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Estudio Preliminar de la Actividad Antimicrobiana de Juliania adstringens.

RESUMEN

La corteza de Juliania adstringens es usada para aliviar heridas infectadas, afecciones del
tracto digestivo y vias urinarias. En esta investigacion se determino la actividad antimicrobiana,
antioxidante y toxicidad general de la corteza de J. adstringens. La corteza fue colectada en San
Rafael, Puebla. El extracto metandlico (MeOH1) se obtuvo por maceracién; se realizé una particion
de este extracto con hexanos (H) y asi se obtuvo también el extracto metandlico libre de compuestos
no polares (MeOH2). La actividad antibacteriana se evalto, con el método de Kirby-Bauer. La
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Bactericida Minima (CBM) utilizando la técnica de
dilucion en agar. Se determind la actividad de MeOH1 sobre la curva de crecimiento de
Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae No-01. La actividad antifngica se evalué utilizando el

método de inhibicion del crecimiento radial, se determiné la Concentracion Fungicida Media (CFp)

y la Fungicida Minima (CFM). La actividad antioxidante se evalud por el método de reduccion del
DPPH. La toxicidad general se evalio sobre Artemia salina. Se realizd un fraccionamiento
biodirigido de MeOH2 empleando una cromatografia en columna abierta (cc). Sélo MeOH2
presentd actividad antibacteriana y antiflngica. Se observo un efecto antibacteriano sobre las 13
cepas bacterianas ensayadas. Las bacterias mas sensibles fueron S. aureus y S. epidermidis (CMI=
0.25, 0.5 mg/mL respectivamente; CBM= 0.75 mg/mL para ambas). MeOH2 tuvo un efecto
bacteriostatico sobre S. aureus y V. cholerae No-01. En cuanto a la actividad antifingica, presentd

actividad solo sobre T. mentagrophytes (CFg, = 1.3 mg/mL). MeOH1 fue moderadamente toxico
(LCsp = 528.59 ppm). La actividad antioxidante de MeOH1 mostro el valor de Clgy= 5.7 pg/mL.

Sélo las 18 primeras fracciones de la cc mostraron actividad antibacteriana; la fraccién 3 mostro
menor actividad que MeOH2 (CMI = 0.25 y CBM mayor a 4 mg/mL). Estos resultados validan el
uso de la corteza de J. adstringens dentro de la medicina tradicional de San Rafael, Puebla.

Palabras Claves: Actividad antibacteriana, Actividad antifungica, Actividad Antioxidante, Corteza

medicinal, Juliania adstringens.

Angelica Jaury Castillo
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INTRODUCCION.

México es considerado un pais con gran diversidad biolégica, debido a su gran extensién
geografica, su variedad de climas, el tipo de suelo que lo compone y principalmente su amplia
riqueza floristica. Se ubica entre las dos regiones biogeograficas mas importantes Neartica y
Neotropical, siendo México, gran poseedor de numerosas especies de plantas con flor que contienen

sustancias de valor medicinal (Rzedowski y Equihua, 1987).

El conocimiento popular y uso de los recursos naturales en México sigue siendo parte
importante de la medicina tradicional dentro de las comunidades rurales, quienes durante siglos han
preservado sus conocimientos empiricos sobre las propiedades de las plantas medicinales,

transmitiéndolos a lo largo de generaciones (Castro, 1988).

Las plantas medicinales han ocupado siempre un lugar predominante en el desarrollo e
historia del hombre, pues forman parte de los recursos terapéuticos que emplea la medicina
tradicional y han representado desde siempre una alternativa para la salud (Aguilar y Camacho,
1985).

Para la poblacion mexicana, la aplicacion de la medicina tradicional constituye uno de los
recursos basicos, pues ocupa un lugar importante en la realidad médica del pais. Mientras que la
medicina al6pata cubre el 40% de los servicios de salud, cerca del 20% de los habitantes recurren a
las plantas medicinales o a otros recursos de la medicina tradicional para combatir las enfermedades
(Argueta y Cano, 1994).

Es indudable que en los ultimos afios ha resurgido en todo el mundo el interés por las plantas
medicinales, en la actualidad, los estudios inician, en una primera etapa, con la recuperacion del
conocimiento popular sobre las hierbas, arboles y arbustos medicinales (Aguilar y Zorrilla, 1985),
por lo que los primeros medicamentos se obtuvieron de extractos de plantas medicinales en forma

de jarabes, tinturas, pomadas y emplastos (Olivas, 1999).

Angelica Jaury Castillo
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda a paises en desarrollo, construyan
programas dedicados a la investigacion, la preparacion de cultivos, la conservacion de plantas
medicinales utilizadas y también que mediante la transferencia de tecnologia, se evalue la calidad y

eficacia de estas medicinas (Fleurentin y Plelt, 1981).

La importancia del estudio de las plantas medicinales, reside principalmente en la presencia
de los metabolitos secundarios los cuales son biosintetizados a partir de los primarios. Estos son
responsables de la coloracidn, aromas de flores y frutos e interacciones ecolédgicas, como es el caso
de la atraccion de polinizadores. Adicionalmente, las maltiples funciones que presentan en las
plantas permite la bldsqueda de nuevos compuestos quimicos naturales, como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, reguladores de crecimiento, etc. por lo que los metabolitos secundarios
forman parte de las investigaciones fitoquimicas que comprenden los siguientes aspectos:
extraccion de la planta; separacion y aislamiento de los componentes de interés; caracterizacion de
los compuestos aislados; investigacion de las rutas biosinteticas referidas a compuestos
determinados, y valoraciones cuantitativas (Vivanco et al., 2005; Traese y Evans, 1991; Gros et al.,
1985).

Para su estudio la fitoquimica permite aislar e identificar los principios activos de numerosas
plantas ya que es de interés la enorme variedad de sustancias organicas que son elaboradas y
almacenadas como compuestos defensivos (antimicrobianos, inhibidores de la germinacion,
insecticidas, etc.) ante depredadores y patdgenos; asi como también la estructura quimica de estos
compuestos, su biosintesis, su metabolismo y su distribucién natural; por este motivo los estudios
fitoquimicos son una parte importante dentro de las investigaciones encaminadas a encontrar

nuevos compuestos y formas de preparacion de medicamentos (Harborne, 1973).

Dentro de la gran diversidad de plantas medicinales de México, el cuachalalate (Juliania
adstringens) es una planta de uso muy antiguo de la cual se ha confirmado una actividad
antitumoral y anticancerigena en cierto tipo de tumores (Gonzalez et al., 1962), estos datos sugieren
que la especie probablemente contenga en su composicion quimica compuestos que tengan un
cierto grado de toxicidad, asi como la presencia de metabolitos secundarios, que son responsables

de la actividad antibacteriana, antifungica, cicatrizante, antiinflamatoria y antioxidante.

Angelica Jaury Castillo
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El cuachalalate (Apéndice 1) es un arbol con escamas grandes, su corteza es de color
moreno grisaceo, habita en climas calidos, semicalidos y templados, se encuentra ampliamente
distribuida en el Estado de México, Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Distrito Federal, Guerrero,

Oaxaca y Puebla (Argueta y Cano, 1994).

En J. adstringens se ha determinado la presencia de terpenos y acidos organicos (Carrasco y
Rivera, 2009;Navarrete, 1982; Gonzalez y Delgado, 1962), de este tipo de metabolitos secundarios
se ha demostrado su actividad antibacteriana (Cowan, 1999). Aunado a lo anterior, los estudios
etnobotanicos (Canales et al., 2005) documentan el uso de esta especie para aliviar enfermedades de
posible origen bacteriano y fangico. Por lo que existen varias investigaciones que intentan descubrir
las propiedades quimicas de J. adstringens, los datos méas sobresalientes se muestran en el cuadro 1,
en donde se puede observar que se han realizado estudios fitoquimicos que demuestran la presencia
de diferentes metabolitos secundarios aislados de la corteza de J.adstringens, aunado a esto se ha

evaluado y comprobado la actividad antiinflamatoria, antitumoral y antiulcerogastricas.

Angelica Jaury Castillo
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Cuadro 1: Antecedentes de J. adstringens.

- PARTE

INVESTIGACION REALIZADA UTILIZADA REFERENCIA

Reportaron la presencia de sarsapogenina en el Corteza Gonzalez y
. . Delgado, 1962

extracto metanolico de J. adstringens.
Descubrieron propiedades antitumorales del
extracto metandlico de J. adstringens en Corteza GO”Zéllgéze'[- al.,
ratones con adenocarcinoma mamario.
Aislamiento y caracterizacion de varios
triterpenoides como el acido masticadienonico,
3a-hidroximasticadienonico, acido Corteza Navarrete, 1982.
isomasticadiendnico, acido 3- epi
hidroximasticadiendnico.
La administracion oral del extracto de J.
adstringens en ratas Wistar a las que se les Cortenn Navarrete et al..
indujo Ulcera duodenal redujo la mortalidad y 1990
perforacion del duodeno.
Aislamiento y caracterizacion de varios ]

) Gonzalez et. al.,
compuestos de J. adstringens  como: Corteza 1962: Navarrete,
sarsapogenina y f3-sistosterol. 1982. Citado en

Morales, 2000.
Investigacion farmacoldgica demostro un efecto
hipocolesterolemiante al administrar
subcutdneamente el extracto hexanico de J. Corteza Mata et al., 1991.

adstringens en ratas.
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El extracto metandlico de J. adstringens Corteza Navarlrggeget. al.,
provoca un efecto antiulcerogastrico. '

Identificaron y aislaron los compuestos &cidos
de la resina y realizaron una prueba Corteza Olivera et al., 1999.

antiinflamatoria.

Evaluaron los extractos acuosos de J.
adstringens en dos modelos inflamatorios Corteza Oviedo et. al. 2004.
demostrando que solo en un modelo se observo

actividad antiinflamatoria.

Reportaron la actividad antibacteriana de las

plantas medicinales usadas por la gente de San Corteza Canazlgggt. .,
Rafael Coxcatlan, Puebla.

Evaluaron el efecto antimicrobiano del extracto

acuoso de J. adstringens en bacterias Gram (+), Corteza Miranda, 2006.

Gram (-) y Helicobacter pylori.

Evaluaron la actividad antibacteriana de los

compuestos aislados, acido masticadienonico,

Carrasco y Rivera,

3a-hidroximasticadienonico, B-sitosterol, acido Corteza 2000

epi-oleandlico y éacido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-
16-enil)-benzoico de J. adstringens sobre las

bacterias pat6genas de la cavidad bucal.

En la medicina tradicional la corteza de J. adstringens (Apéndice 1) es utilizada para
resolver trastornos como la diarrea, disenteria y heridas infectadas (Canales et al., 2006 y 2005;
Argueta y Cano, 1994). Sin embargo, hasta el momento son pocos los estudios que se han realizado
sobre su actividad antimicrobiana, por tal motivo los objetivos de esta investigacion son los

siguientes:
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OBJETIVO GENERAL.

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

adstringens (Schldl.) Schidl.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar el rendimiento de los extractos obtenidos de la corteza de Juliania adstringens.

Evaluar la actividad antimicrobiana, antioxidante y toxicidad general del extracto

metandlico de Juliania adstringens.
Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la Concentracion Bactericida
Minima (CBM) y la Concentracion Fungicida Media del extracto metanolico (CFsp) de

Juliania adstringens.

Determinar la actividad bactericida o bacteriostatica del extracto MeOH2 sobre las especies

bacterianas mas sensibles (una Gram positiva y una Gram negativa).

Caracterizar cualitativamente la composicion quimica de la fraccion de mayor actividad.
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MATERIAL Y METODOS.

Colecta del material.

La corteza de J. adstringens se colecto en Agosto del 2007 en la localidad de San Rafael,
Coxcatlan, Puebla (Apéndice 2). El espécimen fue depositado en el Herbario de la Facultad de

Estudios Superiores Iztacala (IZTA) con el nimero de colecta MCM 14.
Bioensayos preliminares.

Obtencidén de los extractos.

Para la obtencion del extracto herbal, se tomaron 502.5 gr de la corteza de la planta seca de
J. adstringens; una vez molida se obtuvo el extracto crudo metandlico (MeOH1) mediante la
técnica de maceracion descrita por Dominguez (1973) (Apéndice 3). El extracto se filtro y se destilo
el exceso de solvente bajo presion reducida. Posteriormente el extracto MeOH1 fue sometido a una
particién con hexanos, obteniendo de esta forma el extracto metandlico libre de compuestos no
polares (MeOHZ2) y el extracto hexanico. El rendimiento de cada extracto se determino con relacion

al peso seco de la planta.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Microorganismos utilizados.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon los siguientes

microorganismos:

Bacterias Gram- Negativas:

Vibrio cholerae No-01 (no patogena), Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua
contaminada, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico, Vibrio cholerae CDC V 12, las cuales
corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba, biotipo EI Tor, Escherichia
coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC 19430.
Enterobacter aerogenes donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES-Cuautitlan. Yersinia

enterocolitica donada por el laboratorio de Andlisis Clinicos de la CUSI del Campus lIztacala.
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Bacterias Gram- Positivas:

Staphylococcus aureus ATCC 12398, Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis y Sarcina

lutea, fueron donadas por el Laboratorio de Microbiologia de la FES-Cuautitlan.

Hongos Filamentosos:

Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, Fusarium sporotrichum ATTC
NRLL3299, Fusarium moniliforme donadas por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la

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

Hongos Levaduriformes:

Candida albicans ATCC 14065, Candida albicans ATCC 10231 y Criptococcus
neoformans donadas por el Laboratorio de Micologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina
UNAM. por el Dr. Rubén Lépez Martinez (responsable) y la Dra. Patricia Manzano Gayoso.
Candida albicans aislada de un caso clinico, donada por el Laboratorio de Analisis Clinicos FES-

Iztacala.

Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Evaluacion cualitativa.

La actividad antibacteriana se evalué con el método de difusién en agar de Kirby-Bater
(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice 4). Como control positivo se usaron sensidiscos
impregnados con Cloramfenicol (25 pg por disco). Los discos fueron impregnados con 2 mg del
extracto a probar. Como controles negativos se utilizaron sensidiscos con el solvente empleado.
Todos los bioensayos se realizaron por triplicado. Esta técnica fue aplicada también en las levaduras

Candida albicans y Criptococcus neoformans.
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Evaluacion cuantitativa.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida
Minima (CBM) se utilizé la técnica de dilucion en agar (Koneman, 1996) (Apéndice 5). Las
concentraciones empleadas para los bioensayos cuantitativos fueron las siguientes: 2.0 mg/mL, 1.5
mg/mL, 1.0 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.50 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL. Las cajas se inocularon
con 100puL de un cultivo bacteriano a una concentracién de 1X10° UFC/mL (Unidades Formadoras
de Colonias) se dejaron crecer durante 24 hrs a 36°C. Esta técnica fue aplicada también en las

levaduras Candida albicans y Criptococcus neoformans.

La minima concentracidn del agente antibacteriano que permite sobrevivir a menos de 0.1%

del indculo original, se denomina Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Efecto del extracto sobre la curva de crecimiento..

Para determinar el efecto del extracto sobre la curva de crecimiento bacteriano se emplearon
las cepas bacterianas: Vibrio cholerae No-01 y Staphylococcus aureus (Apéndice 6). Se
muestrearon 9 tiempos para obtener la poblacion de bacterias sobrevivientes y se utilizaron las

concentraciones de % MIC, MIC y CBM, asi como también un grupo testigo (Avila, 1996).

Fraccionamiento Biodirigido.

Para separar los compuestos activos se utilizaron técnicas cromatograficas de columna
abierta y de placa fina biodirigidas permitiendo obtener un mayor rendimiento de las fracciones
activas. Se realizaron dos columnas cromatogréaficas con silica gel de malla 70-230 (Sigma 5-2509),
en la columna A se empled 1gr. del extracto MeOH2 debido a que se utilizO como ensayo y
estandarizacion de la fase movil; sin embargo para la columna B se emplearon 50 gr. del extracto
MeOH?2 la fase mavil consistié en mezclas de acetato de etilo y metanol en orden creciente de
polaridad. Se obtuvieron de la columna A 216 alicuotas de 4mL y de la columna B se obtuvieron

151 alicuotas de 300 mL cada una.
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Para agrupar las alicuotas similares se realizaron cromatografias en placa fina, para lo cual
se utilizaron cromatofolios de silica gel Merck (Kieselgel 60). Se observaron con luz U.V (366-254
nm) y posteriormente se revelaron con sulfato cérico. En la columna A, 216 alicuotas fueron
agrupadas en 15 fracciones y en la columna B, 151 alicuotas se agruparon en 42 fracciones a las
cuales se les evalu0 la actividad antibacteriana sobre las cepas bacterianas Vibrio cholerae No-01 vy
Staphylococcus aureus.

Asimismo se utiliz6 la cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), para verificar la composicion quimica de las fracciones mas activas.
empleando una columna Discovery C-18, con un tamafio 250-4.6 mm y una particula de 5.0 um 'y
se corrio de forma isocratica con una mezcla de metanol:acetonitrilo:agua (25:25:50) con un flujo
de 1 mL/min. y con un detector de arreglo de diodos a una A de 260 nm, y realizando un barrido
completo de 200 a 400 nm. Esta cromatografia se realizé a las fracciones 3 y 9 de la cromatografia

en columna abierta.

Evaluacion de la actividad antifngica.

Evaluacion cualitativa

Para el andlisis cualitativo se utilizé la técnica de inhibicion del crecimiento radial
(Apéndice 7) usando una concentracion de 2 mg por disco del extracto a probar; como control
positivo Ketoconazol (0.007 mg) y como control negativo se utilizaron sensidiscos con 10uL de
metanol (Wang y Bun, 2002).

Evaluacion cuantitativa.

El ensayo con hongos filamentosos se llevé a cabo mediante el método de inhibicion del
crecimiento radial reportado por Wang y Bun, 2002 (Apéndice 7). Las concentraciones empleadas
para los bioensayos cuantitativos fueron las siguientes: 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 mg/mL.

cada bioensayo se realizé por triplicado.
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Prueba de Toxicidad general.

La toxicidad general se evalué con el extracto MeOH1 debido a que presentd mayor
actividad y es el extracto que mas se acerca a la infusion que consume la gente. Esta prueba se llevo
acabo usando larvas nauplio 1l de Artemia salina (Leach). El extracto fue probado a las siguientes
concentraciones: 1.0, 0.10 y 0.01 mg/mL vy se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSQ). Se adicionaron

10 mL de agua de mar artificial a cada frasco.

Para todos los casos se utiliz6 como control negativo el solvente en el que fue disuelto el
extracto (DMSO) y como control positivo, acido galico a las mismas concentraciones que el
problema.

Despues de 24 hrs. bajo una temperatura de 23 °C y una luz blanca continua, se procedio al

conteo de sobrevivientes, para lo cual se utilizd un microscopio estereoscopico.

El porcentaje de mortalidad por cada concentracidn fue calculado, aplicando la formula de
Abad. La concentracion letal media (CLsg, mg/mL) se determiné realizando una regresion lineal

para el extracto probado (Padmaja et al., 2002; citado y modificado por Nifio et al., 2006).

Evaluacion de la actividad antioxidante.

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevé a cabo mediante el método de reducciodn
del radical 2-2- Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) método modificado de Murillo, 2006 (Apéndice

8). Se evalud la actividad a diferentes concentraciones del extracto MeOH2 (2-30 ppm).

Pruebas estadisticas.

Para analizar los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana se utilizd el analisis
estadistico de varianza (ANOVA de dos factores), para determinar si existe diferencias

significativas sobre la sensibilidad entre las cepas bacterianas.
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RESULTADOS

Colecta de la planta.

La corteza de J. adstringens (Cuachalalate) fue recolectada durante el mes de Agosto del
2007 en la localidad de San Rafael Coxcatlan, Puebla en esta localidad su nombre comun es

“Cuachalalate” y utilizan la corteza como medicina en infusion (Cuadro 2).

Cuadro 1: Datos etnobotanicos de la especie.

Nombre cientifico Juliana adstringens
Nombre comudn Cuachalalate
Familia Julianiaceae
Parte utilizada Corteza
Forma de uso Infusion

Rendimiento del extracto.

El rendimiento de los extractos de la corteza de J. adstringens (Cuachalalate) se muestran en
el cuadro 3 y figura 1. El extracto MeOH1 present6 un rendimiento de 218.71 gr.

Cuadro 2: Rendimiento del extracto de J. adstringens.

Extracto Rendimiento g. %
MeOH 1 218.71g 39.41%
MeOH 2 132.43¢g 23.86%
Extracto 84.29g 15.19%
Hexanico

El rendimiento en (%) de J. adstringens se calcul6 con
respecto a 554.9 gr. de corteza.

En la particibn se observd que el extracto MeOH2 tuvo un mayor rendimiento en

comparacion al extracto hexanico lo cual indica que la especie presenta una mayor cantidad de
compuestos con polaridad alta.
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Extracto MeOH2
M Extracto Hexanico
M Extracto MeOH1

Figura 1: Rendimiento de los extractos obtenidos de J. adstringens.

Actividad antibacteriana

Evaluacion Cualitativa

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antibacteriana de J. adstringens se
muestran en el cuadro 4, en donde se observa que el extracto MeOH1 presenté un efecto
antibacteriano al tener actividad en las 13 cepas. En la figura 2 se puede observar que la cepa
bacteriana que presentd los halos de inhibicibn mas grandes fue S. lutea (Gram positiva). El

extracto hexanico no mostro actividad sobre ninguna de las cepas ensayadas.

De acuerdo a los resultados del analisis de varianza de dos factores (ANOVA), se obtuvo
una F= 1.86 y una P= 0.05, demostrando que no existen diferencias significativas entre la

sensibilidad de las cepas bacterianas y el extracto MeOHL.
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Cuadro 3: Actividad antibacteriana del extracto MeOH1 de J. adstringens

Halos de inhibicién (mm) Extracto MeOH1

Bacteria J. adstringens
S. aureus 8.67 + 0.57
S. epidermidis 10.00 + 0.57
B. subtilis 7.00 + 0.00
S. lutea 12.00 + 0.57
V. cholerae No-01 11.00 + 1.00
V. cholerae agua 9.00 + 0.57
V. cholerae caso clinico 8.00 + 0.00
V. cholerae CDC V12 10.00 + 0.00
E. coli 10.00 + 0.00
E. agglomerans 9.00 + 0.00
E. aerogenes 9.00 + 0.00
S. typhi 9.00 + 0.57
Y. enterocolitica 10.00 + 0.00

Todas las cepas bacterianas fueron sensibles al cloramfenicol (25 ug/disco).
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Figura 2: Actividad antibacteriana del extracto MeOH1 de J. adstringens
sobre 13 cepas bacterianas.

Halos de inhibicion en mm; valor promedio de 3 repeticiones; el extracto probado a una
concentracion de 2mg/10pL por sensidiscos.
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Evaluacion cuantitativa

Los resultados obtenidos de la determinacion de CMI y CBM (extractos MeOH1 y MeOH?2)
se muestran en el cuadro 5, en el cual se observa que para el extracto MeOH1 de J. adstringens las
bacterias més sensibles fueron S. aureus, S. epidermidis y V. cholerae caso clinico, pues requieren
bajas concentraciones para inhibir su crecimiento (CMI= 0.25; CBM= 0.50 mg/mL), teniendo asi
que las bacterias Gram positivas son mas sensibles al requerir concentraciones menores para inhibir
su crecimiento (CMI de 0.25 a 0.50 mg/mL; CBM de 0.50 a 0.75 mg/mL), mientras que las Gram
negativas, requieren de concentraciones mayores (CMI de 0.25 a 1.50 mg/mL; CBM de 0.50 a
[12.0 mg/mL).

Con respecto al extracto MeOH2 se puede apreciar que V.cholerae No-01 fue la cepa mas
sensible al requerir bajas concentraciones para inhibir su crecimiento (CMI= 0.125; CBM= 0.50
mg/mL). Al igual que el extracto MeOH1, el MeOH2 presentd en general mayor actividad sobre las
cepas bacterianas Gram positivas (CMI de 0.25 a 0.75 mg/mL). Es notable que para ambos
extractos (MeOH1 y MeOH2), E. coli fue la cepa menos sensible, pues se requieren

concentraciones mayores a 2.0 mg/mL para alcanzar la CBM.

Cuadro 4: Determinacion de CMIy CBM del extracto de J. adstringens.

Extracto MeOH1 Extracto MeOH2
CMI CBM CMI CBM
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Bacteria J. adstringens J. adstringens

S.aureus 0.25 0.50 0.25 0.75
S.epiderrmidis 0.25 0.50 0.50 0.75
B. subtilis 0.50 0.75 0.50 0.75
V.cholerae No-01 0.25 0.75 0.125 0.50
V. cholerae agua 0.50 0.75 0.50 0.75
V. cholerae caso clinico 0.25 0.50 0.50 0.75
V. cholerae CDC V12 1.50 2.00 0.25 0.75
E. coli 1.50 >2.00 2.00 >2.00
E.agglomerans 1.50 2.00 1.50 2.00
E. aerogenes 1.00 1.50 1.50 2.00
S. typhi 1.50 2.00 1.50 2.00
Y. enterocolitica 0.25 0.75 0.50 0.75
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Efecto del extracto sobre la curva del crecimiento bacteriano.

El efecto del extracto MeOH2 sobre la curva de crecimiento de V. cholerae No-01y S. aureus
se muestran en las figuras 3 y 4. En las figuras se puede observar que a partir del segundo tiempo la
poblacion baja drasticamente para las tres concentraciones probadas (Y2 CMI, CMI y CBM) de la

misma forma y se mantiene la actividad bacteriostatica del extracto.
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Figura 4: Efecto del extracto MeOH2 sobre la curva de crecimiento de V cholerae No-01.
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Figura 3: Efecto del extracto MeOH2 sobre la curva de crecimiento de S. aureus.
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Fraccionamiento biodirigido.

En la cromatografia de columna abierta (fase estacionaria silica gel), se obtuvieron en la
columna A, 15 fracciones de las cuales solo 11 mostraron actividad antibacteriana sobre S. aureus,
siendo la fraccion 47 la que obtuvo el mayor halo de inhibicion como se observa en la cuadro 6 y

figura 5.

Cuadro 5: Rendimientos y halos de inhibicién de las fracciones obtenidas en la columna A del
extracto MeOH2 de J. adstringens.

. . Rendimiento Ha_llq o_le
Fase Moévil Alicuota  Fraccion @r) Inhibicion
g (mm)
) 1-2 1 0.01 10
100% Acetato de Etilo
3-18 3 0.07 12
90% Acetato de Etilo
10% Metanol 19-24 19 0.02 12
25-46 25 0.04 12
80% Acetato de Etilo
20% Metanol 47-65 47 0.09 16
66-80 66 0.07 14
81-104 81 0.03 10
70% Acetato de Etilo
30% Metanol 105-120 105 0.05 8
60% Acetato de Etilo
40% Metanol 121-153 121 0.06 8
50% Acetato de Etilo
50% Metanol 154-185 154 0.03 8
100% Metanol 186-216 186 0.03 12

S. aureus fue la cepa bacteriana que se empled. El error estandar fue de 0 para todas las cepas
bacterianas.
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Figura 5: Actividad antibacteriana sobre S. aureus de las fracciones obtenidas en la columna
A de la cromatografia en columna abierta con fase estacionaria silica gel del extracto MeOH2
de J. adstringens.
Sin embargo, en la columna B de la cromatografia del extracto MeOH2 se obtuvieron 42,
fracciones y de las cuales solo 17 fracciones presentaron actividad sobre la cepa bacteriana V.
cholerae No-01, siendo la fraccion 3 donde se observd el halo de inhibicion de mayor didmetro

(Cuadro 7 y Figura 6).
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Cuadro 6: Rendimiento y halo de inhibicion de las fracciones obtenidas de la columna B.

. . Rendimiento H"?‘IO. c_le
Fase Movil Alicuota  Fraccion (ar) Inhibicién
d (mm)
1 1 0.40 10
100% Acetato de 9.3 5 0.35 12
Etilo

4-5 3 0.18 14
6-7 4 0.16 13
90% Acetato de Etilo 8 5 0.06 9
10% Metanol 9-10 6 0.07 8
11 7 0.01 8
12-13 8 0.77 8

80% Acetato de Etilo
20% Metanol 14 9 0.92 6
15 10 0.45 6
16-17 11 0.54 7
18 12 0.89 11
70% Acetato de Etilo 19 13 0.47 7
30% Metanol 20-21 14 0.60 9
22-25 15 0.87 11
26-27 16 0.63 6

0 )

60% Acetato de Etilo 28-31 17 0.01 7

40% Metanol

V. cholerae No-01 fue la cepa bacteriana empleada.
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Figura 6: Actividad antibacteriana sobre V .cholerae No- 01 de las fracciones obtenidas en la columna B de
la cromatografia en columna abierta con fase estacionaria silica gel del extracto MeOH2 de J. adstringens.

Con respecto a la determinacion de CMI y CBM de la fraccion de mayor halo (fraccion 3)
de la columna B, se puede observar en el cuadro 8 que las bacterias Gram-positivas fueron mas
sensibles, pues requieren de bajas concentraciones para inhibir su crecimiento (CMI= 0.25 mg/mL;
CBM= 0.5 mg/mL).Sin embargo, para las bacterias Gram-negativas se requieren concentraciones
mayores (CMI de 0.25a 2.0 mg/mL; CBM de 0.5a [ 4.0 mg/mL).

Cuadro 7: Concentraciones minima inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM) de la
fraccion 3 de la columna B de J. adstringens.

CMI CBM
Bacteria mg/mL  mg/mL

S.aureus 0.25 0.50
S.epidermidis 0.25 0.50
B.subtilis 0.25 0.50
V. cholerae No-01 0.25 0.50
V. cholerae agua 0.25 0.75
V. cholerae caso clinico  0.25 0.50
V. cholerae CDCV12 150 > 4.00
E. coli 200 > 4.00
E. agglomerans 200 > 4.00
E. aerogenes 200 > 4.00
S. typhi 1.00 2.00
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En la figura 7 se presenta el cromatograma de la fraccion 3 de la columna B, donde se
observaron dos picos mayoritarios (b y c), los cuales tienen un tiempo de retencion de 3.9 min. y 4.5
min. respectivamente, mostrando absorciones maximas en el compuesto b de 374 y 356 nm y para
el compuesto ¢ de 256 y 356 nm (Cuadro 9). Sin embargo, también se puede observar que la

fraccion no es totalmente pura debido a la presencia de otros compuestos.

DAD1 A, Sig=260,4 Ref=off (FITOQ\CA#AVUUUER. D)
©

mAU b
5

T T T T T T T T T T
o] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min)

Figura 7: Cromatograma HPLC de la fraccion 3 de la columna B del extracto MeOH2 de J. adstringens.

En el caso de la fraccién 9 de la columna B (figura 8), el pico de mayor abundancia fue el f
el cual presenté una absorcion maxima de 237 y 292 nm, con un tiempo de retencion de 6.0 min.

permitiendo observar que la fraccion 9 tiene una menor pureza en comparacion a la fraccion 3.

DAD1 A, Sig=260,4 Ref=off (FITOQ\CUA00004.D)
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Figura 8: Cromatograma HPLC de la fraccion 9 de la columna B del extracto MeOH2 de J. adstringens.
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Cuadro 8: Tiempo de retencion y maxima absorcién bajo luz UV de las fracciones activas.

No. No.

Tiempo de

Fraccion Compuestos retencion (min) UV Amax (NmM)
a 2.56 236-280
b 3.90 374-356
c 4.58 256-356
d 5.87 236-286
e 6.38 236-346
3 f 6.74 236-286-312
9 7.18 236-272
h 10.35 236-286
[ 12.56 240-286-312
j 14.72 238-288-312
k 16.18 236-270-288-364
a 2.60 236-272
b 2.98 270
c 3.62 284
d 4.68 237-292
f 6.00 237-294
9 9 7.37 236-288
h 7.92 236-286
[ 7.93 258-266-358
] 10.10 264-364
k 12.14 253-364
I 15.23 250-366
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Actividad antifungica

Evaluacion cualitativa

Los datos obtenidos en el bioensayo cualitativo demostraron que tanto el extracto MeOH1
como el MeOH2 de la corteza de J. adstringens presentaron actividad antiflngica Gnicamente sobre

T. mentagrophytes (Cuadro 10). El extracto hexanico no mostré actividad sobre ninguna cepa
fungica ensayada.

Cuadro 9: Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica de J. adstringens.

Cepas Fungicas
Corteza Extracto An Em Es Rs Tm
MeOH1 x x x % v
J. adstringens MeOH2 x x x x v
Hexanico x x x x x

Resultados obtenidos a partir de 3 repeticiones.  v'= Inhibicién %= No-inhibicion
An = Aspergillus niger, Fm = Fusarium moniliforme, Fs = Fusarium sporotrichum,
Rs= Rhyzoctonia solani, Tm= Trichophyton mentagrophytes.

Evaluacion cuantitativa

Los resultados obtenidos sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los
extractos MeOH1 y MeOH2 de J. adstringens sobre T. mentagrophytes se observan en el cuadro
11. La cepa presenta un mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento radial en la concentracion

de 2.0 mg/mL, sin embargo para alcanzar el 100% de inhibicién es necesaria una concentracion
superior a 2.0 mg/mL.
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Cuadro 10: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos MeOH1 y

MeOH2 de J. adstringens sobre T. mentagrophytes.

Extractos
J. adstringens

Respecto al

Concentracion MeOH 1 MeOH 2
(mg/ mL) % Inhibicion
0.125 6.66 +0.00 6.66 + 0.00
0.25 42.22 +0.57 6.66 + 0.00
0.50 11.11+057 6.66 + 0.00
0.75 1555+1.52 22.22 +0.57
1.00 1555+ 0.57 4444 +0.57
1.50 44.44 +0.57 73.33+0.00
2.00 73.33+0.00 73.33 +0.00
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Trichophyton

mentagrophytes, en la figura 9 se puede observar el calculo a partir de la interpolacion en la

ecuacion de la concentracion letal media (CLso ) para el extracto MeOH1 es de 2.00 mg/mL y para

MeOH2 es de 1.50 mg/mL, alcanzando a inhibir su crecimiento en un 73.33% en ambos casos.
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% Inhibicion del Crecimiento Radial

y = 26.866x + 6.3332
R2=0.5648

R2=0.9193

4 MeOH2
md= MeOH1

y = 42.946x — 4.2447

Concentracion

25

Figura 9: Determinacién de CLsy (concentracion letal media) para los extractos
MeOH1 y MeOH2 de J. adstringens sobre T. mentagrophytes.
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Toxicidad general

Los resultados sobre la toxicidad del extracto MeOH1 sobre la larva nauplio Il de Artemia
salina, se muestran en el cuadro 12, en el cual se observa que el extracto MeOH1 es

moderadamente toxico al tener una CLso de 528.59 ppm.

Cuadro 11: Porcentaje de muerte de Artemia salina de extracto MeOH1 de
J. Adstringens.

Extracto
Concentracion J. adstringens
(ppm) % de muerte
1000 100
100 0
10 0

ppm = partes por millén

Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante sobre el extracto MeOH1 de J. adstringens,
presentd una actividad antioxidante adecuada al obtener una Clsy de 5.73 pg/mL, reduciendo el
DPPH (2-2- difenil-1- picrilhidracilo). Como control positivo se utilizé la quercetina la cual mostro
una Clso de 4.6 pg/mL (Apéndice 8).

200 Y =-0.2081x2 + 7.7793x + 8.6905
\a0.| R2=09574

160
140 —
120 —
100 —
80
60 —
40
20

== Extracto MeOH1
= Control Positive

(Quercetina)

% Reduccion

y =0.1627x2 + 6.9038x + 25.631
R2 =0.9369

T T T T T T
0 1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 25 30
Concentracion (ug)

Figura 10: Comparacion del porcentaje de reduccion del extracto
MeOHL vy el control positivo (Quercetina).
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DISCUSION.,

La corteza de J. adstringens se comercializa a lo largo de la Republica Mexicana como
principal producto herbolario para aliviar afecciones gastrointestinales, Ulceras gastricas y ciertas
lesiones cutaneas, originadas principalmente por bacterias y hongos (Canales, 2005; Argueta et al.,
1994). Por tal motivo los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que la corteza de J.
adstringens inhiben el crecimiento tanto de bacterias como de hongos de importancia médica,

aunado a esto mostré una relevante actividad antioxidante y una toxicidad general media.

En lo referente al rendimiento de los extractos obtenidos de J. adstringens, de la particidn
realizada, el extracto MeOH2 present6 el mayor rendimiento con un 23. 86%, mientras que el
extracto hexanico presentd un menor rendimiento con un 15.19% (Cuadro 3), lo que muestra que la
corteza presenta en mayor cantidad compuestos de naturaleza polar como por ejemplo: acidos
masticadiendnico y 3-alfa-hidroximasticadiendnico entre otras (Olivera. et. al., 1999). Revelando de
esta forma que los resultados son l6gicos pues las cortezas estan formadas por taninos, ligninas,
triterpenos y polisacaridos principalmente. Sin embargo, la diferencia en el rendimiento de los
extractos obtenidos se atribuye posiblemente a la acumulacion de metabolitos secundarios los
cuales sirven como mecanismos de defensa de las plantas contra la depredacion por

microorganismos, insectos y herbivoros (Fernandez, 1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la actividad antibacteriana, el extracto MeOH1 de
la corteza fue activo tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas siendo S.lutea la
que mostrd los halos de inhibicién mas grandes (Cuadro 4 y Figura 2) lo anterior coincide con
Canales y colaboradores (2005) quienes reportan que la infusion de la corteza es utilizada para el
tratamiento de enfermedades de posible origen bacteriano como dolor de rifiones, gastritis y heridas
infectadas (Canales et al., 2005 y 2006), de esta manera S.aureus y S.epidermidis (infecciones de
piel) y E.coli (vias urinarias), fueron sensibles al extracto MeOHZ1. Con estos resultados se valida el

uso etnomedicinal que se le da a la corteza de J. adstringens en San Rafael Coxcatlan.
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Los valores obtenidos de la CMI y CBM mostraron que para ambos extractos (MeOH1 y
MeOH2) las bacterias Gram positivas resultaron ser mas sensibles, ya que se necesitdo de
concentraciones menores para inhibir su crecimiento (MeOH1, MIC de 0.25 a 0.50 mg/mL y CBM
de 0.50 a 0.75 mg/mL; MeOH2, MIC de 0.25 a 0.50 mg/mL y CMB de 0.75 mg/mL).
Probablemente esto se deba a la composicion estructural de las bacterias y a la susceptibilidad de
cada cepa al extracto probado, ya que el péptido glucano en el caso de las bacterias Gram positivas
se encuentran inmersas en una matriz compuesta de acidos teicoicos, teicuronicos y lipoteicos;
confiriéndole a la pared celular una carga negativa neta, que es necesaria para que la célula pueda
asimilar cationes divalentes, esta caracteristica la hace mas sensible a los compuestos polares, a
diferencia de las Gram negativas en las que la membrana es mas resistente a los disolventes
organicos y menos permeable a las moléculas de caracter hidrofobico (Cimanga et al., 2002; Gros et
al., 1985; Nikaido et al., 1979).

Sin embargo, en ambos casos la cepa de E. coli, es la menos sensible al requerir
concentraciones mayores que van de 1.50 a concentracines por arriba de >2.00 mg/mL para inhibir
su crecimiento (Cuadro 5). Esto probablemente se debe a que en la actualidad el consumo excesivo
de los antibidticos en el hombre ha originado un estado de resistencia a los agentes
antimicrobianos, que acttan sobre la inhibicién de las funciones ribosomales, la inhibicién a la
sintesis proteica y la inhibicion de la sintesis de la pared celular. Por lo que la resistencia de E. coli
ha aumentado en los Gltimos afios, siendo esta resistente a la ampicilina, aminoglucosidos,
tetraciclinas, eritromicina, amoxicilina y cotrimoxazol, esto se debe a los cambios genotipicos

adquiridos que persisten durante el cultivo y ausencia del farmaco (Davis et al., 1996).

Concerniente a la curva de crecimiento bacteriano de S. aureus y V.cholerae No-01 con el
extracto MeOH2, mostré que los agentes antimicrobianos tuvieron un efecto bacteriostatico, es
decir, inhiben el crecimiento y la proliferacion del microorganismo, siendo estas incapaces de
reproducirse y manteniéndose estables durante los 9 tiempos (24 horas), el efecto bacteriostatico es
extremadamente benéfico al permitir que las defensas normales del hospedero destruyan al

microorganismo (Davis et al., 1996).
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Con respecto a la determinacion de MIC y CBM de la fraccion méas activa (fraccion 3) se
pudo observar que las bacterias Gram-positivas fueron mas sensibles, pues requieren de bajas
concentraciones para inhibir su crecimiento (CMI=0.25 mg/mL; CBM= 0.50 mg/mL) (Cuadro 8),
esto se debe a que el mecanismo de accion de los compuestos presentes en la fraccién 3 podrian
estar relacionados con alteraciones de ADN, sintesis de proteinas e inhibidores en la transcripcion o
traduccion (Calderén, 1997; Avila, 1996), existiendo similitudes entre los extractos (MeOH1 y
MeOH?2) y la fraccion activa (fraccion 3) sobre la susceptibilidad del grupo bacteriano. Por lo que
se valida el uso medicinal de esta corteza para aliviar enfermedades de posible origen bacteriano;
sin embargo, para las bacterias Gram-negativos se requieren concentraciones mayores (CMI de 0.25
a 1.00 mg/mL; CBM de 0.50 a > 4.00 mg/mL) (Cuadro 8). Esto quizas se deba a que los extractos
y la fraccion interactiian con diversos compuestos, formando asi un sinergismo (“trabajar juntos”)
(Katzung y Trevor, 1997), lo que permite una mayor actividad antibacteriana a menor

concentracion.

Para el fraccionamiento de los compuestos activos, las fracciones mas activas y con mayor
rendimiento (fraccion 3 y 9) fueron sometidas a una cromatografia de alta resolucion (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). En general los compuestos son muy parecidos ya
que la longitud de onda entre la que absorben es de 237 a 356 nm esto posiblemente nos indica la
presencia de algunos triterpenos (Figura 7 y 8). Lo anterior coincide con Oviedo et al, 2004 quien
purifico los compuestos : acido masticadienénico y acido 3-alfa-hidroximasticadienonico,
triterpenos que absorben a una longitud de onda de 220 nm y con un tiempo de retencion de 24
minutos. Sin embargo, el rango puede variar por efecto de los solventes utilizados en el aislamiento

del compuesto (Olsen, 2003).

En cuanto a la actividad antiflngica, se encontré que los extractos MeOH1 y MeOH2,
fueron activos Unicamente en un hongo dermatofito (T. mentagrophytes); estos resultados son
interesantes y de gran relevancia ya que T. mentagrophytes es causante del pie de atleta (Myrvin y
Weiser, 1991) y utilizando concentraciones mayores a 2.00 mg/mL de los extractos antes

mencionados se puede alcanzar el 100% de inhibicion.
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Al determinar la concentracion letal media (CLgq) para T. mentagrophytes utilizando los

extractos MeOH1 y MeOH2 de J. adstringens, se obtuvo que para inhibir el 50% del crecimiento
radial de dicho hongo se requieren concentraciones mayores del extracto MeOH1 de 2.00 mg/mL y

para el extracto MeOH2 se requieren concentraciones de 1.50 mg/mL del extracto de J. adstringens.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la toxicidad general del extracto MeOH1 de J.
adstringens se encontr6 que de acuerdo con Padmaja et al. (2002), el extracto MeOH1 de J.

adstringens es medianamente toxico al tener una LCgp= 528.5975 nug/mL. Este es el primer dato

sobre la toxicidad de la corteza de J. adstringens.

La evaluacion de la actividad antioxidante present6 una actividad adecuada con respecto a la
quercetina (control positivo) quien requiere una Clsy de 4.6 pg/mL. Esta actividad antioxidante
adecuada del extracto se debe a que al reducir en un 50% al compuesto DPPH se requieren de 5.73
pug/mL. Por lo que la actividad antioxidante tiene un gran impacto, ya que estudios han mostrado
que la ingesta de productos con elevada accién antioxidante esta vinculada con una baja incidencia

de enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo (Okusa et al., 2007).

Resulté de gran importancia evaluar la actividad antibacteriana, antifungica, antioxidante y
toxicidad general del extracto de J. adstringens. Lo antes mencionado justifica y valida totalmente
el empleo de la corteza dentro de la medicina tradicional, ya que al presentar compuestos con
actividad antimicrobiana lo hace un planta adecuada para combatir diferentes procesos infecciosos

causados principalmente por bacterias y hongos.
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CONCLUSION.

e Los extractos MeOH1 y MeOH2 de la corteza de J. adstringens (Cuachalalate) presentaron

actividad antibacteriana.

e Las bacterias de tipo Gram positivas resultaron ser las mas sensibles en comparacion a las

de tipo Gram negativo.

e Los extractos MeOH1 y MeOH2 de la corteza de J. adstringens presentaron actividad

antifngica en Trichophyton mentagrophytes.

e El extracto MeOH2 tiene un efecto bacteriostatico.

e El extracto MeOH1 de J. adstringens es medianamente toxico.

e EIl presente trabajo valida el uso de la corteza de J. adstringens dentro de la medicina
tradicional de San Rafael Coxcatlan, Puebla para combatir infecciones de origen bacteriano,

por lo tanto su uso etnoboténico coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion.
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APENDICE 1

Descripcion botanica de la planta estudiada.

Juliania adstringens (Schldl.) Schidl

Nombre comun:

Chalalate, coachalalate, cuachalala, volador. Distrito Federal: cuachalalatl (ndhuatl).
Michoacan: maceran, matixeran, pacueco. Oaxaca: cuachinala (Argueta y Cano, 1994); Puebla:

cuachalalate, cuachalala (Canales, 2005)

Botanica y ecologia:

Arbol de 10 metros de altura con el tronco torcido de corteza moreno grisiceo o gris
plomizo con grandes escamas, hojas agrupadas de tres a cinco en las puntas de las ramas en el haz
son verde opaco y en el envés son verde grisaceo, las flores se pueden encontrar solitarias o en
ramilletes, madera, resinosa, dioico. Los frutos son nueces abultadas que estdn en ramas de color
verde palido (Figura 10.). De origen desconocido, habita en clima calido, semicélido, y templado
entre 100 y 3000 msnm, crece en zonas perturbadas de bosque tropical caducifolio y
subcaducifolio, de matorral xero6filo, bosque espinoso, mesoéfilo de montafia y pino-encino.
Ampliamente distribuida en el Estado de México, Michoacan, Jalisco, Guanajuato, Distrito Federal,

Guerrero, Oaxaca y Puebla (Olivera et al., 1999).
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Figura 1: Arbol de Juliania adstringens.
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Etnobotanica y antropologia:

El cuachalalate, es una planta de uso muy antiguo de la cual se ha confirmado una actividad
antitumoral y anticancerigena en cierto tipo de tumores, por lo que se recomienda su uso medicinal
(Argueta y Cano, 1994).

En varios estados de la Republica, se menciona el empleo, del cuachalalate, principalmente
del cocimiento, para tratar Glceras, cancer de estdbmago, gastritis y ciertas lesiones cutaneas. Para las
Ulceras también se remoja la corteza hasta que el agua tome color para administrarla como agua de
uso. Para las heridas su cocimiento es normal, se pone en polvo sobre ellas, 0 se macera en agua y
con este se lavan. Los granos se curan mediante la ingestién del cocimiento o la aplicacién de la
goma blanca o la resina de la corteza, al igual que en llagas. Granos, heridas y llagas, en el hombre
o animales, se lavan una vez al dia con el agua donde se ha hervido la “céscara”. Asi mismo, se
utiliza en golpes o postemas, mordeduras o piquetes de animales venenosos y como cicatrizante
(Olivera et al., 1999).

También se utiliza para lavados vaginales cuando se presentan infecciones en la vagina,
fiebre puerperal, flujo de mujeres, frio, inflamacion, infecciéon o caida de la matriz y de ovarios
(Argueta y Cano, 1994).

Otras aplicaciones medicinales de las que se tienen noticia son: fiebres intermitentes,
paludismo, caida de cabello, afecciones respiratorias, manchas en la piel, gangrena y como
antidiabético (Rzedowski, 1978).

Historia:

En el siglo XVI, Francisco Hernandez comenta: “la corteza es fria y secante, resuelve los
tumores machacada y aplicada”. Durante el siglo XX en la obra de Maximino Martinez en donde la
registra como: anticancerosa, antipaltdico, astringente y para la fiebre tifoidea; y posteriormente, la

Sociedad Farmacéutica de México, la registra como astringente (Argueta y Cano, 1994).
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APENDICE 2

Area de Colecta de Juliania adstringens.

La corteza de J. adstringens fue colectada en la localidad de San Rafael, municipio de
Coxcatlan, se localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12° y
18°14° de latitud norte, asi como 97°07° y 97°09° de longitud oeste, con un rango de altitud de 957
a 1400 m.s.n.m. (Figura 11).
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Figura 2: Ubicacion geografica del poblado de San Rafael.
Clima

El clima es de tipo Bs (h’) w” (w) eg de acuerdo con la clasificacion de Koeppen, el cual
corresponde a un tipo seco o arido con lluvias en verano y temperatura media anual de 22 °C,
variando entre 25 °C en abril y mayo, y 18 °C en enero (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una
precipitacion anual de 364.6 mm para la zona; cerca de los 386.57 mm registrados en 1988 en la
estacion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998 los 763.7 mm de

precipitacion casi duplicaron el promedio anual, concentrandose en los meses de junio a noviembre.
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Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye al norte desde Oaxaca;
uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de Santo Domingo, el cual corta la Sierra Madre
de Oaxaca en direccion este y eventualmente se vuelve el Rio Papaloapan. EI Rio Tehuacan
encuentra su camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de San
Diego, Chalma. Este pequefio rio el cual se convierte en el Rio Salado, se une por un nimero de

cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de Oaxaca en el noreste (Salcedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

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

haplicos.

Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria chiotilla (F.
A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg son particularmente abundantes
(Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconocio por nivel topografico los siguientes tipos de vegetacion en San
Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg, que se caracteriza por el
predominio de cactaceas columnares (cordones).Chiotillal de Escontria chiotilla (F.A.C. Weber)
Rose, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre niveles de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del
nivel basal de esta region, con una alta densidad arbustiva. Cuajiotal con especies dominantes como
Bursera morelensis (Ramirez), Mimosa polyantha (Brandegee), Fouqueria formosa (Kunth), asi
como arbustos y hierbas como Sanvitalia fructicosa, localizada aproximadamente a 1.5-3.5 m por

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

dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determin6 un total de
374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de las cuales 368 especies fueron

registradas con uno o mas usos (18% son usadas como plantas medicinales).

La poblacidn.

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

agricultura, cuyo principal ingreso proviene del cultivo de la cafia de azlcar.

APENDICE 3
Técnica de Maceracion

(Dominguez, 1973).

Se tomo la corteza seca y molida de la planta, se le agregé un solvente de polaridad alta, en
este caso se utiliz6 metanol. Una vez obtenido el extracto, se destilo el exceso de solvente a presion
reducida. El extracto metandlico obtenido se colocd en charolas de vidrio para completar la
evaporacion del solvente, finalmente se calculd el rendimiento total por diferencia de peso
(Dominguez, 1973). El extracto MeOH1 se sometié a una particion con hexanos, de esta manera se

obtuvo el extracto MeOH2.
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APENDICE 4
Método de difusidén en agar de Kirby-Baier

(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

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

es la siguiente:

Medio:

Para los ensayos con las cepas bacterianas se utiliz6 como medio de cultivo estandar el agar
Mduieller-Hinton (Bioxon 110-1), ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos
bacterianos clinicamente significativos. Para el caso de las levaduras se utilizo agar PDA. Es
importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los
antibioticos tienden a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de
inhibicion; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusiéon del antibi6tico hacia

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

INOCULO
Bacterias:

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias del
microorganismo a ensayar. Se sumerge el asa en 10 ml de caldo Mueller-Hinton para bacterias
(Bioxon 260) y para las levaduras se utilizé caldo Sabouraud, se enjuaga bien el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Se incuba el tubo de cultivo a 37°C
durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estdndar N°
0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 10° bacterias/ml
(este procedimiento se realiza por cada microorganismo a desafiar). Esta misma metodologia se

sigue para las levaduras C. albicansy C. neoformans.
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El estandar 0.5 de McFarland se prepara afiadiendo 0.5 ml de cloruro de bario a 99.5 ml de
H,S04 0.36 N (Hendrickson, 1987, citado por Avila, 1996). La comparacion de turbidez entre el
estandar y el caldo con los organismos en estudio se puede efectuar observandolos contra una
cartulina blanca con lineas negras horizontales, o en su defecto con un espectrofotometro
(Spectronic 21 Milton Roy) a 660 nm.

Si la suspension de organismos es mas turbia que el estandar, se afiade solucidn salina al 0.9
% hasta igualarlas. Una vez logrado esto, se sumerge un segundo hisopo de poliéster, estéril y seco
en la suspension bacteriana, y antes de retirarlos se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el
hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar
Mdeller-Hinton (Bioxon 110-1). Previamente se deja que la placa alcance una temperatura
ambiente; es aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la evaporacion de cualquier
exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se siembra mediante estria en por lo
menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada

estria.

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

muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

Hongos:

Se tomd con una pipeta pasteur un botén de 5mm de diametro del micelio del hongo. Se
depositd el botdn del micelio en el centro de una caja de petri con agar PDA. Una vez que el
micelio ha crecido alrededor de 10 mm de diametro, se colocaron los sensidiscos. El cultivo se
inocula a 23°C. Se determind si hay actividad cuando el micelio no crece mas alla de la zona de

difusion de la muestra a probar, formando un medio circulo alrededor del sensidiscos.

Aplicacion de sustancias:

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

lleven la cantidad deseada de producto (2 mg por sensidisco).
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Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las sustancias a

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

Preparacion de las muestras:

Para el bioensayo el vehiculo serd metanol. En cuanto a la evaluacion de las fracciones los
sensidiscos se impregnaron con las soluciones valoradas de la muestra hasta llegar a la
concentracion deseada de sustancia (2 mg) por disco; en este caso se utilizé metanol para solubilizar
los compuestos, para posteriormente impregnar los discos dejando evaporar el solvente durante 12

horas.

Controles negativos:

Para los bioensayos preliminares se utilizaron sensidiscos con 10 pl de metanol, dejandolo

evaporar durante 12 hrs. al igual que los experimentales.

Control positivo:

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

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

Incubacion:
Bacterias:

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

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

Los hongos fueron cultivados en cajas de petri con 20 mL de agar PDA, se incubaron a una

temperatura de 23°C sin mayor tension de CO..

APENDICE 5

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

Metodo de macrodilucion en agar

(Koneman, 1985).

Preparacion de reactivos y diluciones:

Las disoluciones antimicrobianas de trabajo se prepararon diluyendo la droga en el agar de
Mueller-Hinton segun las concentraciones deseadas (0.125, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50, 3.00
mg/mL). El agar se esteriliza en tubos de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones
de algoddn. Se coloco la cantidad necesaria del extracto obteniendo la concentracion requerida.

Despueés de mezclar bien el contenido se transfirié a una caja de petri.

Inoculacién e incubacién de los tubos:

Se prepard un inculo el cual contenia 10° UFC/mL (unidades formadoras de colonia/mL)
ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se utiliz6 el estandar 0.5 de
McFarland y diluyendo luego 1:200 en caldo). Se afiadio a cada tubo, 1 mL del inéculo ajustado.
Incubar los tubos a 35 °C durante 16 a 20 horas. No se recomienda la incubacion en atmoésfera de

CO; a menos que sea esencial para el desarrollo del microorganismo.

Interpretacion de resultados:

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

incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion.
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Determinacion de la concentracién bactericida minima

(Finegold y Jo Baron, 1989)

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se realizd la
prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucidn en agar. En aquellas cajas
en donde se observd un descenso drastico de la poblacion bacteriana (99.9% de inhibicién), se

denomina Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Microtécnica de dilucién en caldo.

(Koneman, 1985).

La microtecnica de dilucion tiene el mismo principio que el metodo de dilucion en caldo,
excepto que la suceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se determina en una
serie de microtubos moldeados en una placa plastica. Las placas que se utilizaron son de 96

concavidades.

La microplaca se preparé colocando 50 pL de caldo Mieller - Hinton (Bioxon 260) con la
concentracion del extracto probado en las concavidades apropiadas. Se deja 24 horas para que se

evapore el solvente en el que se disolvio el extracto.

Se prepard una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio en 10
mL de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260) y se incubd a 35°C durante 18 a 24 horas (produciendo
una concentracion bacteriana de aproximadamente 10° organismos) y se diluyeron en caldo Muller-
Hinton para obtener una concentracion aproximada de 10° organismos/mL. En cada una de las 96

concavidades se colocaron 50 pL de esta suspension diluida.

Una vez cargada la placa con la suspension bacteriana, se cubre con una tapa para evitar el
desecamiento durante la incubacion. Todas las placas se incubaron a 35°C durante 18 a 24 horas.

Como control negativo se utilizo el solvente del extracto.
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Después del tiempo de incubacion se afiade a cada concavidad 50 pL de una solucion al
0.08% de sal de tetrazolio oxidada. La placa se incubd otros 30 minutos.En las concavidades donde
se desarrolle el organismos, el colorante es reducido a color rojo visible, produciendo un botén rojo

en el fondo de la concavidad. Donde no hay desarrollo, la solucion permanece clara.

APENDICE 6.
Efecto del extracto sobre la curva de crecimiento bacteriano.

(Avila, 1996)

Se prepard un tubo para cada extracto y se muestred a partir del tiempo cero y en intervalos
de una hora durante los primeros cuatro tiempos, después 2 muestreos cada dos horas, un muestreo
alas 12 horasy finalmente a las 24 horas. Se prepar6 y rétulo un tubo sin antidoto como testigo. Se
prepar6 el inéculo con aproximadamente 1x10® bacterias/mL en un tubo de ensayé con 10 mL de
caldo Mieller-Hinton (esta concentracion bacteriana se obtiene en un periodo de 24 horas de

incubacion)

Se inoculé con ayuda de una micropipeta 100 pL de la suspension de bacterias (1x10°
UFC/mL) en los tubos que contendran los extractos, estos tendran la concentracién de CMI y sus

multiplos medios; esto es, la mitad del CMI y CBM. La concentracion final es de aproximadamente

de 1x10° bacterias/ mL de caldo en cada tubo. Se incubara en una estufa a 35°C sin presion de CO,

Se llevo a cabo la toma de muestras (50 puL) a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 y 24 horas

de cada una de los tubos preparados.
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APENDICE 7
Método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial

(Wang y Bun, 2002)

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (100 X 15 mm) que
contengan 20 mL de agar de papa dextrosa, en el cual se inocula un botén de 5mm de diametro del
micelio. Después que el micelio se ha desarrollado hasta 10 mm, se colocan discos previamente
impregnados con el compuesto activo, la preparacion de los discos es igual a la técnica de difusion
en agar. Si el primer ensayo es con un extracto crudo, se recomienda usar concentraciones grandes

de activo (2.00 mg por disco). Los discos se colocan a una distancia de 30 mm del limite micelal.

Incubacion:
Las placas son incubadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el crecimiento micelial se haya

desarrollado.

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

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

Controles positivos
Se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de 0.007 mg/disco de

Ketoconazol.

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

casos esta prueba se hara por triplicado.

45
Angelica Jaury Castillo




Estudio Preliminar de la Actividad Antimicrobiana de Juliania adstringens.

Método cuantitativo de inhibicion del crecimiento radial

(Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (60 X 15 mm), que
contengan 6 ml de agar papa dextrosa, con las siguientes concentraciones del extracto a probar 2.00,
1.50, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 mg/mL. posteriormente se coloca un boton de 5mm de didmetro de

micelio en el centro de la caja.

Incubacién

Las placas son incubadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el crecimiento micelial se haya
desarrollado.

Interpretacion de resultados.

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

inhibicion corresponde a la CFso. El calculo de la CFsg se realiza con un modelo matematico.
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APENDICE 8
Actividad Antioxidante
(Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evalu6 midiendo el grado de decoloracion (desvanecimiento del
color violeta intenso a amarillo claro), de una solucion metanodlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) por la adicion del compuesto activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de
espectrometria UV-VIS. En una placa de ELISA se adicionaran 50 puL de la solucion problema a
diferentes concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las
concentraciones sefialadas, se adicionaron 150 pL de una solucion metanolica de DPPH cuya
concentracion final fue de 100 pg/mL; inmediatamente se protege de la luz y se mantendra en
agitacion constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo se determind la
absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA SLT Spetra; el control negativo fue aplicando 200 pL
de metanol en los pozos y como control positivo se usa quercetina a las mismas condiciones que el

compuesto problema.
Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron reportados obteniendo el porcentaje de reduccion y se calculd con la
siguiente formula:
% de reduccién= (C-E/C) 100
En donde:
C= Absorbancia del control positivo
E= Absorbancia del experimental

(Mezcla DPPH + compuesto problema).
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