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Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cordia globosa
(Jacg.) Kunth.

RESUMEN

La medicina tradicional y natural forma parte importante del acervo cultural de la
humanidad. Debido a que se basa en el uso de las plantas medicinales para el
tratamiento de una infinidad de enfermedades del cuerpo humano, utilizandose
principalmente en las zonas rurales. Un ejemplo de éstas es Cordia globosa que
es utilizada para el tratamiento de enfermedades de posible origen infeccioso.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana (bacterias y
hongos) del aceite esencial de C. globosa. La planta fue colectada en la localidad
de San Rafael, Coxcatlan, Puebla en el mes de agosto del 2009, el aceite esencial
se obtuvo por medio de una extraccion por arrastre de vapor. Posteriormente, por
cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas (CG-EM) se
identificaron 5 compuestos del aceite: cariofileno, a pineno, B pineno, humuleno y
epdxido de humuleno, de los cuales el 51.54% corresponde a los sesquiterpenos
y el 28.41% a monoterpenos; siendo los componentes mayoritarios el a pineno y

el humuleno.

La actividad antibacteriana se evalu6 en 21 cepas bacterianas (7 Gram positivas y
14 Gram negativas) de acuerdo al método de difusién en agar de Kirby-Baler. La
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién bactericida minima
(CBM) se determind por el método de dilucion en agar. La actividad antifungica
fue evaluada en 15 cepas fungicas (7 levaduras y 8 hongos miceliados) mediante
el método de inhibiciébn del crecimiento radial (cualitativo y cuantitativo),
determinandose la concentracién fungicida media (CFsp) y la concentraciéon

fungicida minima (CFM).

El aceite esencial de C. globosa mostré actividad antibacteriana tanto en bacterias
Gram positivas (6) como en Gram negativas (9) siendo las cepas mas sensibles
Streptococcus pneumoniae y Vibrio cholerae caso clinico (CMI= 0.25 y 0.06
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mg/mL respectivamente). El aceite esencial present6 una actividad bactericida
para estas dos especies de bacterias. Ademas, también posee actividad
antifungica en 4 cepas de hongos levaduriformes mostrando un mayor efecto en
Criptococcus neoformans (CMI= 1.00 mg/mL) y 8 cepas de hongos filamentosos,
siendo Trichophyton mentagrophytes la cepa fungica mas sensible pues requiere
una concentracion de 0.5 mg/mL para alcanzar el 100% de inhibicién del
crecimiento radial. Con los resultados obtenidos se concluye que el aceite
esencial de C. globosa presenta actividad antimicrobiana por lo tanto se valida su
uso en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades de posible

origen infeccioso.
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INTRODUCCION

México es considerado un pais megadiverso por albergar una gran riqueza de
especies en cuanto a flora y fauna. Se reporta que el 10% de las especies
existentes en el mundo se encuentran en nuestro pais, y que de estas el 1% son

endémicas (Soberdn y Sarukhan, 1994).

En México se tiene estimado que existen cerca 30,000 especies de plantas de las
cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista documenté 3,000 con usos
medicinales, lo que representa el 10% del total de la riqueza floristica del pais
(Betancourt y Gutiérrez, 1999).

Estudios realizados por Betancourt y Gutiérrez (1999) reportan que, de manera
cotidiana, se comercializan frescas y deshidratadas cerca de 250 especies

provenientes principalmente de las zonas centro y sur del pais.

El estudio sistematico o cientifico de las plantas medicinales del territorio que hoy
ocupa México es un tema que se aborda desde la llegada de los conquistadores
espanoles. Sin embargo, la historia del conocimiento, el uso y manejo de estas
plantas se remonta mucho mas alla de esa época: en los mercados prehispanicos
las plantas medicinales constituian una de las principales mercancias, ya que
existian los jardines botanicos especializados en este tipo de plantas como el de
Netzahualcdyotl en Tetzcotzinco y el de Moctezuma Ilhuicamina en Huaxtepetl,
por lo tanto, con la conquista de México, la herbolaria mundial se enriquecio
notablemente (Gonzalez et al., 2004).

La medicina tradicional y natural forma parte importante de un acervo cultural de
la humanidad. Se ha desarrollado en cada pais y region del mundo con
caracteristicas propias, en franca dependencia de los recursos disponibles en
ellos, tomando como base la idiosincrasia de sus habitantes. Es por tanto, el
resultado de la evolucion lenta, pero avalada por la experiencia practica
(Hernandez, 1999).
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Parte del conocimiento autéctono sobre las plantas medicinales quedo registrado
en el Libellus de medicinalibus indorum herbis o Cddice Badiano, en donde su
autor, el médico indigena Martin de la Cruz, expone sus conocimientos de
herbolaria medicinal, poniendo de manifiesto los adelantos de su cultura.
Entonces desde los tiempos antiguos la medicina tradicional se basé en el uso de
las plantas medicinales para el tratamiento de una infinidad de enfermedades del
cuerpo humano y se utilizaban principalmente en las zonas rurales (Gonzalez et
al., 2004).

La proteccion de la salud a través del uso de las plantas medicinales esta
asumiendo un alto valor econémico en el mundo. Mas del 80% de la poblacién
mundial depende de las plantas silvestres para la atencion de enfermedades
(Gonzélez et al., 2004).

Las plantas medicinales se han sometido a diversos estudios fitoquimicos y
farmacologicos para verificar su efectividad, y han demostrado tener propiedades
terapéuticas gracias a ciertos compuestos quimicos Illamados metabolitos

secundarios (Cowan, 1999).

Metabolitos secundarios y funciones.

Las plantas poseen dos tipos de metabolismo denominados primario y
secundario. El primero incluye clorofilas, proteinas, acidos nucleicos,
carbohidratos y lipidos, los cuales son comunes en todas las plantas (Gros et al.,
1985; Croteau et al., 2000). El segundo incluye compuestos organicos (Bruneton,
1991) de bajo peso molecular (Sepulveda et al., 2003) que por lo general se

biosintetizan a partir de los primarios (Gros et al., 1985; Croteau et al., 2000).

Los metabolitos secundarios participan en los procesos de adaptacién de las
plantas a su ambiente (Sepulveda et al., 2003), son sintetizados como defensa
cuando la planta es expuesta a condiciones adversas tal como el consumo vy

ataque por herbivoros y microorganismos (artropodos, vertebrados, moluscos,
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virus, bacterias y hongos) (Bruneton, 1991), la competencia ante otras por el
espacio, suelo, luz y nutrientes, etc., asi como la atraccion de animales para la
polinizacién y dispersion de semillas (Gros et al., 1985; Croteau et al., 2000;
Sepulveda et al., 2003).

La caracteristica mas importante de muchos metabolitos secundarios es su
distribucion relativamente restringida en la naturaleza que, en algunos casos, se
limita a especies 0 subespecies Unicas y, en consecuencia, son una manifestacion
de la individualidad del organismo y la especie que lo contiene (Gros et al., 1985).

Dependiendo de su composicion y grado de toxicidad, los metabolitos secundarios
son utilizados en agroquimicos, medicamentos y cosméticos (Davis et al., 1996).
A veces tienen accién tdxica sobre la germinacién y también le confieren diversas
propiedades Utiles para el hombre como poder antiséptico, espasmolitico,
sedante, expectorante, antimicrobiano (Bruneton, 1991, Croteau et al., 2000) y
antioxidante (Croteau et al., 2000, Sepulveda et al., 2003).

De los metabolitos secundarios se conocen aproximadamente 20,000 estructuras
que por su composicidn quimica son clasificados en 2 grupos principales:
nitrogenados y no nitrogenados. Los primeros incluyen alcaloides, aminoacidos no
proteicos, aminas, glucosidos cianogénicos y glucosinolatos. Los segundos
incluyen poliacetilenos, policétidos, fenilpropanoides y terpenoides. La sintesis de
estos compuestos se efectla en distintas partes de la planta. Algunos alcaloides y
monoterpenos se sintetizan en los plastidos; mientras que los esteroles,
sesquiterpenos y dolicoles, en el reticulo endoplasmico, y las aminas y la mayoria
de los alcaloides en la mitocondria (Sepulveda et al., 2003).

Aceites esenciales y funciones.

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles (Pala, 2002) y estan
constituidas por mezclas complejas de mas de 100 sustancias quimicas

biosintetizadas por las plantas generalmente destilables con agua o en corriente
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de vapor, siendo éstas sustancias las responsables del aroma caracteristico de
ellas (Pala, 2002; Strasburger et al., 2002;). Los aceites esenciales también son
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), alimentaria
(condimentos y saborizantes) y farmacéutica (principios activos y saborizantes)
(Pala, 2002).

Los aceites esenciales pueden tener la siguiente naturaleza quimica: compuestos
alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres
y acidos), terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) vy
fenilpropanoides, compuestos oxigenado, residuos no volatiles y de poca
densidad. Son insolubles en agua, levemente solubles en acido acético (vinagre),
y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicién
al aire (Croteau et al., 2000; Strasburger et al., 2002).

Los aceites esenciales estan contenidos en glandulas o vesiculas secretoras
inmersas en los tejidos de las hojas, flores, corteza (pericarpio), semillas de los
frutos (Martinez et al., 2003) y la cascara de éstos, en la raiz, la resina o también

pueden estar presentes en toda la planta (Bruneton, 1991; Wink, 1999).

Las plantas elaboran los aceites esenciales con el fin de protegerse de las
enfermedades, ahuyentar insectos depredadores o atraer insectos benéficos que
contribuyen a la polinizacién (Bruneton, 1991; Wink, 1999). Son caracteristicos de
los Magnoliales, los Laurales, los Austrobaileyales, y los Piperales, y también de
algunas familias no emparentadas con estos O&rdenes, como Myrtaceae,
Rutaceae, asi como en las familias de Apiales, Lamiaceae, Verbenaceae y
Asteraceae (Bruneton, 1991; Wink, 1999).

Existen en México diferentes familias de plantas, cuyos géneros se caracterizan
por poseer diversas actividades bioldgicas y/o son atractivos desde el punto de
vista farmacoldégico.
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Una de las familias a la que se le atribuyen mdultiples propiedades es la familia
Boraginaceae (Ortega et al., 2007), la cual esta compuesta por 130 géneros y
2300 especies (Takhtajan, 1996; Mabberley, 1997) de plantas herbaceas o
lefiosas de los paises templados y calidos. Dentro de ella, el género Cordia es
uno de los mas importantes, distribuido en zonas tropicales y subtropicales
alrededor del mundo y esta constituido por cerca de 250 especies (Ortega et al.,
2007).

A partir de este género se han aislado triterpenos, sesquiterpenos,
benzoquinonas, naftoquinonas, hidroquinonas, cromenos, flavonoides, otros
compuestos fendlicos y alcaloides (Ortega et al., 2007). Aunado a lo anterior, este
es uno de los géneros que se encuentran en la Reserva Tehuacan-Cuicatlan y es
utiizada por los habitantes de esa regidon para diversos padecimientos
(Hernandez et al., 2003), como es el caso de San Rafael Coxcatlan donde Cordia
globosa (Apéndice I) comunmente conocida como yerba de la sangre, es utilizada
en forma de té o infusién (parte aérea) dos o tres veces al dia. Es usado como
antitusigeno, astringente, hemostatico, depurativo, en banos contra las erupciones

cutaneas, para resolver problemas respiratorios y de circulacion (Apéndice Il).

Se han realizado diversos estudios acerca del género Cordia (cuadro 1) y
especificamente de C. globosa destacando los estudios descritos en el cuadro 2,
donde se puede observar que los componentes principales de C. globosa son 7-
metoxiflavona y la quercetina 3-metil éter (5,7,30,40-tetrahidroxi-3-metoxyflavona)
el biciclogermacreno, B cariofileno, a humuleno B-cariofileno y el &-elemeno.
Encontrandose actividad antibacteriana (tanto en bacterias Gram positivas como
Gram negativas), larvicida y antioxidante.
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ANTECEDENTES.

Cuadro1. Estudios realizados sobre el género Cordia.

Autor Pais Aportacién
Longuefosse Francia  Elaboran un listado de plantas medicinales acerca de la
y Nossin forma de preparacion, uso y parte utilizada, entre ellas
(1996) C. martinicensis empleada en el tratamiento de dolores

toracicos y de matriz, por medio de la decoccién de la
hoja y suministrandola por via oral.

Avila (2005) México  Evalué la composicion y actividad antimicrobiana del
aceite esencial de C. curassavica en 13 cepas
bacterianas y 5 fungicas. Las cepas mas sensibles al
efecto fueron Sarcinia Iutea, Vibrio cholerae 'y
Rhyzoctonia solani; e identifican al 4-metil, 4-etenil-3-(1-
metil etenil)-1-(1-metil-metanol) ciclohexano (37,34%),
B-eudesmol (19,21%), espatulenol (11,25%) y candina 4
(5), 10 (14) dieno (7,93%) como componentes
principales del aceite esencial.

Ortega etal. Venezuela Realizan un estudio fitoquimico y la evaluacién

(2007) antimicrobiana del extracto neutro de las hojas de C.
cylindrostachya, obteniendo actividad inhibitoria contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
feacalis, Micrococcus spp 'y Bacillus subtilis e identifican:
el &cido-3a-hidroxiolean-12-en-27-oico  presentando
actividad inhibitoria en E. feacalis, S. aureus,
Micrococcus spp y B. subtilis , separan el (3-sitosterol,
que presenta actividad antimicrobiana y aislan 5-hidroxi-
3,7,4 - trimetoxi-flavona la cual no present6 actividad.

Hernandez México  Estudié la variacion espacio temporal de la composicion

(2009) quimica, actividad antibacteriana y antifungica del aceite
esencial de C. curassavica de 2 localidades del valle de
Tehuacan-Cuicatlan. Identificando en la zona de San
Rafael Coxcatlan, 12 compuestos en la época de sequia
y 17 en la de lluvia, compartiendo 9, mientras que en la
zona de Zapotitlan Salinas se encontraron 11. La
actividad antibacteriana del aceite en San Rafael en
época de sequia fue activa en 9 cepas y 4 en época de
lluvia; en Zapotitlan presenté actividad en 9 cepas. Las
cepas mas sensibles fueron S. aureus, S. epidermidis,
B. subtilis y V. cholerae cc. El aceite presento6 actividad
en hongos filamentosos. La cepa mas sensible fue R.
solani en ambas zonas.
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Cuadro 2. Estudios realizados de la especie C. globosa.

Autor

Pais

Aportacion

Diaz (1976)

Scull et al.,
(1998)

Souza et
al.,(2004)

De Menezes
et al., (2006)

Campos et
al., (2007)

México

Cuba

Brasil

Brasil

Brasil

Es utilizada para resolver problemas de circulacion y
respiratorios, como  antitusigeno, astringente,
hemostatico (para contener las hemorragias y los
esputos de sangre), depurativo y en banos contra las
erupciones cutaneas.

Realizan una encuesta y un listado sobre el uso
tradicional de las plantas medicinales, donde
mencionan a la especie para el tratamiento de
intoxicaciones.

Es utilizada en la medicina tradicional para sintomas
de reumatismo, dolores menstruales y dispepsia, con
actividad espasmolitica en el ileon de caballo y en el
duodeno de conejo y actividad vasodilatadora en
ratas. Reportan por primera vez para la familia y el
género la 7-metoxiflavona y la quercetina 3-metil éter
(5,7,30,40-tetrahidroxi-3-metoxyflavona) para el
género.

Realizan un estudio acerca de los componentes
quimicos y la actividad larvicida del aceite esencial,
identificando 23 constituyentes (10 mono y 13
sesquiterpenos) en el periodo de floracion y 26 (8
mono y 19 sesquiterpenos) en el de frutificacion, de
los cuales 32 componentes son terpenoides. Los
mayores constituyentes son: el biciclogermacreno, B-
cariofileno y el ®-elemeno. La actividad larvicida
present6 un efecto moderado.

Extrajeron 215 compuestos aislados de las plantas
de flora del noreste de Brasil y fueron evaluadas en
Trypanosoma cruzi, encontrando ocho compuestos
que pertenecen a cuatro especies diferentes entre
ellas C. globosa las cuales mostraron actividad
significativa y aislaron un benzoquinolinico de origen
terpenoide de esta especie.
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Cuadro 2. Estudios realizados de la especie C. globosa (Continuacion).

Autor

Pais

Aportacion

David et al.,
(2007)

De
Albuquerque
et al.,(2007)

De Oliveira
et al., (2007)

Godinez-
Caraballo y
Volpato
(2008)

Brasil

Brasil

Brasil

Cuba

Extractos de C. multispicata y C. globosa son
utilizados como laxantes, sedantes, para dermatitis,
antiinflamatorio, frios, asma, gripe, antihemorroidal,
diurético, antirreumatico, para deso6rdenes
menstruales, antihipertensivo, infecciones
gastrointestinales, enfermedad capilar tonica y de
rinon. Se verificé actividad antioxidante.

Realizan investigaciones fitoquimicas y
farmacoldgicas de plantas medicinales usadas por
los indigenas y comunidades rurales, mencionan a C.
pentrandra, C. leucocephala y C. globosa, como las
principales plantas usadas en problemas respiratorios
y sanguineos.

Extraen y analizan el aceite esencial de C. globosa y
C. curassavica. Encontrando en la primera 38
componentes entre ellos el B cariofileno, a humuleno
y en la segunda 47 como el a pineno, espatulenol,
felandreno entre otros compuestos. Siendo los
sesquiterpenos los de mayor proporcién en ambas
especies. Es utilizada por los habitantes de la regién
por sus propiedades analgésicas, anti- inflamatorias,
antirreumaticas y abortivas.

Realizan un listado acerca de las plantas medicinales
utilizadas en la regi6on, mencionando a C. globosa
como una de las mas usadas por la poblacién, de la
cual hacen la decoccién de la parte aérea
suministrandola como purificador de la sangre y
hemostatico aplicandola externamente en forma de
lavado.
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JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido una alternativa desde tiempos antiguos y el
conocimiento acerca de su forma de uso ha pasado de generacién en generacién
para el tratamiento de diversas enfermedades, sin embargo la efectividad de
muchas de ellas no ha sido comprobada debido a la poca informacién que se
tiene o a la pérdida de ésta. Debido a lo anterior y a que los problemas de salud
se han incrementado con el tiempo por la aparicion de cepas resistentes a los
antibidticos y a la mala dosificacion, surge la necesidad de evaluar la actividad
antimicrobiana (antibacteriana y antifungica) del aceite esencial de C. globosa de
la localidad de San Rafael Coxcatlan, Puebla, ya que en México, no se cuentan
con estudios fitoquimicos previos acerca de los componentes principales del
aceite esencial de la especie. De tal manera que este estudio tiene como fin
contribuir al conocimiento de la especie como una nueva alternativa en el control
de enfermedades infecciosas y la efectividad en el ser humano, asi como la

validacién de su uso en la medicina tradicional.
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OBJETIVO GENERAL

7
°

Evaluar la actividad antimicrobiana (bacterias y hongos) del aceite esencial
de C. globosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

R/
0‘0

>

*.
*

L)

*.
°

*.
°

*.
°

Determinar el rendimiento y densidad del aceite esencial de C. globosa.

Identificar los principales componentes quimicos del aceite esencial de C.

globosa.

Evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y antifingica del aceite

esencial de C. globosa

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracién

bactericida minima (CBM) del aceite esencial de C. globosa.

Determinar el efecto del aceite esencial de C. globosa sobre la curva de

crecimiento de una bacteria Gram positiva y una Gram negativa

Determinar la concentracién fungicida minima (CFM) y concentracion

fungicida media (CFsp) del aceite esencial de C. globosa.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Colecta de la planta.

La planta C. globosa se colectd en el mes de agosto del 2009, en la
localidad de San Rafael Coxcatlan, Puebla, con numero de colecta HCM 60
(Apéndice l).

2. Extraccion y composicion del aceite esencial.

La obtencion del aceite esencial (2.7365 Kg. de hojas frescas) se realiz
por medio de la técnica de arrastre de vapor (Dominguez, 1973) (Apéndice
3), determinando su rendimiento en relacion al peso de la planta fresca. La
identificacién de los compuestos presentes en las muestras del aceite
esencial de C. globosa se realizd en el Instituto de Quimica, UNAM,
mediante un andlisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria

de masas (Apéndice V).

3. Determinacion de la densidad.

La densidad del aceite de C. globosa se determiné por medio de la formula

0= m/v.

Se tomaron 10uL de aceite y se pesaron en una balanza analitica

determinandose asi la relacién masa volumen (g/mL.)
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4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

> Microorganismos utilizados.

Bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 12398,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis y Sarcina lutea donadas por el
laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan (UNAM). Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus
pneumoniae aislada de un caso clinico donadas por el Hospital Angeles

(Metropolitano).

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

(Metropolitano).

Levaduras: Candida albicans aislada de un caso clinico, donada por ell
laboratorio de Analisis Clinicos FES lztacala (UNAM). Criptococcus
neoformans, C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 14065, donadas
por la FES Cuautitlan (UNAM), C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis
aisladas de casos clinicos, donadas por el Hospital Angeles
(Metropolitano).
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Hongos Filamentosos: Fusarium sporotricoides ATCC NRLL3299,
Fusarium moniliforme, Trichophyton mentagrophytes donadas por el
laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UBIPRO de la FES lIztacala (UNAM),
Fusarium moniliforme CDBB-H-265, Trichophyton mentagrophytes CDBB-
H-1112, Aspergillus niger CDBB-H-179, Rhizoctonia solani donada por el
INIFAP, Celaya, México, Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306.

4.1. Evaluacion de la actividad antibacteriana.

> Evaluacion cualitativa.

La evaluacidon de la actividad antibacteriana se realizdé de acuerdo con el
método de difusion en agar Kirby-Bater (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).
Se impregnaron sensidiscos con 4 pL de aceite esencial; como control
positivo se utilizd cloramfenicol (25 ug por disco). Todos los bioensayos se

realizaron por triplicado (Apéndice V).

> Evaluacidn cuantitativa.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) se determinaron utilizando el método modificado de dilucién
en agar (Koneman, 1991). Las concentraciones empleadas para los
bioensayos fueron: 3.0, 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 y 0.0625
mg/mL del aceite; realizandose por triplicado cada bioensayo (Apéndice VI).

4.2 Efecto del aceite sobre la curva de crecimiento bacteriano.

La determinacién del efecto del aceite esencial sobre las curvas de
crecimiento se realizd de acuerdo al método propuesto por Kubo et al,
1993, citado en Avila, 1996, por lo cual se eligié una bacteria Gram positiva
(S. pneumoniae) y una Gram negativa (V. cholerae caso clinico) (Apéndice
VII).
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4.3 Evaluacion de la actividad antifungica.

> Evaluacion cualitativa.

a. Evaluacion de la actividad levaduriforme
La evaluacion cualitativa de la actividad levaduriforme se realiz6 de
acuerdo con el método de difusion en agar papa y dextrosa (PDA) (Vanden
Berghe y Vlietinck, 1991). Se impregnaron sensidiscos con 4 uL de aceite
esencial; como control positivo se utilizé nistatina (150 ug por disco). Todos

los bioensayos se realizaron por triplicado.

b. Evaluacion de la actividad antifungica (hongos miceliados).
La evaluacién cualitativa de la actividad antifungica se realizé mediante el
método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002).
Se impregnaron sensidiscos con 4 pyL de aceite esencial; como control
positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con Ketoconazol (25 ug por
disco), realizdndose todos los bioensayos por triplicado (Apéndice VIII).

> Evaluacion cuantitativa.

a. Evaluacion de la actividad levaduriforme.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién fungicida
minima (CFM) se determinaron utilizando el método modificado de dilucién
en agar papa y dextrosa (PDA) (Koneman, 1991).

Las concentraciones empleadas para los bioensayos fueron: 3.0, 2.00,
1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL del aceite; realizandose
por triplicado cada bioensayo.

b. Evaluacion de la actividad fungica (hongos miceliados).
La concentracion fungicida media (CFso) y la concentracion fungicida

minima (CFM) se determinaron con el método cuantitativo de inhibicién del
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crecimiento radial (Wang y Bun, 2002) en cajas de 24 pozos. Las
concentraciones empleadas para los bioensayos fueron: 3.00, 2.00, 1.00,
0.50, 0.25 y 0.125 mg/mL. Realizandose cada bioensayo por triplicado
(Apéndice IX).

5. Pruebas estadisticas.

Los resultados obtenidos de los bioensayos de la actividad antibacteriana
fueron analizados mediante un analisis de varianza factorial, en donde los
factores fueron: tratamientos, cepas bacterianas y tipo bacteriano;
mientras que para la actividad antifungica se realiz6 un analisis de
regresion de concentracién del aceite esencial contra inhibicidn del
crecimiento radial, para cada especie. El anadlisis se hizo con el paquete
de computo Minitab versiéon 15 (Duran et al., 2005).
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RESULTADOS Y ANALISIS.
Los datos etnobotanicos de la especie se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Datos ethobotanicos de la especie.

Familia Boraginaceae
Nombre cientifico Cordia globosa.
Nombre comun Yerba de la sangre

Numero de colecta HCM 60

Parte utilizada Hojas
Forma de uso Te o infusion.
Colector Héctor Cervantes.

Extraccidon y composicion quimica del aceite esencial.

El rendimiento obtenido a partir de la extraccidon del aceite esencial de C. globosa
fue de 0.0677%, mostrando una densidad de 0.79 g/mL.

En el cromatograma obtenido (figura 1) de la cromatografia de gases se muestran
6 picos principales, de los cuales por el tiempo de retenciéon y el patrén de
fragmentacién se identificaron 5 compuestos: cariofileno, a pineno, B pineno,
humuleno y epdxido de humuleno. Del 79.95% de los compuestos identificados el
51.54% corresponde a los sesquiterpenos y el 28.41% a monoterpenos; siendo el
humuleno (31.76%), a-pineno (15.04%) y B-pineno (13.37%) los compuestos
mayoritarios del aceite esencial de C. globosa. Los resultados obtenidos de la
composicién del aceite esencial se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Compuestos principales del aceite esencial de C. globosa.

Compuesto Estructura T.R. P.M. %
a-Pineno \@< 7.26 136 13.37
B-Pineno ?&i 8.11 136 | 15.04

Cariofileno 7@ 16.27 204 11.42
16.83 204 31.76

Humuleno 18.81
Epoxido de humuleno w 19.19 | 138 8.36
Total 79.95

T.R.: Tiempo de retencién (Apéndice X), P.M.: Peso molecular.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Evaluacion cualitativa.

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite esencial de C.
globosa se presentan en el cuadro 5 y figura 2. El aceite esencial mostré actividad
en 15 de las 21 cepas presentando los mayores halos de inhibicion B. subtilisy V.
cholerae (aislada de un caso clinico) y el menor halo V. cholerae NO-01. De forma
contraria, el aceite esencial de C. globosa no mostr6 actividad en las cepas S.
lutea, V. cholerae CDC V12, E. agglomerans ATCC 27155, E. aerogenes, Y.
enterocoliticay Y. enterocolitica (aislada de un caso clinico).

El andlisis de varianza determind que en cuanto al tamafo del halo de inhibicion
con relacion a las cepas bacterianas y los tratamientos (F=81.26, P=0.000) (figura
3), el tipo bacteriano (bacterias Gram positivas y Gram negativas) y tratamientos
(F=16.30, P=0.000) (figura 4) y entre tratamientos (F=2037.60, P=0.000) si se
encontraron diferencias significativas; esto quiere decir que la actividad del aceite

esencial depende de la especie de bacteria en particular.
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Cuadro 5. Actividad antibacteriana del aceite esencial de C. globosa.

Halos de inhibicién (mm)

Bacteria Cloramfenicol Aceite esencial

S. a. ATCC 12398 10.00 £ 1.00 10.00 £ 0.00
S. a. ATCC 29213 9.00 £ 0.00 10.00 £ 0.70
S. e 6.66 £ 1.15 10.00 £ 0.70
E. f. ATCC 29212 7.00 +1.00 8.50 £ 0.70
S. pn. Cc 6.66 £ 0.577 7.00 £0.00
B. s. 29.33 +2.62 15.00 + 1.41
S. 1. 32.00 + 0.50 N.A.

V. ch. NO-01 7.33 £0.577 6.50 £ 0.00
V. ch. agua 8.33 £ 0.577 7.00 +£0.00
V. ch. cc 27.67 £0.47 13.00 + 2.83
S. t. ATCC 19430 28.00 + 1.63 7.00 +0.00
E. c. ATCC 25922 21.67 +1.70 7.00 £0.00
E. c. ATCC 53218 21.67 +1.70 7.00 £ 0.00
P. ae. ATCC 27853 27.60 £ 0.11 8.50 +0.70
S. m.cc 22.30 +0.25 7.00 £0.00
P. m.cc 13.33+4.16 7.00 £0.00
V. ch. CDC V12 32.67 £0.47 N.A.

E. agg. ATCC 27155 19.67 + 0.47 N.A.

E. ae. 19.33 £ 0.47 N.A.

Y. e 25.67 £ 0.47 N.A.

Y. e.cc 25.67 +0.47 N.A.

Simbologia: S. a. ATCC 12398 = Staphylococcus aureus ATCC 12398, S. a. ATCC 29213 = Staphylococcus
aureus ATCC 29213, S. e. = Staphylococcus epidermidis, E. f. ATCC 29212 = Enterococcus feacalis ATCC
29212, S. pn. cc = Streptococcus pneumoniae caso clinico, B. s. = Bacilus subtilis, S. I. = Sarcina lutea, V. ch.
NO-01 = Vibrio cholerae NO-01, V. ch. agua = Vibrio cholerae INDRE 206 aislado de agua contaminada, V.
ch. cc = Vibrio cholerae aislado de un caso clinico, S. t. ATCC 19430 = Salmonella typhi ATCC 19430, E. c.
ATCC 25922 = Escherichia coli ATCC 25922, E. c. ATCC 53218 = Escherichia coli ATCC 53218, P. ae. ATCC
27853 = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, P. m. cc = Proteus mirabilis (aisladas de caso clinico), S. m.
cc = Serratia marcescens (aisladas de caso clinico). V. ch. CDC V12 = Vibrio cholerae CDC V12, E. agg.
ATCC 27155 = Enterobacter agglomerans ATCC 27155, E. ae. = Enterobacter aerogenes, Y. e. = Yersinia
enterocolitica, Y. e. cc = Yersinia enterocolitica aislada de caso clinico. N. A.= No presenté actividad.
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® Aceite esencial * Cloramfenicol
Figura 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de C. globosa. Simbologia:

igual al cuadro 5.

Halo de inhibicidn {mm).

Tratamiento Aceite esencial Cloramfenicol

Figura 3. Actividad antibacteriana del aceite esencial de C. globosa en las
cepas bacterianas. Simbologia: igual al cuadro 5.
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Como se puede observar en la figura 4 tanto bacterias Gram positivas y Gram
negativas son sensibles al efecto del cloramfenicol, aunque se presenta un mayor

efecto en bacterias Gram negativas.
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Tipo bacteriano Negativa Pasitiva Negativa Puositiva

Tratamiento Aceite esencial Cloramfenicol

Figura 4. Actividad antibacteriana del aceite esencial de C. globosa en
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Evaluacion cuantitativa.

Los resultados de la determinacién de CMI y CBM se muestran en el cuadro 6, en
donde las cepas S. pneumoniae y V. cholerae (caso clinico) son las cepas mas
sensibles; pues requieren concentraciones de 0.25 y 0.06 mg/mL de aceite
esencial para inhibir su crecimiento (CMI). En contraste, las cepas mas resistentes
al efecto del aceite son S. epidermidis, B. subtilis, S. aureus ATCC 29213, S.
aureus ATCC 12398, S. typhi ATCC 19430. E. coli ATCC 53218, E. coli ATCC
25922, E. feacalis ATCC 29212 y S. marcences ya que se inhibe su crecimiento

con concentraciones mayores a 3.0 mg/mL (CMI).
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Cuadro 6. Concentracién minima inhibitoria y concentracion bactericida
minima del aceite esencial de C. globosa.

Cloramfenicol (mg/mL) Aceite esencial (mg/mL)
Bacteria CMI CBM CcMi CBM
S. a. ATCC 12398 0.001 0.002 2.00 >3.00
S. a. ATCC 29213 0.008 0.016 3.00 >3.00
S. e 0.002 0.004 3.00 >3.00
E. f. ATCC 29212 0.008 0.016 3.00 >3.00
S. pn. cc 0.016 0.032 0.25 0.50
B.s. 0.002 0.004 3.00 >3.00
V. ch. NO-01 0.001 0.002 1.50 2.00
V. ch. cc 0.001 0.002 0.06 0.12
S. t. ATCC 19430 0.002 0.004 3.00 >3.00
E. c. ATCC 25922 0.004 0.008 3.00 >3.00
E. c. ATCC 53218 0.064 0.128 3.00 > 3.00
P. ae. ATCC 27853 0.008 0.016 0.75 1.00
P. m.cc 0.064 0.128 1.50 2.00
S. m.cc 0.008 0.016 3.00 >3.00

Simbologia: igual al cuadro 5.

Efecto del aceite esencial sobre la curva de crecimiento bacteriano.

Los resultados obtenidos indican que el efecto del aceite esencial sobre las cepas
de V. cholerae y S. pneumoniae es similar, observandose que a concentraciones
menores o iguales a 2 CMI, se presenta un efecto bacteriostatico, mientras que

en concentraciones iguales o mayores a CMI y CBM el efecto es bactericida,
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presentandose la muerte celular a los 10 minutos para V. cholerae (caso clinico)
(figura 5) y a las 2 horas para S. pneumoniae (figura 6).
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Figura 5. Efecto del aceite esencial de C. globosa sobre la curva de

crecimiento de V. cholerae caso clinico. Se utilizaron las siguientes concentraciones 2
CMI= 0.031 mg/mL, CMI= 0.0625 mg/mL y CBM= 0.125 mg/mL.

Log del nimero de sobrevivientes(UFC/mL)

2

Tiempo (h.)

Control a1 /2 MIC

Figura 6. Efecto del aceite esencial de C. globosa sobre la curva de

crecimiento de S. pneumoniae. Se utilizaron las siguientes concentraciones %2 CMI= 0.125
mg/mL, CMI= 0.25 mg/mL y CBM= 0.50 mg/mL.
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Para poder producir la inhibicién total del crecimiento de V. cholerae (caso clinico)
es necesario la acumulacion de 9 impactos; mientras que para S. pneumoniae fue

necesaria la acumulacién de 10 impactos.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
a) HONGOS LEVADURIFORMES.

Evaluacion cualitativa.

El efecto del aceite esencial de C. globosa sobre hongos levaduriformes se

muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Actividad levaduriforme del aceite esencial de C. globosa.

Halos de inhibicién (mm)

Bacteria Nistatina (ug/mL)  Aceite esencial (ug/mL)
C. glab. 7.67 £0.58 8.50 £0.70
C. trop. 9.00 +1.00 7.00 £ 0.00
C. alb. ATCC 10231 9.67 £ 0.58 7.00 £ 0.00
C. neof. 8.67 £ 0.58 7.00 £ 0.00
C. alb. ATCC 14065 11.83 £2.02 N.A.
C. alb. Uro 9.33 £ 0.580 N.A.
C. alb. Cusi 9.33 £0.58 N.A.

Simbologia: C. glab.= Candida glabrata, C. trop.= Candida tropicalis, C. alb. ATCC 10231= Candida
albicans ATCC 10231, C. neof.= Criptococcus neoformans, C. alb. ATCC14065= Candida albicans
ATCC 14065, C. alb. Uro= Candida.albicans urocultivo y C. alb. Cusi =Candida. albicans CUSI. N. A. =
No presenté actividad.
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El aceite esencial mostr6 actividad en 4 de las 7 cepas levaduriformes siendo C.
glabrata la cepa mas sensible presentando los mayores halos de inhibicién, C.
tropicalis, C. albicans ATCC 10231 y Criptococcus neoformans presentaron halos
de igual tamano y C. albicans ATCC 14065, C. albicans aislada de un urocultivo y
C. albicans CUSI son las cepas en donde el aceite esencial no presento actividad.

En el andlisis de varianza se determin6 que hay diferencias significativas entre la
cepa y el tratamiento (F=12.48, P=0.000) y entre tratamientos (F=40.33, P=
0.000), lo que sugiere que la actividad del aceite esencial depende de la especie
de cepa levaduriforme en particular (figura 7).
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Tratamiento Aceite esencial Nistatina

Figura 7. Actividad antibacteriana del aceite esencial de C. globosa en cepas
levaduriformes. Simbologia: igual al cuadro?.

Evaluacién cuantitativa.

Los resultados de la determinacién de CMI y CFM de las cepas levaduriformes se
muestran en la cuadro 8. La cepa C. neoformans es la cepa mas sensible; es
decir que se requieren concentraciones de 1.0 mg/mL para inhibir drasticamente

su crecimiento y 1.5 mg/mL para inhibirlo completamente. Mientras que las cepas
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mas resistentes al efecto del aceite fueron C. glabrata, C. tropicalis y C. albicans
ATCC 10231, ya que se requieren de concentraciones mayores a 3.0 mg/mL para

poder inhibir su crecimiento.

Cuadro 8. Concentracion minima inhibitoria y concentracién fungicida
minima del aceite esencial de C. globosa.

Nistatina (ug/mL) Aceite esencial (mg/mL)
Levaduras CMI CFM CMI CFM
C. glab. 7.8 15.6 3.00 >3.00
C. trop. 7.8 15.6 3.00 >3.00
C. alb. ATCC 10231 3.9 7.8 3.00 >3.00
C. neof. 3.9 7.8 1.00 1.50

Simbologia: Igual al cuadro 7.

b) HONGOS FILAMENTOSOS
Evaluacion cualitativa.

El aceite esencial de C. globosa mostrd actividad antifungica sobre las 8 cepas
desafiadas (cuadro 9).

Cuadro 9. Actividad antifungica del aceite esencial de C. globosa.

Cepa
Tratamien Rs RI Tm | TmC| Fs | An | Fm | FmC
Aceite esencial v N N N N N N N
Ketoconazol v v \ \ v \ \ N

Simbologia: Rs, Rhizoctonia solani; Rl, Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306; Tm, Trichophyton
mentagrophytes; TmC, Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112; Fs, Fusarium sporotrichum
ATCC NRLL3299; An, Aspergillus niger CDBB-H-179; Fm, Fusarium moniliforme; FmC, Fusarium
moniliforme CDBB-H-265. V: mostré actividad.
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Evaluacion cuantitativa.

El aceite esencial presentd actividad antifungica sobre las 8 cepas, los
porcentajes de inhibicion se muestran en la cuadro 10 y figura 8 (ay b).

Como se puede observar la cepa que presenta el mayor porcentaje de inhibicidén
del crecimiento radial es T. mentagrophytes ya que requiere una concentracién de
0.5 mg/mL para alcanzar el 100% de inhibicién. Mientras que para el resto de las
cepas se necesita aplicar una concentracibn mayor a 3.0 mg/mL de aceite
esencial para alcanzar el 100% de inhibicion. La cepa mas resistente es R. solani
en donde el porcentaje de inhibicion alcanzado es solo 54.54% a una
concentracién de 3.0 mg/mL (figura 8a y cuadro 10). Se observa que existen
diferencias significativas entre la actividad del aceite esencial y las cepas fungicas
(F=2037.60, P=0.000), esto quiere decir que el efecto del aceite depende de cada
cepa de hongo en patrticular.

Cuadro 10. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del aceite esencial
de C. globosa.

Concentracion Hongos (% inhibiciéon)

(mg/mL) Rs RI Tm TmC Fs An Fm FmC
0.125 6.06 3225 1212 29.41 2432 27.02 21.87 11.11

0.25 12.12 3225 18.18 29.41 35.13 29.72 25.00 22.22

0.50 4242 7419 34.48 100 54.05 37.83 40.62 29.62

1.00 4545 80.64 39.39 100 54.05 40.54 43.75 55.55

2.00 4545 87.09 5151 100 59.45 48.64 53.12 5555

3.00 5454 90.32 60.60 100 81.08 62.16 59.37 77.77

Simbologia: igual al cuadro 9.
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Figura 8a. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del aceite
esencial de C. globosa. Simbologia: igual al cuadro 9.
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Figura 8b. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del aceite esencial
de C. globosa. Simbologia: igual al cuadro 9.
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Como se puede observar en la figura 9 y cuadro 11, T. mentagrophytes, F.
sporotrichum, A. niger y F. moniliforme son las cepas mas sensibles al
ketoconazol ya que requieren concentraciones de 40 ug/mL para alcanzar el
100% de inhibicién del crecimiento radial. Mientras que R. solani resulté ser la
cepa mas resistente requiriendo concentraciones de 70 pg/mL para poder
alcanzar el 100% de inhibicion.

Cuadro 11. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del Ketoconazol.

Concentracion Hongo (% de inhibicion)
(ug/mL) TmC Fs An FmC Rs RI Fm
1.25 53.34 0 0 33.34 6.67 20.00 13.34
2.5 62.20 42.20 0 3780 31.14 26.67 26.67
5 68.87 46.67 20.00 4887 3554 31.14 37.80
10 80.00 64.47 33.34 5780 4447 4220 53.34
20 88.87 86.67 62.27 80.00 53.34 66.67 66.67
40 100 100 100 100 71.33 8220 86.67
50 - - - - 86.66 100 100
60 - - - - 96 100 100
70 - - - - 100 100 100

Simbologia: igual al cuadro 9.
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Figura 9. Efecto del ketoconazol sobre el crecimiento radial de siete cepas
de hongos. Simbologia: igual al cuadro 9.

Los resultados obtenidos para la determinacion de CFso y CFM, indican que T.
mentagrophytes (TmC), F. sporotrichum (Fs) y R. lilacina (RI) son las cepas mas
sensibles al efecto del aceite esencial, debido a que alcanzan el 50% de inhibicién
a concentraciones de 0.35, 0.76 y 0.82 mg/mL respectivamente (cuadro 12). La
cepa mas resistente es R. solani ya que esta requiere de una concentracién de
1.73 mg/mL para poder alcanzar el 50% de inhibicién.

Cuadro 12. CF5o y CFM del aceite esencial de C. globosa.

Aceite esencial (mg/mL) Ketoconazol (ug/mL)

Cepa fungica CFso CFM CFso
Rs 1.73 50.26 19.67
RI 0.82 3.53 21.56

m 1.72 45.94 N. D.
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Cuadro 12. CF5o y CFM del aceite esencial de C. globosa (Continuacion).

Aceite esencial (mg/mL) Ketoconazol (ug/mL)

Cepa fungica CFso CFM CFso
TmC 0.35 1.71 1.16

Fs 0.76 15.92 3.90

An 1.65 234.84 15.29

Fm 1.55 94.20 7.55

FmC 1.17 12.45 3.47

Simbologia: Igual al cuadro 9. N. D.: No determinado.
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DISCUSION.

C. globosa es utilizada en San Rafael Coxcatlan, Puebla, para tratar diversos
padecimientos sanguineos, cutaneos y respiratorios, por medio de té y bafos
(Diaz, 1976). Con los resultados obtenidos se valida el uso de esta planta en la
medicina tradicional de la regién, ya que presenta actividad antibacteriana. Esto
concuerda con lo reportado por De Alburqueque et al. (2007) y Godinez-Caraballo
y Volpato (2008) que mencionan que la planta es utilizada para el tratamiento de
problemas respiratorios, sanguineos y en general para enfermedades de posible

origen infeccioso en diversas culturas.

La forma de uso, preparacion y via de suministro de C. globosa en el tratamiento
de diversos padecimientos concuerda con lo reportado por Diaz (1976), Scull et
al. (1998), David et al. (2007), De Albuquerque et al. (2007), De Oliveira et al.
(2007), Campos-Vieira et al. (2007) y Godinez- Caraballo y Volpato (2008) para la
especie y con Longuefosse y Nossin (1996) para C. martinicensis en donde
mencionan la via de dosificacion y los tipos de tratamientos de las diversas

enfermedades que se le atribuyen a la especie.

Como por ejemplo en la regién Noreste de Brasil se hace la decoccion, infusién de
las hojas y raiz para tratar sintomas de influenza, reumatismo, dolores
menstruales y abortivos, dispepsia, espasmolitico, vasodilatador, anti-inflamatorio,
cicatrizantes, expectorante, astringente y diurético.

En Cuba, la decoccién de la parte aérea se administra como purificador de sangre
y hemostatico. Mientras que en Jamaica el té o infusion de las hojas es utilizado

en dolores menstruales.

El aceite esencial de C. globosa estd compuesto principalmente por
sesquiterperpenos (51.54%) lo cual concuerda con lo reportado por Avila (2005)
(93.00%) y Hernandez et al. (2009) (59.00% en época de sequia y 55.00% en
lluvia) para dicho género, y De Menezes et al. (2006) en los periédos de floracion
(13 compuestos) y fructificacion (10 compuestos) y De Oliveira et al. (2007)

(84.2%) para la misma especie. También se encuentra compuesta por
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monoterpenos (28.41%) aunque en menor proporcibn como lo menciona
Hernandez et al. (2009) (41.00 y 45.00%) en C. curassavica 'y De Menezes et al.
(2006) (10 y 8 compuestos en periodo de floracion y frutificacidén respectivamente)
en C. globosa.

En cuanto a los diferentes estudios que se han realizado con otras especies del
género en la misma zona, como lo es C. curassavica (Avila, 2005 y Hernandez et
al., 2009) se encontré que C. globosa comparte 2 sesquiterpenos (cariofileno y
humuleno) y un monoterpeno (a-pineno) (cuadro 4). El componente mayoritario es
el humuleno (31.76%) seguido de B y a pineno (15.04 y 13.37% respectivamente)
y en menor proporcién cariofileno(11.42%) y epédxido de humuleno (8.36%),
aunque son diferentes a los encontrados por De Menezes et al. (2006) y De
Oliveira et al. (2007) es una contribucién al estudio de los componentes de C.
globosa.

Las diferencias encontradas en el patrébn de composicién de las diferentes
especies (C. curassavica y C. globosa) del aceite esencial probablemente se
deban a la época del afno en que fueron colectadas, la edad de la planta, la

localizacion geografica de los sitios de colecta.

La proporcion de los constituyentes principales de los aceites esenciales varia
entre la misma especie y mas aun cuando provienen de regiones geograficas
diferentes. Es un hecho reconocido que las especies vegetales sometidas a estrés
hidrico presentan una mayor variedad de compuestos en los aceites, en
comparacion de aquellas bajo condiciones fisiolégicas 6ptimas. Tal variedad le
confiere proteccion contra factores biodticos (invasién de microorganismos) y
abioticos (estrés hidrico, fotonico, etc), antagonistas, aunque un compuesto con
una actividad detectada puede estar presente sin requerirse su uso por parte de la
planta. Algunas especies se caracterizan por producir determinados compuestos
en determinadas proporciones, lo cual es producto de las condiciones ambientales
y la intrapolinizacién a lo largo de generaciones (Agelopoulos et al., 2000;
Echeverrigaray et al., 2003; Lee et al., 2002).
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Con respecto al rendimiento del aceite esencial el porcentaje fue de 0.0677%, el
cual es un valor bajo con respecto a lo obtenido por De Oliveira et al. (2007) (0.5 y
1.1% en tallo y hojas). Esto puede deberse las condiciones fisicas y biologicas de
cada zona; asi como la cantidad de planta utilizada; como se sabe, se produce
una mayor cantidad de compuestos con funciones protectoras cuando las plantas
se encuentran sometidas a un gran estrés hidrico, de lo cual el ambiente es arido,
pues preferentemente éstas elaboran monoterpenos que son sustancias que

inhiben el crecimiento y germinacidn de otras especies (Harborne y Baxter, 1993).

En la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana el aceite esencial de C.
globosa mostré actividad en 15 cepas bacterianas (cuadro 5, figura 2);
presentandose un efecto mayor en las bacterias Gram positivas; siendo B. subtilis
y V. cholerae (caso clinico) son las cepas que presentaron los mayores halos de

inhibicion.

El aceite esencial de C. globosa presenta actividad antibacteriana sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas (figura 4), lo cual concuerda con los estudios
realizados con compuestos terpenicos por Maguna et al. (2006) y con C.
cylindrostachya por Ortega et al. (2007) y con C. curassavica por Avila (2005) y
Hernandez et al. (2009). Estadisticamente se encontraron diferencias
significativas en la actividad de estos 2 grupos bacterianos, al determinar CMI y
CMB se observa que las bacterias Gram positivas (cuadro 6), son mas sensibles,
esto tal vez se deba a las diferencias estructurales (tipo de membrana y pared
celular) entre ambos tipos bacterianos lo cual concuerda con lo evaluado por
Ortega et al. (2007) para C. cylindrostachya en donde ambos grupos evaluados
muestran actividad y se presenta un mayor efecto en bacterias Gram positivas.
Las cepas mas sensibles al efecto del aceite esencial de C. globosa fueron S.
pneumoniae y V. cholerae (caso clinico) presentando CMI= 0.25 y 0.0625 mg/mL

respectivamente.

Se realiz6 un analisis estadistico para comprobar si existen diferencias

significativas entre el control positivo (cloramfenicol) y el aceite esencial, se
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determindé que si existen diferencias significativas, lo cual nos dice que el
cloramfenicol (control positivo) presenta una mayor efectividad aunque si es
utiizado por periodos prolongados causa efectos colaterales como dafo
hematoldgico, anemia aplésica, trombocitopenia, neuritis éptica y neurotoxicidad
(Morales et al., 2007) en tanto C. globosa puede consumirse en infusiones sin
causar danos o efectos secundarios, razon por la cual es utilizada para tratar

infecciones del cuerpo humano.

Como se observa en el cuadro 6 las cepas que presentan los mayores halos de
inhibicion no son las mas sensibles al efecto del aceite esencial. La razdn por la
cual las cepas presentan mayores halos de inhibiciébn no es que sean las mas
sensibles (valores de CMI mas bajos), es debido a que el tamafio de la zona de
inhibicion no refleja la efectividad antimicrobiana de un compuesto ya que ésta es
afectada por la solubilidad del aceite, el rango de difusion en el medio, la
evaporacion (puede afectar la dosis), etc. (Cimanga et al., 2002; Kim et al., 1995),

El efecto del aceite esencial de C. globosa sobre la poblacion bacteriana de S.
pneumoniae (figura 6) y V. cholerae caso clinico (figura 5) es bacteriostatico a
dosis iguales o menores a 2 CMI (0.12 y 0.03 mg/mL) y bactericida en dosis
iguales 0 mayores a CMI (0.25 y 0.06 mg/MI) y CBM (0.50 y 0.12 mg/mL). Al
utilizar concentraciones bacteriostaticas solo se inhibe el crecimiento bacteriano,
permitiendo asi una respuesta inmunolégica, mientras que al utilizar
concentraciones bactericidas se deprime o elimina la respuesta inmunoldgica al
suprimir rdpidamente el estimulo antigénico, lo que puede impedir la generacién
de inmunidad (Aguilar, 2000).

El aceite esencial caus6 la muerte celular de ambas cepas bacterianas como lo
menciona Hernandez et al. (2009) en donde el aceite de C. Curassavica de la
zona de San Rafael presenta el mismo efecto en ambas cepas; en este caso el
aceite de C. globosa presenté un efecto similar pero en un tiempo menor en V.
cholerae (caso clinico) (10 min.), debido a que es una bacteria Gram negativa,

probablemente esto se deba a la disrupcion de la doble membrana celular
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bacteriana debido a que puede aumentar la permeabilidad de la membrana dando
paso a iones pequefios, afectando la estabilidad estructural de la membrana o
desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica ademas de que
presenta una capa simple (red de mureina) mientras que en las Gram positivas
presentan un capa muy desarrollada de mureina (Maguna et al., 2006), por lo cual
la reaccién al efecto del aceite esencial en la cepa S. pneumoniae haya sido mas
tardado en esta (2 horas). La razén por la cual el aceite esencial de C. globosa
causé la muerte celular de ambas cepas se deba probablemente al sinergismo de
los componentes de dicho aceite y por lo cual la poblacion la utilice 2 o 3 veces al
dia para sintomas relacionados a infecciones cutaneas, gastrointestinales vy

respiratorias.

En la evaluacion cualitativa de la actividad levaduriforme el aceite esencial de C.
globosa present6 efecto en 4 cepas levaduriformes. Siendo la cepa mas sensible
al efecto fue C. glabrata presentando los mayores halos de inhibicién (cuadro y
figura 7).

Mientras que en la evaluacién cuantitativa se observa que al determinar CMI y
CFM (cuadro 8), C. glabrata es una de las cepas mas resistentes al efecto,
mientras que la mas sensible es C. neoformans ya que a una concentracion de
1.0 mg/mL se inhibe drasticamente su crecimiento y para las cepas C. glabrata, C.
tropicalis y C. albicans ATCC 10231 se necesitan concentraciones mayores a 3.0
mg/mL esto puede deberse al tipo de estructura que presentan estas cepas.
Debido a que la nistatina se fija a los esteroles de la membrana celular de las
levaduras, desorganiza su configuracién espacial, lo que lleva a una modificacion
de la permeabilidad de la membrana con pérdida de aminodacidos, iones y purinas
causando una alteracién en el metabolismo celular. En el analisis estadistico se
encontraron diferencias significativas entre el control positivo (nistatina) y el aceite
esencial, lo que sugiere que la nistatina es un antibiético eficaz pero si se

suministra en un tiempo largo causa nausea, vémito, diarrea y dolor abdominal.
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En la evaluacion cualitativa de las cepas fungicas el aceite esencial de C. globosa
fue activo en las ocho cepas utilizadas, y en la evaluacidén cualitativa inhibi6 el

crecimiento radial de hongos filamentosos en mas del 54.54 %.

El aceite esencial logr6 inhibir el 100% del crecimiento de T. mentagrophytes a
una concentracion de 0.5 mg/mL (cuadro 10 y figura 8a) siendo la cepa mas
sensible al efecto del aceite esencial de C. globosa, demostrando su actividad
antifingica. A los resultados se les aplico un analisis de varianza (concentracién
del aceite y hongo) y se encontraron diferencias significativas lo que sugiere que
el aceite actua de manera particular en cada cepa. Cabe mencionar que el
ketoconazol es mas efectivo en las cepas ya que a concentraciones muy

pequenas (de 40 a 70 pug/mL) inhibe el 100% de crecimiento radial (Cuadro 11).

El actividad antifungica del aceite esencial de C. globosa probablemente se deba
a la presencia del a pineno y cariofileno, concordando con lo reportado por Avila
(2005) para C. curassavica ya que presentan estos compuestos en ambas
especies y con Ricci et al. (2005) donde menciona que el cariofileno presenta
avtividad antifungica, aunque en el presente estudio la cepa R. solani es la mas
resistente al efecto del aceite en contraste con lo mencionado por Avila (2005) y
Hernandez et al. (2009). Probablemente el mecanismo de accién de los aceites
esenciales en los hongos, se deba a que actuan inhibiendo la sintesis del
ergosterol que es un triterpeno presente en la membrana fangica, interrumpiendo
de esta manera la formacion de la membrana (Ricci et al., 2005), razén por la cual

la poblacién la utiliza en el tratamiento de infecciones cuténeas.

El aporte principal del presente estudio es dar a conocer las propiedades
medicinales, los compuestos presentes en el aceite esencial de C. globosa, la
actividad antimicrobiana y validar el uso de la planta para el tratamiento de

enfermedades de origen infeccioso.
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CONCLUSIONES

>
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El aceite esencial de C. globosa mostr6 actividad antibacteriana tanto en

bacterias Gram negativas como en Gram positivas.

El aceite esencial de C. globosa esta conformado principalmente por

humuleno, a y B pineno.

El aceite mostré actividad antifungica al inhibir el crecimiento radial en méas

del 50% en las cepas desafiadas.

Se puede validar el uso de la planta en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversos problemas respiratorios y padecimientos cutaneos.
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PERSPECTIVAS

% Realizar un estudio comparativo de los aceites esenciales de C. globosa en
las dos épocas del afo, tomando en cuenta las distintas variables, como
edad de la planta, el ciclo vegetativo (floracién y frutificacion), condiciones
ambientales y las distintas partes de la planta.

3

*

Realizar un estudio comparativo de los extractos y del aceite esencial de C.
globosa con distintas partes de la planta.

3

*

Hacer estudios de toxicidad del aceite o de los principios activos para ver el

efecto que presenta en organismos vivos como la artemia y ratones.



Miguel Espejel Melissa Ilidn.

APENDICE . Descripcion de la planta
(Aguilar et al., 1994)

Cordia globosa (Figura 10)

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae

Genero: Cordia

Especie: Cordia globosa Jacq. Kunth,

Varronia globosa Jacq. o V. humilis . ,

Jacaq. - r—
Figura 10. Cordia globosa (Jacq.) Kunth

Nombre comun: Yerba de la sangre.

Otros nombres: ateje, copillo saraguaso prieto, cuajatinta, curazao bush, lagafna
de aura, mierda de gallina, papita, rompe camisa hembra, sanguinaria, varronia

globosa, varronia humilis, yerba de la sangre, zompoyo.

Descripcion boténica: arbustillo de 1 a 3 m, muy ramoso, ramitas escabroso-
hispidulas; hojas aovadas o aovado lanceoladas o aovado-oblongas, de 1,5 a 6
cm, agudas a obtusas, rugosas y papiloso-hipidas en el haz, pubescentes y
fuertemente venosas en el envés.

Estas plantas crecen tomando las dimensiones de un arbol. El desarrollo es
derecho; en general debajo, tienen un tronco bastante deshojado, mientras en
alto, desarrollan muchas ramificaciones. Esta planta en verano toma una
coloracién violeta-rojo; es de la talla pequefia y puede alcanzar los 8 metros de

grandeza. No mantiene las hojas en invierno.

Las principales enfermedades para la cual es utilizada es astringente, depurador y
hemostatico, el cocimiento de sus hojas se usa para contener las hemorragias y
los esputos de sangre. En Cienfuegos (Cuba) lo usan como depurativo y en banos

contra las erupciones cutaneas.
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El habitat son terrenos calcareos pedregosos, secos, en matorrales y faldas de
colinas poco elevadas. Originaria de América tropical (Figura 11) y en México se

localiza en el Estado de Meéxico, Veracruz, Puebla, Campeche, Michoacan y

Oaxaca (Figura 12).

Figura 11. Distribuciéon de Cordia globosa en América.

Figura 12. Distribucion de de Cordia globosa en México.
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APENDICE Il. AREA DE ESTUDIO.

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

y matorral xerofilo.

San Rafael Coxcatlan.

La localidad de San Rafael se encuentra situada en el municipio de Coxcatlan
Puebla (Figura 13). Sus coordenadas geograficas son los paralelos 18° 12"y 18°
14' |atitud norte y los meridianos 97°07'y 97°09' longitud oeste.

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

regosoles calcareos, regosoles éutricos y xerosoles.
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Figura 13. San Rafael Coxcatlan, Puebla.
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APENDICE Ill. Extraccion por arrastre de vapor de aceites esenciales
(Dominguez, 1973)

El aceite esencial se obtiene por la técnica de destilacion por arrastre de vapor
(Figura 14) a partir de material fresco en este caso se usan las hojas; este método
presenta la caracteristica que tienen los aceites esenciales de presentar bajas
presiones de vapor y por tanto pueden ser arrastradas por sustancias que poseen
presiones de vapor mas altas. Empleando este aparato se pueden destilar por
arrastre de vapor continuo de 100 a 850 grs. de planta fresca aproximadamente,
con un buen rendimiento. En este método se lleva a cabo la vaporizacion selectiva
del componente volatil de una mezcla formada y esto se da por medio de la
inyeccion de vapor de agua, y su funcion es condensarse en el matraz.
Posteriormente, dado este proceso se tendran la presencia de dos fases una es el
agua en su fase liquida y la otra el aceite (componente volatil) (Figura 15) que es
insoluble en esta y se presenta a lo largo de la destilacion.

Figura 14. Aparato utilizado para la Figura 15. Aceite esencial.
extraccion de aceites.
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APENDICE IV. Analisis en cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas.

Para el analisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectometria de
masas de los aceites esenciales (GC-MS) se utilizd un cromatdgrafo Hewlett
Packard modelo 5890 serie Il conectado a un espectrometro Jeol AX50HA. El
andlisis se realiz6 utilizando una columna DB WAX de 30 m x 0.32 mm diametro
interno y 0.25 ym de tamano de particula. Las condiciones de separacién fueron:
temperatura del horno 80-220°C a 8°C por minuto; temperatura del inyector
225°C; gas de acarreo He, a presion de 134 Kpa (19 Psi) y velocidad linear de 20
cm/s; cantidad de muestra empleada: 1.0 ul (Split 1:100); energia de ionizacién 70
eVv.
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APENDICE V. Método de difusién en agar o de Kirby-Baiier (Vander Berghe y
Vlietnick, 1991).

El medio de cultivo utilizado en esta técnica es el agar Mueller-Hinton, debido a
que con este se realizan pruebas de susceptibilidad y promueve una alta
capacidad en el desarrollo de numerosos microorganismos, ademas de que se
debe observar que esté presente una solidez y espesor adecuado en la caja para
el buen desarrollo de las bacterias.

En el caso del inéculo el procedimiento que se lleva a cabo es por medio de un
asa de siembra estéril, con la cual se tocan las superficies convexas de las
colonias (de 4 a 5 aprox.) a usar fijandose que estas presenten una apariencia
semejante a los organismos a ensayar. Después de obtener los microorganismos
se sumerge el asa en el caldo Mueller-Hinton, descargando todo el material y
enjuagando muy bien el asa en el liquido, una vez retirado el material se saca el
asa. Posteriormente se pone a incubar el tubo del cultivo a una temperatura de
37°C durante aproximadamente 24 h, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estandar N° 0.5 de MacFarland, lo que equivale a una
concentracién de aproximadamente 1.5x10% bacterias/mL. En caso de que la
suspension de organismos sea mas turbia que el estandar, se le agrega solucién
salina al 0.9% hasta igualarlas.

Posteriormente se sumerge un hisopo estéril y seco en la suspension bacteriana,
tratando de retirar el exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente se
siembra por estrias en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en

angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.

Para realizar la prueba de susceptibilidad, los sensidiscos se colocan en cada una
de las zonas de la superficie del agar (en el cual ya se encuentra la bacteria) a
una distancia de 22 a 25 mm. entre ellos y a 14 mm del borde de la caja utilizando

una pinza estéril; los sensidiscos se presionan suavemente con la punta de la
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pinza, tratando de no moverlos una vez colocados en su lugar. Posteriormente se
toma la cantidad de aceite necesaria para evaluar la actividad (4 pL) con la punta
de la pipeta, y se agrega el aceite al sensidisco tratando de cuidar que la punta
toque solo el sensidisco y este lo absorba, haciéndose de manera cuidadosa y
rapida para que el aceite no se volatilice.

Como control positivo se usan sensidiscos con un antibidtico sintético
(Cloramfenicol 25 ug) en el cual se evalian las cepas experimentales, se realiza
impregnando los sensidiscos con la solucion y dejandolos en la campana esteril a
temperatura ambiente a que la solucion se evapore, posteriormente se colocan los
sensidiscos en la superficie del agar con una pinza esteril (en la cual ya se
encuentra la bacteria) a una distancia igual a la mencionada, presionando los

sensidiscos suavemente.

Una vez que las cajas con agar estén ya preparadas para la prueba de
susceptibilidad, se colocan en una incubadora a 36 - 37°C, sin mayor tensién de
CO, (esto es importante ya que el CO, puede formar acido carbonico en la
superficie humeda del agar, provocando un descenso en el pH, por lo cual el
desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a pH acido, lo cual puede
provocar una estrechez en la inhibicién) durante 24 horas.

Interpretacidn de resultados.
En este caso las zonas de inhibicidon se miden con una regla calibrada en mm, y
se realizan las pruebas por triplicado, y los valores obtenidos se promedian y

reportan en mm.
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APENDICE VI. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
de la Concentracion Bactericida Minima (CBM).

+ Método modificado de dilucion en agar (Koneman, 1991).

Preparacion de reactivos y diluciones.

La solucion antimicrobiana se prepara diluyendo el aceite esencial en el agar
Mueller-Hinton cuidando que esté no se encuentre demasiado caliente y el aceite
se evapore. Se toma rapidamente el aceite (concentraciones a utilizar-3.0, 2.00,
1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 y 0.062 mg/mL del aceite) y se agrega al agar,
disolviéndolo perfectamente para que ambos se distribuyan uniformemente.
Después se agrega la solucién rapidamente a la caja petri, se tapa y se deja
solidificar. Una vez que ya se haya solidificado el agar y se encuentre a
temperatura ambiente, se prepara un inoculo que contenga 10® UFC/ml (unidades
formadoras de colonia/mL) y se siembra por la técnica de punteo. Posteriormente
las cajas se incuban a 36 - 37 °C 24horas. Cada bioensayo se realiza por

triplicado.

Interpretacién de resultados. La menor concentracion del antimicrobiano que
produce una inhibicién drastica del desarrollo representa la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI), mientras que en donde no crece es la Concentracion Bactericida
Minima (CBM).
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APENDICE VII. Efecto del aceite esencial sobre la curva de crecimiento
bacteriano (Avila, 1996).

Preparacion y rotulaciéon de un tubo con 10 ml de caldo Mueller-Hinton por cada
concentracion problema a utilizar (Y2 CMI, CMI y CBM) y por bacteria. Una vez
marcado cada tubo se agrega el inéculo con aproximadamente 1x10°
bacterias/mL (100 pL) y posteriormente se le agrega la concentraciéon de aceite
esencial rapido y cuidadosamente para que este no se volatilice y se mezcle
perfectamente.Después se pasa a tubos eppendorf con una cantidad de
aproximadamente de 600 pL, se tapan perfectamente y se ponen a incubar a
37°C.

Con la muestra restante del tubo se toman 50 uL y se siembra en la caja, se agita
suavemente y posteriormente se toman otros 50 uL de la solucién y se diluyen en
5 mL de solucion salina al 8 % (dilucion 1), agitando nuevamente se toman 50 pL
de muestra y se siembran, de esta solucién (dilucion 1) se toman otros 50 pL de
muestra y se vuelven a diluir en solucion salina (dilucion 2) y se repite el
procedimiento, a partir de esta muestra se comienza el tiempo cero y se sigue el
mismo procedimiento para todos los tiempos. Se prepara y rotula otro tubo sin
antidoto que sirve como control del desarrollo. El in6culo se prepara con
aproximadamente 1x10° bacterias/mL en un tubo de ensayo con caldo Mueller-
Hinton y se repite el mismo procedimiento. A intervalos de cada 10 minutos
durante una hora se realiza el procedimiento para la bacteria Gram negativa; y
para la bacteria Gram positiva a intervalos de 30 minutos durante 4 horas.

Se grafica el logaritmo del niumero de sobrevivientes en el eje de la “y” contra
tiempo de incubacion en el eje de las “X”. Para determinar el niumero de impactos
necesarios para que se produzca la muerte de la bacteria, se prolonga la zona
lineal de la curva de supervivencia hasta su interseccion con el eje de las

ordenadas.
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APENDICE VIIl. Método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial de

hongos filamentosos (Wang y Bun, 2002).

El bioensayo de hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas de petri, que
contienen agar PDA, en el cual se inocula imm? de micelio del hongo a ocupar.
Posteriormente cuando el micelio se desarrolla se colocan los sensidiscos y se
impregnan rapidamente con 4uL de aceite esencial a una distancia de 15 mm del
limite micelial.

En la incubacién, las cajas deben de tener una temperatura de 23°C durante 72
horas o hasta que el crecimiento micelial se desarrolle para poder determinar si el
aceite inhibe o no el crecimiento.

Como control positivo se usan sensidiscos de ketoconazol de 25 ug/disco esto es
para evaluar la sensibilidad de las cepas experimentales. Realizandose el mismo
procedimiento que en el caso del cloramfenicol.

Interpretacién de resultados.

En este caso en donde existan zonas de inhibicion del aceite se reporta como
activo, realizandose este proceso por triplicado.
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APENDICE IX. Método Cuantitativo de Inhibiciéon del crecimiento radial de
hongos (Wang y Bun, 2002).

Este ensayo se realiza en cajas de veinticuatro pozos que contengan agar, con
las concentraciones deseadas del aceite esencial, realizandose el procedimiento
igual que en bacterias, pero solo que este cambia el tipo de caja, posteriormente

se inocula con micelio del hongo a ensayar.

Incubacion. Las cajas se incuban a 23°C durante 72 horas o hasta que el

crecimiento micelial se haya desarrollado en la caja.

Control positivo. La sensibilidad de las cepas se evalia con ketokonazol a las
concentraciones predeterminadas y se realiza el procedimiento igual que con el
aceite .

Interpretacién de los resultados. Con una regla se mide el crecimiento del hongo
para calcular el porcentaje de crecimiento, posteriormente se calcula el porcentaje

de inhibicién. Realizandose en todos los casos por triplicado.
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