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Resumen

Introduccion: Los efectos bioldgicos de las plantas se deben a los productos del
metabolismo secundario, los cuales se producen en respuesta a factores de estrés
bidtico y abidtico. Beiselia mexicana ha sido descrita en la localidad de Aquila,
Michoacan donde es usada para tratar padecimientos infecciosos.

Objetivo: Determinar y comparar el efecto antimicrobiano de B. mexicana colectada
en temporada seca y de lluvias.

Método: La especie fue colectada en la temporada seca y de lluvias en Aquila,
Michoacan. Los extractos hexanico, acetdnico y metandlico se obtuvieron mediante
la técnica de maceracion. La actividad antibacteriana se evalué mediante los
métodos de difusion y dilucibn en agar sobre nueve cepas de bacterias Gram
positivas y 10 Gram negativas. Las curvas de crecimiento microbiano se realizaron
en las cepas bacterianas mas susceptibles a los extractos. La actividad antifangica
se evalué mediante los métodos de inhibicion del crecimiento radial y dilucion en
agar en tres cepas de hongos levaduriformes y cuatro miceliados. La composicion
guimica de los extractos se determind mediante pruebas cualitativas.

Resultados: El extracto metandlico de la temporada de seca fue el mas activo, al
inhibir un mayor nimero de cepas bacterianas (cinco Gram positivas y cuatro Gram
negativas) y tres hongos miceliados. Las cepas mas sensibles al extracto fueron M.
luteus, P. aeruginosa (CIM= 0.25 mg/mL) y A. niger (CFs, = 1.10 mg/ mL). El
extracto mencionado mostrdé un efecto bactericida sobre K. pneumoniae a las 12
horas después de su aplicacion en la concentracion de 9.0 mg/mL. Por otro lado, el
extracto acetonico de la temporada de lluvias inhibi6 el crecimiento bacteriano de
seis cepas (cuatro Gram positivas y dos Gram negativas). El extracto metandlico
mostré un efecto bactericida sobre S. aureus después de las 24 horas de haber
aplicado el extracto en las concentraciones de 6.0 y 9.0 mg/mL. De igual modo, el
mismo extracto mostrd actividad antifingica sobre A. niger (CF5, = 0.65 mg/mL).
Respecto a la composicién quimica, el extracto metandlico de la colecta de la
temporada seca mostré mayor diversidad en el contenido de grupos de metabolitos
secundarios, en comparacion con los tres extractos colectados en la temporada de
lluvias.

Conclusion: Los resultados permiten avalar el uso de B. mexicana en el tratamiento
de enfermedades de posible origen infeccioso y permiten determinar que la
actividad antibacteriana ocurre de manera diferencial entre la temporada de lluvias
y seca.



1. Introduccioén

1.1 Medicina Tradicional

La medicina tradicional ha trascendido gracias a la comunicacion oral y escrita
desde tiempos inmemoriales (Hoggesteger, 1994). Antes de la llegada de los
conquistadores los antiguos pobladores desarrollaron una de las herbolarias mas
complejas del mundo debido al conocimiento que poseian acerca del uso, las
propiedades y las cualidades de una gran cantidad de plantas (Cosme, 2008); este
conocimiento fue el resultado de incontables observaciones y experimentos
empiricos de generaciones. Posterior a la llegada de los espafioles a México, se
introdujo otra forma de curacién e incorporacion de diferentes plantas medicinales
que se preservaron en las fuentes mas antiguas, tales como estelas, cédices
precolombinos, pinturas, canticos, poemas, etcétera (Argueta, 1987; Gdémez-
Pampa, 2015)

Las culturas tradicionales han conservado esos conocimientos debido a las
necesidades de la mayoria de la poblacién en paises en desarrollo como México,
ya que la atencion médica esta limitada por factores econdémicos, culturales y, en
especial, por los altos costos de los medicamentos patentados (OMS, 2013). Por
ende, las plantas medicinales, con frecuencia, son el Unico tratamiento al que puede
acceder la poblacion con bajos recursos. Son accesibles y asequibles y contribuyen
a disminuir la importacién de medicamentos, ademas de promover la autosuficiencia
(Akerele, 1993; Correa, 2002;).

La medicina tradicional también 8desempefia un papel importante en la
ciencia, a partir del siglo XX en México surgieron grupos de investigacion cientifica
para el estudio de las plantas medicinales (Osuna et al., 2005). Muchos productos
se basan en el material biologico obtenido a partir de ellas, ya que poseen una
amplia gama de principios activos (Correa, 2002), los cuales producen efectos
curativos en las enfermedades del ser humano y de los animales en general
(Cosme, 2008).



Por tanto, la nocion y uso de las plantas por diferentes grupos humanos ha
sido tan diverso como las comunidades vegetales existentes, pues México es uno
de los paises de América con mayor riqueza ancestral y ocupa el primer lugar en
namero de grupos indigenas. La mayoria de los recursos vegetales en México se
encuentran en zonas rurales ubicadas por debajo del paralelo 27°, area del pais que

concentra una gran diversidad vegetal terrestre (Renddn et al., 2001).

Ademas, el territorio mexicano alberga entre el 60 y 70% de la diversidad
bioldgica distribuida en un multiple mosaico ambiental (CONABIO, 2009) dentro de
este ambiente de mega diversidad existen 4000 especies de plantas con flores,
aproximadamente el 15% de la flora total tiene propiedades medicinales, no
obstante, se estima que la validacion quimica, farmacoldgica y biomédica se ha
llevado a cabo solo en el 5% de las especies con potencial medicinal (Ocegueda et
al., 2005). Por ello se ha reconocido paulatinamente la aportaciéon de la medicina
tradicional a la salud, ademas de desempefiar un papel importante en el desarrollo
econdémico y al mismo tiempo la autoatencion y la prevencion de enfermedades para

reducir los gastos sanitarios (OMS, 2013).

Los efectos biolégicos de las plantas se deben a los productos del
metabolismo secundario (Almaraz et al., 2006), entre los que se encuentran los
terpenoides, alcaloides y fenilpropanoides (Valle, 2012). La distribucién vy
acumulacion de los metabolitos secundarios en las estructuras o tejidos de las
plantas es influenciada por los factores biodticos (herbivoros y microorganismos) y
abidticos (luz, humedad, altitud, latitud y temporada del afio) con los que interactian

(Ganjewala et al., 2009; Garcia-Rodriguez et al., 2012).

1.2 Metabolismo secundario

Los medicamentos que se han producido a base de plantas, se debe a que ellas
producen diversos compuestos quimicos y moléculas bioactivas a través del
conjunto de reacciones quimicas llamado metabolismo (Shilpa et al., 2010). Los

metabolitos primarios son todos aquellos que son responsables de la estructura y



las reacciones necesarias para mantener el estado vital y posibilitar el crecimiento
y reproduccion del organismo, asi la mayor parte del carbono, nitrdgeno y energia
son destinadas a todas las células para el funcionamiento primordial de la
respiracion, proceso fotosintético, asimilacion de nutrimentos, sintesis de
carbohidratos, proteinas y lipidos (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Algunas moléculas,
productos del metabolismo primario (acetato, mevalonato, shikimato y aminoacidos)
son precursores de los metabolitos secundarios (MS) (Gonzélez y Castro, 2017).
Una sintesis de MS puede variar para cada tipo de tejido y érgano (Garcia-
Rodriguez et al., 2012;).

Las plantas son la principal fuente de obtencion de MS, compuestos de bajo
peso molecular, que por sus propiedades se aplican en farmacos, proteccion de
cultivos, tintes, fragancias, etcétera (Trethewey et al., 2007; Gonzélez y Castro,
2017), estos son llamados usualmente productos naturales vegetales y son
diferentes en cuanto estructuras, propiedades y origenes biosintéticos (Ringuelet y
Vifia, 2013).

Se estima que existen mas de 100,000 MS que son producidos por las plantas
(Bhalla et al., 2005), de los cuales se conocen aproximadamente 20,000 que han
sido clasificados en familias por sus caracteristicas estructurales, las principales son

las siguientes:

e Fenilpropanoides: estos compuestos se caracterizan por tener en su
estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo. Son un grupo
diverso, desde moléculas sencillas como los &cidos fendlicos hasta
polimeros complejos como los taninos y la lignina. También se encuentran
los pigmentos flavonoides. Existen dos rutas béasicas implicadas en la
biosintesis de compuestos fendlicos: la ruta del acido shiquimico y la ruta del
acido malonico (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

e Terpenos: los terpenoides derivan de cinco unidades de carbonos, llamado
isopreno (C5), y se clasifican de acuerdo con el numero de unidades de
isopreno. En las plantas, los isoprenos basicos para la sintesis de los

terpenos son el isopentenil pirofosfato (IPP) o su isémero dimetilalil
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pirofosfato (DMAPP). Se sintetizan mediante dos vias, la ruta del mevalonato
que se lleva al cabo en el citoplasma y la via del metileritritol fosfato (MEP) la
cual que se realiza en los plastidos (Eisenreich et al., 2001; Avalos y Pérez-
Urria, 2009).

e Glucoésidos: existen tres grupos de glicosidos; saponinas, glicésidos
cardiacos y glicésidos cianogénicos. Se forma cuando una molécula de
azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo (Avalos y
Peréz-Urria, 2009).

e Alcaloides: los alcaloides son compuestos heterociclicos que se sintetizan
a partir de aminoécidos, tales como triptofano, tirosina, fenilalanina, lisina,

arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides (Facchini, 2001).

Los MS cumplen funciones diversas en los organismos, son aprovechados por las
plantas que los sintetizan para interactuar con el ambiente, ya sea para atraer
insectos (polinizadores) o repeler herbivoros, impedir la competencia con otra
planta, adaptarse a las condiciones de estrés ambiental (Akula y Ravishankar, 2011;
Ringuelet y Vifia, 2013).

1.3 Funciones ecoldgicas de los Metabolitos Secundarios

A través de la evolucion las plantas han desarrollado diferentes formas de vida y
estrategias que estan especializadas a las limitaciones de los recursos impuestas
por la variacion espacial y temporal, asi como por la seleccién ejercida por la
herbivora, esto les permite la mejor distribucion de los nutrimentos para crecer,
reproducirse y defenderse del dafio ocasionado por el ataque de insectos o
microorganismos patégenos (Bryant et al., 1983; Vivanco et al., 2005). Las plantas
tienen mecanismos de defensa constitutiva e inducida, la primera corresponde a
una proteccion permanente de la planta como defensas estructurales (presencia de
capas gruesas de cuticula, tricomas, ceras, corteza gruesa, espinas) y defensas

quimicas (fenoles, alcaloides, terpenos, entre otros); las segunda es una respuesta



activa después de un ataque por herbivora o patdégenos (Madriz, 2002; Anaya y

Espinosa-Garcia, 2006).

Asi mismo, y como parte de la proteccion quimica, las plantas sintetizan MS
y estos varian de acuerdo con la familia, género, especie y entre los diferentes
organos de la planta (Shilpa et al., 2010), esta variabilidad de perfiles de las
diferentes especies es parte de la estrategia de adaptacion de las plantas a su

ambiente (Espinosa-Garcia, 2001).

Un numero considerable de MS sintetizados por las plantas estan
involucrados en la interaccidn con otros organismos, como el establecimiento de la
simbiosis y la atraccion de ciertos insectos polinizadores por compuestos volatiles
liberados en frutos y flores (Garcia-Rodriguez et al., 2012). Sin embargo, una
sintesis activa de MS tiene una funcion protectora frente a herbivoros y parasitos ya
gue proporcionan al vegetal sabores amargos, 0 sustancias toxicas para alejar a
sus depredadores (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Granados-Sanchez et al., 2008;).
También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a
diferentes patdgenos (Akula y Ravishankar, 2011), e inciden sobre el ciclo vital de
plantas, algas, bacterias y hongos por competencia de recursos (Reigosa et al,
1999; Gonzalez y Castro, 2017).

Todas las plantas se adaptan fisiolégicamente a un bajo suministro de
recursos en la misma manera a través de una tasa de crecimiento decreciente
(Chapin, 1991). En héabitats con recursos 6ptimos las plantas tienen un crecimiento
rapido con el fin de superar la competencia y captar los recursos disponibles, en
este ambiente hay una fuerte seleccién para invertir carbono directamente en el
crecimiento, en lugar de defensas quimicas en condiciones severas, como las que
se dan en climas aridos, en donde las plantas lefiosas tienden a aumentar sus
defensas para protegerse contra la herbivora y patdgenos, en vez de adquirir
recursos necesarios para un rebrote (Bryant et al., 1992), ya que las plantas son
menos capaces de adquirir los recursos necesarios para reemplazar los tejidos
perdidos, es decir, este equilibro afecta en la asignacion de recursos al metabolismo

secundario (Bryant et al., 1983).



Existen factores ambientales (bioticos y abidticos) que pueden restringir el
crecimiento y desarrollo y, por tanto, producen estrés en la planta (Levitt, 1980), en
la limitacion nutricional tiene un efecto mas relevante en el crecimiento de la planta
entera que en la actividad fotosintética, por lo que los carbohidratos no estructurales
se acumulan por encima de las demandas de crecimiento. Este exceso de
carbohidratos esta disponible para aumentar la produccién de MS basados en
carbono que no contienen nitrégeno, por ejemplo, los compuestos fendlicos y los
terpenos (Mooney 1972; Chapin 1980; Bryant et al., 1983) es decir, cuando el
crecimiento de las plantas es limitado por nutrimentos tienden a aumentar las

concentraciones de metabolitos secundarios (Gershenzon, 1984).

La limitacién de luz conduce a una menor fotosintesis y, como resultado, la
disminucién de las concentraciones de carbono, es decir, la disminucion en la tasa
de crecimiento es mayor que la disminucién en la absorcion de los nutrimentos, por
lo que la absorcién de nitrégeno se acumula por encima de los niveles necesarios.
En estas condiciones aumenta las concentraciones de MS que contienen nitrégeno
(Chapin, 1980; Bryant et al., 1983; Bryant et al., 1992). En cuanto a la leve limitacion
hidrica, las plantas tienden a cerrar lo estomas lo que repercute en la actividad
fotosintética, como consecuencia se sintetizan compuestos reducidos como
isoprenoides, fenoles o alcaloides sin embargo, la sequia severa puede provocar un
declive. Esta variacion puede indicar que la sequia leve reduce el crecimiento mas
que la fotosintesis, mientras que la limitacién severa del agua da como resultado
una disminucion relativamente mayor en la fotosintesis que en el crecimiento
(Cuivenor, 1973; Selmar y Kleinwéachter, 2013).

No todos los MS se producen de igual manera en respuesta al estrés de las
plantas, esto puede deberse al suministro de sustrato que afecte la produccion de
los productos metabdlicos; la produccion de glucésidos, fenélicos, monoterpenos, y
diterpenos se ve menos afectada por la limitacion de nutrimentos o limitacién de la
luz, en comparacion con la de taninos o triterpenos que se depositan en la superficie

de las plantas (Bryant et al., 1992).



1.4 Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas son causadas por agentes patdgenos como
bacterias, virus, parasitos u hongos. Estas enfermedades pueden transmitirse,
directa o indirectamente, de una persona a otra y estan estrechamente relacionadas

con los determinantes sociales de la salud (OMS, 2016).

En México, a partir del siglo XX, se han reportado cambios epidemiolégicos
de las enfermedades, por cambios ambientales, demogréficos, econdmicos,
sociales, culturales y avances en la atencion a la salud que han influenciado en el
perfil de las enfermedades. En la primera mitad del siglo, la poblacion estaba
expuesta a los problemas de un pais en desarrollo, caracterizada por falta de
higiene, mala disposicion de residuos, agua no potable, hacinamiento, esquemas
de vacunacion incompletos, infraestructura insuficiente de servicios de salud (Soto-
Estrada et al., 2016). Sin embargo, actualmente se registra el 46.6% de pobreza a
nivel nacional, donde la atencion primaria de salud se basa en la medicina
tradicional por tradicién cultural por falta de recursos econdémicos (Coneval, 2016;
OMS, 2004).

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) forman parte de las enfermedades
causadas por agentes patdgenos (virus, hongos y bacterias) que afectan algun
punto del sistema respiratorio, son la principal causa de morbilidad y de asistencia
a los servicios de salud. En México es uno de los problemas prioritarios, por
mantenerse entre las diez principales causas de mortalidad en la poblacion (SSa,
2013). De igual manera, las enfermedades gastrointestinales son un problema de
salud publica al que se enfrentan los paises en desarrollo, afectan principalmente a
la poblacién infantil y su ocurrencia depende del nivel socioeconédmico de los

pacientes (Castro-Escarpulli et al., 2002; Hernandez et al., 2011).

La demanda de productos naturales de interés farmacéutico derivados de
plantas se ha incrementado dada la limitaciébn de obtencion de medicamentos
basados en la sintesis quimica (Pezzuto, 1995). Es por eso que las plantas son un

recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo, ya que se



utilizan para satisfacer necesidades de atencion primaria de salud (Coneval, 2016;
OMS, 2016).

1.4.1 Resistencia bacteriana

El perfil de enfermedades infecciosas esta cambiando, y se observan variaciones
dramaticas en la sociedad y el medio ambiente, una de ellas es la resistencia a los
antimicrobianos. En el siglo XX, el descubrimiento de los antibiéticos, con la
penicilina por Fleming, se convirtié en la solucion a las enfermedades infecciosas.
Sin embargo, el uso indiscriminado de los antibidticos y la respectiva presion
selectiva que ejercen es el factor mas importante que contribuye al surgimiento de
diversas clases de resistencia bacteriana (Ang et al., 2004), que se define como la
capacidad de una bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibiético que
inhiben 0 matan a otras de las mismas especies (Alés, 2015).

Las bacterias tienen mecanismos bioldgicos para adecuarse a diversas
presiones ambientales, aunque la resistencia a los antibidticos es una expresion
natural de la evolucién y genética bacteriana, ciertos factores también contribuyen
al aumento de la expresion y disgregacién de esta caracteristica inherente (Hart,
1998; Cabrera et al., 2007).

La resistencia bacteriana se divide en una base genética intrinseca (natural)
y una adquirida. La resistencia natural esta dada por un mecanismo permanente
determinado genéticamente por cepas de una misma especie bacteriana y sin
relacion con la dosis del antibiético; la resistencia adquirida, es una caracteristica
propia de cada especie bacteriana, que es sensible por naturaleza pero que ha sido
modificada genéticamente, ya sea por mutacion o por adquisicion de genes de
resistencia (plasmidos, transposones e integrones) (Tello et al., 2011; Pérez-Cano
y Robles-Contreras, 2013).

La relacion entre el uso de los antibidticos y el desarrollo de resistencia se
basan en los datos de tendencia historica de variaciones de la concentracién minina

inhibitoria (CMI), que indican que los valores CMIlg (que inhibe un 90% el



crecimiento bacteriano) son mayores en la actualidad que en el momento que se

descubrié el compuesto considerado (Martinez-Martinez y Calvo, 2010).

La resistencia bacteriana se incrementa de manera constante, no solo en los
tratamientos para el humano, sino también en otras areas, como la veterinaria, en
la agricultura o en situaciones mas singulares, como en los tratamientos de
oleoductos que generan un nicho Unico de bacterias resistentes. La seleccion de
resistencias en los centro de salud, en la comunidad o en animales tiene un impacto
en el resto de los ecosistemas parciales (Martinez-Martinez y Calvo, 2010).
Ademas, desde hace dos décadas ha disminuido gradualmente la capacidad de los
antibidticos de inhibir el crecimiento bacteriano, esto determina un aumento en la
tasa de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas, tanto en paises mas

avanzados como en los de en desarrollo (Oromi, 2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2017 revelé que
mundialmente los niveles de resistencia de algunas infecciones bacterianas graves
son elevados. Las bacterias resistentes mas frecuentes son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae,
seguidas de Salmonella spp. Asi mismo, se publicé la primera lista de patégenos
prioritarios resistentes a los antibiéticos, en la que se incluyen las 12 familias de

bacterias mas peligrosas para la salud humana (cuadro 1) (OMS, 2017).



Cuadro 1. Lista de patdégenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos
antibidticos.

Prioridad 1: Critica Prioridad 2: Elevada Prioridad 3: Media

Streptococcus
pneumoniae, sin
sensibilidad a la penicilina.

Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium,
resistente a los carbapenémicos. resistente a vancomicina.

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hemophilus influezae
resistente a los carbapenémicos. resistente a meticilina, con resistenete a penicilina.
sensibilidad intermedia y
resistencia a vancomicina.

Enterobacteriacea, resistentes a  Helicobacter pylori, resistente a Shigella spp., resistente a
los carbapenémicos, productoras claritromicina. las fluoroquinolonas.
de ESBL.

Campylobacter spp., resistente
a las fluoroquinolonas.

Salmonella spp., resistentes a
las fluoroquinolonas.

Neisseria gonorrhoeae,
resistente a cefalosporinay a
las fluoroquinolonas.

ESBL: Betalactamasas de espectro extendido.

Independientemente de la base genética natural o adquirida de las bacterias,
los mecanismos de resistencia se clasifican en tres aspectos basicos de acuerdo
con el mecanismo expresado y el mecanismo de accién del antibiético los cuales
son: inactivacion del antibiotico, alteracion del sitio blanco del antibiético y alteracion

de barreras de permeabilidad (Giedraitien et al., 2011).

1.5 Familia Burseraceae

La familia Burseraceae es conocida por producir resinas de valor econdémico,
medicinal y cultural, como el incienso, mirra 'y copal; pertenece al orden Sapindales,
que es parte del grupo monofilético de las plantas con flores que tienen polen
tricolpado y comprende 18 géneros. La familia esta dividida en tres tribus:
Canarieae, Protieae y Bursereae, distribuidas en América tropical, Africa, Ceilan,
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Madagascar, Arabia, La India y Malasia. Las Burseraceas que son endémicas al
pais, suman a nivel de genero el 20% y a nivel de especie el 80% (Mabberley, 1987;
Rzedowski et al., 2005; Weeks et al., 2005).

Las especies de la familia Burseraceae representan uno de los componentes
floristicos y estructurales principales de los bosques tropicales caducifolios (selva
baja caducifolia) del occidente de México, desde el sur de Sonora hasta Chiapas,
mientras que, por la vertiente del Océano Pacifico, de Sonora a Chiapas donde
predominan los bosques tropicales caducifolios, hay mas de 50 especies de Bursera
(Chazaro et al., 2011).

1.6 Antecedentes de estudios sobre la tribu Bursereae

Dentro de la tribu Bursereae se incluyen los géneros Commiphora, Aucoumea,
Boswellia, Triomma, Garuga, Bursera y Beiselia (Weeks et al., 2005), este ultimo es

un género monotipico que incluye Unicamente a la especie Beiselia mexicana.

El género Bursera es uno de los mas estudiados, en antecedentes fitoquimicos se
ha reportado que los aceites esenciales de las especies del género Bursera les
proporciona aroma a las plantas (Garcia-Barriga, 1992; Martinez, 1996), asi mismo,
estudios donde se evalud la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria en especies
del género mencionado han mostrado eficacia; segin Robles et al. (2005) el aceite
esencial de B. graveolens esta constituido por monoterpenos y sesquiterpenos,
ademas el extracto etanélico mostré actividad antibacteriana sobre Bacillus subtilis
y Staphylococcus aureus, mientras que el extracto metandlico de B. morelensis tuvo
actividad antimicrobiana, antifingica y antiinflamatoria, estos efectos fueron
atribuidos a los compuestos fendlicos (fenilpropanoides, flavonoides y taninos
hidrolizables) (Hernandez et al.,, 2015). Por otra parte, Salinas et al. (2009)
reportaron actividad antimicrobiana de B. copallifera del extracto metandlico y de los
extractos hexanico y acetonico de B. grandifolia contra S. aureus y S. faecalis. Por
lo mencionado, es evidente que las especies de la tribu Bursereae tienen potencial

antimicrobiano (cuadro 2).
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Cuadro 2. Actividad biolégica de algunas especies de la tribu Bursereae.

Especie Extracto Partedela  Actividad Bioldgica Referencia
planta
B. graveolens Aceténico Antibacteriana
. Hoja Antibacterianay
Etandlico . .
antiinflamatoria
Acetato de etilo Antibacteriana Robles et al., 2005
- Antibacteriana
Etandlico Corteza . ‘y
antiinflamatoria
Acetato de etilo Antibacteriana

Antibacteriana,

. - n . Hernandez et al.,
B. morelensis Metandlico Corteza antiinflamatoria 'y

er 2015
antifdngica
Hexanico, acetdnico y Hoias Antibacterianay
metandlico ) antifdngico
B. copallifera Salinas et al., 2009
Hexanico, aceténicoy Tallo Antibacterianay
metandlico antifungico
Hexanico, acetdnico y Hoias Antibacteriana 'y
metandlico ) antifdngico
B. grandifolia Salinas et al., 2009
Hexanico, acetdnico y Tallo Antibacteriana 'y
metandlico antifdngico
Raja et al., 2011,
B. serrata Etandlico resina Antibacteriana Weckesser et al.,
2007
. - . . . Rojas y Rodriguez,
B. simaruba Etandlico Hojas Antibacteriana jasy &
2008
Cloroférmico . . Mothan
B. elongata . Corteza Antibacteriana . . Y
metandlico y acuoso Lindequist, 2005
Cloroférmi Moth
B. ameero Oljo. ormico, Corteza Antibacteriana . ° .an y
metandlico y acuoso Lindequist, 2005
Cloroférmico Mothan
C. parvifolia . ’ Corteza Antibacteriana . . y
metandlico y acuoso Lindequist, 2005
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Ademas de lo mencionado, se ha reportado variacién en la produccion de
compuestos en algunas especies de la tribu Bursereae, tales como el trabajo
realizado por Nolasco, quien en 2014 reporté la variacion significativa de la
produccion de compuestos de B. morelensis en la época de sequia y de lluvias. El
autor mencion6 que la especie presentd mayor acumulacion de compuestos no
polares en las ramas colectadas en la temporada seca, en comparacion con la
temporada de lluvias. Asi mismo, hubo mayor diversidad de flavonoides en los
extractos acetdnicos y metandlicos obtenidos de las hojas, y en los extractos

metanolicos de la corteza.

Por otra parte, en el aceite esencial de Aucoumea klaineana se ha
identificado principalmente monoterpenos (Koudou et al., 2009; Jazet et al., 2010) y
triterpenos en el extracto hexanico de las hojas de B. simaruba (Carretero et al.,
2008)

1.7 Beiselia mexicana (Forman)

Beiselia mexicana, conocida comunmente como “Copal de piedra” (apéndice 1), es
un arbol o arbusto dioico de hasta 8-10 m de altura (figura 1) (Forman, 1989), se
encuentra en crestas rocosas calizas, a 360-680 msnm (COFEMER, 2015). La
especie representa un grupo basal de la familia Burseraceae (Thulin et al., 2008) y
ha sido descrita y ubicada Unicamente en el bosque tropical caducifolio de la
localidad de Aquila, en el estado de Michoacan (México) (COFEMER, 2015), donde
la temporada de lluvias ocurre de junio a octubre, con rangos de temperatura 20.7
a 40.5°C y en temporada seca el rango de temperatura es de 16.9 a 40.1°C, la
precipitacion anual registrada es de 598 mm (Martinez, 2016)

13



B. mexicana es utilizada en ceremonias religiosas y como remedio medicinal para
tratar dolores lumbares y reumaticos, enfermedades bronco-respiratorias,
problemas circulatorios, tuberculosis y para reforzar el sistema inmunologico. Se
utiliza principalmente la resina y la corteza; la resina se aplica de forma directa en
el area afectada como comprensa, o se aspiran los vapores, la corteza es hervida y

tomada como infusion o agua de uso (Martinez, 2016).

Figura 1. Arbol y corteza de Beiselia mexicana (Imagen tomada de Naturalista, CONABIO, 2013).

De la especie B. mexicana no existen estudios poblacionales y los trabajos
de campo son escasos, de ellos solamente se tienen registradas siete colectas en
herbarios, sin embargo, actualmente hay una produccién de la especie para
satisfacer la demanda de los coleccionistas de suculentas (COFEMER, 2015). Por
otra parte, Martinez en el 2016 reporto la respuesta germinativa de la especie ex
situ para determinar los requerimientos basicos de germinacion en condiciones
controladas, para su estudio considerd la viabilidad en tiempos diferentes de

almacenamiento. Ademas de lo mencionado, no hay ningun informe o investigacion
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referente a la actividad farmacoldgica de la especie, por lo que con el presente
estudio se pretende avalar su uso medicinal como antimicrobiano y conocer su
composicion quimica, con lo cual se contribuird al conocimiento de las especies de
la familia Burseraceae y, en especial, al conocimiento de B. mexicana, que es una
especie endémica y de importancia econdmica para los habitantes de la localidad

de Aquila, en Michoacan.
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2. Pregunta cientifica

Las plantas tienen mecanismos de defensa estructurales y compuestos quimicos
que las protegen contra herbivoros y agentes patdgenos ¢Los extractos de la
corteza de la especie B. mexicana presentaran actividad antimicrobiana contra

agentes infecciosos de interés en salud publica en diferentes temporadas?
3. Hipotesis

Las especies de la familia Burseraceae poseen metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana, entre ellos terpenos y compuestos fendlicos, estos se
biosintetizan en respuesta a los factores fisicos, quimicos y bioldgicos con los que
interactian las especies. B. mexicana pertenece a la familia Burseraceae y es
utilizada para tratar padecimientos respiratorios e infecciosos, por lo que se espera
gue la especie presente actividad antimicrobiana y que tal efecto muestre variacion

en individuos colectados en distintas temporadas (seca y lluviosa).

4. Objetivos

4.1 Objetivo General
e Determinar y comparar el efecto antimicrobiano de Beiselia mexicana

colectada en temporada seca y de lluvias.

4.2 Objetivos particulares

e Obtener los extractos hexanico, aceténico y metandlico de la corteza de B.
mexicana colectada en las temporadas seca y de lluvias.

e Caracterizar cualitativamente la composicion quimica de los extractos.

e Evaluar cualitativa y cuantitativamente el efecto antibacteriano y antifingico
de los extractos.

e Obtener la cinética de crecimiento en la poblacion bacteriana mas susceptible
a los extractos.

e Comparar la composicién quimica cualitativa de la especie colectada en dos
temporadas del afio y relacionarla con la actividad antimicrobiana que

presenta.
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5. Materiales y métodos

5.1 Obtencion y caracterizacion de los extractos

5.1.1 Colecta del material vegetal

Para el presente estudio se llevaron a cabo dos colectas de la corteza de B.
mexicana, en la localidad de Aquila (Michoacdn, México) ubicada a 18°36’ latitud
norte y 103°30’ longitud oeste (figura 2). Las colectas se realizaron en dos épocas
del afio: temporada de lluvias (septiembre de 2016) y temporada seca (noviembre
de 2016). Un ejemplar de la especie se depositdé en el Herbario IZTA de la FES-

Iztacala para su identificacién taxondmica y obtencion del nimero de registro.

Michoacan

Aquila

Figura 2. Ubicacidn geografica de Aquila, Michoacan. (Imagen tomada de Naturalista
CONABIO, 2018).

17



5.1.2 Preparacion de los extractos

Para la obtencion de los extractos se tomaron 290 y 265 g de la corteza seca y
triturada, colectada en las temporadas de lluvias y seca respectivamente. Se
obtuvieron los extractos hexanico, acetdnico y metandlico mediante la técnica de
maceracion (Dominguez, 1979) (apéndice II). Los extractos liquidos se filtraron y se
concentraron por destilacion a presion reducida, se permitio la evaporacion total del
solvente y se determind su rendimiento por diferencia de peso entre los extractos
soélidos obtenidos y el material vegetal de partida. Los resultados se reportaron en

gramos y porcentaje.

5.1.3 Pruebas fitoquimicas de identificacién de los principales grupos de
metabolitos secundarios en los extractos.

La determinacién los principales componentes se realiz6 aplicando pruebas
fitoquimicas (Dominguez, 1979), estas pruebas fueron aplicadas para detectar la
presencia de fenoles (taninos, cumarinas y flavonoides), terpenos (monoterpenos,

triterpenos y esteroides), glucésidos (saponinas) y alcaloides (apéndice IlI).

5.2 Actividad antimicrobiana

5.2.1 Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana se evalu6 sobre 9 cepas de bacterias Gram positivas y

10 Gram negativas (cuadro 3).

Cuadro 3. Cepas bacterianas utilizadas para los bioensayos.

Enterobacter aerogenes** S. typhy**

E. gergoviae** Serratia marcescens**
Enterococcus faecalis* Staphylococcus aureus 23MR*
Eschericia coli 82MR** S. aureus ATCC 29213*

E. coli CUSI** S. aureus cc*

Klebsiella oxytoca ATCC 8724**
K. penumoniae ATCC 13883**
Micrococcus luteus*

. aureus CUSI*

. aureus FES-C*

. epidermidis ATCC 12228*
. epidermidis FES- C*

“nh L u un

Pseudomonas aeruginosa**

Salmonella enterica**

* Gram positiva; ** Gram negativa.
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e Evaluacion cualitativa

Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos se utilizd6 el método de
difusion en agar de Kirby-Baler (apéndice IV) (Koneman et al., 2006) para
determinar las bacterias mas susceptibles a los extractos, los cuales inhiben el
crecimiento de los microorganismos al difundirse en el medio de cultivo Mueller-

Hinton.

Se prepararon discos estériles de papel filtro de 5 mm de diametro que fueron
impregnados con 2 mg de los extractos. Para los controles positivos se impregnaron
discos con 25 ug de cloranfenicol, para los controles negativos se impregnaron

discos con 10 pL del solvente correspondiente (hexano, acetona y metanol).

A partir de los cultivos de microorganismos, se preparo el indculo ajustandolo
a una turbidez igual a la del tubo 0.5 de la Escala de McFarland, que equivale a 1.5
x 108 UFC/mL (Bailey et al., 1987).

Cada in6culo se sembré masivamente en la superficie seca de placas de agar
Mueller-Hinton, las placas se dejaron reposar de 3 a 5 minutos. Después se
colocaron los sensidiscos con ayuda de pinzas estériles. Posteriormente se

procedio a la incubacién a 37 °C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se medio el diametro de los halos de
inhibicion del crecimiento de los microorganismos. Cada bioensayo se realizd por

triplicado.
e Evaluacién cuantitativa

Para determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon
bactericida minima (CBM) de los extractos sobre las cepas bacterianas, se utilizo el

método modificado de dilucion en agar (apéndice V) (Koneman et al., 1985).

Las concentraciones utilizadas para los bioensayos fueron de 0.25 a 3.0
mg/mL de los extractos, las cuales se incluyeron en micro placas de 96 pozos. A
cada pozo se le adicionaron por triplicado 50 pL del in6culo microbiano (1X10°

UFC/mL). Como control negativo se prepararon pozos con alicuotas de los
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solventes utilizados, y como control positivo pozos con diferentes concentraciones

de cloranfenicol (1 a 15 pg/mL).

Las placas se incubaron durante 24 h a 37°C y posteriormente se determind
la CMI la cual fue la concentracién en donde se observé una disminucion drastica
del crecimiento microbiano. La CBM fue la concentracion en la que ya no se observé

crecimiento microbiano.
e Cinética de crecimiento en la poblacién bacteriana

Para evaluar el efecto de los extractos sobre la cinética de crecimiento en la
poblacion bacteriana (apéndice VI) (Método modificado por Avila, 1996), para cada
extracto se utilizé una cepa Gram positiva y una Gram negativa; se monitoreo el
crecimiento de las poblaciones al ser expuestas a diferentes concentraciones del
extracto (1/2 CMI, CMI y CBM) durante 24 horas.

5.2.2 Actividad antifungica

La actividad antifingica de los extractos se evalué sobre tres cepas de hongos

levaduriformes y cuatro hongos filamentosos (cuadro 4).

Cuadro 4. Cepas fuingicas utilizadas para los bioensayos

Hongos miceliados Hongos levaduriformes
Aspergillus niger Candida albicans 17 MR
Fusarium moniliforme CDBB-H-265 C. glabrata
F. sporotrichum C. tropicalis

Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112

e Evaluacion cualitativa

El ensayo contra hongos filamentosos se llevo a cabo con el método de cualitativo
de inhibiciébn del crecimiento radial (apéndice VII) (Wang y Bun, 2002). Para

determinar el efecto inhibitorio de los extractos.

Los ensayos se realizaron en placas Petri (100 x 15 mm) con 20 mL de agar

papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), en el cual se inocularon botones de
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5 mm de didmetro del micelio. Se colocaron discos previamente impregnados con
2 mg de extracto, discos con 60 pg de Ketoconazol (control positivo) y discos con
10pL del solvente correspondiente (control negativo) los cuales se dejaron evaporar
por 12 h.

Las placas fueron incubadas a 25+ 1 °C durante 72 h hasta que el crecimiento
micelial se desarrolld. Los resultados se reportaron como positivo 0 negativo,
tomando en cuenta la inhibicion del crecimiento radial del hongo, lo cual es evidente
por la formacion de zonas de inhibicion similares a medias lunas alrededor de los

sensidiscos. Cada bioensayo se realiz6 por triplicado.

Para evaluar la actividad antifungica de los extractos sobre los hongos
levaduriformes se utilizé6 el método de difusion en agar Kirby-Baler (apéndice V)
(Koneman et al., 2006), los bioensayos se realizaron de la misma forma que para
bacterias, sin embargo, en estos ensayos para el control positivo se impregnaron
sensidiscos con 30 pg de Nistatina y para los controles negativos se impregnaron

discos con 10uL del solvente correspondiente (hexano, acetona y metanol).
e Evaluacion Cuantitativa

El ensayo sobre hongos miceliados se llevo a cabo mediante el método de dilucion
en agar en hongos miceliados (Wang y Bun, 2002) (apéndice VIII) en cajas de 24
pozos, cada pozo contenia 1.5 mL de agar PDA en la que se incluyeron por triplicado
una serie de concentraciones (0.25 a 4.0 mg/mL). En el centro de cada pozo se

coloco el inéculo fungico que consistiéo en 1 mm de didmetro de micelio.

Las placas fueron incubadas a 28°C durante 72 horas, hasta que el
crecimiento micelial se desarroll6. Pasado el tiempo de incubacién, se medié el

didmetro de crecimiento de micelio.

Los resultados se reportaron en porcentaje de inhibicién, teniendo en cuenta
gue la concentracion que representa el 100% de inhibicion es aquella en la que ya
no se observa crecimiento, la cual corresponde a la concentracion fungicida minima

(CFM). Ademas, se determiné la CFso mediante un andlisis de regresion, al graficar
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las concentraciones y el porcentaje de inhibicibn mostrado por el extracto. Cada

bioensayo se llevo a cabo por triplicado.

Por otra parte, para los hongos levaduriformes, la determinacion cualitativa
se realiz6 de la misma forma que para bacterias, mediante el método de dilucién en
agar (apéndice V), en este caso se utiliz6 como medio de cultivo caldo Sabouraud
y con los resultados se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion fungicida minima (CFM), esta Ultima corresponde con la
concentracion en la que ya no se observd crecimiento microbiano en los pozos

experimentales.

5.3 Andlisis estadisticos

Para conocer las diferencias y similitudes en el efecto antimicrobiano de los
extractos se realiz6 un ANOVA multifactorial, para ello se tomaron como factores
las temporadas de colecta, los extractos, y las concentraciones. Ademas, para
determinar la CFso en los ensayos con hongos miceliados se realizaron anélisis de

regresion logaritmica para lo cual se empleé el software Excel 2013.
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6. Resultados

6.1 Obtencion y caracterizacion de

los extractos

6.1.1 Datos etnobotanicos de B. mexicana

Cuadro 5. Datos generales de B. mexicana.

Familia

Nombre cientifico
Nombre comun
Numero de registro
Parte utilizada
Forma de uso

Fecha de colecta

Lugar de colecta

Coordenadas
Altitud

Colector

Buseraceae

Beiselia mexicana Forman

Copal de piedra

3218 *

Corteza

Infusion o agua de uso
Septiembre y noviembre de 2016

Mpio. Aquila, “La Virgencita” limites entre
las localidades de Ostula y Aquila,
Michoacdn (México).

18°36’52.97” Ny 103°292.97” O
614 msnm

Bidl. Carlos Verdia Guzman

*N° de registro de B. mexicana proporcionado por el Herbario de la Fes Iztacala.

6.1.2 Extraccioén

Los extractos metandlicos fueron los

mas abundantes con 60.00 y 25.48 g de las

temporadas de lluvias y seca, correspondientes a 20.69 y 9.62% respectivamente

(cuadro 6). El menor rendimiento lo presentd el extracto aceténico (temporada de

lluvias), con 0.25%, y el extracto hexanico (temporada seca) con 1.62%.

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos de la corteza de B. mexicana
colectada en la temporada de lluvias y seca.

Te(;::)e::aa da Extracto (8) (%)
Hexanico 5.70 1.78

Lluvias Acetonico 0.74 0.25
Metandlico 60.00 20.69

Hexanico 4.28 1.62

Seca Acetonico 11.71 4.42
Metandlico 25.48 9.62

El rendimiento en g se determind con respecto a 290 y 265 g de corteza seca y
fragmentada, para las colectas de la temporada de lluvias y seca, respectivamente.
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6.1.3 Pruebas fitoquimicas de los extractos

Las pruebas de identificacion de los grupos de metabolitos secundarios, el extracto
metandlico de la corteza colectada en la temporada seca resultaron positivas para
todos los grupos principales de metabolitos secundarios, excepto alcaloides (cuadro
7), el extracto acetonico presentd flavonoides, el hexanico glucosidos y
monoterpenos. En ambos extractos las pruebas fueron positivas para esteroides.
De igual manera, los terpenos se encontraron en los tres extractos de la corteza
colectada en la temporada de lluvias. Ademas, el extracto metandlico presentd
taninos, mientras que el extracto aceténico dio pruebas positivas para flavonoides y

esteroides.

Cuadro 7.Principales grupos de metabolitos secundarios (MS) en los extractos de B. mexicana.

Temporada de lluvias Temporada Seca
Extractos Extractos
MS Hexdnico  Aceténico Metandlico Hexanico  Aceténico Metandlico

Fenoles

v Prueba general + + + - -

v' Taninos - - + - -

v" Cumarinas - - - - - -

v Flavonoides - + - - + -
Terpenos

v" Prueba general + + + + + +

v’ Triterpenos - - - - - -

v’ Esteroides + + - + + +

v" Monoterpenos + + + + - -
Glucésidos

v Prueba general - - - + -

v Saponinas - - - - -
Alcaloides
v Prueba general - - - - - -
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6.2 Actividad antimicrobiana

6.2.1 Actividad antibacteriana

e Evaluacioén cualitativa

Todos los extractos de B. mexicana mostraron actividad antibacteriana sobre al
menos tres cepas bacterianas. Los extractos de ambas temporadas inhibieron seis
cepas bacterianas Gram positivas, mientras que los extractos de la temporada seca
impidieron el crecimiento de cuatro cepas Gram negativas; dos cepas mas que los
extractos de la temporada de lluvias. Sin embargo, los extractos metandlicos y
aceténicos inhibieron un mayor numero de cepas, en comparacion con los

hexanicos (cuadro 8).

De los extractos de la corteza colectada en la temporada seca, el extracto
metandlico fue el mas activo al inhibir el crecimiento bacteriano de nueve cepas
(cinco Gram-positivas y cuatro Gram-negativas) mostrando mayores halos de
inhibicién (entre 6.00 y 12.33 mm), por otra parte, el extracto mas eficaz de la
temporada de lluvias fue el extracto acetonico, el cual mostré actividad sobre seis
cepas bacterianas (cuatro Gram-positivas y dos Gram negativas), con halos de
inhibicion entre 4.33 y 8.00 mm. Los resultados de la actividad antibacteriana de los
extractos de ambas temporadas presentaron diferencias significativas comparadas

con el control (p < 0.5).
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Cuadro 8. Actividad antibacteriana de los extractos de B. mexicana: comparacion por temporada de colecta.

Temporada de lluvias Temporada seca

Microorganismos Control positivo Extractos Extractos

(Cloranfenicol) Hexanico Acetdnico Metandlico Hexanico Acetdnico Metandélico
E. feacalis ATCC 14506* 16.00 £ 0.82 Na Na Na Na 8.00 +0.00 9.00 +1.00
M. luteus ATCC 10240a* 32.00 £ 0.00* 7.00 £ 0.00 Na Na Na 11.33+0.57 12.33+1.53
S. aureus 23MR* 22.33+0.47* Na Na 6.00 +0.00 7.33+0.57 7.33+0.57 9.66 + 0.57
S. aureus ATCC 29213* 20.00 £ 0.00* Na 8.00+1.00 10.00+1.00 Na Na Na
S. aureus cc* 16.33+0.47* 6.00 £ 0.00 7.33+0.57 10.66 £ 1.15 Na Na Na
S. aureus FES-C* 22.33 £ 0.00* Na 6.66 + 1.15 Na 7.33+0.57 7.00 £0.00 10.33 £ 0.57
i'zzg’:fr midis ATCC 18.00 + 0.81* Na 8.00 £ 0.00 10.66 + 1.15 Na 10.66 t 15 Na
S. epidermidis FES-C* Nd Na Na Na Na Na 7.00£0.00
E. coli CUSI~ 23.00 £ 0.00 Na Na Na Na Na 8.66 + 0.58
ggg’;ﬁ’mon"ae ATCC 27.00 + 0.00* 6.66 +0.57 6.50 £ 0.70 6.00:0.00  7.00+0.00 6.66 + 0.57 6.00 + 0.00
;)%gg;‘fg"”osa ATCC Nd Na 8.00 +1.00 Na 8.00 + 1.00 7.00 £ 0.00 9.66 +0.58
S. tiphy ATCC 19430- 19.33 £ 0.47 Na Na Na Na Na 6.0 +0.00

Halos de inhibicion en mm. Valores promedio de tres repeticiones + DE. Los sensidiscos se probaron con 2 mg de extracto. Control positivo: sensidiscos con 25ug de
cloranfenicol. *Estadisticamente significativo (p < 0.05). Na: no presento actividad. Nd: no determinado; + Gram positiva; - Gram negativa.
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e Evaluacién cuantitativa

En la evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana, los extractos de la
corteza colectada en la temporada seca fueron mas activos ya que, el extracto
metandlico mostré6 los menores valores de CMI (cuadro 9). Las cepas mas
susceptibles al extracto metandlico fueron M. luteus ATCC 10240 y P. aeruginosa
ATCC 27853, al mostrar valores de CIM de 0.25 mg/mL y CBM mayores 3 mg/mL.
Para el extracto acetonico, E. faecalis ATCC 14506 fue la mas susceptible ya que
su crecimiento fue inhibido con concentraciones de 0.25y 0.75 mg/mL para CIM y
CBM, respectivamente. El extracto hexanico fue el menos activo, ya que mostro
valores de CIM y CBM mayores a 3 mg/mL en todas las cepas bacterianas

susceptibles.

En cambio, se observo menor efecto inhibitorio en los extractos de la corteza
colectada en la temporada de lluvias, ya que inhibié un menor niumero de cepas
bacterianas (8 cepas) y los valores de CMI y CBM fueron mayores (cuadro 10) en
comparacion con los extractos de la corteza obtenida en la temporada seca. En este
caso, las cepas mas susceptibles al extracto aceténico fueron S. aureus cc, S.
aureus 23MR y S. aureus ATCC 29213 con 3mg/mL de CIM.

Cuadro 9. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion Bactericida Minima (CBM) de los
extractos de B. mexicana colectada en la temporada seca

Extracto

Microorganismos Hexanico Acetonico Metandlico

CiM CBM CiM CBM CiM CBM
M. luteus ATCC 10240a* Na Na Nd Nd 0.25 >3.00
E. faecalis ATCC 14506* Na Na 0.25 0.75 >3.00 >3.00
S. aureus 23MR* >3.00 >3.00 3.00 >3.00 0.5 >3.00
S. aureus FES-C* Nd Nd Nd Nd 0.75 >3.00
S. epidermidis ATCC 12228* Na Na Nd Nd Na Na
S. epidermidis FES-C* Na Na Na Na >3 >3.00
E. coli CUSI~ Na Na Na Na >3 >3
K. penumoniae ATCC 13883~ >3.00 >3.00 >3.00 >3.00 3.00 >3.00
P. aeruginosa ATCC 27853 >3.00 >3.00 3.00 >3.00 0.25 >3.00
S. typhy ATCC 19430 Na Na Na Na Nd Nd

Datos expresados en mg/mL. Na

: no presento actividad. Nd: no determinado; + Gram positiva; - Gram negativa
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Cuadro 10. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion Bactericida Minima (CBM) de los extracto

de B. mexicana colectada en la temporada de lluvias

Extracto
Microorganismos Hexanico Acetdnico Metandélico

CiM CBM CIM CBM CIM CBM
M. luteus ATCC 10240a* >3.00 >3.00 Na Na Na Na
S. aureus 23MR* Na Na Na Na >3.00 >3.00
S. aureus ATCC 29213* Na Na 3.00 >3.00 >3.00 >3.00
S. aureus cc* >3.00 >3.00 3.00 >3.00 >3.00 >3.00
S. aureus FES-C* Na Na >3.00 >3.00 Na Na
S. epidermidis ATCC 12228* Na Na >3.00 >3.00 >3.00 >3.00
K. penumoniae ATCC 13883~ >3.00 >3.00 >3.00 >3.00 >3.00 >3.00
P. aeruginosa ATCC 27853 Na Na Nd Nd Na Na

Datos expresados en mg/mL. Na: no presentd actividad. Nd: no determinado; + Gram positiva; - Gram negativa.

e Cinética de crecimiento en la poblacién bacteriana.

La cinética de crecimiento de la cepa bacteriana S. aureus 23 MR se presenta en la

figura 3, en donde se observa que el extracto metandlico de la colecta de la

temporada de lluvias ejerce efecto bactericida en las concentraciones de 6.0 y 9.0

mg/mL, ya que provoco la muerte del 99.9% de la poblacién bacteriana a las 24 h

de haber aplicado las concentraciones mencionadas (figura 3a).

Por otra parte, las concentraciones evaluadas del extracto metandlico

(temporada seca) Unicamente produjeron un efecto bacteriostatico en la poblacion

microbiana. En la concentracion de 6.0 mg/mL se observa que a partir de las 8 h la

poblacion bacteriana se mantiene en una fase estacionaria, es decir, la proliferacion

se detiene, mientras que la concentracién de 0.5 mg/mL desde las 6 h hasta las 24

h aumenta el crecimiento de las UFC, no obstante, el nimero de sobrevivientes

disminuye un 15% respecto al control (figura 3b).

La curva de crecimiento de la cepa K. pneumoniae se muestra en la figura 4,

donde se observa que el crecimiento bacteriano disminuyé 33% con todas las

concentraciones usadas del extracto metandlico de la colecta de la temporada de

lluvias, después de las 24 h, respecto al control (figura 4a). Sin embargo, el extracto
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metanodlico de la colecta de la temporada seca redujo el 99.9% del crecimiento
bacteriano con la concentracion de 9 mg/mL a las 12 h después de su aplicacion,
en tanto, con la concentracion de 6 mg/mL se produjo el mismo efecto bactericida,
pero a las 24 h después de la aplicacion del extracto, la concentracion de 3 mg/mL

redujo el 34% del crecimiento de la cepa bacteriana a las 24 h (figura 4b).
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones del extracto metandlico sobre el crecimiento en la
poblaciéon bacteriana sobre S. aureus 23 MR. a) Extracto metandlico de B. mexicana colectada en
temporada de lluvias. b) Extracto metandlico de B. mexicana colectada en temporada seca. UFC:

unidades formadoras de colonias.
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones del extracto metandlico sobre el crecimiento en la
poblacién bacteriana sobre K. pneumoniae a) Extracto metandlico de B. mexicana colectada en la

temporada de lluvias. b) Extracto metandlico de B. mexicana colectada en la temporada seca. UFC:
unidades formadoras de colonias.
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6.2.2 Actividad antifungica

e Evaluacion cualitativa

En la evaluacion cualitativa de la actividad antifungica, los extractos de la colecta de la
temporada seca fueron los mas activos al inhibir un mayor nimero de cepas fungicas (4
cepas de hongos miceliados), en comparacion con los de la colecta de la temporada de
lluvias que inhibieron Unicamente dos cepas (cuadro 11).

T. mentagrophytes fue susceptible a los extractos acetonico y metandlico
(temporada de lluvias); y A. niger mostro susceptibilidad a los tres extractos de B. mexicana
colectada en la temporada de lluvias. En cuanto a los extractos de la colecta en la
temporada seca, el crecimiento radial de T. mentagrophytes fue inhibido por el extracto
hexanico y metandlico; mientras que en A. niger y F. moniliforme su crecimiento radial fue
inhibido por los extractos metandlico y acetonico, respectivamente. Por ultimo, los tres
extractos fueron activos para F. sporotrichum (cuadro 11).

Cuadro 11. Inhibicién del crecimiento radial de los extractos de B. mexicana sobre hongos
miceliados.

Temporada de lluvias Temporada seca
Extractos Extractos
Hongo
Hex Ace Met Hex Ace Met
A. niger + + + - - +
F. moniliforme CDBB-265 - - - - + -
F. sporotrichum - - - + + +
T. mentagrophytes CDB-H-1112 - + + + - +

+ Prueba positiva, - Prueba negativa, Hex: hexdnico, Ace: aceténico, Met: metandlico.

e Evaluaciéon cuantitativa

En la evaluacion cuantitativa de la actividad antifingica, de los extractos de la
corteza colectada en la temporada de lluvias, el extracto metandlico presentd mayor
actividad sobre A. niger, con una CFs, de 0.65 mg/mL (cuadro 12), seguido del
extracto hexanico, con CFs, de 0.93 mg/ mL. En cambio, el extracto acetonico

mostré una menor actividad, con una CFs, de 2.11 mg/mL. Los tres extractos
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mostraron valores de CFM mayores a 4.00 mg/mL (figura 5a). En tanto la actividad
antifingica de los extractos sobre T. metagrophytes, el extracto acetonico presento

una CFs, 4.07 mg/mL y el extracto metandlico una CF,5 de 5.3 mg/ mL (figura 5b).

Para los extractos de la corteza colectada en la temporada seca, el extracto
metandlico tuvo una CFs, de 1.1 mg/ mL sobre A. niger (cuadro 12), por otro lado,
el extracto acetonico presentd una CFs, de 4.7 mg/ mL sobre F. moniliforme, ambos

extractos obtuvieron una CFM mayor a 4.00 mg/mL (figura 6).

Cuadro 12. Concentracion fungicida media (CFso) de los extractos de B. mexicana sobre hongos
filamentosos.

Extractos
Hexanico Acetonico Metandélico
Microorganismos Seca Lluvias Seca Lluvias Seca Lluvias
A. niger - 0.93 - 211 1.1 0.65
F. moniliforme CDBB-H-265 - - 4.7 - - -
T. mentagrophytes CDBB-H-1112 - - - 4.07 - *5.03

*CF2s = Concentracion fungicida que inhibe el crecimiento radial en un 25%, - no presento actividad.
Unidades expresadas en mg/ mL.
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento radial de los extractos de B. mexicana colectada en la
temporada de lluvias. a) Inhibicion del crecimiento radial sobre A. niger. b) Inhibicion del
crecimiento radial sobre T. mentagrophytes CDBB-H-111
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moniliforme CDBB-H-265.
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7. Discusion

En la actualidad existe un interés creciente en la medicina alternativa para el
tratamiento enfermedades que afectan a los seres humanos (Soto et al., 2002). La
especie B. mexicana resulta de interés en la localidad de Aquila, Michoacan, debido

a las propiedades medicinales que se le atribuyen.

De acuerdo con el rendimiento obtenido de los extractos, este vario en los
extractos de la corteza obtenida en las dos temporadas, el mayor rendimiento lo
presentaron los extractos metandlicos, con 20.69% y 9.62% para la temporada de
lluvias y seca respectivamente, lo que indica que la especie acumula una mayor
proporcion de compuestos polares. Esta diferencia se debe a la variacion estacional
que afecta la presencia de metabolitos secundarios asociado con factores externos,
como el periodo de floracion, la temperatura, el suministro de nutrimentos y la
intensidad de luz (Hosler y Mikita, 1987), ya que el clima influye en un momento
determinado en su crecimiento, desarrollo y en especial en la produccion de sus

metabolitos secundarios (Acosta, 2003).

La capacidad de las plantas para sintetizar MS, le sirve como mecanismo de
defensa contra la depredacién de microorganismos, insectos y herbivoros (Muphy,
1999) y para evitar el proceso de enfermedad causado por agentes patdogenos
(hongos, bacterias, virus y nematodos) y factores abibéticos como falta de
nutrimentos, agua, radiaciones, sequia, humedad entre otros; es decir, en
condiciones ambientales estresantes (Alvarez-Loayza y Terborgh, 2013). B.
mexicana presentd tres de los cuatro grupos principales de MS, los cuales fueron
fenoles, terpenos y glucosidos. En el extracto acetdnico de la temporada de lluvias
se identificaron flavonoides y esteroides, esto coincide con lo obtenido por otros
autores que han reportado resultados similares para otras especies de la familia
Burseraceae, principalmente organismos representantes del género Bursera, tal es
el caso de Suleiman (2014), quien report0 la presencia de flavonoides en el extracto
acetonico de la madera del tallo de C. opobalsamum y con Moustapha (2014), quien
identificoO acidos fendlicos en la corteza de B. simarumba. Mientras que para el

extracto metandlico de la temporada seca se identificaron saponinas, esteroides y
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taninos, lo cual concuerda con Afsar et al., (2012) quien identifico flavonoides,
esteroides y saponinas de B. serrata. Los flavonoides brindan proteccién contra la
radiacion ultravioleta, patdgenos y herbivoros; ademas de que les confiere un efecto
importante en la durabilidad de la madera de las plantas arborescentes, ya que las
protege contra la colonizacion de hongos. De la misma manera, los taninos son
conservantes naturales y agentes antifingicos que se encuentran en altas

concentraciones en las cortezas (Zucker, 1983; Nascimiento, 2013).

El extracto metandlico de la corteza de B. mexicana colectada en la temporada
seca inhibié el crecimiento bacteriano de nueve cepas, mientras que los extractos
acetonico y metandlico (temporada de lluvias) inhibieron el crecimiento de seis
cepas bacterianas. Las especies mas susceptibles a los extractos fueron K.
pneumoniae, P. aeruginosa y S. aureus, los cuales son microorganismos de
importancia clinica. S. aureus provoca infecciones en la piel, faringoamigdalitis,
neumonia, artritis séptica e intoxicacion séptica, al igual que K. pneumoniae, que
causa neumonia, infecciones en la vias urinarias e infecciones en los tejidos
blandos. Aunque no hubo informes en la literatura de la actividad antimicrobiana
para la especie estudiada, se ha reportado actividad antimicrobiana de especies de
la misma tribu, tal es el caso de B. simaruba, por ejemplo, Camporese et al. (2003)
mencionaron que el extracto hexanico de la corteza de la especie mencionada
mostro actividad antibacteriana contra E. coli y P. aeruginosa. Asi mismo, Bork et
al. (1996) reportaron actividad contra M. luteus. También Salinas (2009) reportd que

el extracto acetonico de B. copallifera fue activo contra S. aureus.

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en este trabajo fueron
menores para los extractos de B. mexicana colectados en temporada seca; el
extracto acetonico con 0.25 mg/mL contra E. faecalis y el extracto metandlico con
0.25 mg/mL contra P. aerugnosa y M. luteus. Estas concentraciones pueden ser
relativamente altas comparadas con farmacos utilizados para inhibir el crecimiento
bacteriano, como el cloranfenicol que inhibe el crecimiento de poblaciones

bacterianas en concentraciones de 1 a 4 pg/mL, sin embargo, algunas aplicaciones
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topicas se usan como agentes antibacterianos en una concentracion de 0.25%

(Camporese et al., 2003).

La actividad antimicrobiana de plantas se atribuye a su compaosicion quimica,
con frecuencia se hace referencia a los compuestos fendlicos (Nychas, 1995), las
plantas los sintetizan en respuesta a infecciones microbianas, por lo que se ha
encontrado que son sustancias antimicrobianas eficaces contra una amplia gama
de microorganismos (Nascimiento, 2013). En este sentido, existen estudios que
reportan que algunos compuestos fendlicos tienen actividad antibacteriana y
presentan valores de CIM similares a los obtenidos en el presente trabajo, como el
2,6-dimetilfenol, con 2.00 mg/mL, y el butil-hidroxitolueno, con 5.00 mg/mL contra
S. mutans (Greenberg et al., 2008). Por otra parte, Mori et al., en 1987 realizaron un
estudio sobre la actividad antibacteriana y el modo de accion de 30 fenoles
flavonoideos frente a S. aureus, examinaron la relacion estructura-actividad de
dichos compuestos y comprobaron que los flavonoides que mostraban actividad
poseian un grupo hidroxilo libre sobre los anillos Ay B, esto respalda la idea de que
Su objetivo microbiano es la membrana. Sin embargo, varias sustancias tienen un
efecto opuesto, es decir, cuanta méas hidroxilacion, mayor es la actividad
antimicrobiana, esto ha sido reflejado para compuestos fenélicos simples (Sato et
al., 1996). Asi mismo, a los taninos se les atribuye actividad antimicrobiana, su modo
de accién puede estar relacionado con su capacidad de desactivar adhesinas
microbianas, enzimas, proteinas transportadoras de envoltura nuclear, entre otras
(Ya, 1988).

El extracto metandlico de la temporada de lluvias ejercié un efecto bactericida
sobre S. aureus 23 MR, con concentraciones de 6 y 9 mg/mL a las 24 h de haber
aplicado las concentraciones mencionadas. Por el contrario, el extracto metandlico
de la temporada seca produjo un efecto bacteriostatico. En general, los
antimicrobianos bactericidas inhiben la sintesis de la pared, alteran la membrana
citoplasmatica o interfieren en algunos aspectos del metabolismo del ADN vy los
bacteriostaticos inhiben la sintesis proteica, excepto los aminoglucoésidos (Calvo y
Martinez-Martinez, 2009). Es importante destacar que S. aureus ha generado una
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resistencia a los antibidticos (Mensa et al. 2013). Referente a la cinética de
crecimiento bacteriano de K. pneumaniae, el extracto metandlico obtenido de la
colecta de la temporada seca fue el mas efectivo al tener un efecto bactericida,
puesto que inhibié el 99.9% del crecimiento bacteriano. Velazquez et al. (2013)
reportd un caso de infeccidbn nocosomial por K. pneumaniae resistente a un
antibiético de espectro extendido, esto es de suma gravedad pues limita ain mas
los tratamientos alépatas, por ello es de suma importancia generar lineas de

estudios de nuevos antimicrobianos.

Respecto al efecto antifingico, los tres extractos de B. mexicana colectada en
la temporada de lluvias inhibieron el crecimiento radial de A. niger y el extracto
acetonico y metandlico inhibieron a T. mentagrophytes, ambas especies de hongos
son consideradas oportunistas. T. mentagrophytes causa micosis superficiales que
afectan piel, pelo y ufias; por su parte, A. niger provoca aspergilosis pulmonar y
aspergiloma que se desarrolla en una zona de enfermedad pulmonar o cicatrizacion
pulmonar previa. Las CFso, menores fueron las mostradas por el extracto metandlico
correspondiente a la temporada de lluvias, con 0.65 mg/mL contra A. niger, mientras
que para T. mentagrophyes el extracto aceténico mostro una CFs, de 6.5 mg/mL.
En cambio, los extractos de la temporada seca inhibieron el crecimiento de F.
sporotrichum, que causa infecciones localizadas en lesiones producidas por
traumatismos vy tiene la capacidad de adherirse al material de plastico como los
catéteres y lentes de contacto, el extracto acetonico inhibié el crecimiento de F.
moniliforme, mientras que el crecimiento de T. metagrophyes disminuy6 con los
extractos hexanico y metandlico. A. niger fue inhibido por el extracto metandlico con
una CFs, de 1.1 mg/mL, entre tanto, el extracto aceténico mostro una CFs, de 4.7

mg/mL sobre el hongo mencionado.

Las concentraciones fungicidas de los extractos obtenidas en el presente
trabajo sobre los hongos mencionados son mayores que las reportadas por Serrano
(2013) y que las reportadas para el ketoconazol (utilizado como control positivo).
Serrano (2013) menciona que la actividad antifungica de la particion metandlica de

B. morelensis mostré una CFs, de 0.78 mg/mL sobre T. mentagrophytes. Por otra
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parte, Montes de Oca-Marquez et al. (2017) reportd una CFso de 0.02 mg/mL sobre
la cepa mencionada. De acuerdo con estos resultados es importante mencionar que
el ketoconazol es un antimicético de amplio espectro constituido por un solo
compuesto activo, en cambio los extractos son mezclas de compuestos, por lo que
los resultados obtenidos para los extractos de B. mexicana pueden considerarse

aceptables.

Los efectos del aumento de lluvias causan en las plantas enfermedades
severas por hongos y mohos (Garrett et al., 2013), se ha reportado que la actividad
antifingica puede deberse a algunos grupos de metabolitos secundarios
identificados, como las saponinas y los flavonoides, ya que el efecto antimicrobiano
de estos grupos de MS ha sido documentado, tal es el caso del estudio realizado
por Sindambiwe et al. (1998) quienes reportaron la actividad antifingica con
mezclas de saponinas las cuales inhibieron el crecimiento de una especie del
género Trichopyton. De igual manera, Li et al. (1999) reportaron la actividad
antifngica de tres saponinas contra una especie del género Aspergillus. El
mecanismo de accidn antifangica de los fenoles puede estar relacionado con la
inhibicién de la germinacion de los conidios en los hongos miceliados, otro posible
mecanismo puede ser la inactivacion de la sintesis de aminoacidos esenciales
(Rodriguez-Maturino et al., 2015).

Por lo mencionado, es evidente que el extracto metandlico de la corteza de B.
mexicana colectada en temporada seca mostré6 mayor actividad antimicrobiana, es
preciso destacar que también presentd la mayoria de los metabolitos secundarios,
excepto alcaloides. Las diferencias en el efecto biolégico y en composicion quimica
de los extractos se deben a varios factores entre los que se pueden incluir las
condiciones ambientales, la falta de nutrimentos, radiacion solar, la depredacion,
enfermedades y el déficit de agua, que pueden restringir el crecimiento de las
plantas y reducir la velocidad fotosintética. En tales condiciones, los carbohidratos
no estructurales tienden a acumularse y pueden explicar el incremento en la sintesis
de sustancias de defensa, basadas en carbonos perteneciente al metabolismo

secundario. La confirmaciéon de este balance en carbono—nutrimentos ha sido
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encontrada en especies que se desarrollan en medios de baja disponibilidad de
nutrimentos, o de agua, en las que se produce un aumento de taninos, lignina,
fenoles y/o glucésidos (Bryant y Julkunen-Tiitto, 1995). De igual modo, Kumar
(1997) reporté que los distintos compuestos que puede producir una especie
presentan una determinada distribucion dentro los 6rganos, los tejidos y las células
de una planta, y ello responde a menudo a las influencias ambientales; en el caso
de los MS presentes en la madera son cruciales para su durabilidad, debido a que
retardan la descomposicion y la protegen contra los organismos de descomposicion
y la concentracién puede variar de una temporada a otra (Taylor et al., 2006;
Santana et al., 2010).
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8. Conclusion

El presente trabajo comprueba que B. mexicana posee actividad antimicrobiana, tal
efecto varia de acuerdo con la temporada de colecta, lo cual se debe a la respuesta
de la especie ante las diferentes condiciones y factores de estrés biotico y abidtico
a los que se encuentra sometida. Ademas, se encontraron diferencias en la
composicion quimica de los extractos obtenidos de la corteza colectada en las dos
temporadas, siendo la corteza de la temporada seca la que presenta mayor
diversidad de grupos de metabolitos secundarios. Los resultados permiten avalar el
uso de B. mexicana en el tratamiento de enfermedades de posible origen infeccioso
y permiten confirmar que la acumulaciéon de metabolitos secundarios en las plantas
ocurre de manera diferencial.
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9. Apéndices
9.1 Apéndice |

a) Descripcién botanica de B. mexicana

Arbol o arbusto dioico de hasta 8-10 m de altura, tronco hasta a 1 m de diametro.

Las ramas de 1 a 2 afios de edad se encuentran cubiertas con una corteza coriacea

de color marron rojizo oscuro, lisa con protuberancias puntiagudas aplanadas

lateralmente formadas a partir de las bases de peciolo, de 7 mm de largo, la corteza

mA&s vieja se torna gris. Las hojas tienen superficie superior de raquis y costillas

medias de foliolos rojizos, foliolo
terminal ovado a ampliamente
ovado, foliolos laterales opuestos o
sub-opuestos, sésiles, base
desigualmente  truncada, apice
aguda, nervios 10-12 pares, cada
nervio termina en un diente marginal,
el margen es dentado grueso, la
superficie superior es pubérula, la
superficie inferior es poco
pubescente, es delgadamente
papiracea; peciolo (arriba de la base)
largo con la base extendida
dorsiventralmente, oblicua y
ampliamente subtriangular en la vista
lateral con el lado inferior (dorsal)
mas largo y convexo (Forman, 1989).

Las Inflorescencias: macho 6-
10 cm y hembra 9-11 cm. Las flores

masculinas se presentan en

N

Figura 7. Beiselia mexicana A inflorescencia masculina,
B brote masculino, C flor masculina, D flor masculina
con pétalos y la mayoria de los estambres removidos
para mostrar discos y pistilo, E inflorescencia femenina,
F flor femenina, G corte transversal de ovario, H corte
longitudinal de ovario, J fruto con las divisiones del
pericarpio, K columnela central del fruto con un pireno,
L pirenos en vista lateral y abaxial, M embrién (Tomado
de Forman et al., 1989).

pedicelos de 0 a 8 mm de largo: caliz verde, 2 mm de largo, los l6bulos

estrechamente triangulares, agudos, 1 a 5 mm de largo, externamente puberulosos;

pétalos blancos, agudos, 3 a 7 mm de largo, estambres glabros, ligeramente
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desiguales. Las flores femeninas se encuentran en pedicelos de 2 mm de largo:
sépalos y pétalos como las masculinas; ovario de 2 mm de largo. El fruto es
cilindrico-ovoide; pericarpio muy delgado que se divide generalmente desde la base
en tiras recurvadas de 1 mm de ancho, las paredes son firmemente esponjosas en

la textura pireno aplanado (figura 7) (Forman, 1989).

b) Informacién taxondmica

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Burseraceae
Tribu Bursereae
Subtribu Boswelliinae
Género Beiselia

Especie B. mexicana Forman

Figura 8. Ejemplar de herbario de B. mexicana
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9.2 Apéndice ll

Método de maceracién (Dominguez, 1973).

El método de maceracion consiste en la obtencién del extracto con solventes
organicos a partir de material vegetal. Para ello se coloca el material vegetal seco y
pulverizado en un matraz, se agrega el solvente apropiado de acuerdo con el

extracto que se desea obtener (hexano, acetona y metanol).

Se deja reposar durante 24 horas, se filtra el extracto y se evapora el exceso
de solvente a presion reducida. La extraccion se realiza las veces necesarias para
obtener el maximo rendimiento. Finalmente, se permite que el solvente se evaporare
totalmente, el extracto se pesa y con ello se determina el rendimiento del extracto

expresandolo en gramos.
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9.3 Apéndice Il
Pruebas cualitativas de identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios.

Tubo N° Grupode MS  Reactivos

Agregar en el tubo
correspondiente

Adicionar

Prueba positiva

1

Fenoles FeCl3
. Reactivo de
Taninos .
gelatina
Alcaloides Dragendorf
Alcaloides Mayer
- a-naftol y
Glucésidos HCl
. Agua
Saponinas destilada
Cumarinas NaOH y HCI

Triterpenosy  Lieberman-

esteroides Buchard
Vainillina-
Monoterpenos H2504

1 mL solucidn patrén

Tubo con la solucién de la
prueba positiva de fenoles

1 mL de solucidn patrén

2 mL de solucién patrén

3 mL de solucién patrén

10 mg de extracto

1mLde NaOH al 10%

2 mg de extracto disuelto
en 1 mLde cloroformo

Placa de silica gel (2 cm2)
1 gota de solucién patrén
en el centro de la placa

3 gotas de FeCl3 (1%)

3 gotas de reactivo de
gelatina (1%)

3 gotas de reactivo
dragendorf

3 gotas de reactivo
mayer

3 gotas de a-naftol, 3
gotas de HCI
concentrado

2 mL de agua
destilada

5 gotas de solucién
patrén (extracto)

3 gotas del reactivo de
Lieberman-Buchard

1 gota de Vainillina
(5%) 1 gota de H2504
(5%)

Mezclar

Mezclar

Mezclar

Mezclar

El HCI debe dejarse caer
por las paredes internas del
tubo

Agitar por al menos dos
minutos

Mezclar

Mezclar

Dejar secar, calentar en una
parrilla a temperatura baja

Coloracion azul o verde

Precipitado azul o verde oscuros

Precipitado color rojizo

Precipitado lechoso

Anillo morado

Espuma que permanece por al
menos un minuto

Si hay coloracién amarilla,
agregar 3 gotas de HCl al 10%. Si
la mezcla se vuelve transparente
la prueba es positiva

Color azul o verde: positivo para
esteroides color rojo, violeta o
morado: positivo para
triterpenos

Halo azul verdoso, morado o
naranja rojizo
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9.4 Apéndice IV
Método de difusidén en agar Kirby-Bater (Koneman et al., 2006).

El método de difusion en agar se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad
antimicrobiana de sustancias o extractos, los cuales inhiben el crecimiento de los
microorganismos al difundirse en el medio que contiene el cultivo de bacterias o
levaduras. La inhibicién del crecimiento de la poblacion de microorganismos se
observa mediante un halo claro donde no hay microorganismos y representa el

espacio en que difundié el extracto o sustancia con actividad antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antibacteriana se utiliza como medio de cultivo
estandar el agar Mueller-Hinton (Bioxon), para la actividad antifungica (sobre
levaduras) se utiliza como medio de cultivo el agar papa dextrosa (PDA); ambos
promueven el crecimiento de las poblaciones microbianas a evaluar. Las placas se
preparan con un espesor uniforme de 4 mm de medio de cultivo, lo cual es
importante ya que si es mas delgado las sustancias a evaluar tienden a difundir mas
en direccion lateral, aumentando el tamafio de las zonas de inhibicién; por el
contrario, un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusion del
antibiotico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de
inhibicién.

El in6culo de cada especie bacteriana se prepara tocando las superficies
convexas de 4 o 5 colonias de microorganismos, se sumerge el asa en 10 mL de
caldo Mueller-Hinton, se enjuaga bien en el liquido, para descargar todo el material,
y luego se retira el asa de siembra. Los tubos con los indculos bacterianos se
incubaron a 37 °C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del
medio es equivalente al estandar N° 0.05 de McFarland, que equivale a una

concentracion de aproximada de 1.5x10® UFC/mL.

El cultivo de las bacterias en el medio, se efectia sumergiendo un hisopo
estéril y seco en la suspensién bacteriana, se elimina el exceso de liquido haciendo
rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la
superficie de una placa de agar de Mueller-Hinton a temperatura ambiente.
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Finalmente, se siembra mediante estrias en por lo menos tres direcciones, dando
vueltas a la placa en angulos de aproximadamente de 60° después de cada estria.
Se permite que el indculo se absorba en la superficie de la placa y se procede a
aplicar las sustancias, para lo cual se utilizan sensidiscos de 5 mm de diametro,
hechos de papel Whatman N° 5. Previamente, cada sensidisco se impregna con 2

mg de las sustancias a evaluar.

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con
las sustancias se colocan en la superficie del agar manualmente, con la ayuda de
una pinza estéril. Como control positivo para los bioensayos, se evalla la
susceptibilidad de las cepas bacterianas con sensidiscos impregnados con 45 pug
de cloranfenicol; como control negativo se utilizan sensidiscos impregnados con 10
uL de los solventes utilizados para la extraccion, dejandolos evaporar durante 24

horas, al igual que los extractos experimentales.

Las placas se colocan a 37 °C, sin mayor tension de CO, debido a que en
presencia de CO,, se puede formar acido carbdnico en la superficie humedecida del
agar, provocando un descenso de pH y el desarrollo de algunos microorganismos
es inhibido a pH &cido, lo cual tiende a estrechar falsamente las zonas de inhibicién.
Asi mismo, la actividad de diversos antibidticos puede aumentar o disminuir con la
caida del pH, produciéndose diferencias en la velocidad de difusion y alteracion de
la zona de inhibicién. Para la interpretacion de resultados, la zona de inhibicién se
mide con una regla calibrada en mm. En todos los casos, la prueba se hace por

triplicado y se reportaron los valores en mm.
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9.5 Apéndice V
Método modificado de dilucion en agar (Koneman et al., 1985)

En esta técnica la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se
determina en una en una placa de microtubos pléstica. Se utilizaron placas con 96

concavidades.

La microplaca se prepara colocando 50 microlitros de caldo de Mueller-
Hinton (Bioxon 260) con la concentracion de extracto que se quiere probar en las
concavidades apropiadas. La placa se deja durante 24 horas con el fin de que se
evapore el solvente en el cual se disolvio el extracto. Se prepara una suspension
bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio en 10 mL de caldo
Mueller-Hinton (Bioxon 260) y se incuba a 35°C durante 24 horas obteniendo una
concentracion bacteriana de aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL. De esta
suspension microbiana, se toman 10 pL y se suspenden en 10 mL de solucion salina
(0.9%) para obtener un in6culo microbiano de 1.5 x 10° UFC/mL. En cada una de
las 96 concavidades se colocan 50 microlitros de esta suspension.

Una vez que se encuentra cargada la placa con la suspension bacteriana, se
cubre con su tapa para evitar el desecamiento durante la incubacion la cual se
coloca a 35°C durante 24 horas. Como control negativo se utiliza el solvente del
extracto y clorenfenicol como control positivo. Después del tiempo de incubacién se
aflade a cada cavidad 50 microlitros de una solucion al 0.08% de sal de tetrazolio
oxidada. La placa se incuba otros 30 minutos. En las cavidades donde se desarrolla
el organismo, el colorante es reducido a formazéan, de color rojo visible,
observandose un botdn rojo en el fondo de la cavidad. Donde no hay desarrollo la

solucion permanece clara.
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9.6 Apéndice VI

Cinética de crecimiento en la poblacidén bacteriana (Método modificado por
Avila, 1996)

La cinética de crecimiento bacteriano consiste en determinar el comportamiento del
crecimiento de los microorganismos a traves del tiempo, al ser sometidos a al CBM del
extracto, lo que permite determinar el tiempo en que son eliminados por las sustancias o

extractos.

El in6culo bacteriano se prepara de acuerdo con el método de difusion en agar de
Kirby-Bauer, a una concentracién de 1.5 x 108 UFC/mL. Los extractos se incluyen en tubos
con caldo Muller-Hinton a una concentracion igual a la CBM y sus mdultiplos medios, esto
es la CMI y la mitad de la CMI. Posteriormente, con una micropipeta se inoculara 0.1 mL de
la suspensién bacteriana en los tubos con las diferentes concentraciones del extracto para
obtener una concentracion bacteriana en cada tubo de aproximadamente 1 x 10> UFC/mL
de caldo. Los tubos se incuban sin presion de CO, a 37 °C.

De cada tubo se toman muestras cada dos horas, durante los primeros cuatro
tiempos (To-0, T4-2. T,-4, T3-6, T,4-8, Ts-12, Te-24) (tiempos-horas transcurridas); en el
tiempo cinco las muestras se toman cada cuatro horas (Ts-12). Para el tiempo seis la
muestra se tomé después de doce horas mas dando un total de 24 horas después del inicio

del experimento (Te-24).

Para determinar las UFC en cada tiempo se efectlan dos diluciones de cada
concentracion en solucion salina estéril y se siembra en placas con agar para permitir su
crecimiento, las cuales se incuban durante 24 a 37 °C. Finalmente, se cuenta el nimero de

UFC y se grafica el Logio del nimero de UFC contra el tiempo.
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9.7 Apéndice Vi
Método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002).

El método de inhibicién del crecimiento radial se utiliza para determinar el efecto
inhibitorio de las sustancias o extractos sobre el crecimiento de hongos miceliados.

El bioensayo se lleva a cabo en cajas Petri (90 x 15 mm) con 20 mL de agar
PDA. En el centro de la placa se coloca el indculo fungico que consiste en un botén
de micelio de 5 mm de diametro. Posteriormente, se colocan discos impregnados
con los extractos (hexanico, acetonico, y metandlico) con una concentracién de 2
mg/disco. Los discos se colocan a una distancia de 3 cm del inoculo fangico. Las
placas se incubaron a 28 °C durante un lapso de 72 a 96 horas, hasta que el micelio
cubre la superficie del agar. Al ser una prueba cualitativa, los resultados se
reportaron como positivo 0 negativo, de acuerdo con la actividad de las sustancias

evaluadas.
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9.8 Apéndice VII
Método de dilucidén en agar en hongos miceliados (Wang y Bun ,2002).

El método de dilucibn en agar sobre hongos se utiliza para determinar la
concentracion de sustancias o extractos, capaz de inhibir el crecimiento del micelio.
Para estos bioensayos se preparan placas con diferentes concentraciones de los
extractos (3.0, 2.0, 1.0, 0.50 y 0.25 mg/mL) para ello se preparan una solucion
patrén y, con base en ésta se toman alicuotas, las cuales se agregan a 3 mL de
agar papa dextrosa, a una temperatura de 45 °C, con la finalidad de obtener las
concentraciones sefialadas. Una vez agregada cada concentracion del extracto, la
mezcla se agita rapidamente para obtener una dispersién homogénea y se colocan
en placas de 24 pozos, agregando 1 mL de agar con cada una de las
concentraciones en cada pozo. De cada concentracion se agregara tres

repeticiones (tres pozos por concentracion).

Después de que el agar solidifica se coloca el in6culo fungico, que consiste
en un botdén de micelio de 1 mm de diametro, en el centro de cada pozo con las
concentraciones a evaluar. Como control positivo se utilizan pozos sin extracto, a
las cuales se les considera como el 100% de crecimiento radial y como controles
negativos se usan los diferentes solventes, de acuerdo con el volumen de las
alicuotas utilizadas. Las placas se incuban a 28 °C durante 24 a 72 horas, de
acuerdo con el crecimiento de los microorganismos utilizados. Finalmente, se mide
el area de crecimiento micelial en mm, que se reporta en porcentaje de acuerdo con

la siguiente formula:

T
% de inhibicion = [ 1x100

Donde: C = Extension hifal de (mm) de control
T = Extension hifal (mm) de las placas tratadas con los extractos
Con lo anterior se determina la Concentracion Inhibitoria Media (Clso) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM), tomando como Cls, la concentracion que
mostré una disminucién del 50% del crecimiento micelial y como CFM aquella en la

gue no hubo crecimiento micelial; es decir, inhibid el crecimiento al 100%.
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