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RESUMEN

El empleo de las plantas medicinales con fines terapéuticos se basa en elaborar diversas
preparaciones entre las que destacan infusiones, unglentos y aceites, mediante la
aplicacion de éstos se favorece la cura de algunos padecimientos. En México, una de las
plantas utilizadas en la medicina tradicional es Haematoxylon campechianum. Varias
comunidades de Tabasco emplean la infusiébn del tronco para tratar malestares
estomacales. Por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antimicrobiana de H. campechianum. Los extractos fueron obtenidos a partir del tronco,
mediante la técnica de maceracion en tres solventes de diferente polaridad (hexano,
acetona y metanol) y concentrados a presion reducida. A estos se les realizaron pruebas
colorimétricas para detectar los principales grupos de metabolitos secundarios como son:
alcaloides (Dragendorff y Mayer), fenoles (solucion de cloruro férrico al 1%), glicésidos
(Prueba de Molisch), terpenos (Vainillina-HCI), saponinas (prueba de la espuma) y flavonas
(prueba de Shinoda). La actividad antimicrobiana cualitativa de los extractos se realizé con
la técnica de Kirby-Baler para bacterias (20 cepas) y levaduras (3 cepas). Para determinar
la CMI y CBM se empled el método de microdilucién en caldo. La curva de supervivencia
bacteriano se realizé en 9 tiempos por un periodo de 24 horas en las cepas que resultaron
mas sensibles. Los resultados de este estudio muestran que los extractos de H.
campechianum aceténico y metanodlico presentan fenoles, terpenos y flavonas. Por otro
lado, 8 cepas Gram positivas y 5 cepas Gram negativas resultaron sensibles a los extractos
metanolicos y acetdnicos de éstas las mejores CMI y CBM fueron S. aureus con el extracto
metandlico con valores de CMI=0.125 y CBM=0.25 mg/mL; una CMI=0.5 y CBM=0.75
mg/mL para V. cholerae; con el extracto aceténico una CMI=0.06 y CBM=0.125 mg/mL para
S. aureus, y finalmente una CMI=0.25 y CBM=0.5 mg/mL para E. gergoviae. De acuerdo a
las curvas de supervivencia en este estudio se puede observar que el extracto aceténico
presentd actividad bacteriostatica a concentraciones de la CBM, frente a las cepas E.
gergoviae (0.75 mg/mL) y S. aureus (0.125 mg/mL). El extracto hexanico no presento
actividad en ninguna de los microorganismos utilizados (bacterias y hongos). Los extractos
metandlico y aceténico de H. campechianum tienen actividad antibacteriana en cepas de

importancia clinica.



INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en sus estadisticas reporta que las plantas son
utilizadas por el 80% de la poblacion mundial, para satisfacer o complementar sus

necesidades médicas (Ocegueda et al., 2005).

En México, alrededor de 4,000 especies de plantas con flores (15% de la flora total) tienen
atributos medicinales, es decir, mas 0 menos una de cada siete especies posee alguna
propiedad curativa. El empleo de este tipo de plantas medicinales con fines terapéuticos se
basa en la aplicacion de diversas preparaciones entre las que destacan las infusiones,
cocimientos, emplastos, ungiientos y aceites que mediante la aplicacibn de estos se
favorece la cura de algun padecimiento (Cortez et al., 2004). Sin embargo, se estima que la
validacién quimica, farmacolégica y biomédica de los principios activos que generalmente
son metabolitos secundarios (MS) que contienen las plantas se ha llevado a cabo sélo en
5% de estas especies (Ocegueda et al., 2005).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos organicos conocidos como MS, su
diversidad es comparable con el nimero de especies vegetales. Estas sustancias pueden
encontrarse en todo el individuo o sélo en algunas de sus estructuras. Su concentracion y
calidad dependen de diversos factores como la edad del organismo, el clima, la época del
afio, el tipo de suelo y la humedad (Ocegueda et al., 2005). Las plantas han desarrollado
diversas estrategias de defensa contra condiciones de estrés, como parte de la proteccion
guimica utilizada por las plantas esta la produccién de estos MS en contra de herbivoros, o

con actividad antimicrobiana o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000).

La sintesis de los MS se puede inducir cuando las plantas son expuestas a condiciones
adversas tales como: el ataque por herbivoros, por microorganismos (virus, bacterias y
hongos), la competencia por el espacio de suelo, luz y los nutrientes entre las diferentes
especies de plantas y la exposicion a la luz solar (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). La
produccion puede conferir al organismo productor un incremento en las posibilidades de
sobrevivencia, a través de la interaccion que se dan del medio con otros organismos
(Waterman, 1992).



La busqueda de MS con fines farmacologicos comenzé a dar un giro importante a nivel
mundial, teniendo como objetivo la investigacion de compuestos contra hongos, virus o
cepas bacterianas resistentes a antibiéticos. La identificacion, caracterizacion bioldgica y
molecular de microorganismos son Utiles como agentes de biocontrol, productores de
compuestos bioactivos o sustitutos de antibibticos, esto ha sido de gran interés para la
medicina y la agricultura moderna ya que juegan un papel importante en el control de
enfermedades y en las respuestas de defensa.

La resistencia a los antibioticos afecta a todos los paises ya que los pacientes con
infecciones causadas por bacterias farmacorresistentes corren mayor riesgo de tener
peores resultados clinicos y morir, ademas de consumir mas recursos sanitarios que los
infectados por cepas no resistentes de las mismas bacterias. Es por ello que son necesarias
mAas inversiones e innovaciones en la investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos
(OMS, 2017).

En nuestro pais se estima que existen cerca de 3, 103 especies de plantas que son usadas
en la medicina tradicional mexicana, casi un tercio son empleadas para tratar malestares del
tracto digestivo, 473 especies para padecimientos estomacales, 247 para enfermedades
respiratorias y 277 para enfermedades cutdneas. De las cuales destacan ya que algunas
especies como Bursera simaruba (copalillo), Calophyllum brasiliense (cedro cimarrén),
Mammea americana (mamey) y Haematoxylum sp. (tinto) por tratar malestares del tracto
digestivo (Kakuko et al., 2005; Argueta-Villamar et al., 1994).

El género Haematoxylon es ampliamente valorado por sus propiedades farmacolégicas. En
la medicina tradicional mexicana se emplea la infusion del tronco para el tratamiento de
padecimientos del sistema cardiovascular, tales como ritmo cardiaco acelerado, mareos y
desmayos. En Baja California Sur y en el Estado de México, la decoccion del centro del tallo
se emplea para controlar la presion arterial y aliviar algunos padecimientos cardiacos. En el
Estado de Morelos la decoccion de la corteza se usa para purificar la sangre y en
combinacion con Citrus sp. (limén, naranja) se emplea para disminuir el nerviosismo

(Argueta-Villamar et al., 1994).

En el centro del pais, Estado de México, Morelos e Hidalgo, la infusion de la corteza y el

tronco de las plantas del género Haematoxylon sp. se emplean para aliviar padecimientos
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renales, y algunos malestares estomacales, los que incluyen dolor, diarrea y Ulcera gastrica.

La infusién de las flores se emplea para aliviar dolores de espalda, tos y resfriado.

Asimismo, es apreciada por sus propiedades astringentes y con suma frecuencia utilizada

para disminuir los ataques epilépticos, controlar la diabetes y disminuir la fiebre (Argueta-
Villamar et al., 1994).

ANTECEDENTES

El género Haematoxylon presenta dos especies: H. brasiletto y H. campechianum.

Haematoxylon campechianum

En el afio de 1994 El-Sayed y cols., mediante pruebas cromatograficas y
espectroscopicas lograron identificar 19 acidos fendlicos de los cuales es 1,2,3,4,6 —
pentagaloil glucosa la molécula caracteristica. En este estudio se utilizaron ramas
para la obtencién de los extractos y tres tipos de solventes con diferente polaridad
(éter, metanol y alcohol etilico).

Kandil y cols., en 1996, mencionan la presencia de flavonoides y terpenos, en el
estudio se trabaja con el extracto de hojas en acetona al 80% y mediante pruebas
espectroscopicas y cromatograficas se lograron aislar dos nuevos galotaninos 2,6-
bis-O-digaloil-3-O-galioilglucosa y 2-O-trigaloil-1,3,6,6-tetraquis-O-galioilglucosa. Los

estudios mencionados fueron realizados en Egipto.

Masuda y colaboradores en 1991 mediante estudios cromatograficos lograron
identificar a partir del extracto de duramen, la hematoxilina, un reactivo de tincion ya
aislado de H. campechianum. Ademas de obtener dos nuevos derivados 3, 4, 10,
11-tetra-hidroxi-7, 8-dihidro-6H-dibenzo [b, d] oxocin-7 y 7-hidroxi-3, 4, 10, 11-

tetrametoxi-7, 8-dihidro-6H-dibenzo [b, d] oxocin-7-metanol.

Cabe sefalar que no se reportan estudios de H. campechianum en lo que respecta a su

actividad antimicrobiana.



Haematoxylon brasiletto

e Martinez-Luna en 2001, realiz6 la investigacién quimica y la evaluacién del potencial
antimicrobiano de la raiz de Lostephane heterophylla (Cav.) Benth. (Asteraceae) y la
corteza de H. brasiletto Karst. (Leguminosae). De este ultimo se lograron aislar e
identificar ocho MS (hematoxilina, brazilina, acido caféico, galato de metilo, acido
galico, floroglucinol, &cido 4-hidroxicinamico y 5-metoxisoraleno) mediante la
aplicacion de métodos espectroscépicos, espectrométricos y quirdpticos. Por otro
lado los compuestos hematoxilina, brazilina, acido caféico y floroglucinol aislados de

esta misma especie presentaron actividad contra S. aureus, E. faecium y E. coli.

e Garcia y colaboradores en 2005 mediante técnicas cromatograficas vy
espectroscopicas determinaron los efectos de los extractos de H. brasiletto sobre el
crecimiento, la produccién y la adhesion de V. cholerae en células de ovario de
hamster chino. La purificacién parcial de la fraccién activa sugiere que los polifenoles
pueden desempefiar un papel en la actividad antimicrobiana exhibida por los
extractos y como resultados para el crecimiento reportan una CBM de 0.3-0.4 mg/mL

y nula formacién de enterotoxina.

e Zarco-Espinosa en 2010 mediante métodos cuantitativos determiné que el extracto
de H. brasiletto posee una CMI de 256 pg/mL y 412 pg/mL para S. mutans y P.
gingivalis, respectivamente. Ademas el extracto activo fue sometido a un
fraccionamiento por particion. Como resultado de este proceso se obtuvo una
fraccion activa (AcOEt) con CMI de 150 y 103 pug/mL para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente. La fraccidbn resultante de la particion fue sometida a un
fraccionamiento por cromatografia de columna abierta, de la cual se purificé el
compuesto mayoritario, mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia y este

fue identificado como hematoxilina.

e Heredia y colaboradores en 2005 evaluaron los extractos de 33 plantas para evaluar
sus efectos sobre el crecimiento de E. coli 0157:H7, determinando que el extracto
de H. brasiletto fue el Unico que inhibié el crecimiento bacteriano con una CBM 4
mg/mL. Se destaca que la purificacion parcial de la fraccién activa sugirié que los
polifenoles podrian desempefiar un papel en la actividad antimicrobiana determinada

por los extractos de H. brasiletto.

e Rivero-Cruz en 2008 evalu6 los efectos antimicrobianos del extracto metandlico de
la corteza de H. brasiletto, utilizando 12 bacterias y una levadura, C. albicans. Los

resultados indicaron que el extracto inhibi6 el crecimiento de ocho de los



microorganismos a un limite de concentracion de 128 pg/mL. Para los compuestos
evaluados, hematoxilina y brazilina, los valores de CMI oscilaron entre 8.7 y 128

pg/mL.

AREA DE COLECTA
Niembro, 1983; Geilfus, 1989 y Timyan, 1996

H. campechianum fue colectada en el municipio de Teapa que se localiza en la regién de la
sierra y tiene como cabecera municipal a la ciudad de Teapa, la que se ubica al sur del
estado de Villahermosa Tabasco entre los paralelos 17°32' de latitud norte y los 92°57' de
longitud oeste. Colinda al norte con los municipios de Centro y Jalapa, al sur con el estado
de Chiapas, al este con los municipios de Jalapa y Tacotalpa, al oeste con el estado de
Chiapas. Integra, junto con los municipios de Macuspana, Tacotalpa y Jalapa, la llamada
region de la Sierra, por las bellezas naturales que rodean a la cabecera municipal se le

conoce como "La Sultana de la Sierra".

El municipio se encuentra en una zona intermedia entre la planicie pluvial y la sierra de
Tabasco, predominando las sierras bajas con ligeras pendientes. Se encuentra en la region

hidroldgica Grijalva-Usumacinta, dentro de la cuenca del Grijalva-Villahermosa.

El clima es calido humedo con lluvias todo el afio; tiene una temperatura media anual de
27.8°C, siendo la maxima media mensual en junio con 21.7°C y la minima media en
diciembre con 43°C. La maxima y la minima absoluta alcanzan los 50°C y 7°C,

respectivamente.

El régimen de precipitaciones se caracteriza por un total de caida de agua de 3,862.6 mm,
siendo un promedio maximo mensual de 569.7 mL en el mes de septiembre y una minimo

mensual de 167.4 en el mes de abril.

La mayor parte de la superficie esta clasificada como suelos gleysoles, los cuales presentan
texturas arcillosas con excesos de humedad por drenaje deficiente. En la region central y en
las margenes de los rios se tienen fluvisoles, los cuales son suelos francos y de buena
fertilidad. Al sur se presentan los acrisoles que son suelos arenosos, acidos y de baja
fertilidad. El patron de drenado de los suelos se caracteriza por seguir de manera general

una direccién de sur a norte.



TABASCO

TEAPA

Figura 1. Municipio de Teapa, Villahermosa Tabasco.
Fuente: (Hernandez et al., 2016)

www. inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM27tabasco/municipios/27016a.html

DESCRIPCION BOTANICA DE Haematoxylon campechianum L.

Hernandez et al., 2016

Haematoxylon campechianum L.

Familia: Fabaceae

Sinénimos: Haematoxylon lignum; Lignum campechianum; Lignum coruleum

¢ NOMBRES COMUNES

Campeche, tinto, palo de campeche, palo de tinte (México); brasil (Honduras); palo de brasil
(Nicaragua, Venezuela); palo negro (Cuba); bois campeche, campecheir (Haiti); palo azul,

palo de tinta, brasilete, brasilito (Colombia).

e DESCRIPCION BOTANICA

Arbol espinoso perennifolio, con alturas de 10 a 15 m y diametro de 45 a 80 cm; fuste

acanalado, nudoso y retorcido: copa redondeada con las ramas ascendentes y torcidas. La
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corteza es de color pardo grisaceo a pardo amarillento, escamosa, dividida en piezas

pequefias y cuadradas o longitudinales. El grosor total de la corteza varia de 2 a 8 mm.

Hojas compuestas, dispuestas en espiral, paripinnadas, de 3 a 10 cm de largo con tres a
cuatro pares de foliolos sésiles de 1 a 3 cm de largo y de 0.8 a 1.8 cm de ancho,
cuneiformes, con el margen entero, apice truncado a emarginado, con base cuneada a

redondeada; haz verde limén y brillantes, envés verde pélido, ambas superficies glabras.

Inflorescencias en racimos axilares y terminales de hasta 10 cm de largo, escasamente
pubescentes; flores de 5 a 7 mm de largo, zigomorfas; caliz con cinco sépalos pardo rojizos,
desiguales, elipticos u oblongos, glabros; corola con cinco pétalos amarillos, desiguales, el
mayor de 7 mm de largo, oblanceolados, obtusos, glabros.

Tiene diez estambres amarillos de 7 mm de largo, ovario supero, unilocular con varios
6vulos. El fruto es una vaina aplanada de 3 a 6 cm de largo y de 6 a 15 mm de ancho, pardo

amarillenta, membranosa, dehiscente, conteniendo de una a dos semillas.

La madera es dura y pesada con un peso especifico de 0.95 a 1.00 g/cm?®. La albura es de
color blanquecino y el duramen naranja, volviéndose rojo oscuro con la exposicion al aire,
Tiene textura media a fina y grano de recto a irregular. Es muy resistente y durable y, toma
un buen pulido. Se utiliza para postes, ebanisteria, lefia y carbdn. Del duramen se extrae el
colorante hematoxilina, de gran uso en histologia, para la tinciébn de tejidos y en la
fabricaciéon de tintas y tinturas. También la madera tiene propiedades medicinales. Es

plantada en cercas vivas y como ornamentales. Es una planta melifera.



Figura 2. Haematoxylon campechianum. Rama e inflorescencia.

Fuente: https://assessment.ifas.ufl.edu/assessments/haematoxylum-campechianum/

e DISTRIBUCION Y HABITAT

Se distribuye naturalmente desde México, a través de América Central y en las Antillas. Se
ha introducido por medio del cultivo en algunos paises como: Filipinas, Colombia y
Venezuela. Forma parte de las selvas altas perennifolias o medianas subperennifolias y
subcaducifolias, que se desarrollan entre 0 y 1500 msnm, con precipitaciones anuales de
1000 a 3000 mm y una temperatura promedio de 20°C. Generalmente se desarrolla sobre
suelos planos, profundos y arcillosos que suelen inundarse en la época de lluvias. Crece
bien en suelos calizos. Forma rodales casi puros llamados “tintales”, o se encuentra con
otras especies como: Metopium brownei (Jacq.) Urban, Cameraria latifolia L., Eugenia
lindeniana Berg., Talisia floresii Standley, Bucida buceras L., Coccoloba cozumelensis

Hems.,Croton reflexifolius H. B. K, e Hyperbaena winzerlengii Standley.

e FLORACION Y FRUCTIFICACION
La especie florece de septiembre a abril en México y de diciembre a mayo en Puerto Rico.

Los frutos maduros permanecen en el &rbol por varios meses. La semilla tiene forma
oblonga o vagamente eliptica, comprimida de 8 a 10 mm de largo. La testa es de color
moreno amarillento, lisa, opaca o lustrosa, coriacea, de 0.2 a 0.3 mm de grosor; el embrion
es ligeramente curvo, de color amarillo crema y ocupa toda la cavidad de la semilla. Tiene
dos cotiledones, planos, carnosos, vagamente eliptico; la radicula es corta, inferir y dirigida

al hilo. Carece de endospermo.



JUSTIFICACION

En la actualidad, la resistencia a los antibiéticos es una de las mayores amenazas para la
salud mundial, hacen que se incrementen los costos médicos, que se prolonguen las
estancias hospitalarias y que aumente la mortalidad. Debido a esto actualmente se buscan
agentes antimicrobianos naturales, las plantas se posicionan en un lugar favorable ya que
se les atribuyen compuestos con actividad antimicrobiana. México posee especies cuyas
propiedades medicinales no han sido estudiadas por este motivo se seleccioné a H.
campechianum la cual es utilizada en infusiones, cocciones y ungiientos en comunidades

del estado de Tabasco para tratar enfermedades de posible origen infeccioso.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El extracto de H. campechianum tendra efecto antimicrobiano?

HIPOTESIS

H. campechianum es utilizado para tratar enfermedades de posible origen infeccioso como
malestares estomacales, enfermedades de la piel entonces es probable que presente

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de H. campechianum.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener extractos de H. campechianum de diferente polaridad y determinar su

rendimiento.

e Determinar la actividad antimicrobiana cualitativa de los diferentes extractos de H.

campechianum en cepas de importancia clinica.
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e Obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI), la concentracidon bactericida
minima (CBM), concentracion fungicida minima (CFM) y la concentracion

fungicida media (CFso) de los extractos que presenten actividad.

e Determinar el efecto sobre la curva de crecimiento de una bacteria Gram positiva,

una Gram negativa y una levadura del extracto que presente la mejor actividad.

e |dentificar cualitativamente los principales grupos de MS en los diferentes
extractos que presenten actividad de H. campechianum.

MATERIALES Y METODO

e COLECTA DEL MATERIAL
La colecta del tronco se realizé en Villahermosa, Tabasco, México en el municipio de Teapa
el 10 de enero de 2017 por el Dr. Hugo Virgilio Perales Vela.

e DETERMINACION TAXONOMICA
La determinacién taxonémica de la planta se realiz6 en el herbario IZTA de la FES lztacala,
UNAM por la M. en C. Ma. Edith Lépez Villafranco. Se deposité un ejemplar en el herbario,

donde se le asigné un nimero de registro.

e OBTENCION DE EXTRACTOS
Los extractos se obtuvieron por el método de maceracién, que consiste en la obtencion del
extracto con solventes orgénicos de diferente polaridad (hexano, acetona y metanol) a partir
del material vegetal. Se colocaron 155.5 gramos del tronco seco y pulverizado en un matraz
al cual se le afiadi6 el disolvente. Se dej6 reposar durante 48 horas, se filtr6 el macerado y
se evapord el exceso de solvente a presion reducida. La extraccion se realizdé cuantas
veces fuera necesario para obtener el maximo rendimiento. Finalmente, se permitié que el
solvente se evaporara totalmente. El extracto se peso y con ello se determiné el rendimiento

del extracto por diferencia de peso con la siguiente férmula (Dominguez, 1973).

Rendimiento = gramos de extracto obtenido/ gramos de planta seca X 100%
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e IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE MS
En la deteccién de los grupos de MS sbélo se trabajé con los extractos acetdnico y
metanolico ya que el rendimiento en el extracto hexanico fue bajo y no se conté con lo
suficiente para realizar esta prueba. Para alcaloides se utilizaron los reactivos Drangendorff
y Mayer (Wagner, 2001), mientras que para fenoles se realiz6 con una solucién de cloruro
férrico (FeClI3) al 1%. Los monoterpenos se detectaron por la prueba de Vainilla-HCI. En el
caso de glicasidos se utilizé la prueba de Molisch y por Ultimo para saponinas se realizo la
prueba de la espuma la cual debe permanecer al menos un minuto (Dey y Harborne, 1989).

e OBTENCION DE LOS MICROORGANISMOS
Las cepas se obtuvieron de los laboratorios de Farmacognosia de la UBIPRO de la FES
Iztacalal, de la FES Cuautitlan?, el cepario del CINVESTAV-IPN®y el laboratorio de analisis
clinico de la CUSI*

Bacterias

e (Gram positivas

Staphylococcus aureus 23 MR!; S. aureus ATCC 29213%; S. aureus cc; S. aureus?; S.
epdermidis ATCC 12228% S. epidermidis?; Enterococcus faecalis ATCC 145063
Micrococcus luteus ATCC 102403,

e (Gram negativas

Vibrio cholerae ATCC 39540° ; Escherichia coli 82 MR?; E. coli #; Enterobacter aerogenes
ATCC 130483; E. gergoviae ATCC 330283; Klebsiella oxytoca ATCC 87243; K. penumoniae
ATCC 138833 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853% Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi ATCC 72513; S. typhi; Serratia marcescens ATCC 14756°.

Levaduras

Candida albicans 17MR*; C. glabrata cc'; C. tropicalis cc’. cc: caso clinico
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e ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana

Para la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se utilizo la técnica de difusion
en agar o de Kirby-Bater (Koneman, 2008), como medio de cultivo se utilizo, agar Mueller-
Hinton (MH) (Anexo 1). Se impregnaron sensidiscos con 2 mg de extracto, usando como
control positivo 25 pg de cloranfenicol y como control negativo 10 yL de cada uno de los
solventes empleados para la obtencién de los extractos. Cada bioensayo se realizd por
triplicado y los resultados se reportaron en milimetros.

Evaluacién cuantitativa de la actividad antibacteriana

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) de los extractos se realiz6 por la técnica de microdilucion en caldo
(Koneman, 2008) (Anexo Il). Las concentraciones del extracto a evaluar, fueron: 2.0, 1.5,
1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06 y 0.03 mg/mL. Cada bioensayo se realizé por triplicado,
utilizando como revelador biol6gico cloruro de tetrazolio (TTC). Se consideré resultado

positivo cuando al aplicar TTC no se presento coloracion rojiza.

Efecto del extracto sobre la curva de sobrevivencia

La evaluacién de la sobrevivencia microbiana se realiz6 en las cepas que presentaron
mayor sensibilidad (Gram positiva, Gram negativa y levadura), para lo cual se reviso su
diversidad poblacional en nueve tiempos durante 24 horas al ser expuestas a diferentes
concentraciones del extracto (Y2 CMI, CMI, CBM y CFM) y un grupo testigo (sin extracto)
(Avila, 1996). Reportdndose los resultados como el logaritmo base diez de la unidades

formadoras de colonias sobre mL (Log 108 UFC/mL) (Anexo Il1).

e ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Evaluacién cualitativa y cuantitativa de la actividad antifingica para levaduras
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Para la evaluacion de la actividad antifingica sobre hongos levaduriformes se utilizé el
método de difusidon en agar de Kirby-Bater, este fue descrito anteriormente al cual se le
realizé una modificacion que es el uso de agar papa dextrosa (PDA) y como control positivo

se utilizaron sensidiscos con 25 g de nistatina.

La evaluaciéon de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y concentracion fungicida
minima (CFM) de los extractos sobre hongos levaduriformes se determinaron utilizando la
técnica de dilucién en agar (Koneman, 2008).

RESULTADOS

e Colectay determinacion de la planta
La determinacion del ejemplar estuvo a cargo de la M. en C. Ma. Edith Lopez Villafranco
responsable del Herbario IZTA. La planta fue colectada el 10 de enero de 2017 por el Dr.
Hugo Virgilio Perales Vela esta se identific6 con el nombre de Haematoxylon
campechianum L. El ejemplar se integré en la coleccién etnoboténica del herbario IZTA con
el nimero de registro 2596 IZTA, como se observa en el cuadro 1.

Cuadro 1. Datos etnobotanicos de H. campechianum.

Nombre comun Palo de Campeche, tinto.

Nombre cientifico Haematoxylon campechianum L.
Zona de colecta Villahermosa, Tabasco

Fecha de colecta 10 de enero de 2017

Uso Medicinal

Forma de uso Infusiones y unguentos

Colector Hugo Virgilio Perales Vela

No. colecta 2596 IZTA
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e Obtencion de los extractos

Los rendimientos de los extractos de H. campechianum se presentan en el cuadro 2. En
este se puede observar el resultado de los tres extractos (metandlico, acetdnico y
hexanico), obtenidos a partir de 155.5 gramos de planta seca. El extracto que presenté el
mayor rendimiento fue el metanodlico con 20.48% seguido del acetdnico con 4.12% y por
altimo el hexanico con 0.57%, lo que nos sugiere la posible presencia de MS que se extraen

con solventes de alta polaridad.

Cuadro 2. Rendimiento de los extractos obtenidos de H. campechianum.

EXTRACTO % DE RENDIMIENTO
Metanol 20.48
Acetona 4,12
Hexano 0.57

e |dentificacion de los principales grupos de MS

Los extractos se analizaron mediante las pruebas cualitativas de presencia y ausencia de

alcaloides, fenoles, glicésidos, terpenos, saponinas y flavonas.

En el cuadro 3 se puede observar que tanto en el extracto metandlico como el acetonico de

H. campechianum se determind la presencia de fenoles, terpenos y flavonas.
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Cuadro 3. Principales grupos de MS extracto metandlico y aceténico de H. campechianum.
*Presencia (+), Ausencia(-).

MS Extracto metandlico | Extracto acetonico
Alcaloides - -

Fenoles + +
Glicésidos - -
Terpenos + +
Saponinas - -

Flavonas + +

e Actividad antimicrobiana cualitativa

La evaluacion de la actividad antimicrobiana cualitativa se llevo a cabo en bacterias Gram
positivas (9 cepas), bacterias Gram negativas (14 cepas) y levaduras (3 cepas). La actividad
antibacteriana de los extractos de H. campechianum se present6 sélo en los extractos
metandlico y acetdnico, para el hexanico no se registré actividad sobre los microorganismos

evaluados.

Los extractos de H. campechianum no mostraron actividad sobre ninguna de las cepas

levaduriformes.

El extracto metandlico con los mayores halos de inhibicion fue en M. luteus ATCC 10240
(24.3 £ 0.5 mm), S. epidermidis ATCC 12228 (24.3 3 £ 0.5 mm) y S. aureus CUSI (22.6 +
0.5 mm).

El extracto acetonico de H. campechianum provocé halos de inhibicion de 24.3 + 0.5 mm en
S. epidermidis ATCC 12228, seguido de M. luteus ATCC 10240 (23.3 £ 1.1 mm) y S.

aureus cc con 22.3 + 0.5 mm.
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Cabe mencionar, que en este bioensayo el registro de los halos de inhibicibn de los
controles (cloranfenicol) fue mas pequefios que lo registrado con los extractos,
especificamente en las cepas de E. faecalis ATCC 14506 (18 £ 0 mm), S. aureus 23MR
(18.6 £ 0.5 mm), S. aureus ATCC 29213 (22 + 1 mm), S. aureus cc (22.3 + 0.5 mm), S.
aureus (22.6 + 0.5 mm) , S. epidermidis ATCC 12228 (24.3 + 1.5) y S. epidermidis FES
(18.3 £ 1.5) (7 cepas) (Figura 3).

%
_

14506*
S. aureus cc

Enterococcus
faecalis ATCC

S. aureus CUSI
12228*

Staphylococcus
S. aureus FES-C

S. epdermidis ATCC |
S. epidermidis FES- =
C

Bacterias Gram positivas
#E.M #E.A HC.P

Figura 3. Actividad antibacteriana de los extractos metandlico y aceténico de H. campechianum en bacterias

Gram positivas. *Halos de inhibicién (mm) valor promedio de tres repeticiones. *E. M: extracto metandlico. *E. A: extracto
acetoénico. *C. P: control positivo (25 pg cloranfenicol). *MR:multirresistente.

Con respecto a la actividad antibacteriana en cepas Gram negativas se observé que los

extractos metandlico y aceténico mostraron actividad sobre 13 de la 14 cepas evaluadas
como se observa en la Figura 4.

El extracto metabdlico que presentd los mayores halos de inhibicion fueron V. cholerae
ATCC 39540 (17.3 + 0.5 mm), Y. enterocolitica (15.0 + 1.0 mm), K. penumoniae ATCC

13883 (14.6 + 0.5 mm), S. enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 7251 (13.0 = 1.7
mm) y P. aeruginosa ATCC 27853 (13.0 £ 1.7 mm).

El extracto acetonico presenta el mayor halo de inhibicién en la cepa V. cholerae ATCC
39540 (16.6 = 0.5 mm) seguido de K. penumoniae ATCC 13883 (15.6 + 0.5 mm), Y.
enterocolitica (13.0 + 2.0 mm), P. aeruginosa ATCC 27853 (12.3 £ 1.1 mm) y S. enterica
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subsp. enterica serovar Typhi ATCC 7251 (10.6 + 1.5 mm) (Figura 4).
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Figura 4. Actividad antibacteriana de los extractos metandlico y aceténico H. campechianum en bacterias Gram

negativas. *Halos de inhibicién (mm) valor promedio de tres repeticiones. *E. M: extracto metandlico. *E. A: extracto
acetodnico. *C. P: control positivo (25 pg cloranfenicol). *MR: multirresistente.

e Actividad antimicrobiana cuantitativa

La actividad antimicrobiana cuantitativa s6lo se determiné con cepas bacterianas debido a

que no se registré actividad en levaduras en el ensayo cualitativo (Kirby-Bauer).

Los resultados obtenidos en la determinacidn cuantitativa de la actividad antibacteriana de
los extractos metandlicos de H. campechianum se muestra en el cuadro 4. Como se puede
observar las cepas Gram positivas que presentan mayor sensibilidad fueron S. aureus ccy
S. aureus CUSI (CMI=0.125 mg/mL), siendo las mismas cepas bacterianas las que tienen la

menor CBM con 0.25 mg/mL. Las cepas restantes (6 cepas) obtuvieron una CMI de 0.25
mg/mL y una CBM de 0.5 mg/mL.
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Cuadro 4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y Concentracion bactericida minima (CBM) de los extractos
metandlicos de H. campechianum sobre cepas Gram positivas.*Concentraciones expresadas en mg/mL.

CEPAS GRAM POSITIVAS CMI CBM
mg/mL mg/mL
M. luteus ATCC 10240 0.25 0.5
S. aureus ATCC 23MR 0.25 0.5
S. aureus ATCC 29213 0.25 0.5
S. aureus cc 0.125 0.25
S. aureus CUSI 0.125 0.25
S. aureus FES-C 0.25 0.5
S. epidermidis ATCC 12228 0.25 0.5
S. epidermidis FES-C 0.25 0.5

Por otra parte los resultados obtenidos en la determinacién cuantitativa de la actividad
antibacteriana de los extractos metandlicos de H. campechianum en bacterias Gram

negativas se muestra en el cuadro 5.

Como se puede observar la cepa que presentdé mayor sensibilidad fue V. cholerae ATCC
39540 (CMI=0.5 mg/mL y CBM=0.75 mg/mL) en comparacién con las 12 cepas bacterianas

restantes.
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Cuadro 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracion bactericida minima (CBM) de los extractos
metandlicos de H. campechianum sobre cepas Gram negativas. *NA: no presenté actividad. *Concentraciones
expresadas en mg/mL.

CEPAS GRAM NEGATIVAS CMI CBM
mg/mL mg/mL

E. aerogenes ATCC 13048 0.75 1.0
E. gergoviae ATCC 33028 0.75 1.0
E. coli ATCC 82MR 1.0 1.5
E. coli CUSI 1.0 1.5
E. coli 15 2.0
K. oxytoca ATCC 8724 0.75 1.0
K. pneumoniae ATCC 13883 0.75 1.0
P. aeruginosa ATCC 27853 0.75 1.0
S. enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 7251 0.75 1.0
S. typhi 1.5 2.0
S. typhimurium 15 2.0
Y. enterocolitica 0.75 1.0
V. cholerae ATCC 39540 0.5 0.75

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana de los extractos acetdnicos de H.
campechianum se muestran en el cuadro 6. Como se puede observar las cepas Gram
positivas que presentaron mayor sensibilidad fueron S. aureus ATCC 29213 y S. aureus

FES-C (CMI=0.06 y 0.03 mg/mL), siendo las mismas cepas bacterianas las que tienen la
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menor CBM con 0.125 y 0.06 mg/mL. Las cepas restantes (6 cepas) obtuvieron una CMI de

0.125 a 0.25 mg/mL y una CBM de 0.25 a 0.5 mg/mL.

Cuadro 6. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon bactericida minima (CBM) de los extractos
acetonicos de H. campechianum sobre cepas Gram positivas. *Concentraciones expresadas en mg/mL.

CEPAS GRAM POSITIVAS CMI CBM
mg/mL mg/mL
M. luteus ATCC 10240 0.25 0.5
S. aureus ATCC 23MR 0.125 0.25
S. aureus ATCC 29213 0.06 0.125
S. aureus cc 0.25 0.5
S. aureus CUSI 0.125 0.25
S. aureus FES-C 0.03 0.06
S. epidermidis ATCC 12228 0.125 0.25
S. epidermidis FES-C 0.25 0.5

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la determinacién cuantitativa de las bacterias

Gram negativas de los extractos aceténicos de H. campechianum.

La cepa E. gergoviae ATCC 33028 (CMI=0.25 mg/mL y CBM=0.5 mg/mL) fue la que

presento la mayor sensibilidad al extracto aceténico por debajo de las 12 cepas restantes.
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Cuadro 7. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracién bactericida minima (CBM) de los extractos
acetonicos de H. campechianum sobre cepas Gram negativas. *Concentraciones registradas en mg/mL.

Concentracion fuera de rango.

CEPAS GRAM NEGATIVAS CMI CBM
mg/mL mg/mL

E. aerogenes ATCC 13048 >3 >>3
E. gergoviae ATCC 33028 0.25 0.5
E. coli ATCC 82MR 1.5 2.0
E. coli CUSI 3 >3
E. coli 0.75 1.0
K. oxytoca ATCC 8724 0.75 1.0
K. pneumoniae ATCC 13883 1.0 15
P. aeruginosa ATCC 27853 0.75 1.0
S. enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 7251 15 2.0
S. typhi 15 2.0
S. typhimurium 1.5 2.0
Y. enterocolitica 0.5 0.75
V. cholerae ATCC 39540 0.25 0.5
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e Curvas de crecimiento bacteriano
Fueron las cepas S. aureus ATCC 29213 y E. gergoviae ATCC 33028 las que se
seleccionaron ya que presentaron mayor sensibilidad al extracto aceténico. En la figura 5 se
puede observar el efecto del extracto acetdnico de H. campechianum sobre la curva de
crecimiento de S. aureus ATCC 29213 (Gram positiva), en ella se muestra que el grupo
testigo presentd un crecimiento exponencial con 4.1 a 8.0 Log UFC/mL después de 24
horas. La %2 CMI se mantiene en 4.3 Log UFC/mL transcurridas las primeras tres horas,
después de esto el comportamiento es exponencial, estabilizandose en 7.9 Log UFC/mL
después de 24 horas. Con lo que respecta a la CMI permanece constante durante cuatro
horas con valores de 4.3 a 5.3 UFC/mL, transcurrido este tiempo la poblacion bacteriana va

en aumento y se mantiene en 8.1 Log UFC/mL a las 24 horas.

Por otro lado la CBM present6 una constante (4.1- 4.5 Log UFC/mL) durante las seis
primeras horas, posteriormente el descenso es a 3.7 Log UFC/mL a las 7 horas. Por lo que
se sugiere que el extracto acetonico de H. campechianum presenta actividad bacteriostatica
sobre S. aureus ATCC 29213.
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Figura 5. Curva de mortalidad del extracto acetonico de H. campechianum sobre la cepa S. aureus ATCC 29213
durante 24 horas. *Concentraciones: Testigo= sin extracto , %2 CMI= 0.03 mg/mL, CMI= 0.06 mg/mL y CBM=
0.125 mg/mL.

Con lo que respecta al crecimiento de la cepa E. gergoviae ATCC 33028 (Gram negativa)

el efecto que presentd ante el extracto acetonico se muestra en la figura 6. Aqui se observa
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gue el testigo tuvo un crecimiento exponencial de 4.2 a 7.9 Log UFC/mL transcurridas 24
horas. ElI comportamiento de la poblacién bacteriana expuesta a la %2 CMI permaneci6
constante durante las cuatro primeras horas, después se presentd un crecimiento
exponencial de 7.5 Log UFC/mL, manteniéndose asi después de 24 horas. La CMI durante
las seis primeras horas presentd valores de 4.3 a 4.8 Log UFC/mL, llegando a 7.8 Log
UFC/mL transcurridas 24 horas. Finalmente la CBM durante las primeras seis horas obtuvo
valores de 4.2 a 4.6 Log UFC/mL, llegando a 7.7 Log UFC/mL transcurridas las 24 horas. Lo
gue muestra que el extracto acetdénico de H. campechianum también tiene actividad

bacteriostética sobre E. gergoviae ATCC 33028.
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Figura 6. Curva de mortalidad del extracto acetonico de H. campechianum sobre la cepa E. gergoviae ATCC
33028 durante 24 horas. *Concentraciones: Testigo= sin extracto, ¥2 CMI= 0.25 mg/mL, CMI= 0.5 mg/mL y
CBM=0.75 mg/mL.

DISCUSION

e Identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios y

rendimiento.

El mayor rendimiento obtenido fue para el extracto metandlico (20.48%) comparado con el
extracto hexanico (0.57%). Los resultados obtenidos para los rendimientos de los extractos
de H. campechianum sugieren que la mayor parte de los componentes de la planta son de
naturaleza polar, ya que las cortezas estan constituidas principalmente de ligninas y
lignanos (Preston, 1974). Estos contienen grupos funcionales OH, azlcares y anillos
aromaticos, los cuales les dan la caracteristica de ser polares (Croteau et al., 2002).
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La composicion de los extractos estd sujeta a variables tales como: técnicas de extraccion,
tratamiento o almacenamiento del material y condiciones geobotanicas de crecimiento, tales
diferencias pueden deberse a la época en la que la planta fue colectada, la parte que se
utilizé para el extracto, la etapa de crecimiento o las condiciones en las que estaba

desarrollandose (Ruiz et al., 2007).

De los extractos evaluados y que presentaron actividad (metandlico y acetonico) se lograron
identificar tres principales grupos de MS los cuales fueron, fenoles, terpenos y flavonas
(cuadro 2). El-Sayed y colaboradores (1994 y 1996) reportan en H. campechianum
compuestos pertenecientes a estos grupos tales como: acido galico, acido elagico, acido
caféico, &cido ferulico, acido clorogénico, galatos de metilo y etilo y dos nuevos compuestos
que son:  2,6-bis-O-digaloil-3-O-galioilglucosa 'y  2-O-trigaloil-1,3,6,6-tetraquis-O-

galoilglucosa.

e FEvaluacion de la actividad antimicrobiana cualitativa

En cuanto a la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana el extracto metanolico
present6 actividad tanto en bacteria Gram positivas como Gram negativas (23 cepas). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Sanchez-Marroquin y colaboradores (1958)
guienes obtuvieron respuesta positiva de los extractos metandlicos (alta polaridad)

obtenidos de la madera de H. brasiletto frente a S. typhosa y S. aureus.

Los extractos de H. campechanium no presentaron actividad en cepas levaduriformes en
esta investigacion. Por otra parte Rivero-Cruz en 2008 reporta la actividad de H. brasiletto
en una levadura (C. albicans) atribuyendo esta actividad a tres compuestos: hematoxilina,

brazilina y acido galico.

Zarco-Espinosa en 2010 demostr6 que los extractos de la corteza de H. brasiletto
presentaban actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos entre los que
destacan S. mutans, S. aureus, P. gingivalis, E. coli, K. pneumoniae y Salmonella sp., de
hecho este autor report6 una CMI menor a 1000 pg/mL. En el presente estudio cabe

resaltar que tanto el extracto metanolico como el extracto acetonico de H. campechianum
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tuvieron actividad en las dltimas cuatro especies mencionadas anteriormente con CMI de

0.75 mg/mL lo cual concuerda con lo reportado por el autor antes mencionado.

De las 23 cepas evaluadas en este estudio 9 fueron Gram positivas y 14 Gram negativas, el
gue la actividad se presente en ambos tipos bacterianos, indica que el extracto no esta
actuando a nivel de pared celular, sino que esta afectando otra via metabdlica por ejemplo:
sintesis de proteinas, sintesis de ADN o ARN (Schlegel, 1997). Esto probablemente se
deba a que algunos compuestos de los extractos puedan presentar sinergismo en dicha
actividad, debido a que el extracto es una mezcla de compuestos y pudiesen atravesar
distintas envolturas celulares afectando la membrana celular alterando de manera
inespecifica algunos transportadores celulares y en algunos casos estos mecanismos han
de activarse por enzimas intracelulares, antes de alcanzar su blanco de accién y matar a la
bacteria (Baquero et al., 2002). En consecuencia, si solo estaria actuando a nivel de pared
celular solo se tendria actividad en un solo tipo bacteriano (Sikkema et al., 1994; Sikkema
et al..1995).

e FEvaluacion de la actividad antimicrobiana cuantitativa

En la evaluacion cuantitativa se observé que las cepas mas sensibles al extracto metanolico
de H. campechianum fueron: E. aerogenes, E. gergoviae, K. oxytoca, K. pneumonia, P.
aeruginosa, S. enterica y Y. enterocolitica con una CMI de 700 pug/mL . Esto no concuerda
con Rivero-Cruz en 2008 quien reporta la actividad inhibitoria del extracto metanélico de H.
brasiletto sobre S. aureus, E. faecium, B. subtilis, E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa, C.
albicans, S. mutans y P. gingivalis con una CMI de 128 pg/mL. Ya que la sintesis de
metabolitos secundarios en plantas esta regulada por diferentes factores genéticos y
evolutivos, asi como las condiciones de crecimiento (clima, fotoperiodo, temperatura y luz),

y las variaciones fisiologicas (Asgari et al., 2017).

Por otro lado, Garcia y colaboradores (2005) registraron una CBM de 0.3 - 0.4 mg/mL del
extracto etandlico de H. brasiletto sobre V. cholerae. En comparacion con el extracto
metandlico de H. campechianum que registré una CBM igual a 0.75 mg/mL para V. cholerae
ATCC 39540 y el extracto acetodnico registr6 una CBM de 0.5 mg/mL., estos valores son

semejantes a lo reportado por Garcia y cols 2005.

Es importante mencionar que no se presentan diferencias en la actividad cualitativa entre
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las bacterias Gram positivas y Gram negativas, sin embargo al determinar la CMI y la CBM,
se observa que las Gram positivas resultaron mas sensibles, esto se pueda deber a la
diferencia en la composicion de la pared celular. La resistencia de las bacterias Gram
negativas podria deberse a la alta complejidad de la membrana externa de este grupo de
microorganismos (Ultee, 1999). Ya que la membrana externa de las Gram negativas actla
como una barrera que limita la entrada de varios tipos de agentes antimicrobianos sin
relacion quimica. Las moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular atraviesan facilmente a
través de las porinas, en cambio las moléculas hidrofébicas se difunden a través de la
bicapa de membrana (Hancock, 1984). En cambio las bacterias Gram positivas solo por
tener una gruesa capa de peptidoglicano, seguida de una membrana interna, permiten con
mayor facilidad la penetracion de sustancias al interior de la bacteria, ocasionando pérdida
de la estabilidad o alteracién en alguna via metabdlica segun el mecanismo de accion de los
compuestos activos (Pefia, 2009).

e FEvaluaciéon de las curvas de crecimiento bacteriano

Las curvas de crecimiento bacteriano muestran que el extracto aceténico de H.
campechianum presenté efecto bacteriostatico sobre las cepas S. aureus ATCC 29213 y E.
gergoviae ATCC 33028. EI efecto bacteriostatico del extracto acetdénico de H.
campechianum sobre estas dos especies bacterianas es de gran interés dada su

importancia médica.

El género Staphylococcus es una bacteria Gram positiva que esta presente de forma natural
en el ser humano junto a otras especies, formando la microbiota de la piel y mucosas de los
humanos. La mayoria de las especies de Staphylococcus son capaces de crecer en
presencia de altas concentraciones de sal y se desarrollan en un amplio intervalo de
temperaturas (10 a 45°C) y pH (4.2 a 9.3). De las especies de Staphylococcus existentes,
soOlo tres de ellas son las de mayor importancia clinica: S. aureus, S. epidermidis y S.

saprophyticus (Morales, 2013).

S. aureus es la mas importantes del género y uno de los principales patégenos que infectan
al ser humano. Es oportunista y es una causa comun de infecciones hospitalarias y
comunitarias, que afecta principalmente a grupos de poblacién susceptibles como nifios,
ancianos y pacientes inmunocomprometidos. Aproximadamente entre un 30 y 50% de la

poblacién en general es portadora de esta bacteria, lo cual es considerado un riesgo debido
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a que puede diseminarse con cierta facilidad y posteriormente desarrollar alguna

enfermedad infecciosa (Morales, 2013).

Por otra parte la familia Enterobacteriaceae a donde pertenece E. gergoviae, €s un grupo
grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas, reciben su nombre por la localizacién
habitual como saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos,
encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando
parte de la flora intestinal normal de muchos animales ademéas del hombre (Puerta-Garcia
et al., 2010). Estos microorganismos se han vuelto cada vez mas importante debido a que
han estado implicados en infecciones de tejido que rodean material protésico, lo que
pueden conducir a infecciones sistémicas, endocarditis, entre otras enfermedades,
especialmente en poblaciones de pacientes inmunodeprimidos (Miltiadous y Elisaf, 2011;
Wilson, 2008; Smith et al., 1999; Karchmer et al., 1983).

Por dltimo, es importante mencionar que realizar este tipo de investigaciones es de suma
importancia, ya que el conocimiento que tiene la gente en ciertas partes del pais sobre sus
plantas medicinales, pasa de ser un conocimiento empirico a uno cientifico. Es el caso de la
infusién de la corteza del “palo de campeche” (H. campechianum) que la comunidad del
municipio de Teapa en Villahermosa, Tabasco utiliza para tratar y aliviar malestares
estomacales (Chablé-Vega et al., 2019). Tomando en cuenta los resultados de este estudio,
donde se comprobaron dichas propiedades biol6gicas, ya que como se menciona en los
resultados, los extractos presentaron actividad sobre bacterias (S. aureus y E. gergoviae)

asociadas a enfermedades del tracto digestivo.

El hecho de que se comprueben efectos antibacterianos de las plantas medicinales permite
desarrollar lineas de investigacion y la busqueda de nuevos principios activos, lo cual es de
utiidad para el problema de la resistencia bacteriana, ya que actualmente el uso
inadecuado de antibiéticos por la poblacién ha incrementado (OMS, 2017; Garza-Ramos et
al., 2017).
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CONCLUSIONES

29

H. campechianum tiene actividad antibacteriana.

En el extracto metandlico y aceténico de H. campechianum se identificaron la

presencia de fenoles, terpenos y flavonas.

Los extractos metandlico y acetonicos de H. campechianum tienen actividad
antibacteriana en cepas Gram positivas y Gram negativas.

El extracto hexanico no presento actividad en bacterias y levaduras.

Las cepas mas sensibles registradas para el extracto metandlico fue S. aureus
(CMI=0.125 mg/mL) y V. cholerae (CMI=0.5 mg/mL).

S. aureus (CMI=0.06 mg/mL) y E. gergoviae (CMI=0.25 mg/mL) fueron la cepas mas
sensibles para el extracto acetonico.

El extracto aceténico de H. campechianum presenta actividad bacteriostatica sobre
S. aureus ATCC 29213 (CBM de 0.125 mg/mL) y en E. gergoviae ATCC 33028
(CBM de 0.5 mg/mL).

Este estudio contribuye al conocimiento etnobotanico de H. campechianum para la

poblacion del municipio de Teapa Villlahermosa, Tabasco.
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ANEXOS

I. Difusion en Agar o Kirby-Bauer (Koneman, 2008).

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los
extractos vegetales, se utiliza agar Mueller-Hinton ya que promueve el desarrollo de la

mayoria de las cepas bacterianas clinicamente significativas.

El in6culo se prepara tocando las superficies convexas de 4 a 5 colonias con un asa de
siembra, se sumerge en 10 mL de caldo, se enjuaga bien en el liquido para descargar todo
el material y luego se retira el asa. El tubo con la bacteria se incuba a 37 °C durante 24
horas o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estandar de 0.5 en la escala de
MacFarland.

Posteriormente a esto, se sumerge un hisopo de poliéster estéril y seco en la suspension de
bacteria, antes de retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra
la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa con el agar
gue previamente se dejo solidificar. Finalmente se siembra mediante estria en tres
direcciones dando vueltas a la plana en angulos aproximados de 60° luego de cada estria.

Se utilizan sensidiscos de 5 mm.

Il. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién
bactericida minima (CBM) (Koneman, 2008).

La cuantificacion de la actividad antimicrobiana de manera in vitro se evalla con frecuencia
mediante alguna variante de los métodos de dilucion. Estos métodos se basan en la
determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones
crecientes del antimicrobiano que se encuentra diluido en el medio del cultivo (caldo o agar).
Tras la incubacion de los organismos, se realiza una comparacion del crecimiento de los
microorganismo mediante la turbidez que presenten o en su defecto por variantes de la
misma técnica (Cantén et al., 2000). La CMI es la concentraciéon minima del antibidtico que
inhibe el crecimiento, mientras que la CBM es la concentracion a la cual se considera que

las bacterias se encuentren muertas (Struthers y Westran, 2005).

Microdilucién en caldo

Para esta técnica se necesita preparar un cultivo bacteriano tomando de 4 a 5 colonias
bacterianas con un asa de siembra estéril y colocandolas en un tubo con 10 mL de caldo

MH previamente esterilizado. Incubar el tubo a 37 °C por 24 horas alcanzando una
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concentracion final de 1.5x108 UFC/mL o una turbidez de 0.5 en la escala de MacFarland,

de este in6culo se toma 0.1 mL y se diluye en 99.9 mL de solucién salina al 0.9%.

Cada placa de Elisa es preparada con 50 uL de caldo MH con las concentraciones de
extracto a probar mas 50 pL de la suspensién bacteriana preparada anteriormente. Se lleva
a incubar a 37 °C por 24 horas concluida la incubacién se afiade 50 yL de cloruro de
tetrazolio (TTC) al 0.08%, se incuba por 30 minutos a una temperatura de 37 °C,
formandose una pastilla de color rojizo donde el microorganismo se encuentre vivo 0

incolora donde el microorganismo se encuentre muerto.

lll. Curva de mortalidad (curva de supervivencia o efecto sobre el crecimiento) (Kubo
et al., 1993).

Para esta técnica primero se deben preparar un indculo inicial de 1.5x108 bacterias/mL (una
incubacién aproximada de 12 a 18 horas a 37 °C), en un tubo de 10 mL de caldo MH,
ademas de cuatro tubos con caldo MH para las concentraciones de %2 CMI, CMI, CBM y el
grupo testigo, también se preparan tubos con solucién salina al 0.08% para las posteriores

diluciones.

En el tiempo cero se preparan los tubos con las concentraciones correspondientes de %
CMI, CMI, CBM Yy testigo, agregandoles 0.1 mL del in6culo bacteriano preparado con
anterioridad. Se siembra 50 pL directamente en el agar MH de los tubos problemas en la
dilucién cero y se toma una alicuota de 50 pL de los tubos preparados para diluirlo en un
tubo de 5 mL de solucion salina y se siembra en la dilucién uno, se realiza el mismo
procedimiento para la dilucion dos. Este procedimiento se realiza cada dos horas durante
ocho horas, pasadas las ocho horas se realiza cada seis por un periodo de 24 horas. Los
resultados se grafican en Log 10 de las colonias supervivientes contra el tiempo de

exposicion del extracto.
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