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RESUMEN

México por ser un pais mega diverso, cuenta con una amplia variedad de plantas
con metabolitos secundarios utiles para el ser humano, es por esto que largo de los
afios se han empleado para el cuidado y tratamiento de enfermedades; dentro de
este grupo de plantas empleadas en la medicina tradicional encontramos a
Gymnosperma glutinosum a la que se le ha dado un uso contra enfermedades
gastro intestinales en diferentes estados del pais.

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar y validar el uso antimicrobiano de
la resina de Gymnosperma glutinosum de tres diferentes localidades (San Rafael
Coxcatlan, Puebla, Las Monjas Zapotitlan, Puebla y Tepeji del Rio, Hidalgo). Para
ello se evaluo la actividad antibacteriana utilizando bacterias Gram positivas y Gram
negativas, sobre las que se realizaron ensayos cualitativos, en donde las tres
resinas actuaron sobre 7 cepas, y pruebas cuantitativas en las que S. aureus, S.
epidermis y S. epidermis fueron las cepas mas sensibles presentando valores de
CMly CBM entre 0.75y 1.25 mg/mL para las tres resinas. Se determiné la actividad
de las resinas sobre la curva de crecimiento bacteriano de S. aureus en la que la
resina de Tepeji tuvo actividad bactericida y sobre P. agglomerans en las que la
resinas de Tepeji y San Rafael tuvieron actividad bacteriostatica durante las
primeras horas. De la misma forma se evalué la actividad antifungica con pruebas
cualitativas sobre seis levaduras en las que sélo se observo actividad sobre C.
albicans y C. tropicalis y seis hongos filamentosos, de éstos ultimos F. moniliforme,
T mentagrophytes y R. lilacina fueron los hongos mas sensibles a las tres resinas
presentando una inhibicion del crecimiento mayor al 50% desde la primera
concentracion ensayada. Se realizd un ensayo de toxicidad general con larvas
nauplio Il de Artemia salina, las tres resinas presentaron toxicidad alta. Para
determinar su fitoquimica se realizaron pruebas de fenoles en el que la resina de
San Rafael presenta mayor contenido con 45.18 mg eAG/g, flavonoides totales en
los que la resina de Tepeji obtuvo mayor concentracion con 3.518 mg eQ/g, asi
como la capacidad antioxidante en la que la resina de Tepeji presenta mayor CAso
de 28.79 mg/mL. Por ultimo se realizé una cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en el que las tres resinas presentardn fenoles y flavonoides en su mayoria,
cabe resaltar la presencia de una flavanona (pinocembrina) con importante actividad
bioldgica.

Los resultados obtenidos corroboran el uso antimicrobiano de la resina G.
glutinosum.

11



INTRODUCCION

Un antibiético se puede definir como un producto del metabolismo microbiano que
es capaz de matar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos y ademas es
efectivo a bajas concentraciones (Mateos, 2010). Estos suelen considerarse como
farmacos «sociales» debido a las amplias consecuencias que tiene su uso individual
en los contactos del paciente con la comunidad local. Hasta los tiempos modernos,
las infecciones por microorganismos como las bacterias, hongos, parasitos y virus
eran la principal causa de muerte del ser humano, y lo siguen siendo en entornos
con escasos recursos (Organizaciéon Mundial de la Salud [OMS], 2014).Dentro del
amplio espectro de medicamentos que se han empleado para tratar estas
infecciones se encuentran los antimicrobianos que constituyen dos grupos de
farmacos que son por un lado los quimioterapéuticos, obtenidos de sintesis organica
y por otro lado los antibidticos que son naturales . Ambos se caracterizan por poseer
toxicidad selectiva; es decir, que no afectan o son relativamente inocuos para las
células del hospedador (Chambers, 2007); Las enormes diferencias que existen
entre las células bacterianas y las células de los mamiferos, hacen que, en muchas
oportunidades los blancos de los antimicrobianos en una bacteria, no existan en las
células del hospedador o, en todo caso, que esos blancos sean suficientemente
distintos como para que las diferencias en afinidad sean tan marcadas que
expliquen la accion selectiva sobre la bacteria y las poblaciones microbianas de todo
el mundo. (Errecalde, 2004 y OMS, 2014)

Los antibidticos se han usado como promotores del crecimiento de animales y para
el tratamiento de enfermedades infecciosas tanto en las personas como en los
animales por tener un efecto bactericida (causando la muerte) o bacteriostatico
(inhibiendo el crecimiento) sobre el patégeno que se pretende erradicar (Torres,
2012). Sin embargo, luego de que su uso se generalizara en la medicina,
rapidamente se aislaron patdégenos humanos que expresaron resistencia a estos
agentes y algunos otros se volvieron resistentes a muchas drogas que originalmente
eran efectivas (Gomez, 2011). Por ejemplo Staphylococcus aureus desarrollo
resistencia a la penicilina a través de la produccion de beta-lactamasas desde 1954.
Esto llevo a la disminucion rapida de la utilidad de la penicilina en infecciones por
estafilococos, especialmente entre pacientes hospitalizados, donde las cepas
frecuentemente se encuentran antes que se diseminen a la comunidad (Gold, 1996),
y como éste, existen varios ejemplos de antimicrobianos de los que ya se ha
reportado resistencia, como se muestra en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Ao de descubrimiento de los agentes antimicrobianos mas importantes
y afio de comunicacion de la existencia de cepas resistentes a los mismos

(Errecalde, 2004).

Droga Descubrimiento Uso clinico Resistencia clinica
Penicilina 1928 1943 1954
Estreptomicina 1944 1947 1956
Tetraciclina 1946 1942 1956
Eritromicina 1952 1955 1956
Vancomicina 1956 1972 1994
Gentamicina 1963 1967 1968
Fluoroquinolonas | 1978 1982 1985

Los patrones de resistencia a los antimicrobianos varia en todo el mundo, aun en
distintas zonas de un mismo pais y también segun las instituciones, y lo anterior se
debe a los variados usos de éstos. Por eso, la resistencia es un problema local,
seguramente esta relacionado con las cantidades de antimicrobiano que se usan en
el hospital y a la atencion que se presenta al control de infecciones (Gémez, 2011).

Un antibidtico necesita alcanzar su mayor accion en una concentracion suficiente y
durante el tiempo adecuado, para poder inhibir el crecimiento o causar la muerte de
la bacteria. Las bacterias pueden utilizar diferentes mecanismos generales para
hacerse resistentes a la accion de los antibioticos (Torres, 2012).

1) Evitar que el antibiético entre en la bacteria. En este sentido, las bacterias
pueden modificar su pared celular o su membrana haciéndola impermeable
a la entrada del antibiético

2) Producir enzimas que modifican o inactivan al antibiético.

3) Modificar el rango de accion del antibiotico, de tal manera que este

compuesto no pueda ejercer su accién inhibitoria

4) Expulsar el antibidtico al exterior de la bacteria, a través de la actuacion de
unas bombas de flujo, que eliminan el antibiotico fuera de la célula evitando

la interaccion entre la bacteria y el antimicrobiano
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Fig 1. Algunos mecanismos de resistencia a los antibiéticos
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Por otro lado, los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias pueden
ser de naturaleza intrinseca (es decir, lo poseen todas las bacterias de la misma
especie o0 grupo bacteriano de manera innata) o bien de manera adquirida (sélo lo
poseen ciertas bacterias de la especie e implica adquisicion de los mismos) (Torres,
2012).

Las estrategias que utilizan las bacterias para hacerse resistentes o adquirir nuevos
mecanismos de resistencia son:

Mutaciones: en su genoma o en el material genético extracromosomal preexistente,
generando nuevos genes de resistencia. Desde el punto de vista evolutivo, las
mutaciones supondrian no sélo “un error util”, sino una estrategia evolutiva de
adaptacién (Amoroso et al., 2006 y Gomez, 2011). Hoy dia se sabe que los
antibidticos no se limitan a favorecer la selecciéon de bacterias resistentes a los
mismos, sino que también son capaces de incrementar la tasa de mutacion de las
bacterias, acelerando la variabilidad genética y aumentando, por tanto, las
posibilidades de adquisicion de resistencia (Baquero et al., 2001).
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Adquisicién_y movilizacién de genes de resistencia exégenos mediante
determinadas plataformas genéticas: por lo general, la resistencia farmacolégica
se adquiere por transferencia horizontal de una célula donadora por uno de
conjugacion, transduccion y transformacion. Este tipo de transferencia se extiende
con rapidez, por propagacion clonal de la cepa resistente o por transferencias
subsecuentes hacia otras cepas sensibles (Chambers, 2006). La mas relevante en
pacientes hospitalizados es la conjugacion.

La conjugacion es la transferencia de genes por contacto entre dos células a través
de un puente sexual (pilus). Este mecanismo es muy importante puesto que es
posible transferir varios genes de resistencia en un solo evento a través de un
plasmido conjugativo (Chambers, 2007).

En la transduccién, el ADN de la célula donadora penetra en la célula receptora por
infeccion viral. Cuando el ADN posee un gen de resistencia farmacoldgica, la célula
bacteriana recién infectada adquiere la resistencia.

El proceso de transformacion involucra la captacion e incorporacion en el genoma
de la bacteria receptora del ADN desnudo liberado en el ambiente por otras células
bacterianas (Passerini de Rossi, 2007).

Con todo lo antes mencionado, se sabe que la resistencia bacteriana a los
antibidticos es un hecho conocido desde hace mas de 50 anos. Respecto a los
hongos, este fendmeno era poco frecuente en los ochenta del siglo pasado
(Hudson, 2001). De esta forma, el desarrollo de los farmacos antifungicos se inicio
mas tardiamente y de manera mas lenta si se compara con el de los antibacterianos.
Esto estuvo dado por la poca relevancia que tenian las enfermedades fungosas y a
la dificultad que representaba y aun representa lograr un farmaco con efectividad
frente a las células fungicas, ademas ser inocuo a la célula del huésped (mamifero)
debido a que ambos son eucariotas, por tanto tienen gran similitud en cuanto a
estructura y funcion biolégica celular (Sheehan et al., 1999).

Durante muchos anos, los compuestos antimicoticos fueron escasos y poco
efectivos. Para el tratamiento de las micosis superficiales se contaba Unicamente
con griseofulvina y nistatina. A partir de mediados del siglo pasado, la
comercializacién de anfotericina B, aunque téxica, ayudé de manera importante en
el tratamiento de micosis sistémicas (Chapman, 2003). Con el advenimiento de los
azoles tépicos como el miconazol y clotrimazol, y posteriormente los azoles
sistémicos como ketoconazol, itraconazol, fluconazol y voriconazol, el tratamiento
de las micosis superficiales y sistémicas se simplificd, mejorando las expectativas
de curacién en estas infecciones (Fromtling, 1988).
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El creciente interés hacia los antifungicos, fue gracias al aumento de las
enfermedades fungosas que estan estrechamente vinculadas a cambios producidos
en la practica médica como son: uso de farmacos que producen inmunosupresion
(quimioterapia contra el cancer, tratamiento con esteroides, tratamiento con
inmunosupresores en pacientes con trasplantes de 6rganos), uso frecuente y a
veces indiscriminado de antibidticos de amplio espectro que elimina la flora normal
y el uso de catéteres intravenosos (Sevilla et al., 1998 ; Marr et al., 2002). Todo esto
ha hecho que los hongos sean considerados patdgenos de importancia.

Aunado a esto, el uso profilactico de antimicoticos durante largos periodos en
pacientes con inmunosupresion, ha manifestado el riesgo de aparicion de cepas
resistentes en hongos causantes de micosis sistémicas, y también en agentes de
micosis superficiales como las onicomicosis (Evans, 1998). La resistencia clinica
que han creado estos organismos puede definirse como crecimiento o falta de
inhibiciéon de un microorganismo en el foco de infeccién (Mellado et al., 2002).

En términos generales, los mecanismos identificados hasta ahora, por los que una
célula inicialmente sensible se hace refractaria a agentes citotéxicos (fig.2) son:

1) Incapacidad del farmaco para alcanzar la diana dentro de la célula, que puede
ser debida a la existencia de barreras de permeabilidad o a sistemas de bombeo
activo del compuesto al exterior.

2) Cambios en la interaccion farmaco-diana (aumento del niumero de copias de la
diana o modificaciones debido a mutaciones) .

3) Modificaciones en las enzimas de las vias metabdlicas.

4) Alteraciones en el procesamiento intracelular (degradacion o modificacion) del
farmaco.
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Fig 2. Mecanismos de resistencia de los hongos frente a los antibioticos A) El hongo sensible el
antifungico interacciona con la diana (14-a esterol demetilasa, producto del gen CYP51)
bloqueando la sintesis de ergoesterol e inhibiendo el crecimiento del mismo B) El hongo resistente
puede defenderse: aumentando las bombas de eliminacién activas (MDR y CDR), lo que disminuira
la concentracion intracelular del farmaco; aumentando el nUmero de copias de la diana (CYP51A
y/o CYP51B) o modificando la diana (mutaciones de los genes CYP51A y/o CYP51B de forma que
la interaccion del farmaco con la diana sea ineficiente.

A pesar de que son pocas las observaciones que se han registrado, una cepa podria
presentar mas de uno de estos mecanismos, lo que explicaria la multirresistencia
desarrollada en algunos hongos (Carrillo-Mufioz, 1997).

De modo preventivo se han constituido diversas instituciones para detectar y
controlar oportunamente estos casos, como un programa de vigilancia de la
resistencia a los antimicrobianos creado por la OMS, el Consejo Mundial de
Resistencia a Antibiéticos (Global Advisory on Antibiotic Resistance Data, GAARD),
iniciativa de la Alianza para el Uso Prudente de Antibi6ticos (Alliance for the Prudent
Use of Antibiotics, APUA) entre otras (Gomez, 2011).

Como una alternativa a esta problematica, el empleo de sustancias naturales para
el tratamiento de diversas enfermedades, podria resultar beneficiosa. A pesar de
que muchos microorganismos brindan ciertas caracteristicas para tratar estas
infecciones, el reino vegetal es el que ofrece mayor variedad de sustancias
potencialmente utiles aplicables a las enfermedades humanas.

Se estima que en la parte aérea de la planta, especialmente en las hojas existen
alrededor de 107 células/cm? (10® células/g) de microorganismos principalmente
bacterias (Andrews y Harris, 2000) que han llegado a formar parte de la ecologia
vegetal, estableciéndose en equilibrio gracias a que las plantas producen mas de
100,000 productos naturales de bajo peso molecular, también conocidos como
metabolitos secundarios (Dixon, 2001), que se diferencian de los primarios en que
no son esenciales para la vida de la planta. Esta diversidad tan rica resulta, en parte,
de un proceso evolutivo conducido por la seleccidon para adquirir una defensa
mejorada frente a los ataques de microorganismos, insectos y otros animales
(Domingo y Lépez-Brea, 2003).

Asi pues, las heridas que se producen tanto por la depredacion por insectos como
por el dafio mecanico inducido por factores fisicos, son condiciones que se traducen
en una respuesta de defensa de la planta, la cual involucra la activacién
transcripcional de diversos genes de proteinas necesarias para la cicatrizacion de
la herida y la prevencion de invasion de microorganismos patdgenos. Estos genes
codifican para proteinas involucradas en: a) en la formacion de la pared celular,
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como son la calosa, lignina, y las proteinas ricas en hidroxiprolina, b) la produccién
de inhibidores de proteasas y de enzimas liticas tales como las quitinasas y
glucanasas, y c¢) la sintesis de metabolitos secundarias con actividad
antimicrobiana y/o antioxidantes (Pefa-Cortés & Willmitzer, 1995).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que ademas
de tener importancia ecoldgica son producidos cuando las plantas son expuestas a
condiciones adversas como depredacion, ataque por microorganismos y
competencia por suelo, luz y nutrientes (Sepulveda- Jiménez, 2003).

A lo largo de los afos se han llegado a conocer mas de 20 mil estructuras de
metabolitos secundarios (Sepulveda-Jiménez, 2003) que por su composicion
quimica son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados.
Los nitrogenados incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas,
glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los no nitrogenados se dividen en
terpenos, poliacetilenos, policetilenos y fenilpropanoides. Como se muestra en la
Fig 3.
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Fig 3. Clasificacion y numero de estructuras que se conocen de los metabolitos secundarios de
plantas. Compuestos nitrogenados: A, alcaloides; B, aminoacidos no proteicos; C, aminas; D,
glucésidos cianogénicos; E, glucosinolatos. Compuestos no nitrogenados: G, terpenos; H,
flavonoides; I, poliacetilenos; J, plicétidos; K, fenilpropanoides (Sepulveda-Jiménez, 2003).

Las muchas y diversas formas de los productos medicinales tradicionales han
evolucionado frente a entornos ampliamente diferentes en lo etnoldgico, cultural,
climatico, geografico y aun filosofico.

18



Gracias a esto, las plantas medicinales son importantes para la investigacion
farmacolodgica y el desarrollo de medicamentos, no s6lo cuando los constituyentes
de las plantas se usan directamente como agentes terapéuticos sino también como
materiales de base para la sintesis de los medicamentos o como modelos para
compuestos farmacolégicamente activos. Por consiguiente, la reglamentacion de la
explotacion y la exportacion, junto con la cooperacion y la coordinacion
internacional, son esenciales para su conservacion a fin de asegurar su
disponibilidad para el futuro (Lépez, 2012).

Nuestro pais cuenta con una gran diversidad de especies vegetales siendo asi que
el total de la flora fanerégama de México que se calcula en forma aproximada es de
220 familias, con 2410 géneros y 30,000 especies de las que 3.352 son conocidas
como medicinales (Lock, 1994)

Actualmente para México se tienen reportadas aproximadamente 5,000 plantas
medicinales, de las cuales el 25% son nativas de nuestro pais, pero solamente el
16 % han sido estudiadas por un farmacdlogo, el resto no cuenta con estudios
quimicos o farmacologicos que avalen cientificamente las propiedades que se les
atribuyen en la medicina tradicional (Cebrian et al., 2002)

Aun falta por realizar investigaciones sobre plantas que pueden ser fuente de
nuevas drogas, puesto que soélo un pequeio porcentaje se ha investigado
fitoquimicamente y la fraccion sometida a pruebas es todavia menor (Hamburger y
Hostettman, 1991)

Por esta razén en el presente estudio se emplea una planta con poco conocimiento
de su fitoquimica pero que representa una opcioén terapéutica en diferentes zonas
del pais para tratar enfermedades como reumatismo, dolor de pies y diarrea entre
otras. Gymnosperma glutinosum Less (Apéndice 1) conocida comunmente como
Popote o Tatalecho y recomendada por la medicina tradicional popular, se tiene el
antecedente de algunos estudios de extractos metandlicos y hexanicos pero solo
uno sobre la resina para comprobar su actividad amebicida

ANTECEDENTES

Gymnosperma glutinosum ha sido principalmente reportada en estudios floristicos
hechos en diversas regiones del pais, tal es el caso de Romero (1982), Castilla
(1983), Nunez (1990), Rocha (2002), Reyes (1993), Zavaleta (1996), Tenorio
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(1997), Diaz (1997); Sanchez (1998), Royo (2001), quienes evaluaron parametros
como forma de vida, abundancia y distribucion de la planta, ellos coinciden en que
esta especie se encontr6o principalmente en matorral xerdfilo y pastizal
generalmente en zonas perturbadas (Serrano, 2004).

Martinez (1967) reporta en la planta, aceites esenciales, resina acida y neutra,
acido organico no determinado, acido analogo al galico, colorantes, azucar,
albumina, goma, principios pécticos y sales minerales en tallos y flores.

Los compuestos quimicos que se han aislado de la parte aérea de la planta incluyen
principalmente flavonoides, de los cuales 7 fueron reportados por primera vez. Horie
y colaboradores (1998) utilizaron los espectros de Resonancia Magnetica Nuclear
3C para elucidar la estructura quimica de 5 flavonas. El &cido ent-
dihidrotucumanoico y el acido 2-angeloil ent-dihidrotucumanoico fueron elucidados
por Martinez y colaboradores en 1994 mediante técnicas de espectroscopia y
analisis de difraccion de rayos X. Este mismo método fue utilizado para corroborar
la estructura de los diterpenos (+) ent-labd-7-en-13S,14R,15,triol y el acido (-)-17-
hidroxineo-clerod-3-en15-oico cuyas estructuras se establecieron en un principio
por transformaciones quimicas y espectroscopia (Maldonado et al., 1994)

Actualmente se ha demostrado que el extracto hexanico de G. glutinosum, presenta
una alta actividad antimicrobiana (Canales et al., 2007). Se ha probado en bacterias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea y Bacillus
subtilis) y en Gram-negativas (Vibrio cholerae, aislada de un caso clinico, V.
cholerae No-01, V. cholerae aislada de agua, V. cholerae Tor, Salmonella typhi,
Enterobacter aerogenes y Shigella boydii) (Serrano, 2004; Canales et al., 2005). Asi
mismo se ha comprobado que la flavonona Eriodictiol presente en la resina de G.
glutinosum tiene actividad sobre N. fowleri y que puede ser utilizada in vitro como
amebicida (Pena, 2009).

Tomando como base los estudios antes mencionados y para comparar la actividad
antimicrobiana de la resina de Gymosperma glutinosum colectada en tres diferentes
localidades (San Rafael Coxcatlan, Puebla, Las Monjas Zapotitlan, Puebla y Tepeji
del Rio, Hidalgo), con la finalidad de contribuir al conocimiento medicinal de esta
especie, en este trabajo se plantean los siguientes objetivos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar la actividad antibacteriana de la resina de Gymnosperma
glutinosum de tres localidades: San Rafael Coxcatlan, Puebla, Las Monjas
Zapotitlan, Puebla y Tepeji del Rio, Hidalgo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Con plantas de G. glutinosum de tres sitios de colecta (San Rafael Coxcatlan,
Puebla, Las Monjas Zapotitlan, Puebla y Tepeji del Rio, Hidalgo.):

1.

Evaluar y comparar la actividad antimicrobiana de las resinas de G.
glutinosum (método de difusion en agar Kirby Bauer e inhibicion del
crecimiento radial).

Evaluar y comparar la toxicidad general de las resinas de G. glutinosum
(Ensayo de toxicidad general sobre Artemia salina).

. Cuantificar y comparar la actividad antioxidante de las resinas de G.

glutinosum (método de reducciéon de DPPH).

Determinar y comparar la concentracion minima inhibitoria (CMI), la
concentracion bactericida minima (CBM) por el método de microdilucion en
caldo de las resinas.

Determinar y comparar la concentracion fungicida media (CFso) y la
concentracion fungicida minima (CFM) de las resinas de G. glutinosum.
Determinar y comparar el perfil quimico (concentracion de fenoles,
concentracion de flavonoides, HPLC) de las resinas de G. glutinosum.
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METODOLOGIA

1. ZONA DE COLECTA
Plantas de G. glutinosum fueron colectadas en: San Rafael Coxcatlan,
Puebla, Las Monjas Zapotitlan, Puebla y Tepeji del Rio, Hidalgo (Apéndice
2).

2. OBTENCION DE LAS RESINAS.
Las resinas se obtuvieron de la parte aérea de la planta fresca, se utilizo 1.572 Kg
de G. glutinosum de la localidad de Zapotitlan, 0.716 Kg de la localidad de San
Rafael y 3.5 Kg de Tepeji del Rio una vez cortadas en pedazos pequefios se
obtuvieron las resinas mediante la técnica de inmersion rapida en cloroformo
(Apéndice 3).

3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Microorganismos a utilizar
Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon los siguientes
microorganismos:

Cepas bacterianas.

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATTCC 12398,
Staphylococcus epidermidis y Bacillus subtilis donadas por el laboratorio de
microbiologia de la FES Cuautitlan. Staphylococcus aureus ATTCC 29213,
Streptococcus pneumoniae aislada de un caso clinico donadas por el Hospital
Angeles (Metropolitano), 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, Yersinia enterocolitica, fue donada por el laboratorio
de analisis clinicos de la CUSI de la FES Iztacala (UNAM) y Escherichia coli ATCC
53218, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica, aisladas de casos clinicos,
donadas por el Hospital Angeles (Metropolitano).
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Evaluacion cualitativa

La actividad antibacteriana se evalu6 de acuerdo con el método de difusién en agar
Kirby-Bauer (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). Como control positivo se utilizaron
sensidiscos impregnados con Cloramfenicol (25 pg por disco). Los discos se
impregnaron con 2 mg de la resina a probar. Como controles negativos se utilizaron
sensidiscos con el solvente empleado (10uL) para evitar errores en los resultados y
comprobar que no tienen ningun efecto sobre los microorganismos. Todos los
bioensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 4).

Evaluacion cuantitativa

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM) se utilizé la técnica de microdilucion en caldo (Koneman,
1985). Las concentraciones empleadas para los bioensayos cuantitativos fueron las
siguientes: 6.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL (Apéndice 5).

Efecto del extracto activo sobre la curva del crecimiento bacteriano

El estudio se determind de acuerdo al método propuesto por Kubo y colaboradores
(Muroi et al., 1993). Las concentraciones evaluadas fueron %2 CMI, CMIl y CBM de
las resinas y se llevo a cabo el seguimiento del crecimiento bacteriano durante 24
horas (Apéndice 6).

4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Para la evaluacién de la actividad antifungica se utilizaron las siguientes cepas de
hongos:

Levaduras:

Candida albicans (donada por el laboratorio de analisis clinicos FESI), Candida
albicans ATCC 32354 (donada por el laboratorio de analisis clinicos FESI), Candida
glabrata CDBB-L-1536 (cepario del CINVESTAV), Candida tropicalis (donada por
el Hospital los Angeles), Candida albicans CDBB-L-1003 (cepario del CINVESTAV)
y Criptococcus neoformans (laboratorio de Micologia y Parasitologia de la Facultad
de Medicina UNAM) ).

Hongos filamentosos:

Fusarium sporotrichioides ATCC NRLL3299 (donada por el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la UBIPRO de la FES lztacala), Fusarium moniliforma CDBB-
H-265 , Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112 (cepario del CINVESTAV),
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Aspergillus sp. (donada por Dr. Rodolfo de la Torre Almazar, Laboratorio de
Microbiologia de la UBIPRO, FES lIztacala) , Aspergillus niger CDBB-H-179,
Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306 (cepario del CINVESTAV).

LEVADURAS

Prueba cualitativa

La actividad antifungica sobre levaduras se evalué de acuerdo al método de difusiéon
en agar Kirby-Bauer (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). Como control positivo se
utilizaron sensidiscos impregnados con Nistatina (25 pg por disco). Los discos
fueron impregnados con 4 mg del extracto a probar. Como controles negativos se
utilizaron sensidiscos con el solvente empleado (10uL) para evitar errores en los
resultados y comprobar que no tuvieran ningun efecto sobre los microorganismos.
Todos los bioensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 4).

HONGOS FILAMENTOSOS
Evaluacion cualitativa.

Para el analisis cualitativo se utilizd la técnica de inhibicidon del crecimiento radial
usando una concentracion de 2 mg por disco del extracto a probar, como control
positivo Ketoconazol (5 pg) y como control negativo se utilizaron sensidiscos
impregnados con 10uL de metanol (Wang y Bun, 2002) (Apéndice 7).

Evaluacion cuantitativa.

Para la determinacion de la concentracion fungicida media (CFso) y la concentracion
fungicida minima (CFM), se utilizd el método de inhibicién del crecimiento radial
reportado por Wang y Bun, (2002). Las concentraciones empleadas para los
bioensayos fueron: 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00, 6.00 mg/mL., cada bioensayo se
realizo por triplicado (Apéndice 7).

5. MARCHA FITOQUIMICA

Determinacion de fenoles totales

Por el método modificado de Singleton y colaboradores, 1999. La concentracién de
fenoles totales se medid por espectrofotometria con base a una reaccion
colorimétrica de o6xido-reduccion, utilizando el reactivo de Follin-Ciocalteu como
agente oxidante (Apéndice 10).
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Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales de las resinas de G. glutinosum se determino
usando una curva patron de quercetina (0-100 mg/L) y AICI; como indicador de
flavonoides (Apéndice 11).

Determinacion de capacidad antioxidante

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

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La caracterizacion preliminar se realizd mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC por sus siglas en inglés), utilizando una columna Discovery C-18,
de 250 x 4.6 mm, tamano de particula de 5um. Corrida isocratica con mezcla de
MeOH-acetonitrilo-agua y HsPO, (25-25-50), flujo de 1mL/min. Detector de arreglo
de diodos (DAD a longitud de onda de 260 nm con barrido completo de 200-400
nm).

6. TOXICIDAD GENERAL
La toxicidad general se evalud a las tres resinas. Los ensayos se realizaron con
larvas nauplio Il de Artemia salina, siguiendo el método de McLaughlin (1991), a
concentraciones de 1000, 100 y 10 pg/mL. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado (Apéndice 8).

7. ANALISIS ESTADISTICO
Para los datos obtenidos en las pruebas cualitativas bacterianas fueron calculadas
las siguientes medidas descriptivas: mediana, cuartil 1 (q1), cuartil 3 (q3), maximo
y minimo por medio de la obtencién de los diagramas de cajas, para conocer la
variacion que existe entre cepas y resinas.

Para determinar si existieron o no diferencias significativas entre las resinas y cepas,
se utilizd un analisis de varianza factorial, en el cual los factores considerados
fueron: cepas y resinas.

Todo el analisis se realizé con el paquete de computo estadistico Minitab version
17.
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RESULTADOS

Rendimiento de extractos
En el cuadro 1 y figura 4 se observa que la resina con mayor rendimiento fue la de

San Rafael con 16%, a diferencia de la resina de Tepeji que presenté el menor con
s6lo 3.7% y la de Zapotitlan resultd con 4.99% de rendimiento.

Cuadro 2. Rendimiento de las resinas obtenidas de G. glutinosum.

RENDIMIENTO  RENDIMIENTO

RESINA (g) (%)
San Rafael 114.64 16.00%
Zapotitlan 78.46 4.99%

Tepeji 130 3.71%

Los rendimientos fueron calculados con 716.3 g de planta fresca para la resina de San Rafael,
1572.1 g para la de Zapotitlan y 3500 g para la resina de Tepeji.

18.00%
16.00%
14.00%
12.00%
10.00%
8.00%
6.00%
4.00%
2.00%
0.00%

Porcentaje de rendimiento

San Rafael Zapotitlan Tepeji

Resinas

Zona de colecta

Figura 4. Rendimiento de las resinas de G. glutinosum
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Evaluacion cualitativa

De las trece cepas bacterianas empleadas para el ensayo, las tres resinas tuvieron
actividad sobre siete cepas, S. aureus, S. epidermis ATCC, S. epidermis FESI-C, A.
viscosus, P. aeruginosa, P. agglomerans, S. typhi. La bacteria que presenté los
mayores halos de inhibicidn con la resina de Tepeji fue S. typhi, presentando con

una media de 10.33 mm; para la resina de San Rafael fue la cepa de Pantoea

agglomerans con una media de 11 mm en los halos de inhibicion y para la resina de
Zapotitlan fue S. aureus con una media de 9.67 mm. Como se muestra en el Cuadro

3.

Cuadro 3. Actividad antibacteriana de las resinas de G. glutinosum

Bacterias Tepeji San Rafael Zapotitlan

Staphylococcus aureus 9.50 £+1.80 9.17+1.44 9.67 +1.15
Staphylococcus epidermis ATCC 7.67 +0.58 9.50+0.87 9.33+1.53
Staphylococcus epidermis FESI-C 9.67 +0.58 7.33+0.58 9.00+1.00
Actinomyces viscosus 7.33+0.58 7.33+1.53 5.33+4.62
Pseudomonas aeruginosa 6.00£0.00 6.00%0 6.00 £ 0.00
Pantoea agglomerans na 11.00+ 1.0 6.00+5.29
Salmonella typhi 10.33+0.58 8.67 £0.58 8.67 +£0.58

Halos de inhibicién en milimetros (promedio de tres repeticiones) El

probado a una concentracion de 2 mg/sensidisco. na: no activo

extracto fue

De las cepas empleadas para el ensayo se observaron mayores halos de inhibicién
sobre bacterias Gram positivas representadas en la figura 5, en la que se observan
las distintas medias de las tres diferentes resinas sobre Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermis ATCC, Staphylococcus epidermis FESI-C y Actinomyces

viscosus
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Figura 5. Actividad de las resinas sobre bacterias Gram positivas.

En la figura 6 se muestran las medias que se observaron sobre las bacterias Gram
negativas, en las que las resinas tuvieron menores halos de inhibicion sobre
Pseudomonas aeruginosa, Pantoea agglomerans y Salmonella typhi. Las medias
varian entre los 6 mm y los y los 11 mm siendo este el mayor halo de la resina de
San Rafael sobre Pantoea agglomerans.

GRAM negativas
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Figura 6. Actividad de las resinas sobre bacterias Gram negativas
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Se calcularon las medidas descriptivas para saber si habia variacién en los datos
entre los halos de inhibicion entre extractos como se muestra en la figura 7.

Halo (mm)
(o<}

0 *%
San Rafael Tepeji Zapotitlan

Zona de colecta

** = Datos extremos

Fig 7. Diagrama de cajas de la de variacion de halos de las tres diferentes resinas

En la resina de Tepeji se observd una mayor variacion de los halos de inhibicion con
un maximo de 11.5 mm, un minimo de cero y una mediana de 8.00 mm, la resina
de Zapotitlan fue la que tuvo menor variacién entre los halos de inhibicion con un
maximo de 11.00 mm y un minimo de 6.00 mm con una mediana de 9.00 mm igual
al Cuartil 1 este también tiene dos datos extremos. La resina de San Rafael presentd
una variacion en los halos de inhibicion de 12.00 mm como maximo y 6.00 mm como
dato minimo mientras que la mediana es de 9.00 mm.

Se realizdé un analisis de varianza de dos factores en donde se observo que no
existen diferencias significativas (F= >a 0.5)

Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

En el cuadro 4. Se observa la actividad antibacteriana de las resinas de G.
glutinosum siendo las cepas de S. aureus, S. epidermis ATCC y S. epidermis FESI-
C las mas sensibles presentando valores de CMI y CBM entre 0.75 y 1.25 mg/mL
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para las tres resinas y S. typhi con valores de CMI y CBM 0.75 y 1.25 mg/mL
Unicamente con la resina de San Rafael.

Cuadro 4. Concentracion minima inhibitoria y bactericida minima de las

resinas de G. glutinosum

Cepas Tepeji San rafael Zapotitlan

CMI CBM CMI CBM CMI CBM
Staphylococcus aureus 0.75 1.25 0.75 1.25 0.375 1.25
Staphylococcus epidermis
ATCC 0.75 1.25 1.25 2.5 0.75 1.25
Staphylococcus epidermis FESI-
C 0.75 1.25 1.25 2.5 0.75 1.25
Pseudomonas aeruginosa 10 20 0.75 1.25 5 20
Pantoea agglomerans 0.75 20 0.375 1.25 1.25 0.375
Actinomyces viscosus 0.375
Salmonella typhi 0.75 1.25

Todas las concentraciones en mg/mL

Actividad de los extractos sobre a curva de crecimiento bacteriano

De la actividad de las resinas sobre las curvas de crecimiento bacteriano se
determindé si habia y a qué hora un descenso drastico de las poblaciones

bacterianas.

En la actividad de las resina de Tepeji sobre Staphylococcus aureus (Figura 8) se
puede observar un descenso drastico del crecimiento bacteriano desde la
concentracion 2 CMI (0.375 mg/mL) a partir de la tercer hora, asi como en las
concentraciones de CMI (0.75mg/mL) y CBM (1.25 mg/mL)

crecimiento minimo o nulo de las UFC desde la primera hora.

se observa un
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Figura 8. Resina de Tepeji sobre curva de crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus

En cuento a la resina de San Rafael (Figura 9) se presenta una actividad
bacteriostatica a la concentracion de CBM (1.25 mg/mL) se observa un incremento
a la hora 4 y posteriormente decrecen y se mantienen hasta la novena hora por
debajo del testigo. En las concentraciones de 2 CMI (0.375 mg/mL) y CMI (0.75
mg/MI) no presenta gran actividad ya que se comportan de manera semejante al
testigo
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Figura 9. Resina de San Rafael sobre la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus
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La resina de Zapotitlan (Figura 10) disminuye el numero de UFC al segundo tiempo
de medicién, posteriormente se ve un incremento en este, la concentracién de CBM
(1.25 mg/mL) tiene actividad durante las primeras horas disminuyendo el
crecimiento de las UFC, posteriormente se observa un incremento en todas las
concentraciones por arriba del testigo.
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%
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LOGSOBREVIVIEMTES
k- Lid

o0 1 2 3 4 B B 12 24

TIEMPO DE EXPOSICION (H)
1/2 MIC MIC CBM

—TestEo

Figura 10. Resina de Zapotitlan sobre curva de crecimiento de Staphylococcus aureus
Sobre Pantoea agglomerans la resina de Tepeji (Figura 11) presenta una actividad
bacteriostatica manteniendo la UFC constantes desde 2 CMI (0.375) mg/ mL

siempre por debajo del testigo, en la concentracién CBM (1.25 mg/mL) muestra una
disminucién de la poblacion bacteriana hasta la octava hora
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Figura 11. Resina de Tepeji sobre curva de crecimiento bacteriano de Pantoea
agglomerans

La resina de San Rafael sobre Pantoea agglomerans presenta actividad
bacteriostatica en los primeros tiempos de 2 CMI (0.187 mg/mL) y CMI (0.75
mg/mL), aunque posteriormente existe un incremento de las UFC para la
concentracion de CBM se mantienen constantes las UFC y comienzan a decrecer
a partir de la hora 12, presentando una actividad bacteriostatica.
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Figura 12. Resina de San Rafael sobre curva de crecimiento bacteriano de Pantoea
agglomerans
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La resina de Zapotitldan no tuvo actividad sobre Pantoea agglomerans, las
concentraciones de %2 CMI, CMI'Y CBM tienen el mismo comportamiento al testigo
durante las 24 horas del ensayo.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Evaluacion cualitativa para levaduras

Las resinas solo tuvieron actividad sobre C. albicans y C. tropicalis mostrando los
halos de mayor diametro C. tropicalis con una media de 7 mm con las tres resinas,
no hubo actividad para C. neoformans, C. albicans 'y C. glabrata estas dos ultimas
compradas del cepario de CINVESTAV (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad de las resinas sobre Candidas

Levadura
Tepeji San Rafael Zapotitlan
Candida albicans 7.33 +0.58 700 6.0+0
Candida tropicalis 7.00 +0.00 700 7010

Todos los datos en mm

(mm)

Halo de inhibicion
O P N W b U1 O N

Tepeji San Rafael Zapotitlan
Localidad

M Candida albicans W Candida tropicalis

Figura 13. Actividad de las tres resinas sobre Candida albicans
y Candida tropicalis
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Fig. 14 Diagrama de cajas de la comparacion de variacion de halos de las tres
diferentes resinas sobre candidas.

En el diagrama de cajas (Figura 14) se puede observar que existe mayor variacion
en los halos de inhibicion que resultaron con la resina de Zapotitlan sobre las
levaduras, en donde el Quartil 1 con 6 mm con una mediana de 6.5 mm y el Quartil
3 representa 7 mm, la resina de Tepeji muestra menor variacion resultando el
Quartil 1 con 7 mm con una mediana de 7 mm y al Quartil 3 en 7.25 mm, por ultimo
la resina de San Rafael no muestra variacion en ninguno de los halos con un valor
de 7 mm para todas las medidas descriptivas.

En el analisis de varianza se encontré que no existe diferencia significativa entre las
zonas de colecta (F=>a0.5)

Evaluacion cualitativa de las resinas sobre cepas de hongos filamentosos

Los resultados de la evaluacidén antifungica cualitativa demostraron que las tres
resinas presentan actividad sobre las mismas cepas (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Actividad de las resinas sobre hongos filamentosos.

Hongos Tepeji San Rafael Zapotitlan
Fusarium sporotrichioides * * *
Fusarium moniliforma * * *
Trichophyton mentagrophytes * * *
Aspergillus sp * * *
Aspergillus niger * * *
Rhizoctonia lilacina * * *

*Inhibicion del crecimiento radial

Evaluacion cuantitativa para hongos filamentosos

La concentracién de las resinas que inhiben el crecimiento de los hongos se
determind con el ensayo cuantitativo:

En los siguientes cuadros se muestran las CFso y el porcentaje de inhibicion de las
resinas sobre el crecimiento de los diferentes hongos filamentosos. En el cuadro 7
se puede observar la actividad de las tres resinas sobre F. sporotrichioides en donde
los porcentajes de inhibicion varian muy poco entre estas, de la misma manera la
CFso que presentan es muy parecida, siendo las menores la de San Rafael y Tepeji
con 3.50 mg/mL y la resina de Zapotitlan 3.75 mg/mL.

Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas
sobre F. sporotrichioides.

Concentraciéon mg/ mL  San Rafael % Zapotitlan% Tepeji%

0.25 33.33 17.78 26.67
0.5 33.00 28.00 35.56
1 33.00 33.33 42.22
2 34.78 44.44 44.00
4 61.90 46.67 57.78
5 61.00 66.67 58.00
CFso 3.50 3.75 3.50
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F. moniliforme (cuadro 8) resulté muy sensible a las tres resinas presentando desde
la mas baja concentracion (0.25 mg/mL) un porcentaje de inhibicion en la resina de
San Rafael de 69.23%, en la resina de Zapotitlan 48.89 % y por ultimo y con mayor
porcentaje fue la resina de Tepeji con un 86.0 % por esta razon la CFs, de las tres
resinas es menor a los 0.25 mg/mL.

Cuadro 8. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas sobre
F. moniliforme.

Concentracién mg/ mL San Rafael Zapotitlan Tepeji
0.25 69.23 48.89 86.00
0.5 58.00 57.78 86.00
1 58.97 70.80 86.34
2 64.10 75.56 88.62
4 82.05 84.44 93.16
5 84.62 86.67 93.16
CFso 0.25% 0.25* 0.25*

*se alcanza una disminucién mayor al 50% en la mas baja concentracion

De la misma forma las resinas presentaron mucha actividad sobre T.
mentagrophytes, como se muestra en el cuadro 9 obteniendo porcentajes de 93%
desde la mas baja concentracion en las resinas de San Rafael y Tepeji seguidas de
66% en la resina de Zapotitlan. La CFs, también resulta menor a la mas baja
concentracion que es de 0.25 mg/ mL.

Cuadro 9. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas sobre
T. mentagrophytes.

Concentracién mg/ mL San Rafael Zapotitlan Tepeji
0.25 93.33 66.67 93.33
0.5 70.00 86.67 93.33
1 75.56 93.33 93.33
2 93.33 93.33 93.33
4 93.33 93.33 93.33
5 93.33 93.33 93.33
CFso 0.25% 0.25* 0.25*

*se alcanza una disminucién mayor al 50% en la mas baja concentracion

Las resinas sobre Aspergillus sp. (Cuadro 10), si presentan actividad aunque de
manera distinta entre ellas. En la resina de San Rafael los porcentajes de inhibicién
van desde el 41.46 % desde la primera concentracion (0.25 mg/mL) hasta el 68.0%
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a los 5 mg/mL y presenta una CFs, de 2.65 mg/mL. Por otro lado la resina de
Zapotitlan presenta un porcentaje de inhibicion de 10.53% desde la segunda
concentracion (0.5 mg/mL) y alcanza el 60.53% de inhibicién a los 4 mg/mL
presentando una CFs, de 5.11 mg/mL. Por ultimo la resina de Tepeji presenta un
porcentaje de inhibicion de 13.16% a la concentracion de 0.25 mg/mL y alcanza el
77.05% a los 4 mg/mL presentando una CF5, de 3.14 mg/mL.

Cuadro 10. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas sobre

Aspergillus sp.

Concentracién mg/ mL San Rafael Zapotitlan Tepeji
0.25 41.46 0.00 13.16

0.5 43.90 10.53 18.42

1 43.90 11.00 26.32

2 43.00 34.21 50.00

4 51.22 60.53 71.05

5 68.29 42.11 68.42

CFso 2.65 5.11 3.14

En el cuadro 11 se puede observar la actividad de las resinas sobre A. niger, en el
que varian los resultados para las tres resinas. La resina de San Rafael presenta
porcentajes de inhibicion que van desde el 34.88% desde la primera concentracion
(0.25mg/mL) hasta el 44.19% a los 4 mg/mL con una CF5, de 2.27 mg/mL. La resina
de Zapotitlan presenta porcentajes de inhibicion de 12.20% a los 0.25 mg/mL y
alcanza el 53.66% a los 5 mg/mL con una CF5, de 5.14 mg/mL. Por ultimo la resina
de Tepeji presenta un porcentaje de inhibicion del 25% desde la mas baja
concentracion y alcanza un 59% a los 5 mg/mL y obtuvo una CF5, de 4.36 mg/mL.
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Cuadro 11. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas sobre
Aspergillus niger

Concentracién mg/ mL San Rafael Zapotitlan Tepeji
0.25 34.88 12.20 25.00

0.5 34.00 18.00 25.00

1 34.00 21.95 29.55

2 44.19 31.71 34.09

4 44.19 43.90 50.00

5 34.88 53.66 59.09

CFso 2.27 5.14 4.36

La actividad sobre R. lilacina es muy evidente, presentando porcentajes de
inhibicién mayores al 50% desde la primera concentracion en los tres casos, la
resina de San Rafael obtuvo el mayor porcentaje con un 75.68% seguida de la
resina de Tepeji con un 68.89% y por ultimo la resina se Zapotitlan con un 52.50%
en los tres casos se obtuvo una CFs, menor a los 0.25 mg/mL.

Cuadro 12. Porcentajes de inhibicion y CFs, de las tres resinas sobre

R. lilacina

Concentracién mg/ mL San Rafael Zapotitlan Tepeji
0.25 75.68 52.50 68.89
0.5 50.00 60.00 75.56
1 56.76 80.00 82.22
2 75.68 87.50 86.67
4 81.08 82.50 88.89
5 83.78 92.50 93.33

CFso 0.25* 0.25* 0.25*

*se alcanza una disminucién mayor al 50% en la mas baja concentracion

TOXICIDAD GENERAL

El resultado sobre la concentracion letal media (CLso) de las resinas sobre larvas
nauplio de Artemia salina se muestra en el cuadro 13 y en la figura 15. En el que
se observa que las tres resinas presentan una toxicidad fuerte de acuerdo al criterio
de McLaughlin en 1991.
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Cuadro 13. Concentracion letal media de las resinas sobre larvas
nauplio de Artemia salina

Localidad CLso pg/mL
Zapotitlan 75.93
San Rafael 70.62
Tepeji 67.51

76
74
72
70
68
66
64
62

CLso (mg/mL)

Zapotitlan San Rafael Tepeji

Localidad

Figura 15. Concentracion letal media de las tres resinas sobre larvas nauplio |l de

Artemia salina
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Una reaccion de defensa es la generacion de radicales libres, los cuales inhiben el
crecimientos de microorganismos pero también pueden afectar a las células, por
esto resulto importante medir la capacidad antioxidante de cada resina.

Se encontro que la CAso de la resina de Zapotitlan fue la menor con 71 ppm (ng/mL)
seguida de la resina de San Rafael con 47.46 ppm (ug/mL)y 28.79 ppm (ng/mL) en
la resina de Tepeji como se muestra en el cuadro 14.

Cuadro 14. Capacidad antioxidante de las resinas

Resina CAso (ppm)
Zapotitlan 71
San Rafael 47.46
Tepeji 28.79

MARCHA FITOQUIMICA
Determinacion de fenoles totales

Se determiné la concentracidon de fenoles totales de las 3 resinas para comprobar
la actividad antioxidante ya que muchas veces las sustancias mayormente
asociadas a ésta son los fenoles. Se obtuvo que la resina de San Rafael presentd
mayor contenido de fenoles con 45.18 mg eAG/g extracto seguida de la resina de
Tepeji con 8. 112 mg eAG/g extracto y por ultimo la resina de Zapotitlan con un
contenido de 5.48 mg eAG/g extracto (Cuadro 15).

Cuadro 15. Determinacioén de fenoles totales

Localidad mg eAG/g

San Rafael 45.18
Tepeji 8.112

Zapotitlan 5.48
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Determinacion de flavonoides totales

Se realizdé la determinacion de flavonoides totales ya que también presentan
actividad antioxidante.

En el caso del contenido de flavonoides totales se obtuvieron valores similares para
las tres resinas siendo la de mayor contenido la resina de Tepeji con 3.512 mg eQ/g
extracto seguida de la de San Rafael con un contenido de 2.427 mg eQ/gr extracto
y por ultimo la resina de Zapotitlan con 2.224 mg eQ/gr extracto (Cuadro 16).

Cuadro 16. Determinacién de flavonoides totales

Localidad mg eQ/g
Tepeji 3.512
San Rafael 2.427
Zapotitlan 2.224

Cromatografia liquida de alta resolucion

Una vez realizados los ensayos biolégicos las resinas fueron analizadas en una
HPLC para observar el contenido polar de las resinas y conocer los compuestos
responsables de la actividad sobre los organismos ya antes mencionados.

A continuacion se muestra muestran los picos de absorcion y tiempos de retencion
de la resina de Tepeji (Fig. 16 y Cuadro 17).

42



Figura 16. Cromatograma de HPLC de la resina de Tepeji
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Cuadro17. Tiempo de retencion y UV maxima de la resina de Tepeji.

Espectro Tiempo de UV Amax Compuesto % de
retencion (min) (nm) concentracion
relativa
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En la siguiente figura se muestran los picos de absorcion y tiempos de retencion de
la resina de Zapotitlan. (Figura 17, cuadro 18)
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Figura 17. Cromatograma de HPLC de la resina de Zapotitlan

46




Cuadro 18. Tiempo de retenciéon y UV maxima de la resina de Zapotitlan

Espectro Tiempo de | UV  Ams | Compuesto % de
retencién (nm) concentracion
(min) relativa
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DADf1, 18.278 (130 mAU, - ) of HATZIRI-016.D
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En la siguiente figura se muestran los resultados se muestran los picos de absorcion
y tiempos de retencion de la resina de San Rafael (Figura 18, cuadro 19)
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Figura 18. Cromatogama de la resina de San Rafael.
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Cuadro 19. Tiempo de retencién y UV maxima de la resina de San Rafael

Espectro Tiempo de | UV Amax % de
retencion (nm) Compuesto | concentracion
minima relativa
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DAD1, 0386(876mA -) d HATAR015D

20.396 276 Fenol 13.473

DISCUSION

En los ultimos afos se ha observado un aumento de las enfermedades producidas
por hongos y bacterias, que se han vuelto resistentes a los antibi6ticos
convencionales empleados para combatirlos, es por ésto que se ha optado por
buscar antimicrobianos de origen natural. En las plantas se han encontrado
moléculas con actividad antimicrobiana como los metabolitos secundarios que son
utilizados como mecanismos de defensa contra patogenos, propiedad mencionada
por Cowan (1999) y Lambers y colaboradores (1998), lo que explica la propiedad
antibidtica de los extractos de plantas, entre ellas G. glutinosum la que cuenta solo
con estudios sobre extractos metandlicos, hexanicos y Unicamente un ensayo sobre
la resina con actividad amebicida (Pena, 2009), por lo que este estudio es el primero
en realizar la comparacion de la actividad antibacteriana y la variacion de la
composicidén quimica de las resinas de tres localidades.

Respecto a la planta que obtuvo el mayor rendimiento fue la de San Rafael con
16.0%, a diferencia de la resina de Tepeji que presentd el menor con sblo 3.7% y
entre ellas resulté la de Zapotitlan con 4.99% de rendimiento (Fig. 4). Esto puede
deberse a la cantidad de compuestos que contienen las resinas dependiendo de
qué tan estresadas o no se encontraban en las zonas en la que fueron colectadas
ya que como lo menciona Sepulveda-Jiménez (2003). Las plantas sintetizan
metabolitos secundarios en respuesta o defensa contra condiciones de estrés
bidtico y abiotico como la intensidad de luz, estrés hidrico, suministro de nutrientes,
altas temperaturas. Briskin (2007) menciona que algunos compuestos como el
nitrégeno, el fésforo, el calcio, el magnesio y algunos micronutrientes también son
factores de estrés que intervienen en la ruta metabdlica de estos compuestos. Estos
resultados concuerdan con lo publicado por Serrano en 2004, donde el extracto
metandlico de San Rafael resulté con mayor rendimiento atribuyendo este resultado
a menor precipitaciéon y mayor temperatura que en la zona de Tepeji, esto también
explica el rendimiento en la zona de Zapotitlan ya que resulta un poco mas seca
que la localidad de Tepeiji.
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Dado que todas las bacterias que se utilizaron en este estudio son de importancia
meédica y se sabe que algunas presentan sensibilidad a algunos antibiéticos como
se muestra en un antibiograma (apéndice 12) es de gran relevancia conocer que
las resinas de G. glutinosum si tienen actividad sobre estas bacterias, esto se
corrobora con los ensayos cualitativos y cuantitativos.

En el ensayo cualitativo sobre bacterias, la actividad se observo sobre 6 cepas para
Tepeji, 7 para San Rafael y 7 para Zapotitlan (Cuadro 3), de las cuales tres (A.
viscosus P. aeruginosa P. agglomerans) son por primera vez reportadas con
sensibilidad a las resinas de esta especie. En el estudio reportado por Serrano
(2004) se realiza una comparacion del extracto hexanico y metandlico de las
localidades de Tepeji y San Rafael en el que se encuentra actividad en mayor
numero de cepas (11y 9 respectivamente), las cepas sensibles (S. lutea, B. subitilis,
S. aureus, S. epidermidis, S. boydii, V. cholerae No. 01, V. cholerae Tor, S. typhi, V.
cholerae agua, E. aerogenes, V. chlolerae cc). El extracto hexanico de San Rafael
no actué contra B. subtilis y V. cholerae Tor.). La accion antimicrobiana que
presentan las resinas puede intervenir en la expansion de la membrana, el
incremento de la fluidez y la permeabilidad de la misma, la perturbacién de las
proteinas embebidas en la membrana, la inhibicién de la respiracion y la alteracién
del proceso de transporte de iones en las bacterias Gram positivas y Gram
negativas como lo menciona (Carson et al., 2002; Brehm y Johnson, 2003) de la
misma manera se le atribuye esta propiedad gracias a la presencia de fenoles y
acidos fendlicos que pueden ocasionar una perturbacion en la produccion de
energia ocasionando la inhibicion enzimatica por medio de productos oxidados
como lo menciona Mason y Wasserman en 1987, también se ha reportado que
algunos flavonoides pueden actuar a nivel de la sintesis de acidos nucleicos ( Mori
et al., 1987; Cushnie y Lamb, 2005)

Ademas de lo anterior, fue posible observar una mayor tendencia por inhibir
bacterias Gram positivas (Fig. 5) por parte de las tres resinas, reduciendo el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis ATCC,
Staphylococcus epidermis FESI-C y Actinomycetes viscosus. Esto puede deberse
a que las bacterias Gram positivas estructuralmente presentan un peptidoglucano
que se encuentra dentro de una matriz compuesta de acidos tecoicos, teicurénicos
y lipoteicos; lo cual le confiere a la pared celular una carga negativa neta, necesaria
para que las célula asimile cationes divalentes; esta caracteristica la hace mas
sensible a los compuestos polares a diferencia de las bacterias Gram negativas en
las que la membrana es mas resistente a los disolventes organicos y menos
permeable a las moléculas de caracter hidrofébico (Cimanga et al., 2002 ; Gros et
al., 1985).
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El ensayo cualitativo fue corroborado con la determinacion de CMI y CBM. De las
resinas, se obtuvieron resultados distintos en cuanto a las concentraciones
inhibitorias asi como también a las bacterias sensibles (Cuadro 4). La resina de
Tepeji presentd menor concentracion en CMI con valores de 0.75 mg/mL para tres
cepas (S. aureus, S epidermis ATCC y S. epidermis FESI-C) y result6 sin actividad
para A. viscosus y S. typhi. La muestra de San Rafael present6 una CMI de 0.75
mg/mL para S. aureus, P. aeruginosa y S. typhi asi como un valor de 0.375 mg/mL
para P. agglomerans y no presentd actividad sobre A. viscosus. La resina de
Zapotitlan presentd mayor actividad sobre A. viscosus con un valor de 0.375 mg/mL
en la CBM, a diferencia de lo reportado por Serrano (2004) en el que menciona que
la fraccion polar del extracto hexéanico de Tepeji presenta valores menores a la
fraccion de San Rafael, esto dista de lo encontrado en este ensayo, ya que las tres
resinas presentan concentraciones variadas sobre las bacterias analizadas esto
puede deberse a que los compuestos responsables de inhibir el crecimiento de las
bacterias se encuentran en concentraciones parecidas en las tres resinas.

Segun el efecto de su accidn sobre las bacterias, los antibiéticos se clasifican en
bacteriostaticos y bactericidas, y depende de si la accion consiste en inhibir el
crecimiento o lisar la bacteria, inhibir una ruta metabdlica o actuar sobre una enzima.
(Cué y Morejon, 1998). También para que sea un buen antibiotico debe actuar a
cierta concentracion y durante un determinado tiempo, para asegurar la muerte o
limitar el crecimiento de las bacterias, y esto no sélo es proporcional al nimero de
células presentes sino también al numero de factores que van a estar atacando, es
decir a la concentracion de agente quimico o la intensidad del agente fisico (Pelczar
y Chan, 1984).

Para conocer si las resinas tienen actividad bacteriostatica o bactericida y en que
momento empiezan a actuar se realiz6 la prueba de curva de crecimiento
bacteriano. La resina de Tepeji tiene actividad bactericida sobre S. aureus (Fig. 8)
que es un patdégeno que causa infecciones de diversa gravedad en nifios y adultos
ademas de presentar una frecuencia alta, se estima en 28.4 casos por cada 100.000
personas de todas las edades (Luapland, 2003) desde la concentracion 2 CMI a
(0.375 mg/mL) a partir de la tercer hora y un crecimiento casi nulo en las
concentraciones mas altas, ademas de representar 5 zonas de impacto en las que
se puede estar afectando la reproduccion o crecimiento de las bacterias por la
muerte exponencial que se observo a lo largo del experimento segun Pelczar y Chan
(1984). La resina de San Rafael (Fig. 9) que tiene una actividad bacteriostatica y
mantiene las UFC en todas las concentraciones por debajo del testigo. La resina de
Zapotitlan solo disminuye el crecimiento bacteriano durante las primeras dos horas,
después las UFC se comportan igual al testigo (Fig 10), lo que podria deberse a que
la resina de Tepeji presenta algun compuesto que esta afectado directamente

53



alguna funcién esencial de S. aureus, por otra parte las concentraciones empleadas
de las resinas de San Rafael y Zapotitlan podrian ser menores a las a las necesarias
para tener mayor actividad sobre esta bacteria o tal vez se requiere mas de una
dosis .

Sobre Pantoea agglomerans que es una enterobacteria aislada frecuentemente en
plantas, frutas y vegetales, pero que también se ha encontrado en heces humanas
y de animales. Como patdégeno se ha descrito clasicamente como causante de
infecciones localizadas como sinovitis y artritis (Segado-Arenas et al., 2012). La
resina de Tepeji presenta una actividad bacteriostatica manteniendo las UFC
constantes desde 2 CMI (0.375 mg/ mL) siempre por debajo del testigo ( Fig 11).
La resina de San Rafael (Fig. 12) también presenta actividad bacteriostatica en los
primeros tiempos de ‘2 CMI (0.187 mg/mL) y CMI (0.75 mg/mL), aunque
posteriormente existe un incremento de las UFC para la concentracion de CBM se
mantienen constantes por debajo del testigo. La resina de Zapotitlan no tuvo
actividad sobre P. agglomerans, las concentraciones de 72 CMI, CMI y CBM tienen
el mismo comportamiento al testigo durante las 24 horas del ensayo, el
comportamiento de las resinas de Tepeji y San Rafael sobre P. agglomerans puede
deberse a que las concentraciones empleadas no fueron las necesarias para actuar
mas tiempo sobre la bacteria. Esta es la primera vez que se registran estos
resultados sobre la actividad de las resinas de Gymnosperma glutinosum .

Sobre las pruebas antifungicas, se encuentra actividad sombre dos candidas, C.
albicans y C. tropicalis (Fig. 13), a diferencia de lo reportado por Serrano 2006 en
donde el extracto hexanico de la planta de Zapotitlan no presenta actividad sobre
estas, la actividad puede ser atribuida a la accion de sesquiterpenos especialmente
el bisabolol y flavononas como la pinocembrina, presentes en las resinas, que son
compuestos con actividad antifungica segun Gonzalez 2007 y Martins et at., 2002;
Del mismo modo se encontré actividad sobre seis hongos filamentosos (F.
sporotrichioides, F. moniliforma T. mentagrophytes, Asperqillus sp, A. niger R.
lilacina), resultados parecidos a lo reportado por Serrano (2006) en el que menciona
que el extracto hexanico provocan inhibiciéon del crecimiento radial sobre cinco
especies de hongos filamentosos (A. niger, F. moniliforme, F. sporotrichum, R.
solani, T. mentagrophytes)

En la prueba cuantitativa las resinas mostraron una inhibicién del crecimiento radial
importante sobre F. moniliforme CDBB-H-265, T. mentagrophytes CDBB-H-1112 y R.
lilacina CDBB-H-306 ya que se alcanza una inhibicion del crecimiento de mas del
50% desde las mas bajas concentraciones (cuadro 7). Las tres resinas muestran
una actividad relevante sobre todos los hongos estudiados, esto puede deberse a
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la presencia de flavonoides en los extractos ademas de un diterpeno con esqueleto
tipo ent-labdano (8,13,14,15-tetrahidroxilabdano) y dos flavonas metoxiladas (la
5,7-dihidroxi-3,6,8-trimetoxiflavona y la 5,7-dihidroxi-3,6,8,2’,4’,5’-
hexametoxiflavona) con actividad antifungica encontrados y reportados por Serrano
(2006) y Yu et al., (1988) que pudieran estar presentes en las resinas, también los
flavonoides de naturaleza lipofilica como las flavanonas presentan actividad
fungicida segun Cartaya y Reinaldo (2001), una de estas flavanonas fue aisladas
de la resina de G. glutinosum reportada por Mendoza (2012) llamada Eriodictiol
que ademas presenta actividad amebicida y la pinocembrina reportada en este
ensayo siendo la resina de Tepeji la que presentd mayor actividad.

Sobre la marcha fitoquimica los compuestos encontrados en HPLC son muy
parecidos entre las tres resinas, se pueden observar fenoles pues la longitud de
onda a la que presenta la mayor absorcion de luz UV es de 230 y 290 nm
usualmente con un hombro (Olsen, 2003) (Fig. 16-18, Cuadro 17- 19). A los fenoles
y polifenoles se les ha atribuido actividad antimicrobiana antioxidante antiviral y
antifungica (Cowan, 1999) ésto se comprueba con la prueba de concentracion de
fenoles totales de las 3 resinas en la que se obtuvo que la resina de San Rafael
presentd mayor contenido de estos con 45.18 mgeAG/g extracto seguida de la
resina de Tepeji con 8. 112 mgeAG/g extracto y por ultimo la resina de Zapotitlan
con un contenido de 5.48 mgeAG/g extracto (Cuadro 15). Por la misma prueba
HPLC se encontraron flavonoides que son pigmentos naturales presentes en los
vegetales, estos contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales
de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martinez-Flérez,
2002). Dentro de este grupo se encontré Pinocembrina que es una flavanona con
actividad antiparasitaria, en particular antimalarica, antigiardica y antileshmanica
(Keterene et al.,, 2012; Rufino-Gonzalez et al., 2012) también se ha reportado
actividad contra Candida albicans Tricophyton rubrum y Tricophyton
mentagrophytes (Ruddock et al., 2011 y Lago et al., 2012).

En cuanto a la actividad antioxidante, se sabe que los antioxidantes naturales
pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos),
compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos vy
aminas) o carotenoides asi como el acido ascérbico como lo reporta Soto (2007).
Estos protegen a lipidos y otros compuestos celulares del ataque de agentes
oxidantes como los radicales libres de oxigeno, superoxido y grupos hidroxilo
reactivos (Drago et al., 2006). Lo anterior es de suma importancia ya que las células
estan expuestas a especies reactivas de oxigeno y son capaces de tolerar estados
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de estrés oxidativo leve, sin embargo, situaciones extremas de estrés oxidativo
pueden afectar el metabolismo celular (Soledad 2007). La resina de Zapotitlan fue
la que presenté menor actividad con 71 ug/mL seguida de la de San Rafael (47.46
pg/mL) y la de mayor fue la de Tepeji (28.79 pg/mL), esto coinciden con la
concentracion de fenoles y flavonoides (Cuadro 14). Por lo tanto la concentracion
de compuestos fendlicos y flavonoides corroboran la actividad antioxidante de estas
resinas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad general las resinas
resultaron con un indice de toxicidad fuerte segun el criterio de McLaughlin et al.,
1998, con una CLso para la resina de Zapotitlan de 75.93 ug/mL seguido de la resina
de San Rafael con 70.62 ug/mL y por ultimo la resina de Tepeji con 67.51 yg/mL a
diferencia de lo reportado por Pefia (2009) en donde menciona que la resina
presenta un valores de toxicidad de moderada a baja (444 ug/mL) esto puede ser
por que se desarrolla en un lugar diferente y las condiciones de estrés bidtico y
abidtico en la que se colectd esta planta. Por otra parte la toxicidad alta de las tres
resinas estudiadas en este ensayo, puede deberse a que éstas se encuentran
concentradas, y de esta manera es como puede tener mayor actividad sobre todos
los microorganismos con los que se realizaron pruebas, las personas consumen la
planta de modo de infusién, lo que diluye y se consume a concentraciones mucho
menores por lo que no es nociva para la salud de los consumidores.

La suma de las propiedades antibacterianas y antifungicas, ademas de la capacidad
antioxidante de las resinas corrobora el uso medicinal y farmacolégico que se la ha
dado por afos
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CONCLUSIONES

Las resinas son probadas por primera vez con actividad antimicrobiana y las
conclusiones a las que se llegd son:

Las resinas presentan actividad antibacteriana y antifungica.

La resina de Tepeji presenta actividad bactericida, las resinas de San
Rafael y Zapotitlan presentan actividad bacteriostatica.

Las tres resinas presentan toxicidad alta.

Las tres resinas presentan actividad antioxidante.

La composicion quimica y propiedades medicinales dependen de la
zona geografica donde se desarrolla G. glutinosum.
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APENDICES
APENDICE 1

La familia Asteraceae, es una familia de Angiospermas, plantas con flores, que es
una de las mas diversas y ampliamente distribuidas. México se considera uno de
los centros de diversificacién de esta familia, representando el 13% del total de la
flora Mexicana (Rzendowski, 1972).

Las Asteraceae son quimicamente diversas; algunos miembros de la familia
acumulan terpenos y lactonas sesquiterpénicas (Stumpf y Conn, 1981), se han
reportado mas de 3000 estructuras diferentes dentro de la familia (Heinrich et al.,
1998).

También se ha reportado la presencia de saponinas triterpenoides, ciclitoles,
cumarinas y flavonoles (Trease y Evans, 1993), asi como diterpenos tipo labdano y
clerodano (Heywood et al.,1997) y por utimo poliacetilenos (Heinrich et al., 1998).

Dentro de esta familia se encuentra el género monotipico Gymnosperma que crece
en regiones abiertas y semidesérticas, especialmente en México (Maldonado et al.,
1994). Reyes reporta al género como endémico de México con base a la propuesta
de Rzendowski en 1991 sobre Megaméxico 3.

Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less. Asteraceae

Es una especie muy comun en las tierras de cultivo en las regiones de la selva baja
caducifolia y matorrales xerofilos ocasionamente se encuentra en regiones de pino-
encino. Forma poblaciones grandes y sobre todo en parcelas de cultivo
abandonadas o en descanso.

Esta planta crece en zonas con perturbacion asociada a vegetacion secuendaria y
cultivos (Rzendowki y Resendowki, 1985).

Sinonimia popular:

Escobilla, jarilla, pegarrosa; Estado de México: tezozotla (nahuatl); Guerrero:
xonequiletl, zacayauchi; Puebla:xincuite ; San Rafael: popote y Tepeji: tatalecho.

Sinonimia botanica:

Selloa glutinosa Sprengel, Gymnosperma corymbosum DC, Gymnosperma
multiflorum DC, Gymnosperma scoparium DC, Selloa multiflora Kuntze.
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Descripcion:

Subarbusto de hasta 1m de altura, erecto, glabro o casi glabro, glutinoso; tallos mas
o0 menos ramificados, estriados, hojas lineares a lanceoladas de 1 a 8.5 cm de largo
y de 1 a 9 mm de ancho, agudas a acuminadas en el apice, margen entero,
trinervadas, densamente punteadas en ambas caras, sésiles o sobre pedunculos
hasta de 3 mm de largo; involucro de 9 a 15 bracteas elipticas a ovaladas, verdes
en el apice, las mas largas de 4-5 mm de longitud; flores linguladas 5 a 9, sus corolas
de 2-3 mm de largo, con el tubo largo y la parte laminar de 1mm de longitud o menos;
flores del disco 4 a 6, sus corolas de 2.5 a4 mm de largo, a menudo no todas fértiles;
aquenios de 1-1.5 mm de largo (Rzendowski, 1985).

Clasificacion:

Cuadro 20. Clasificacion de G. glutinosum

REINO Plantae
DIVISION Spematophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotiledoneae
ORDEN Asterales
FAMILIA Asteraceae
TRIBU Astereae
GENERO Gymnosperma
ESPECIE glutinosum
NOMBRE Gymnosperma glutinosum (Spreg.) Less
CIENTIFICO

Habitat

Es una especie de habito terrestre (Yu et al., 1988) y se encuentra asociada a
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bosques de encino, de pino, mixto de encino-pino y pino-encino (Argueta et al.,
1994), matorrales y pastizales, de preferencia en areas perturbadas y en la
vegetacion secundaria (Rzendowski, 1985).

Uso popular:

Es una planta utilizada en el Estado de México, Durango y Guanajuato para tratar
el reumatismo y dolor de pies (Argueta et al., 1994). Como uso general se ha
reportado la utilizacion de las flores como antirreumatico, contra la diarrea y como
analgésico (SEMARNAT, 2001). En Puebla se utiliza como dolor de cabeza, jiotes
y piquetes de hormiga; también se utiliza cuando hay rotura de huesos en animales.
Otros usos que se le asignan son contra la diarrea, fiebre amarilla y para soldar
huesos, en Guerrero se utiliza para aplicar limpias a los animales (Argueta et al.,
1994).

Distribucién geogréafica:

Es originaria de América Boreal Austral y Occidental, se encuentra en clima
templado, entre los 2,250 y los 3,000 m.s.n.m.

Se distribuye a lo largo del Valle de México, Guatemala y de Arizona a Texas
(Rzendowski, 1985) y es utilizada en el estado de Durango, México, Puebla,
Guanajuato, Guerrero (Argueta et al., 1994), Zacatecas y Nuevo Leon (Aguilar et
al., 1994).

Figura 19. Flores de Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less
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Figura 20. Flores Gymnosperma glutinosum (Spreng) Less

Dosis
Como antidiarréico se utiliza en infusion al 10%, sin exceder de 100 mg a 1 g por
dia; como analgésico se aplica localmente sin exceder de 500 mga 2.5 g
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APENDICE 2

Zonas de colecta
Zapotitlan Salinas

Se localiza al sureste del estado de Puebla (Arias et al., 2000) y se encuentra dentro
de la provincia floristica de Tehuacan-Cuicatlan (Rzendowski, 1981). Se ubica entro
los 18° 07’ 18” y 18°26’ 00”latitud norte y 97° 19’ 24” y 97°39’ 06” longitud oeste
(INEGI, 1991). Se localiza a una altitud de 1500 a 2300 m.s.n.m. Se encuentra
delimitado al oriente por las sierras de Atzingo y Miahuatepec, al norte por los cerros
Chacateca y Pajarito, al poniente por el cerro La Mesa y al sur por el cerro Corral
de Piedra (Arias et al ., 2000).

De acuerdo con la clasificacion climatica de Koppen, modificada por Garcia en 1973,
presenta un clima Bsohw” (w)(e)g, que es un clima seco con régimen de lluvias en
verano (Garcia, 1988). La precipitacion media anual de la zona es de 380 mm y la
temperatura media anual es de 21.2 °C (Arias et al., 2000). Existen tres tipos de
vegetacion en la zona: bosque espinoso, matorral xerofilo y bosque tropical
caducifolio (Rzendowski, 1981). El tipo de suelo que presenta es comunmente de
yeso y caliza muchas veces con alto contenido de sales (Arias, 2000).

San Rafael Coxcatlan, Puebla

Se localiza al sureste del valle de Tehuacan, Pueblaa 18° 12’y 18° 14’ latitud norte,
97° 07’ y 97° 09’ longitud oeste, se encuentra a 957 m.s.n.m. (INEGI, 1984,).

Su clima es Bs, (h1) W”(w) (e) g, corresponde al seco muy célido o calido, con lluvias
en verano. Presenta una precipitacion media anual de 450.7 mm ademas de una
precipitacion invernal menos de 5% con una temperatura media de 24°C (Garcia,
1973).

Presenta una vegetacion natural e inducida comprendida de matorral crusicaule y
cardonal (INEGI 1984,) y dominancia de gramineas (Garcia, 1981). Estas sobre
roca sedimentaria en su mayoria arenisca y conglomerado (INEGI 1984,).

Tepeji del Rio, Hidalgo

Sus coordenadas son 19° 54’ latitud norte y 99° 21’ longitud oeste, ubicado a una
altitud de 2,175 msnm. El clima presenta en esta zona corresponde al Cw, (w) que
es tipo templado subhumedo con lluvias en verano, con una precipitacion media
anual de 704.5 mm y una temperatura media de 15.8°C (Garcia, 1988).
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Esta zona se encuentra gravemente afectada por la accion hidrica lo que se refleja

en la poca vegetacion, solo existe la presencia de vegetacion secundaria indicadora
de la devastacion de la zona (CETENAL, 1980).
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Fig 21. Zonas de colecta
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APENDICE 3

Inmersion rapida (Urzua et al., 1998)

El material fresco se peso y cortd, fue depositado dentro de un matraz al que se le
agrego cloroformo hasta que la planta fue cubierta. Se dejé reposar a la planta con
el solvente durante 15 segundos. Se obtuvo el extracto y se filtr6. Para obtener el
extracto libre de solvente, se realizd una destilacidon a presion reducida en un
rotavapor.

APENDICE 4

Método de difusion en agar o Kirby-BaU ( Venden Berghe y Vlietinck, 1991)
Para bacterias

Medio: se utilizé como medio el agar Muller-Hinton (Bioxon 110-1), este promueve
el crecimiento de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente
importantes. Es importante que el agar tenga un espesor uniforme de 4mm, de ser
mas fino el antibidtico tiende a difundir mas en direccién lateral aumentando el
tamano de las zonas de inhibicion; si la placa del agar llega a medir mas de 4 mm
de espesor promueve una mayor difusién del antibiético hacia abajo, y esto tiende
a estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

Indculo: con un asa de siembra estéril se tocaron las superficies convexas de 4 0 5
colonias del microorganismo a ensayar. Se sumergio el asa en 10 mL de caldo
Mdller- Hilton (Bixon 260) se enjuagd bien en el liquido para descargar todo el
material y luego se retirar6 el asa de siembra. Se mantuvo el tubo en cultivo a 37°
C durante aproximadamente 24 horas o hasta que la turbidez del medio fue
equivalente al estandar N° 0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentracion de
aproximadamente 1.5 x 108 bacterias/ mL (este procedimiento se repitié para cada
cepa).

El estandar 0.5 de McFarland se preparé afiadiendo 0.5 mL de cloruro de bario a
99.5 mL de H,SO, 0.36 N. Al comparar la turbidez entre el estandar y el caldo con
los organismos de estudio contra una cartulina blanca o con espectrofotometro a
600 nm, si la suspension de los organismos se veia mas turbia que el estandar, se
agregaro solucién salina al 0.9% hasta igualarlas. Posteriormente se sumergio un
hisopo estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo se eliminé el
exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo.
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Con este hisopo se inoculd la superficie de una placa de agar Muller-Hinton la que
anteriormente fue templada. Finalmente, se sembrdé mediante estria cerrada por lo
menos en tres direcciones, girando la placa en angulos de 60° aproximadamente.

Cuando el in6culo se seco la placa esta lista para probar las resinas.

Control positivo: Se evalud la susceptibilidad de las cepas experimentales en
sensidiscos con un antibiético sintético (cloranfenicol 25ug/ disco).

Control negativo: se utilizaron sensidiscos con 10 uL de metanol dejandolo evaporar
durante 12 h al igual que los experimentales.

Aplicacion de extractos: Se utilizaron sensidiscos de 5mm de diametro de papel
Whatman del N° 5 (Previamente estériles). En todos los casos se hicieron las
diluciones necesarias para que los sensidiscos lleven la cantidad deseada de
extracto (2mg por sensidisco). Estos se colocaron manualmente en agar utilizando
una pinza estéril.

Incubacion: Una vez que las cajas con agar estuvieron preparadas para las pruebas
de suceptibilidad, se colocaron en una incubadora a 35° C sin mayor tensién de
CO,. Es importante evitar la 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 acido, lo cual tiende a
estrechar falsamente la zona de inhibicién. Asimismo, la actividad de diversos
antibioticos puede aumentar o disminuir con la caida del pH, produciéndose
diferencias en las velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicion.

Para Hongos

Medio: Para las cepas fungicas se utiliz6 PDA como medio. El espesor de la placa
debe alcanzar 4 mm (de no ser asi puede ocurrir lo mismo que en el agar Muller-
Hinton).

Aplicacion de sustancias: Se emplearon sensidiscos de 5 mm de diametro hechos
de papel whatman del N° 5 para evaluar las resinas. En todos los casos se hicieron
diluciones necesarias para que los sensidiscos llevaran la cantidad necesaria de
resina ( 2mg/disco).

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias que se evaluaron, se coloc6 manualmente sobre la superficie del agar
con ayuda de pinzas estériles.

Muestras: el vehiculo para las resinas fue el metanol con el que fueron impregnados
los sensidiscos hasta llegar a la concentracion deseada ( 4mg/mL) por disco.
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Posteriormente se impregnaron los discos dejando evaporar el solvente durante 12
horas.

Incubacion: Las levaduras fueron cultivadas en una caja Petri con 20 mL de agar
PDA, se colocaron en una incubadora a 35° C, sin mayor tension de CO,.
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APENDICE 5

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

Método de microdilucion en caldo (Koneman 1996)

Sigue el mismo método de microdilucidon en agar, excepto que la susceptibilidad de
los microorganismos a los antimicrobianos se determiné en la fase liquida, en una
serie de microtubulos moldeados en una placa de ELISA de noventa y seis pozos.

La placa se preparé colocando 50uL de caldo (Muller-Hinton) mas extracto en cada
celda a diferentes concentraciones experimentales (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.725, 0.315
mg/mL)

Se prepara la suspension bacteriana de acuerdo al método descrito en el apéndice
4 hasta alcanzar el estandar de N° 0.5 de McFarland. De esta suspension se
tomaron 10 L y se le adicionan 9.9 mL de caldo Mueller-Hinton, obteniendo asi una
concentracion de 1x 10° bacterias/mL. Cada celda se inoculdé con 50 uL de esta
suspension bacteriana. Una vez inoculada la placa se tapo para evitar la desecacion
y se incuba por 24 horas a 37°C.

Posteriormente se anadieron 50 pyL a cada celda de cloruro de tetrazolio (TTC) al
0.08% y se incubd a 37° C por 30 min. En las celdas donde se desarrollan los
microorganismos, esta sustancia es reducida a formazan, produciendo una
coloracién rojiza-violacea, de lo contrario significa que no hay desarrollo bacteriano
y la solucion permanece clara. Es muy importante mantener protegida la placa de
la luz debido a la alteracion de los resultados.

Resultados: La concentracion a la cual existe una disminucion drastica del
crecimiento representa una CMI y la concentracion que produce una inhibicién
completa del desarrollo representa la CBM. El ensayo se realiz6 por triplicado.
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APENDICE 6

Efecto de las resinas sobre la curva de crecimiento bacteriano (Muroi et al., 1993)

En un tubo de ensayo con 10 mL de caldo Muller-Hinton se obtuvo el inoculd de
aproximadamente 1x108 bacterias/mL (esto se obtiene en periodos de 24 horas e
incubacion). Se inoculd con ayuda de una micropipeta 10 uL de la suspensién de
bacterias en los tubos que contenian las resinas, estos tuvieron la concentracién de
CMI y sus multiplos medios; es decir, la mitad de la CMI y CBM. La concentracion
final fue de aproximadamente 1x10° bacterias/mL en cada tubo. Se incubd en una
estufa sin presion de CO,. Se tomd una muestra las primeras 4 horas cada hora,
después cada dos horas dos muestras y finalmente a las 12 y 24 horas. La duracion
del experimento es de 24 horas.

Para obtener los resultados se graficé el logaritmo del nimero de sobrevivientes en
el eje de las ordenadas “Y” contra el tiempo de incubacion del eje de las abscisas
“X”, para asi determinar el nimero de impactos necesarios para producir la muerte
de la bacteria, se prolongo 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 7

Inhibicién del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002)
Método cualitativo.

Para el ensayo contra hongos filamentosos se utilizaron cajas Petri (100 x 15 mm)
con 20 mL de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculé un boton de 5 mm de
diametro del micelio del hongo. Se colocaron discos previamente impregnados con
el compuesto activo, estos fueron colocados a una distancia de 30 mm del limite
micelial.

Incubacion: las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas hasta que el
crecimiento micelial se desarrolld.

Control positivo: se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales con
sensidiscos de 7 ug/ disco de Ketoconazol.

Control negativo: Discos que fueron impregnados con 10 uL de solvente empleado
para disolver el problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los
experimentales).

Interpretacion de resultados: si existieran zonas de inhibicion, se reporto el extracto
como activo, en todos los casos las pruebas se realizaron por triplicado.

Método cuantitativo

Este ensayo se realizé en cajas de cultivo de 24 pozos, cada uno de estos contenia
1.5 mL de agar papa dextrosa, con las siguientes concentraciones del extracto a
probar 6.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.50, 0.25, mg/mL, posteriormente se colocd un boton de
micelio en el centro del pozo.

Incubacion: las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas (o hasta que
creci6 el micelio).

Control positivo: se evalué la sensibilidad de las cepas experimentales incluyendo
al agar las siguientes concentraciones de Ketoconazol: 40, 50, 60,70, 80, 90y 100
Mg/mL.

Interpretacion de resultados: Los resultados se reportaron en porcentaje de
inhibicion, teniendo en cuenta que la concentracion que representa el 100% de
inhibicion sera aquella en la que ya no hubo crecimiento micelial, la concentracion
que representa al 50% de inhibicidon corresponde a la CFso. Este célculo se realizd
con un modelo matematico.
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APENDICE 8

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

El ensayo se realiz6 con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach). Se preparé una
solucion para un litro en el que se agregaron 5 g de NaCl y 2 g de NaHCO;,
posteriormente se pesaron e incorporaron a la solucion 0.5g de quistes de A salina.

Para hacer eclosionar los quistes deben cultivarse 24 a 48 horas con buena
oxigenacion, temperatura de 25°C aproximadamente y con presencia de luz.

Posteriormente se colocaron 10 larvas en frascos con 10 mL de solucién salina al
0.5%, las concentraciones de los problemas a ensayar fueron 1000, 100y 10 ug/mL.

Control negativo: se utilizé dimetilsulféxido (DMSO), el cual sera el solvente para
disolver el problema, se utilizé el mismo volumen que en el que se disolvid la
concentracion mas alta del extracto o compuesto a evaluar.

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

Interpretacion de resultados: se contd el numero de larvas sobrevivientes, las cuales
debieron desplazarse de la misma manera que el grupo testigo.

La concentracioén letal media (CLso) se determind para cada extracto interpolandolo
en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion de mg/mL a través
del analisis de regresion lineal.

La actividad toxica general se considera débil cuando la CL 5, esta entre los 1000 y
500 ppm (0.5 y 1 mg/mL), moderada cuando la CLs, esta entre 100 y 500 ppm (0.1
y 0.5 mg/mL) y sefialado como fuerte cuando la CL;, se extiende a partirde la 0 a
100 ppm (0 a 1 mg/mL) segun el criterio de McLaughlin et al. (1998)
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APENDICE 9

Método de reduccion del radical 2.2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) (Método
modificado de Murillo, 2006)

La actividad antioxidante se evalué6 midiendo el grado de decoloracién
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién
metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adiciéon del compuesto activo
a diferentes concentraciones (2-100 ppm), por medio de espectrofotometria visible
(VIS).

Aplicacion de extractos: en la placa de ELISA de adicionaron 50uL de la solucion
problema a diferentes concentraciones (2-100ppm) por triplicado, el solvente
utilizado fue metanol grado HPLC. Posteriormente a cada pozo con las
concentraciones sefialadas, se adicionaron 150 pyL de una solucidén metandlica de
DPPH cuya concentracién final fue de 100uM; inmediatamente se protegio de la luz
y se mantuvo en agitacion constante durante 30 min a 37°C . Una vez trascurrido el
tiempo se determind la absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA (Método
modificado de Murillo, 2006).

Blanco: pozos con 200uL e metanol.

Control positivo: Se utilizd catequina a las mismas concentraciones que el
compuesto problema.

Interpretacion de resultados: se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccion y
se calculo con la siguiente férmula y se grafica como se muestra en las figuras 22,
23y 24.

% de reduccion= (C-E/C)*100 En donde: C= Abs del DPPH + metanol

E= Abs del experimental (Mezcla
DPPH+ compuesto problema
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Figura 22. Actividad antioxidante de la resina de San Rafael
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Figura 23. Actividad antioxidante de la resina de Tepeji
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Figura 24. Actividad antioxidante de la resina de Zapotitlan

APENDICE 10

Determinacion de la concentracidon de fenoles totales (CFT)(Método modificado de
Singleton et al., 1999)

La concentracion de fenoles totales (CFT) se midid por espectrofotometria con base a una
reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, para ello el agente oxidante que se utilizo fue el
reactivo de Folin-Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de fosfomolibdato y
fosfotungstato (coloracién amarilla), en el cual el molibdeno y el tungsteno se encuentran
en estado de oxidacién 6*. La reduccion con ciertos agentes reductores genera la formacion
de molibdeno y tugsteno con un promedio de estado de oxidacion entre 5* y 6%, formando

una solucion azul.

Se preparo una curva de calibraciéon con acido galico, el cual es una pequena molécula que
por su estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido a un grupo -

OH. Se utiliza para evaluar la cuantificacion de fenoles totales.

Se utilizdé una solucién estandar de acido galico de 0.2 mg/mL. A partir de esta solucion se
tomaron las alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido
galico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL), a cada una se le agregd el volumen
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correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un

volumen final de 1 mL.

Para el analisis de fenoles totales del extracto, se preparé una solucion estandar (0.2
mg/mL), se tomd una alicuota de 250 uL de esta y se agregan 750 uL de agua destilada,

para obtener un volumen final de 1 mL a una concentracién de 0.05 mg/mL.

Se tomé 1mL de cada una de las concentraciones (acido galico y extracto) y se transfirié a
un tubo de ensayo con 7mL de agua destilada a continuaciéon se adicionan 500 uL de
reactivo Folin-Ciucalteu. Después de cinco minutos se afiadieron 1.5 mL de una solucion
de NaCO3 (200 g/L).

Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente se determiné la absorbancia a

760nm. Cada concentracion se determiné por triplicado.

Finalmente se graficd la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva patrén
de acido galico, se realizé un analisis de regresion lineal y se interpolé la absorbancia de la
muestra a evaluar. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico o bien

en porcentaje.
Curva patrén

Cuadro 21. Curva patron para la determinacién de fenoles totales

Tubo B [Acido galico] ML patrén pL agua mL Agua
(blanco) mg/MI destilada destilada

1 0.00625 31.25 (31) 968.75 (968.5) 7

2 0.0125 62.5 937.5 7

3 0.025 125 875 7

4 0.05 250 750 7

5 0.1 500 500 7

6 0.2 1000 0 7

P (problema) - 250 750 7
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Figura 25. Curva patron de acido galico
APENDICE 11

Cuantificacion de flavonoides Totales (Método de Dowd modificado de Praveen y
Awang, 2007)

La concentracién de flavonoides se midié por espectrofotometria utilizando cloruro
de aluminio (AICl3). El cation de aluminio forma complejos estables con los
flavonoides en metanol, produciendo en el analisis espectrofotométrico un desvio a
longitudes de onda mas largas y una intensificacién de la absorcion. Por lo tanto es
posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras
sustancias fendlicas, en particular los acidos fendlicos que invariablemente
acompafan a los flavonoides en los tejidos vegetales. Esto se hace en un
espectrofotometro de 415nm utilizando cloruro de aluminio al 2 % en metanol. En
estas condiciones, el complejo flavonoide-aluminio absorbe a una longitud de onda
mucho mayor que el flavonoide sin presencia del agente complejante. Los acidos
fendlicos, incluidos los que forman complejos con AICl; absorben longitudes de
onda mucho mas bajas evitando asi la interferencia con las medidas de
absorbancia.

Se prepard una curva de calibracion con quercetina, que es un flavonol muy
abundante en la naturaleza dentro del grupo de los flavonoides y destaca por su
elevada actividad antioxidante, consiste de 3 anillos y 5 grupos hidroxilo. Se utilizd
una solucion estandar de quercetina (1mg/1mL), a partir de esta solucion se
tomaron las alicuotas correspondientes para las diferentes concentraciones (1-
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100ppm, a cada una se le agregd el volumen correspondiente de metanol para
alcanzar el volumen de 1 mL, posteriormente se adicion6 a cada una 1 mL de la
solucién de AICI; al 2% en metanol, para alcanzar el final de 2 mL.

Para el analisis de flavonoides totales del extracto, se preparé una solucion estandar
de 0.2 mg/mL en 1 mL de metanol. A la cual se le adicioné 1 mL de la solucion de
AICI; al 2% en metanol, para alcanzar un volumen final de 2 mL. El blanco se
prepard con un 1 mL del extracto en solucién mas 1 de metanol sin AICl;. El control
negativo se preparo con 1mL de metanol mas 1mL de la solucién de AICI; al 2% en
metanol. Después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente se determiné
la absorbancia a 415nm. Los resultados se expresan como equivalentes de
quercetina/g de extracto.
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APENDICE 12

Antibiograma
En los siguientes cuadros se muestran a que antibidticos son S= Sensibles I=
Intermedio o R= Resistentes las siguientes bacterias

Cuadro 22. Antibiograma bacterias Gram positivas

Staphylococcus Enterococcus faecalis Eterococcus feacalis  Actinomyces
aureus CDBB-B1533 ATCC 29212 viscosus
Cefalotina S R R S
Eritromicina | R R S
Ampicilina R R R R
Tetraciclina S R R S
Sulfametoxazol S S S S
Cefotaxima R R R R
Cefuroxima R R R R
Pefloxacina S I R I
Penicilina R R R R
Gentamicina S R R S
Ceftzidima R R R R
Dicloxacilina R R R R

Cuadro 23. Antibiograma bacterias Gram negativas

Pseudomona Pantoea Enterobacter Escherichia Proteus  Vibrio  Salmonella

aeroginosa agglomerans cloacae coli miriabilis cholerae typhi
Nitrofurantoina S R R S R S R
Cloranfenicol R S S S R S S
Ceftriaxona R S S S S S I
Ampicilina R S R I R R
Amikasina R S S S S S R
Sulfametoxazol S R S S S S S
Cefotaxima R S I I S S I
Gentamicina R S S S S S S
Cefalotina S S R R R S R
Cefepime R S S S S S I
Netilmicina R S S S S S S
Levpfloxacina S S S R S S S
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