/mL. En un
estudio realizado por Corzo et al., 2010, reportan una potente actividad de las hojas de
C. paraguariensis particularmente en cepas como P. miriabilis, P. aeruginosa, con
valores de MIC > 0.854 mg/mL esto puede ser comparado con nuestros resultados ya en
el caso de C. melanadenia también se presentd actividad en las mismas cepas aunque
con valores de MIC > 0.750 mg/ mL. Al igual Vattuone et al., 2008, reporta actividad en
los extractos de las hojas de C. paraguariensis, en bacterias como P. miriabilis y S.

aureus en concentraciones muy bajas.

En cuanto a las curvas de sobrevivencia podemos decir que para las cepas bacterianas
tanto Gram positivas como negativas solo se observd un efecto bacteriostatico, esto
puede deberse a que la actividad sobre la cepas bacterianas no se deba a la accién de
un Unico principio activo, si no al efecto sinérgico de varios de ellos. Davidson y Branen,
1993 mencionan que la actividad antimicrobiana se debe a que los compuestos atacan
la pared celular, membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteinas y el
sistema génico. Cada uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo celular, por
lo tanto si uno es atacado o inactivado la velocidad de crecimiento del microorganismo

se ve minimizada.

En la evaluacion cualitativa de la actividad antifungica, se pudo determinar que el
extracto hexanico presenté actividad en todas las cepas levaduriformes desafiadas, a

diferencia del extracto metandlico donde en ninguna de las cepas se presento actividad.



Teniendo halos de inhibicion mayores al control positivo (nistatina). De acuerdo con lo
reportado por Parekh y Chanda, 2008, en un estudio realizado de los extractos de C.
pulcherrima determinaron que esta especie presenta actividad antifingica contra cepas
como C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata, mostrando halos de inhibicién >10 mm.
Comparado con los resultados obtenidos para el caso de C. melanadenia esta obtuvo
halos de mayor tamafio con un promedio de 24.84 mm. En cuanto a los hongos
filamentosos en ninguno de los extractos que se probaron se presenté actividad. De
acuerdo con lo reportado por Sgariglia et al., 2007, la actividad antifUngica sobre cepas
levaduriformes puede deberse a la gran cantidad de glicésidos presentes como lo

reportan para el caso de C. paraguariensis.

En cuanto a la curva de sobrevivencia a diferencia de las cepas bacterianas en las
cepas levaduriformes si se presentd un efecto fungicida, esto puede deberse a que se
esté atacando a una de las vias metabdlicas especificas de estas como podria ser la del
ergosterol donde el mecanismo de accién este unido a la membrana celular fungica,
donde se forman los poros y se permita la permeabilidad de esta asi como la perdida de

proteinas, glacidos y cationes hasta la muerte celular.

La importancia de evaluar cepas patégenas como Cryptococcus neoformans y Candida
albicans que son levaduras de importancia médica y originan enfermedades respiratorias
y meningoencefalitis, potencialmente fatales tanto en humanos como en animales en el
caso de C. neoformas, y C. albicans que es el agente causante de mas del 80% de las
infecciones clinicas por hongos, la patogenicidad de las especies derivan su importancia
no solo por la severidad de sus infecciones, sino también por su habilidad para
desarrollar resistencia contra diferentes drogas antifungicas. Segun Barchiesi los
estudios para conocer la sensibilidad de C. neoformans han sido escasos sin embargo
debemos resaltar que las infecciones flngicas oportunistas han llegado a ser una
importante causa de morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados. La mayor parte
del aumento de estas infecciones se puede atribuir al incremento del uso de nuevos y
mas efectivos agentes antibacterianos, trasplantes de Organos, terapias
inmunosupresoras y citostaticas, y fundamentalmente a la emergencia de la gran

pandemia del siglo, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Por otro lado, la



aparicion de cepas resistentes a los diferentes antifingicos usados en la terapia se

reporta como un problema en aumento. (Fernandez, 1998).

En cuanto a la identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hexéanico de C. melanadenia podemos comparar nuestros resultados son lo
dicho por Oliver y Bever (1963) que determinan en otras especies del genero Caesalpina
grupos de fenoles, quinonas, alcaloides, flavonoides, terpenoides tienen accion
antimicrobiana y antifingica, también se han reportado el conjunto de los metabolitos:
taninos, alcaloides, flavonoides y péptidos que tienen dicha accion. En el presente
trabajo se identificaron para el extracto hexanico la presencia de metabolitos
secundarios: fenoles y terpenos asi como la presencia de glicésidos.



CONCLUSION

» C. melanadenia present6 actividad antimicrobiana tanto en bacterias Gram

positivas, Gram negativas y en hongos levaduriformes.

» El extracto que presentd mayor actividad fue el extracto hexanico.

» El extracto hexanico esta constituido por fenoles, terpenos y glicésidos.

» Se valido el uso de C. melanadenia en la medicina tradicional para el tratamiento

de enfermedades de origen infeccioso.



PERSPECTIVAS

Aislar e identificar el compuesto responsable de la actividad observada.
Realizar diferentes estudios en donde se pruebe la eficacia (microbiologica)
del extracto de diferentes partes de la planta.

Determinar si existen variaciones espaciales y temporales en la
concentracion del metabolito responsable de la actividad.

Realizar ensayos de toxicidad en lineas celulares.

Determinar la actividad antioxidante por diferentes métodos.



Apéndice I.

Género Caesalpinia:

El género Caesalpinia pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceae).
Consisten en plantas tropicalesy subtropicales en bosques, sabanas vy
semidesiertos. EI nUmero de especies pertenecientes a este género oscila entre 70 a
165. De las que 40 estan presentes en Sudamérica (Ulibarri, 1996). Algunas especies

se cultivan como plantas ornamentales.

La Subfamilia Caesalpinoidea integrada por aproximadamente 160 géneros y 2. 500
especies que habitan principalmente en los trépicos y subtropicos de ambos
hemisferios, formando parte importante de la vegetacion primaria, principalmente en

Ameérica, Africa y Asia.

Las especies del género Caesalpinia son arboles, arbustos o hierbas perennes,
algunos de ellos trepadoras, tienen hojas alternas, foliolos 1-3 pinnados; pueden ser
espinosas. Presentan flores amarillas; simetria ligeramente actinomorfa,
hermafroditas con sépalos imbricados caedizos 5; pétalos 5, libres, desiguales;
estambres 10, libres. El ovario supero se compone de un carpelo y se desarrolla
después de la polinizacion, produciendo una legumbre papirosa lefiosa, la que
puede ser lisa, espinosa, glandulosa o estar cubierta de pelos ramificados. Fruto, una

legumbre tipica o un lomento. (Sdnchez de Lorenzo, 2008).

Habitat. Caesalpinia crece naturalmente en territorios semiaridos, con una
precipitacion media anual de 230—500 mm y temperaturas medias anuales de 14.7—
27.5°C (Figura 9). (Sanchez y Caceres, 2008).



~a

Figura 11. Distribucion del género Caesalpinia

DESCRIPCION BOTANICA

Caesalpinia melanadenia (Rose) Standl.

Caesalpinia melanadenia es conocida comunmente como Ixcanelillo es un arbusto
pequefio de 1-3 metros (Figura 12 y 13), su corteza es amarillenta, hojas con escasos
foliolos; flores rojo vino con abundante glandulas del mismo color; frutos son
legumbres castafio-amarillentas cubiertas con glandulas rojo-vino. (Figura 11)
Utilizada como forraje, y como lefia (Téllez et al., 2008).



Figura 12. Caesalpinia melanadenia (Rose) Standl.

Figura 13. Fruto de C. melanadenia



Distribucion y habitat

Caesalpinia melanadenia solo se encuentra en el valle de Tehuacan — Cuicatlan,

Puebla México, como es en el municipio de San Rafael Coxcatlan. (Figura 14).

Figura 14. Distribucion de Caesalpinia melanadenia.

Apéndice Il.

Area de colecta

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan forma parte de la region xerofitica mexicana
(Rzedowski, 1978) y se localiza en la parte sureste del estado de Puebla y noroeste
de Oaxaca, entre los 17°39" y 18°53" de latitud norte y los 96°55" y 97°44" de longitud
oeste; cuenta con una extensién aproximada de 10,000 Km?, presentando diversas
comunidades vegetales como son: bosque tropical caducifolio, bosque espinoso,

bosque de encino, bosque de pino-encino, pastizal y matorral xerdfilo.



San Rafael Coxcatlan.

La localidad de San Rafael se encuentra situada en el municipio de Coxcatlan Puebla.
Sus coordenadas geogréficas son los paralelos 18° 12'y 18° 14' latitud norte y los
meridianos 97° 07"y 97° 09' longitud oeste. (Canales et al, 2006).

El clima de San Rafael corresponde a un tipo seco, arido con lluvias en verano y
temperatura media anual de 22°C (Médina, 2000). Los tipos de suelo predominantes

son regosoles calcareos, regosoles éutricos y xerosoles. (Canales et al, 2006)

Veracruz

Puebla

Figura 15.Localizacion de San Rafael Coxcatlan Puebla.

Apéndice lll.

Método de maceracion (Dominguez, 1973).

El material vegetal seco y pulverizado se coloc6é en un matraz y se agregé el hexano y
metanol.Se dej6 reposar durante 24 horas para obtener el maximo rendimiento. Se filtré
el extracto y el exceso de solvente se destilo a presién reducida. La extraccion se
realizd, hasta que el solvente se observo transparente. Con los solidos totales se

determind el rendimiento total del extracto de C. melanadenia.



Apéndice IV.

Método de difusion en agar de Kirby-Baler (Método modificado de Koneman et al.,
1991).

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los

extractos. El método es el siguiente:

Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Mueller Hinton (Bioxon), ya que
promueve el desarrollo de la mayoria de las cepas bacterianas clinicamente
significativas. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4
mm, si es mas fino las sustancias a evaluar tienden a difundir mas en direccién lateral
aumentado el tamafio de las zonas de inhibicion; por el contrario, un agar de mas de 4
mm de espesor producen una mayor difusion del antibiotico hacia abajo, con tendencia a
estrechar artificialmente las zonas de inhibicion. El in6culo se prepara tocando las
superficies convexas de 4 o 5 colonias de apariencia semejante al de los
microorganismos a ensayar, se sumerge el asa en 10 mL de caldo Mueller Hinton
(Bioxon), se enjuaga bien en el liquido para descargar todo el material y luego se retira
el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a 37 °C durante aproximadamente 24
horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estdndar No. 0.5 de
McFarland. Esto equivale a una concentracién de aproximadamente 1.5X102 bacterias

por mL.

El estandar 0.5 de McFarland se prepara afiadiendo 0.5 mL de cloruro de bario a 99.5
mL de H,SO, 0.36 N. La comparacion de turbidez entre el estandar y el caldo con los
organismos en estudio se pueden efectuar observandolos contra una cartulina blanca

con lineas negras horizontales o en su defecto con un espectrofotometro a 660 nm.

Si la suspension de organismos es menos turbia que el estandar, se vuelve a incubar el

tubo; si por el contrario, la suspension de organismos es mas turbia que el estandar, se



afiade solucion salina al 0.9 % hasta igualarlas. Una vez logrado esto se sumerge un
segundo hisopo estéril y seco en la suspension bacteriana y antes de retirarlos se
elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo.
Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de Mueller Hinton.
Previamente se deja que la placa alcance la temperatura ambiente. Es aconsejable
mantener la tapa entre abierta para permitir la evaporacion de cualquier exceso de
humedad de la superficie del agar. Finalmente se siembra mediante estrias en por lo
menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60°

luego de cada estria.

Una vez seco el indculo, la placa de agar Mueller Hinton esta lista para la aplicacion de

las muestras, a las que se les evalla la actividad antibacteriana.

Para la aplicacion de sustancias se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro, hechos de
papel Whatman del No. 5. Cada sensidisco se impregna con 2 mg de las sustancias a
evaluar. Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias se colocan en la superficie del agar manualmente, utilizando una pinza

estéril.

Como control negativo para los bioensayos, se utilizan sensidiscos impregnados con 10
uL de los solventes utilizados para la extraccion (metanol y hexano), dejandolos
evaporar durante 24 horas, al igual que los experimentales. Como control positivo se
evalla la sensibilidad de las cepas bacterianas a sensidiscos impregnados con 25 ug de

cloramfenicol.

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de susceptibilidad, se
colocan en una incubadora (aparato de laboratorio E-51 con termostato) a 37 °C, sin
mayor tension de CO,. Es preciso evitar presion de CO,, debido a que se puede formar
acido carbonico en la superficie humedecida del agar, provocando un descenso del pH.

El desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a pH &cido, lo cual tiende a



estrechar falsamente las zonas de inhibicion. Asi mismo, la actividad de diversos
antibiéticos puede aumentar o disminuir con la caida del pH, produciéndose diferencias
en las velocidades de difusién y alteraciones de las zonas de inhibicién.

Para la interpretacion de resultados, las zonas de inhibicion se miden con una regla de
calibracion en mm. En todos los casos, la prueba se hace por triplicado y se reportan los

valores promedio en mm.

Apéndice V.
Método de dilucion en agar (Método modificado de Koneman et al., 1991).

Para estos bioensayos se evalluan diferentes concentraciones de los extractos que
resultan con actividad antibacteriana (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/mL),
para ello se prepara una solucion patron y con base en esta se toman las alicuotas
correspondientes, las cuales se agregan a 20 mL de agar Mueller Hinton, a una
temperatura de 45 °C, con la finalidad de obtener las concentraciones sefialadas. Una
vez agregada cada concentracion del extracto, la mezcla se agita rapidamente para

obtener una dispersion homogénea y se colocan en cajas petri.

El in6culo consiste en una suspensién bacteriana con una concentracién de 1.5X108
bacterias por mL. Se toma el inéculo con la ayuda de un hisopo estéril, el cual se
sumerge en la suspension bacteriana y se elimina el exceso de liquido antes de retirarlo,
haciéndolo rotar contra la pared interna del tubo que contiene el inéculo, este se coloca
sobre las placas con los extractos con diferentes concentraciones, tocando la superficie
del agar por punteo. Este procedimiento se realiza tres veces, que corresponden a tres

repeticiones.



Como control positivo se utilizan placas sin extracto y como control negativo se usan

cajas con los diferentes solventes de acuerdo con el volumen de las alicuotas utilizadas.

Las placas se incuban a 37 °C durante 24 horas. La interpretacion de resultados se
realiza considerando como CBM aquella concentracion en la que ya no se observa
crecimiento bacteriano y como CMI la concentracion que antecede a la CBM y que aun
presenta crecimiento bacteriano, aunque en menor proporcién, comparado con el grupo

control.

Apéndice VI.
Metido cualitativo de inhibicién de crecimiento radial (Wangy Bun, 2002).

En el ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri, que contengan
20 mL de agar Czapek, posteriormente se inoculan 5 mm de didametro de micelio del
hongo a ensayar. Los discos seran impregnados con 2 mg/mL del extracto a probar. Las
placas se van a incubar a 23°C durante 72 horas o hasta que el crecimiento micelial se

haya desarrollado.

Apéndice VII.
Metodo cuantitativo de inhibicién de crecimiento radial (Wang y Bun, 2002).

En el ensayo contra hongos filamentosos se llevard a cabo en cajas petri, que
contendran 20 mL de agar Czapek, con las siguientes concentraciones del extracto
activo 0.065, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 mg/mL, posteriormente se inocularan 5
mm de diametro de micelio del hongo a ensayar. Las placas se van a incubar a 23°C
durante 72 horas o hasta que el crecimiento micelial se haya desarrollado. Se evalta la
sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de Ketoconazol a las
siguientes concentraciones 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.70, 14.00, 28.00 pg/mL. Con



una regla se medira el crecimiento del hongo para calcular el porcentaje de inhibicion.

En todos los casos esta prueba se realizara por triplicado.

Apéndice VI
Curva de sobrevivencia bacteriana (Avila, 1996).

Estas curvas se realizan para estudiar el efecto de los extractos vegetales, la
metodologia es la siguiente.

En primer lugar se prepara el in6culo bacteriano, tocando las superficies convexas de 4
0 5 colonias de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar, se sumerge
el asa en 10 mL de caldo Mueller Hinton (Bioxon), se enjuaga bien en el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo
a 37 °C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estandar No. 0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentracion de
aproximadamente 1.5X10° bacterias por mL.

Se inocula, con la ayuda de una micropipeta, 0.1 mL de la suspension de bacterias en
los tubos que contienen el antimicrobiano (extracto). Este estard a una concentracion
igual a la CBM y sus mudltiplos medios, esto es la CMI y la mitad de la CMI. La
concentracion final debe ser de aproximadamente 1X10° UFC/mL de caldo en cada tubo.

Los tubos se incuban en una estufa sin presion de CO, a 37 °C.

Se muestrea cada hora, durante los primeros cuatro tiempos (To-0, T1-1, T2-2, T3-3, T4-4)
(tiempo-horas transcurridas); en los tiempos cinco y seis, se muestrea cada dos horas
(Ts-6, Te-8). Para el tiempo siete se muestrea después de cuatro horas (T+-12) y el

tiempo ocho se muestrea después de doce horas (Tg-24).

Para determinar las UFC en cada tiempo, se realizan dos diluciones de cada
concentracion en solucion salina estéril y se siembran en placas con agar para permitir

su crecimiento. Estas se incuban durante 24 horas a 37 °C.



Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de las diluciones de los tratamientos, se
cuenta el nimero de UFC y se grafica el Logaritmo base diez del numero de
sobrevivientes contra el tiempo, para determinar el nUmero de impactos necesarios para
gue se produzca la inactivacion o muerte bacteriana, prolongando la zona lineal de la

curva de supervivencia, hasta su insercion con el eje de las ordenadas.

Apendice IX.

Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios.

Terpenos

La relacion entre el isopreno y los terpenoides es empirica ya que en la ruta biogenética
de los terpenoides no se ha identificado al isopreno, el conocimiento de la union de dos
0 mas unidades isoprenoides y del isopreno como un componente de la estructura de los
terpenoides, ha sido de gran ayuda en la elucidacién de las estructuras de muchos de

los productos naturales, entre ellos aceites esenciales y carotenoides (Bruneton, 1991).

La vainillina es el componente mas importante de la vainilla. En estado natural se
encuentra bajo la forma de un glicosido que es hidrolizado por un proceso fermentativo
gue elimina la molécula de azucar. Muchos terpenos son componentes de los aromas
florales, como el mirceno (mirto), geranial (geranio) y las iononas (violetas) (Dominguez,
1973)

Determinacioén

Se utilizara reactivo de Vainillina el cual se preparé con 2 volimenes de vainillina al 10
% en Etanol con Acido Clorhidrico concentrado. Se emplearan placas de Silica Gel 60
Fos4 de 1.5 cm de ancho por 8.5 cm de largo, colocando una pequefia muestra del
extracto hexanico a un cm del borde y se dejara saturar la camara cromatografica con la

fase mévil y se colocara el cromatofilo dentro de la camara y se mantendra ahi hasta



gue avance unos 6 cm. La vainillina es el reactivo que se utilizara ya que se sabe que

reacciona con calor con los terpenos. (Dominguez, 1973).

Fenoles:

Los pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado C6-C3-C6 como se
encuentra en la flavonona, aurona, chalcona, flavona, flavanonol, flavonol, flavandiol-3,4,
antocianidina, catequina, isoflavona y neoflavona. Se conocen unos 900 flavonoides
naturales; se encuentran extensamente distribuidos entre las plantas, tanto libres o como
glicésidos; estos ultimos contribuyen a darle color a las flores, frutos y hojas. Los
flavonoides presentan todos los matices de solubilidad, desde totalmente solubles en

agua hasta insoluble en ella pero soluble en éter etilico. (Dominguez, 1973).

Los flavonoides son sintetizados por humerosos grupos de plantas y con excepcion de
algunas flaconas localizadas en las alas de mariposa, probablemente por digestion, se

puede decir que no se les encuentra en animales. (Dominguez, 1973)

Los poliglicésidos son muy solubles en agua y escasamente solubles en la mayoria de
los disolventes organicos. La posicion ocupada por la porcion de azucar influye en la
solubilidad de la molécula y su capacidad para formar lacas insolubles con los metales
(Dominguez, 1973).

Determinacion
Una pequefia muestra del extracto hexanico un poco diluido se disuelve y se le agrega
cloruro férrico. En caso de que sea positivo para fenoles se obtiene un precipitado verde

o bien azul intenso (Dominguez, 1973).

Alcaloides (Bruneton, 1991).



Dichos compuestos se pueden identificar por reacciones coloridas y de precipitacion con
reactivos que contienen sales de metales pesados como el reactivo de Dragendorff y el
de Mayer. Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases vegetales

nitrogenadas con accion fisiolégica mas o menos intensa sobre los animales.

Aunque se han encontrado unos 50 alcaloides en 6rganos animales sélo 12 de estos no
se han encontrado en vegetales y por definicion se acostumbra a excluirlos del grupo.
Los alcaloides aparecen en muy diversas familias de plantas, unos 256 en los hongos,
algas y otros vegetales inferiores. De las gimnospermas se han aislado unos ciento
quince alcaloides, dentro de las angiospermas se encuentran las monocotiledoneas.
Estas han aportado 488 alcaloides. En tanto que de las dicotiledéneas se han obtenido
unas 3600. La mayoria de los alcaloides se localizan en los vegetales como sales de
acidos organicos. En ciertas plantas hay un acido especial asociado a los alcaloides. Asi
el &cido quinico esta unido a los alcaloides de la quina, el acido mecdnico con los del
opio y el acido aconitico con las aconitinas. Algunos alcaloides se encuentran en forma
de glucésidos, otros se hallan en forma de ésteres de &cidos organicos de complejidad
variable. Aunque con frecuencia se agrupan los alcaloides de acuerdo a su procedencia
botanica por otra parte es mas racional clasificarlos de acuerdo con alguno de los 254

tipos estructurales en que hasta el momento se les ha dividido. (Dominguez, 1973).

Desde hace algunos afios se ha tratado de identificar la funcion de los alcaloides en las
plantas, y se les ha considerado como productos terminales del metabolismo del
nitrogeno. Algunos alcaloides contienen grupos funcionales especificos que pueden
determinarse por reactivos asi los alcaloides con hidroxilos fendlicos pueden dar
coloraciones con el cloruro férrico o las sales de arildiazonio. Los alcaloides inddlicos
daran coloracion azul con el reactivo de urk (B dimetilamino densalheido en acido
sulfurico al 65%) los del tropano daran coloracion con el reactivo de vitalli (evaporar
material con HNO3; fumante, luego KOH etandlica). Se han desarrollado marchas para
averiguar a qué grupo de estructuras pertenece un alcaloide, mediante la aplicacion

sistematica y ordenada de reactivos especiales.



Debido a que los alcaloides son muy heterogéneos existen diferentes pruebas de
coloracion para demostrar su presencia. Para esta investigacion, se usara el reactivo de

Dragendorff al igual que el reactivo de Mayer.

En el caso del Reactivo de Dragendorff si hay presencia de alcaloides, se obtendra un
precipitado anaranjado (Dominguez, 1973). Por otro lado, con el reactivo de Mayer se
observara un halo blanco en el extracto de ser positivo para alcaloides (Dominguez,
1973).

Glicésidos:
Reaccion de Molisch (Identificacién de Carbohidratos)

La presencia de carbohidratos en una muestra se pone de manifiesto por la reaccion de
Molisch, que a cierto punto es la reaccion universal para cualquier carbohidrato. Se basa
en la accion hidrolizante y deshidratante del &cido sulfurico sobre los hidratos de
Carbono. En dicha reaccion el acido sulfdrico cataliza la hidrolisis de los enlaces
glucosidicos de la muestra y la deshidratacion a furfural (en las pentosas) o
hidroximetilfurfural (en las hexosas). Estos furfurales se condensaran con el alfa naftol
del reactivo de Molisch (reaccién de Molisch) produciendo una fase de color parpura, en

caso positivo de presencia de carbohidratos (Miller, 1959).

Procedimiento.
Para el caso de los glicésidos se disolvera el extracto en metanol y se le agregara un
poco de alfa-naftol y después se vertird acido sulfarico resbalandolo por las paredes,

obteniéndose asi un precipitado rojo-violeta (Miller, 1959).
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