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1. Resumen
Los arboles son uno de los principales organismos productores de recursos naturales y compuestos
quimicos capaces de prevenir y curar enfermedades, por ejemplo el compuesto quimico anticancerigeno
paclitaxel aislado de la corteza del arbol Taxus brevifolia. Una alternativa como tratamiento para diversas
afecciones es el uso de extractos de madera y corteza, ya que presentan actividad citotdxica y antioxidante
debido a su composicion rica en fenoles. Para el aprovechamiento de la corteza obtenida al realizar la pica
en Michoacan para la extraccion de resina que no tiene utilidad comercial, por otro lado se analiz6é un
arbol medicinal también endémico utilizado para infecciones y se emplearon para su uso en estos extractos
como coadyuvantes capaces de retrasar las complicaciones de multiples enfermedades cronico-
degenerativas e infecciosas, por lo tanto el propodsito de éste trabajo fue evaluar la actividad bioldgica de
los extraibles de madera de Eysenhardtia polystachya y corteza de Pinus pseudostrobus, leiophyla y
montezumae, en donde se realizd la extraccion acetdonica (AC), tetrahidrofuranolica (THF), metandlica
(MET) y acuosa (WA), para los ensayos in vitro los compuestos fendlicos se cuantificaron mediante el
método de Folin-Ciocalteu, la actividad antioxidante se determiné mediante las técnicas DPPH, ABTS "y
FRAP, para las pruebas in vivo, se utilizé el modelo biologico de Artemia salina para evaluar la Dosis
letal 50 (DLso), por otro lado, el nematodo Caenorhabditis elegans N2 (WT) se sometio a estrés oxidativo
con H20: para evaluar la capacidad protectora y antioxidante in vivo por medio de la DL50, también se
analiz6 el efecto antimicrobiano y antifingico de los extractos, por medio de halo de inhibicion en las
bacterias Ralstonia picketti, Campylobacter jejuni, Kocuria palustris y Micrococcus luteus, y por medio
de la sensibilidad de crecimiento en placa en los hongos sapréfitos de pudricion de madera Trametes
versicolor y Gloeophyllum traveum. Los resultados in vitro mostraron el mayor contenido fendlico en E.
polystachya que arrojé una concentracion total de fenoles de 2.77 mg de 4cido galico (EAG g™') en el
extracto metandlico y 2.5 EAG g! en el extracto de THF, el extracto acetonico de P. montezumae arrojo
una concentracion total de fenoles de 1.04 EAG g'! y el extracto acetonico de P. leiophylla de 0.92 EAG g
!, Asi mismo, en las pruebas antioxidantes se observo una mayor actividad para reducir el radical DPPH",
en el extracto metanolico de E. polystachya y el extracto acetonico de P. montezumae con valores de 0.116
y 0.115 pM TROLOX mL'. En la prueba antioxidante de ABTS™ el extracto metanolico de P.
pseudostrobus, P. montezumae y acetonico de P. leiophylla presentaron una mayor actividad para reducir
éste radical con valores de 235.32, 185.89 y 183.69 uM TROLOX mL. En la determinacion de la
capacidad antioxidante por el método poder antioxidante de la reduccion férrica los valores mas elevados

se obtuvieron en las especies de E. polystachya y P. pseudostrobus de 65.33 y 59.14 pM TROLOX mL'!
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de los extractos metanolicos. Los extractos de Pinus y E. polystachya evaluados tienen actividad
antioxidante in vitro. Ademas, la evaluacion de toxicidad en 4. salina demostr6é que la administracion de
los extractos metandlicos de P. montezumae, P. leiophylla y E. polystachya y el extracto de THF de éste
ultimo, incrementaron los niveles de mortalidad siendo potenciales candidatos para su estudio en ensayos
anticancerigenos. Por otro lado en el modelo de C. Elegans los extractos metanolicos de P. leiophylla y E.
polystachya y el extracto de THF de éste tltimo tuvieron un efecto citoprotector de entre 70 y 80 % de
supervivencia cuando se administrd en la dosis de extracto de 40 y 80 ng/mL, en una concentracion de 15
mM de H>0;. En cuanto a la actividad antimicrobiana se observo que la administracion de los extractos en
bacterias a los que se les determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) no tuvo un efecto
significativo esto se puede deber a la resistencia microbiana a compuestos quimicos. En cuanto a la
actividad antifingica no present6 efecto significativo en la inhibicion de crecimiento en placa y sobre la
madera, se puede deber tanto la cantidad como la calidad particular de los extractivos que tienen un papel
clave, pero su contribucion relativa varia considerablemente de un organismo a otro. En conclusion, los
extractos de Pinus sp. consisten principalmente en polifenoles y los extractos de E. polystachya se
componen de acidos fendlicos, ademads, los extractos polares de estas especies presentaron actividad toxica
en A. salina, también, son capaces de neutralizar las EROS en el modelo de C. elegans, lo que aumenta su
expectativa de vida, mientras que en los ensayos antimicrobianos se observd una tendencia de inhibicion
del crecimiento bacteriano. Se considera que la administracion de los extractos polares de las especies de
Pinus y E. polystachya, reducen el dafio oxidativo provocado por el H>O> y tienen potencial para su uso en

ensayos anticancerigenos.

Palabras clave: Arbol, compuesto natural, antioxidante, solvente, extraible.



2. Abstract

Trees are one of the main organisms that produce natural resources and chemical compounds capable of
preventing and curing diseases, such as the anti-cancer chemical compound paclitaxel isolated from the
bark of the tree Taxus brevifolia. An alternative as a treatment for various conditions is the use of wood
and bark extracts, since they present cytotoxic and antioxidant activity due to their composition rich in
phenolic compounds. Taking advantage of the bark obtained when making “la pica” in Michoacan for the
extraction of resin that has no commercial use, on the other hand a medicinal tree also endemic used for
infections and were used for their use in these extracts as adjuvants capable of delaying complications of
multiple chronic-degenerative and infectious diseases, therefore the purpose of this work was to evaluate
the biological activity of the wood extractables of Eysenhardtia polystachya and bark of Pinus
pseudostrobus, leiophyla and montezumae, where the extraction was carried out by acetonic (AC),
tetrahydrofuranolic (THF), methanolic (MET) and aqueous (WA), for the in vitro tests the phenolic
compounds were quantified by the Folin-Ciocalteu method, the antioxidant activity was determined by the
techniques DPPH", ABTS * and FRAP, for the in vivo tests, the biological model of Artemia salina used in
toxicological and preliminary studies for the evaluation of plant compounds with anticancer potential
evaluating the lethal dose 50 (LDso), on the other hand, the nematode Caenorhabditis elegans N2 (WT)
underwent oxidative stress with H>O; to evaluate the protective and antioxidant capacity in vivo by means
of the LDso, the antimicrobial and antifungal effect of the extracts was also analyzed, by means of
inhibition halo in the human opportunistic bacteria: Ralstonia picketti, Campylobacter jejuni, Kocuria
palustris and Micrococcus luteus, and by means of growth sensitivity in plate in the wood rot saprophytes
Trametes versicolor and Gloeophyllum traveum. The in vitro results showed the highest phenolic content
in E. polystachya which yielded a total concentration of phenols of 2.77 mg of gallic acid (EAG g!) in the
methanolic extract and 2.5 EAG g in the extract of THF, the extract Acetone from P. montezumae
yielded a total concentration of phenols of 1.04 EAG g! and the acetonic extract of P. leiophylla of 0.92
EAG g'!. Likewise, in the antioxidant tests a greater activity was observed to reduce the DPPH" radical, in
the methanolic extract of E. polystachya and the acetonic extract of P. montezumae with values of 0.116
and 0.115 pM TROLOX mL™! respectively. In the antioxidant test of ABTS:* the methanolic extract of P.
pseudostrobus, P. montezumae and acetonic of P. leiophylla presented a greater activity to reduce this
radical with values of 235.32, 185.89 and 183.69 uM TROLOX mL! respectively. In the determination of
the antioxidant capacity by the antioxidant power of iron reduction method, the highest values were found

in the E. polystachya and P. pseudostrobus species of 65.33 and 59.14 uM TROLOX mL-1, respectively,



of the methanolic extracts. The extracts of Pinus and E. polystachya evaluated have antioxidant activity in
vitro. In addition, the evaluation of toxicity in 4. salina showed that the administration of the methanolic
extracts of P. montezumae, P. leiophylla and E. polystachya and the THF extract of the latter increased the
mortality levels being potential candidates for study. In anticancer trials. On the other hand, in the C.
Elegans model, the methanolic extracts of P. leiophylla and E. polystachya and the THF extract of the
latter had a cytoprotective effect of between 70 and 80% survival when administered in the extract dose.
40 and 80 pg / mL, at a concentration of 15 mM H»0O,. Regarding the antimicrobial activity, it was
observed that the administration of the extracts in bacteria to which the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was determined did not have a significant effect, this may be due to the microbial resistance to
chemical compounds. Regarding the antifungal activity, there was no significant effect on the inhibition of
growth in plaque and on wood, both the quantity and the particular quality of the extractives that have a
key role may be due, but their relative contribution varies considerably from one organism to another. to
another. In conclusion, the extracts of Pinus sp. They consist mainly of polyphenols and the extracts of E.
polystachya are composed of phenolic acids, in addition, the polar extracts of these species showed toxic
activity in A. salina, they are also capable of neutralizing the EROS in the C. elegans model, that increases
its life expectancy, while in antimicrobial assays a tendency of inhibition of bacterial growth was observed.
It is considered that the administration of the polar extracts of the species of Pinus and E. polystachya,

reduce the oxidative damage caused by the H202 and have potential for their use in anticancer assays.

Keywords: Tree, natural compound, antioxidant, solvents, extractable.



3. Introduccion
Los bosques albergan una gran parte de la diversidad bioldgica conocida y presentan un papel fundamental
en los ciclos del agua y carbono, en la regulacion del clima. A su vez, minimizan el riesgo de inundaciones,
evitan la erosion reteniendo el suelo fértil y son una importante fuente de madera, alimentos,
medicamentos y muchos otros recursos naturales (Herndndez, et al. 2008). La corteza y madera estan
conformadas quimicamente con los componentes de la pared celular; celulosa, lignina y por sustancias
extraibles, que se forman a partir del metabolismo secundario de las plantas y que contienen compuestos
variados como terpenos, grasas, ceras, fenoles, pigmentos y azlcares, entre otros. Esta composicion
quimica depende de factores diversos como edad, especie, condiciones del arbol y localizacion (Rosales,
et al. 2003). El contexto de medio ambiente de donde provienen los materiales lignoceluldsicos, pueden
ser las especies de arboles Angiospermas (latifoliadas), Gimnospermas (coniferas, abetos, etc.) y
monocotiledoneas (gramineas y palmas) extraidas de Areas Bajo Régimen de Administracién Especial
ABRAE (Reservas Forestales, bosques naturales, plantaciones forestales, etc.), asi como también de

plantaciones privadas (Contreras, et al. 2005).

3.1 Composicion quimica de la madera
La madera estd compuesta integramente por células (unidas mediante una membrana de lignina) que le
proporcionan las diferentes propiedades fisicoquimicas, formando ademés la unidad bésica de su
constitucion (celulosa). Las células de la madera son elementos complejos que se encuentran formados por
dos tipos de componentes (primarios y secundarios), y cuyas cantidades varian segun el tipo de arbol de
que se trate. Los elementos primarios, definen sus propiedades fisicas y mecanicas, estan compuestos por
celulosa, hemicelulosa y lignina (ver Tabla 1). Los elementos secundarios son importantes impregnaciones,
extranas a la propia pared celular, estin compuestos por Carbono, Oxigeno, Hidrogeno, Nitrogeno y

Cenizas (ver Tabla ii).

Tabla i Compuestos primarios en la madera de coniferas y latifoliadas (%).

Coniferas | Latifoliadas
Celulosa 50 50
Hemicelulosa 23 26
Lignina 27 24




Tabla ii Distribucion en porcentaje de compuestos secundarios de la madera.

Carbono 50%

Oxigeno 44%
Hidrégeno 6%

Cenizas 0.50%
Nitrogeno 0.10%

3.2 Metabolismo secundario en los arboles

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el metabolismo. La
mayor parte del carbono, nitrogeno y energia termina en moléculas comunes (aminoacidos, nucleétidos,
azlcares y lipidos), necesarias para el funcionamiento celular de los organismos. En plantas estas
moléculas se denominan metabolitos primarios y desempefian las mismas funciones. Pero a diferencia de
otros organismos, destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y energia a la sintesis de una
amplia variedad de moléculas orgdnicas que no parecen tener una funcion directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos y lipidos, que se denominan metabolitos secundarios (también denominados productos

secundarios o productos naturales) (Avalos, ef al. 2009).

Los metabolitos secundarios (MS) ademds de no presentar una funcién definida en los procesos
mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a
menudo su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas

especies (Avalos, ef al. 2009).

Los metabolitos secundarios de las plantas se dividen en tres grupos quimicamente distintos: los terpenos,

compuestos fenodlicos y compuestos que contienen nitrégeno.

3.2.1 Terpenos
Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de MS (mas de 40,000 moléculas diferentes). La

biosintesis es a partir de acetil-CoA o intermediarios glucoliticos. Son insolubles en agua, se derivan de la
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unién de elementos de cinco carbonos que tienen el esqueleto de carbono ramificado de isopentano. Los
terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno [5 4tomos de carbono (AtC)] que contienen:
los terpenos de 10 AtC contienen dos unidades de isopreno y se llaman monoterpenos; los de 15 AtC
tienen tres unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos; y los de 20 AtC tienen cuatro unidades de
isopreno y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 AtC, los tetraterpenos tienen 40 AtC y se habla de

politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno (Taiz y Zeiger, 2002).

Los terpenos se sintetizan a partir de metabolitos primarios en al menos dos formas diferentes, por la via
del 4cido mevaldnico y por la ruta del metilentitrol fosfato. En la via del 4&cido mevaldnico, tres moléculas
de acetil-CoA se unen paso a paso para formar acido mevaldnico, este intermediario clave de seis
carbonos se pirofosforila, descarboxila y deshidrata para producir isopentenil pirofosfato (IPP2), un bloque

de construccion de terpenos activado de cinco carbonos (Taiz y Zeiger, 2002).

Recientemente, se descubri6 que el IPP2 también puede formarse a partir de intermediarios de glucoélisis o
el ciclo de reduccién de carbono fotosintético a través de un conjunto separado de reacciones llamado ruta
del metilentitrol fosfato que funciona en cloroplastos y otros plastidios. Este grupo esta compuesto por
hormonas (giberelinas y 4cido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles
(ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y aceites

esenciales (proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las plantas) (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Asimismo, presentan diversas actividades biologicas, por ejemplo, algunos terpenos como los iridoides
tienen propiedades antiinflamatoria, antimicrobiana y amebicida. Por otro lado, las saponinas, presentan

actividades anticancerigenas, hipocolesterolemia y antiinflamatoria (Lopez-Carreras, ef al. 2012).

3.2.2 Compuestos fenolicos
Los compuestos fenolicos son un grupo quimicamente heterogéneo de casi 8,000 compuestos individuales
y se caracterizan por tener uno o varios grupos fenoles (Fig. 1) (Taiz y Zeiger, 2002). Desempefian
diversas funciones fisioldgicas como intervenir en el crecimiento y reproduccion de las plantas. (Pandey,
et al. 2009). Existe una gran variedad de estos compuestos, entre ellos: los fenoles simples, los acidos
fendlicos, los flavonoides que poseen 2 subunidades fendlicas, los taninos que tienen 3 subunidades
fenodlicas o mas, entre otros (Esquivel-Gutiérrez, et al. 2013). Ademads, se encuentra los pigmentos

vegetales como las naftoquinonas (Fig. 1) que tienen como caracteristica estructural poseer dos grupos



carbonilo en las posiciones 1,4 y con menor frecuencia en 1,2 o 1,3 en el anillo del naftaleno, de donde

deriva su nombre comun (Lopez, ef al. 2011).

Se sintetizan a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del 4cido shiquimico y la ruta de los
poliacetatos. La ruta del 4cido shiquimico proporciona la sintesis de los aminodcidos aromadticos
(fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos cindmicos y sus derivados (fenoles sencillos, acidos
fenolicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las

quinonas y las xantonas (Quifiones, et al. 2012).

OH Q.. OH
HO QH
) QOH
Fenol Acido galico Flavonoide

Figura 1 Estructura quimica de diferentes compuestos fendlicos.

3.2.3 Caracteristicas quimicas de los polifenoles

El grupo de los polifenoles abarca a todas las sustancias extractivas monomeéricas y oligoméricas de la
madera que poseen en su estructura dos o mas grupos fenolicos libres o esterificados por metilos. Se los
suele dividir en tres grupos: lignanos, que poseen la estructura de fragmentos de lignina, flavonoides y
elagitaninos. Tanto los flavonoides como los elagitaninos poseen propiedades tanicas, es decir coagulan
las proteinas animales en solucion. Los flavonoides se encuentran como mondémeros o en la forma
denominada taninos condensados, los elagitaninos también se llaman taninos hidrolizables pues se
encuentran habitualmente como glucosidos, las agliconas de los mismos son insolubles en casi todos los
solventes comunes. La mayoria de los polifenoles de la madera son coloreados. Los elagitaninos poseen
colores claros preferentemente amarillos, y los taninos condensados rojos oscuros o marrones, durante los
procesos de pulpado estas sustancias se disuelven en gran proporcion, pero no por completo. Lo que queda
en las pulpas le confieren color. El color puede ser el propio o debido a complejos que forman con

cationes metalicos, principalmente los de los elementos de transicion (Nuilez, ef al. 2009).



Todos los compuestos fendlicos vegetales surgen de un intermedio comun, la fenilalanina, o un precursor
cercano, el acido shiquimico. Principalmente se presentan en formas conjugadas, con uno o mas residuos
de azucar unidos a grupos hidroxilo, aunque también existen enlaces directos del azucar (polisacarido o
monosacarido) con un carbono aromatico. También es comun la asociacion con otros compuestos, como

acidos carboxilicos y organicos, aminas, lipidos y enlaces con otros fenoles (Pandey, et al. 2009).

Los polifenoles (Fig. 2) pueden clasificarse en diferentes grupos en funcion del numero de anillos de fenol
que contienen en base a elementos estructurales que unen estos anillos entre si. Las clases principales
incluyen acidos fendlicos, flavonoides (Fig. 3), estilbenos y lignanos (Pandey, et al. 2009). Los trabajos
conocidos sobre la distribucion radial de polifenoles en la madera, muestran un patrén consistente en un
aumento paulatino desde el cambium hasta la interfase albura duramen y una posterior disminucién hacia
la médula, siendo esta tltima menor que la necesaria para llegar al bajo tenor del cambium, es decir que
hay en general mayor contenido de polifenoles en el duramen. Los trabajos sobre distribucion de

polifenoles abarcan géneros como Sequoia, Pseudtsuga, Tectona y Acacia (Nufiez, et al. 2009).

Acidos fendlicos (hidroxy-benzoicos y Acidos cinamicos Flavonoides
CHyO CH;OH
* ®
HO CH;OH
O
o g
OCH;
OH
Estilbenos .
Lignanos

Figura 2 Principales clases de polifenoles modificado de Pandey, et al. 2009.

En la medicina tradicional a estos metabolitos secundarios se les atribuyen efectos terapéuticos como

antiparasitarios, antibacterianos, antifiungicos, antioxidantes y anticancerigenos (Rosales, et al. 2003).
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Figura 3 Clasificacion de los flavonoides modificado de Pandey, et al. 2009.

3.2.4 Metabolitos secundarios que contienen nitrégeno
Contienen nitrogeno en su estructura, éstos incluyen a los alcaloides y glucosidos cianogénicos, algunos
miembros de este grupo son toxicos para los seres humanos y otros presentan efectos terapéuticos. La
mayoria de los metabolitos secundarios nitrogenados se biosintetizan a partir de aminodcidos comunes

(Taiz y Zeiger, 2002).

Los alcaloides son una gran familia de més de 15,000 metabolitos secundarios que tienen en comun las
siguientes caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de nitroégeno en la molécula,
exhiben actividad bioldgica. La mayoria son heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados
alifaticos (no ciclicos) como la mezcalina o la colchicina. Se encuentran en el 20% aproximadamente de

las plantas vasculares, la mayoria dicotiledoneas herbaceas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La mayoria de estos metabolitos secundarios son alcalinos, presentando valores de pH de 7.2 en el citosol
y en la vacuola un pH alrededor de 5 a 6. El atomo de nitrogeno est4 protonado, por lo tanto, los alcaloides
tienen carga positiva y generalmente son solubles en agua (Taiz y Zeiger, 2002). En los seres humanos, los
alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicolédgicas debido a la interaccion con los neurotransmisores.

A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor

10



terapéutico como relajante muscular, tranquilizante, antitusivos o analgésicos. Se sintetizan a partir de
lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la

ornitina (Avalos y Pérez-Utria, 2009).

3.2.5 Otros metabolitos

Los glucosidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace referencia al enlace
glucosidico que se forma cuando una molécula de glucosa se condensa con otra que contiene un grupo

hidroxilo. Existen tres grupos de glucésidos:

Saponinas: se conocen como glucosidos esteroideos, glucosidos esteroideos alcaloides o glucdsidos
triterpenos. Por lo tanto, son triterpenoides o esteroides que presentan una o mas moléculas de glucosa en
su estructura. Se pueden presentar como agluconas, es decir, sin la glucosa (terpeno sin la glucosa), se
denominan sapogeninas. La adicidon de un grupo hidrofilico (glucosa) a un terpenoide hidrofobico da lugar
a las propiedades surfactantes o detergentes similares al jabén que presentan las saponinas (Avalos y

Pérez-Urria, 2009).

Glucésidos cardiacos: son semejantes a las saponinas esteroideas, presentan propiedades detergentes,
pero su estructura contiene una lactona. Se encuentran de forma natural en forma de glucosidos o de
agluconas. Un miembro importante de este grupo es la digitoxina, o su analogo digoxina, aislada de
Digitalis purpurea y utilizada como tratamiento para la insuficiencia cardiaca congestiva (Avalos y Pérez-

Urria, 2009).

Glucdsidos cianogénicos: son compuestos nitrogenados, que no son toxicos por si mismos, pero se
degradan cuando la planta es dafiada liberando sustancias volétiles toxicas como cianuro de hidrogeno. Un
ejemplo es la amigdalina que se encuentra en las semillas de almendra, albaricoque, cereza o melocoton

(Avalos y Pérez-Urria, 2009).

3.3 Actividad bioldgica
Entre los antioxidantes hay varias familias de compuestos quimicos como los polifenoles y los
fitoestrogenos. Entre los primeros se encuentran los flavonoides y los taninos, ampliamente estudiados.
Entre los flavonoides se pueden sefialar sdlo como ejemplo las antocianidinas (rojo-azulado de las fresas),

catequinas (t¢ verde y negro), citroflavonoides (naranjina, que da sabor amargo a lo naranja, limon,
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toronja), isoflavonoides (genisteina y daidzaina presentes en soya y sus derivados). Protoantocianidinas en

semillas de uva y vino tinto (Coronado, et al. 2015).

En las plantas se sintetiza un gran nimero de compuestos secundarios que proveen un reservorio para la
generacion de agentes activos farmacéuticos. Algunas de las funciones ecologicas de los metabolitos
secundarios: sirven a las plantas para su adaptacion al ambiente y su interrelacion con otros organismos;
sirven de proteccion contra la luz UV, el ozono, los herbivoros y contra microorganismos patogenos. Los
roles defensivos de los metabolitos secundarios han sido confirmados experimentalmente por el uso de

métodos moleculares modernos (Barrales, et al. 2012).

En varias especies de arboles se aislaron metabolitos secundarios con actividad terapéutica importante
como: En la corteza del Taxus brevifolia conocido como tejo, se aisld e identifico al paclitaxel utilizado
como tratamiento para el cancer de mama y en combinacion con cisplatino para el tratamiento de cancer
de ovario (Centelles, et al. 2010). Por otro lado, se han encontrado actividades antioxidante, antifingica,

insecticida, antibacteriana y toxicidad in vivo en el modelo de A. salina (ver Cuadro 1).

Por otro lado, en el bosque de la region de Valona de Bélgica se evaluaron 48 extractos de 16 arboles para
analizar y evaluar una actividad inhibidora del crecimiento in vitfro contra el cancer de colon LoVo
humano, el cancer de prostata PC3 y las lineas celulares de glioblastoma U373. Las especies que
presentaron una potente actividad inhibitoria del crecimiento in vitro de las células cancerigenas: Alnus
glutinosa, Carpinus betulus, Castanea sativa, Fagus sylvatica, Ilex aquifolium, Larix decidua, Quercus
petraea, Quercus robur. En las especies de los géneros Plumbago (Plumbaginaceae), Drosera
(Droseraceae) y Diospyros (Ebenaceae) se aislé de tejido de corteza, hoja y raiz la plumbagina (2-metil-5-
hidroxi-1,4-naftoquinona) a la que se le atribuye efectos terapéuticos como antiespasmodica,

antibacteriana, antifingica antiparasitaria y anticancerigena (Lopez, ef al. 2011).

Ademés, en la corteza y madera de los géneros de Tabebuia sp. y Tecoma sp. se encuentra el lapachol (2-
hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona), con actividades antitumorales, antibacterianas,
antimaldricas y antifungicas (Lopez, et al. 2011). Por otra parte, en las hojas y cascara del fruto del nogal
(Juglans regia L., Juglandaceae) se aisl6 e identifico a la juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona), la cual es
utilizada para tefiir a la madera debido a su tono marrén ademads le confiere proteccion contra organismos

saprofiticos (Fig. 4) (Lopez, et al. 2011).
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Figura 4 Estructura quimica de las naftoquinonas naturales.

Por otro lado, se utilizan alcaloides como la camptotecina, aislada de la especie Camptotheca acuminata
(Cornaceae) y la homoharringtonina, aislada del arbol de hoja perenne Cephalotaxus harringtonia
(Cephalotaxaceae) originario de Japon, para el tratamiento de del cdncer de mama, testiculo, pulmén y
leucemia (Mufioz, et al. 2015). De igual manera, de las hojas de Camptotheca lograron extraer a la
camptotecina es monoterpeno alcaloide de quinolina pentaciclico especifico para interferir en la fase S del
ciclo celular de las células neoplasicas (Isah, et al. 2016). Asi mismo, aislaron a la rohitukina a partir de
hojas y tallos de Amoora rohituka. Presento muchos efectos terapéuticos como antiinflamatorio e
inmunomoduladores, inhibicion de la adipogénesis in vitro y detencion de la expansion clonal mitotica con
dislipidemia in vivo. Ademas, mostrd toxicidad a un nivel moderado frente a la leucemia promielocitica

humana HL-60 y células de cancer de colon HCT-166 (Isah, et al. 2016).

Por otra parte, la harringtonina y la cefalotaxina se aislaron por primera vez de Cephalotaxus harringtonia
y otros miembros del género. La harringtonina y los ésteres (harringtonina, homoharringtonina,
isoharringtonina y desoxiarringtonina) presentan un efecto antileucémico, en lineas celulares de raton P-
388 y L-1210. Ademas, los cientificos chinos identificaron que la harringtonina funciona como agente
antineoplasico para el tratamiento de la leucemia mieldgena aguda, el sindrome mielodisplésico y la

leucemia promielocitica aguda (Isah, ef al. 2016).

Por otro lado, Pant, et al. (2017) revelaron que P. marsupium es una fuente de diversos fitoconstituyentes,
tales como alcaloides, glucdsidos, saponinas, taninos, proteinas, carbohidratos, glucésidos cardiacos,
flavonoides y terpenoides. Elaboraron tres extractos de la madera de vastago de P. marsupium, uno de
acetona, otro de alcohol isopropilico (IPA) y el ultimo fue etandlico. Los tres extractos exhibieron una
actividad antioxidante dosis-dependiente. Ademas, el extracto de acetona y el extracto de [IPA mostraron
actividad antibacteriana frente a bacterias Gram-positivas, mientras que el extracto etanolico se encontrd

que poseia actividad antidiabética. Se encontrd que la actividad antidiabética del extracto era dependiente
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de la dosis-tiempo. De forma similar, se encontrd que el extracto de acetona y el extracto de IPA tenian
actividad antiinflamatoria, que también era dependiente del tiempo y de la dosis. Ademas, el extracto
etandlico mostrd actividad analgésica, que fue dependiente de la dosis. Y por tltimo, encontraron que el
extracto etanolico no era toxico, revelando que los extractos de madera de vastago de P. marsupium

poseen actividades antibacterianas, antidiabéticas, antiinflamatorias y analgésicas.

Pradeepkumar, et al. (2017) evaluaron la actividad antiulcerosa del extracto metanodlico de las hojas de
Peltophorum pterocarpum (MEPP). Encontraron que el extracto metanolico contenia fenoles, flavonoides
y taninos con potencial actividad antioxidante y citoprotectora. Ademads, utilizaron ratas albinas, para
determinar la actividad antiulcerosa del extracto, se evaluaron el indice de ulcera media, la acidez libre y
la acidez total. Como resultados el indice de ulcera disminuy6 significativamente a p <0,01 en los grupos
tratados con MEPP en comparaciéon con el grupo de control. La acidez total y libre disminuyd
significativamente a p <0,01 en los grupos tratados con MEPP en comparacion con el grupo control. El
analisis histologico también apoyd el efecto gastro-protector de los grupos tratados con MEPP en
comparacion con los grupos control, revelando que MEPP exhibié potencial antiulceroso dosis-

dependiente y citoprotector.

Por otro lado, Salem, ef al. (2017) recopilaron informacion acerca de Callistemon viminalis un arbusto de
la familia Myrtaceae reportando tener varios valores medicinales tales como antibacterianos, antifingicos,
actividades antioxidantes y otras propiedades farmacéuticas e insecticidas. (Ninomiya, et al. 2017)
desarrollaron un método préctico para la determinacidon cuantitativa simultdnea de 13 estilbenoides,
esperapenol, isoforapenol, hemsleyanol D, ampelopsina H, vaticanoles A, E y G, a-viniferina, pauciflorol
A, hopeafuran, balanocarpol y trans-resveratrol 10-C-B-D-glucopirandsido, y dos dihidroisocumarinas en
la corteza y partes de madera de Shorea roxburghii y Cotylelobium Melanoxylon. El método fue validado
con respecto a linealidad, limite de deteccion y precision los polifenoles mostraron efectos protectores

contra la lesion hepatica inducida por D-GalN / LPS en ratones.

Nayak, et al. (2017) describieron un método eficiente para el proceso de aislamiento y purificacion de
oxiresveratrol de la madera de 4. hirsutus ésta especie es buscada en la medicina tradicional por ser eficaz
para el tratamiento de ulceras, diarreas y espinillas. Encontraron que el compuesto aislado posee una
potente actividad antioxidante, antiinflamatoria y de inhibicién de la melanogénesis utilizando células de

melanoma murino. Dejando claro que la especie 4. hirsutus es una nueva fuente alternativa para aislar el
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oxiresveratrol, que puede encontrar aplicacion en formulaciones de aclaramiento y/o blanqueamiento de la

piel.

Hepper, et al. (2017) identificaron los grupos fitoquimicos de extracto metandlico foliar de Celtis toka
para evaluar el contenido en fenoles de los extractos y su actividad antioxidante. Las cumarinas,
flavonoides, mucilagos, triterpenoides y esteroides fueron los principales constituyentes fitoquimicos del
extracto foliar, el extracto de etandlico y sus fracciones eran activos en los 4 métodos antioxidantes. En el
ensayo ABTS, el extracto de etanol fue mas activo que sus tres fracciones, mientras que en el ensayo de
oxido nitrico dicho extracto tuvo un efecto similar al de la fraccion mas activa (fraccidn acuosa)
encontraron que las fracciones de acetato de etilo y cloroformo eran mads activas en los ensayos DPPH"y

FRAP.

Tavcar, et al. (2017) caracterizaron proantocianidinas y midieron la bioactividad de los extractos de hojas,
corteza y madera de Uncaria tomentosa con un rico y diverso contenido de compuestos oligoméricos de
procianidina y propelargonidina en los extractos estudiados, asi como una importante actividad
antioxidante; citotoxicidad frente a lineas celulares de cancer gastrico y de colon con selectividad con
respecto a células vero normales; y efecto antimicrobiano contra los patdgenos respiratorios
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa. Estos hallazgos sugieren el
valor potencial de U. tomentosa especialmente en hojas y corteza, de los extractos polifendlicos con uso

prospectivo como ingredientes funcionales.

Zhang, et al. (2017) elaboraron un estudio sobre el aislamiento, propiedades fisicoquimicas y actividad
antioxidante in vitro de polisacaridos extraidos de los conos, corteza y agujas de Pinus koraiensis
encontrando que estas muestras contenian acido urdnico, determinaron que las relaciones entre las
propiedades antioxidantes in vitro de los polisacdridos extraidos de diferentes partes del arbol de P.
koraiensis se correlacionan con propiedades fisicoquimicas (la cantidad de azucares neutros, dcido urénico
y proteinas). Ademas, los polisacaridos de la pifia confirmaron la capacidad antioxidante beneficiosa y

potencial reductor teniendo la mejor actividad antioxidante de las 3 partes.

Los extractos de lignina de la madera de Acacia nilotica tienen un potencial notable para prevenir las
enfermedades causadas por la sobreproduccion de radicales y también parecen ser un candidato

prometedor como antioxidantes naturales y agentes anticancerigenos (Barapatre, ef al. 2016).
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El arbol Eysenhardtia polystachya, perteneciente a la familia Leguminosae, se conoce como "palo azul" y
tiene un amplio uso para el tratamiento de la nefrolitiasis, como un trastorno depurativo de la sangre,
diurético y antirreumatico y de la vejiga que se desarrolla durante la diabetes, los estudios fitoquimicos

indican que contiene polifenoles (Gutiérrez et al. 2014).

El género Pinus pertenece a la familia Pinaceae y comprende alrededor de 250 especies. Es el género mas
grande de coniferas que se encuentra naturalmente en el hemisferio norte, especialmente en la region del
Mediterraneo, el area del Caribe, Asia, Europa, América del Norte y América Central. Las propiedades
medicinales y aromaticas de los compuestos quimicos (trementina, resinas y aceites esenciales) del pino lo
convierten en una de las plantas mas populares de toda la civilizacion. El pino también se usa ampliamente
en la préctica terapéutica tradicional en el mundo y tiene importancia econdmica los compuestos
secundarios (terpenoides y compuestos fendlicos) pueden afectar los simbiontes radiculares y la calidad

del sitio, al interferir con la descomposicion, mineralizacién y humificacion (Fekih, et al. 2014).

3.4 Eysenhardtia polystachya
Eysenhardtia polystachya conocido cominmente como “Palo dulce”, es un arbol que pertenece a la
familia Fabaceae, es un arbusto caducifolio, de 3 a 6 m (hasta 9 m) de altura, con un didmetro a la altura
del pecho de 15 cm o mas. Sus hojas son alternas, compuestas, pinnadas, 3 a 5 cm de largo, foliolos 10 a
15 pares por hoja, elipticos, 7 a 13 mm de largo por 3 a 5 mm de ancho, con glandulas resinosas
aromaticas presentes en el tronco y ramas, sus tallos son ramificados y de color café oscuro. La corteza
externa es de color amarilla de textura ligeramente rugosa, escamosa cuando seca desprendible en placas
irregulares de color oscuro de 1 mm de grosor, la corteza interna es de color pardo-rojiza. Sus
inflorescencias estan dispuestas en racimos espigados terminales o subterminales, 5 a 7 cm de largo; céliz
campanulado, 2.5 a 3 mm de largo, lobulados; corola blanca, formada por 5 pétalos libres, de 5 mm de
largo por 1.3 a 2 mm de ancho, oblongos. El fruto es en forma de vaina ligeramente curvada, atenuada en
el apice, pubescente o subglabra, de 7 a 9.5 mm de largo, con el estilo persistente, fragil e indehiscente,
provista con glandulas; cada vaina contiene una semilla. En las semillas la testa es delgada y permeable al
agua. Su follaje es caducifolio, florece de mayo a octubre, fructifica de noviembre a diciembre y es

hermafrodita (Fig. 5) (Sargent, 1892).

Es ampliamente distribuida en ambas vertientes y en la parte central del pais. Altitud: 150 a 3,000 m. En

los estados de Colima, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Guerrero,
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Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Sargent, 1892).

Habitat: es abundante en zonas semicalidas, con temperaturas entre 12 y 19 °C y una precipitacion anual
de 300 a 1,800 mm. Prospera en lugares perturbados, asi como en terrenos pedregosos y de suelo somero,
negro profundo, delgado arcilloso pedregoso, somero de roca caliza, litosol derivado de basalto, amarillo
derivado de conglomerado, roca ignea. Es una especie que se presenta en vegetacion secundaria de selva
baja caducifolia, arida y semidrida, tropico hiimedo, templada humeda, templada subhiumeda y tropico

subhimedo (Sargent, 1892).

Usos: se le da uso combustible a la madera muy usada para lefia con buenas caracteristicas energéticas,
también es de uso forrajero el tallo joven y la hoja, proporciona forraje en abundancia para el ganado
bovino y caprino. En el uso medicinal se usa madera con fines diuréticos, se prepara una infusion a la que
se le atribuyen propiedades contra enfermedades renales y de la vesicula. También se utiliza para elaborar

copas y vasijas (Sargent, 1892).

Figura 5 A) Muestra la descripcion botanica de las ramas de E. polystachya de acuerdo con Sargent,

(1892) y B) Arbol maduro de Eysenhardtia polystachya creciendo en condiciones naturales.
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3.5 Pinus pseudostrobus

Pinus pseudostrobus, se le conoce como pacingo y mocochtaj (lengua tojolobal), pino ortiguillo, pino
blanco, pino triste, ocote, pino canis y pino real. Es perteneciente a la familia Pinacea del género Pinus,
arbol siempre verde de 25 a 40 m de altura, de 40 a 80 cm en didmetro normal, fuste recto, presenta buena
poda natural con el 30 a 50% de su altura total libre de ramas. La corteza es lisa durante mucho tiempo y
en la vejez es aspera y agrietada. Las hojas se encuentran en grupos de 5, de 17 a 24 cm de longitud, muy
delgadas, triangulares y flexibles, de color verde intenso, a veces con tinte amarillento o glauco, finamente
aserradas con los dientecillos uniformes. Por lo general cuenta con 3 6 2 canales resiniferos en la parte
media, rara vez con uno interno o externo. Las vainas son persistentes, anilladas de 12 a 15 mm (a veces
hasta 20), de color castafio oscuro, algo brillantes; yemas oblongo coénicas de color anaranjado, conillos
oblongos largamente pedunculados, oscuros, con gruesas escamas provistas de puntas romas. Las ramas
son extendidas y verticiladas, ramillas delgadas y fragiles, con largos entrenudos, con tinte azuloso en las
partes tiernas, las bases de las bracteas son espaciadas y frecuentemente adheridas a las ramillas y como
sumergidas a ellas. Los conillos son oblongos largamente pedunculados, oscuros, con gruesas escamas
provistas de puntas romas. Los conos son ovoides o largamente ovoides de 8 a 10 cm, a veces mas, de
color café claro, amarillento o moreno, extendidos, muy levemente encorvados, un poco asimétricos,
generalmente en pares; sobre pedinculo de 10-15 mm de longitud, no se desprende con el cono y con
frecuencia queda en la ramilla con algunas escamas basales. Las escamas son delgadas pero duras,
desiguales, de 3 a 3.5 cm de largo por 1.5 a 1.8 de ancho, con 4pice anguloso; umbo irregularmente
cuadrangular; quilla transversal por lo comin baja y poco marcada; costilla perpendicular poco visible;
apofisis aplanada, en ocasiones saliente y redondeada, cispide pequefia, deprimida, provista de una punta
conica, fragil y persistente. La semilla es vagamente triangular, de color oscuro, de unos 6 mm y ala de 23

mm de largo por 6 a 9 mm de ancho (Fig. 6) (Martinez, 1948).
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Figura 6 A) Muestra la fotografia del arbol y ramas, B) Corteza, C) Hojas, D) Semillas y E) Conos de

Pinus pseudostrobus en condiciones naturales.

Distribucion y habitat: se reporta como originaria de México, Guatemala y Honduras; en general en
latitudes que van de 14° norte a 26° norte. En la Republica Mexicana su distribucion queda comprendida
entre los paralelos 17° 15 a 29° 25° de latitud norte y los meridianos 92° 05” a 108° 35° de longitud oeste.
Se localiza en la Sierra Madre Oriental, Eje Neovolcanico y en la Sierra Madre del Sur, Sierra Madre de
Chiapas y parte de la Sierra Madre Occidental. Se ha registrado en las siguientes entidades federativas:
Jalisco, Colima, Estado de México, Hidalgo, Distrito Federal, Puebla, Guerrero, Morelos, Oaxaca,
Coahuila, Chihuahua, Guanajuato, Chiapas, Puebla, Querétaro, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas,
Veracruz y Tlaxcala. En Michoacén se reporta en los municipios de Acuitzio, Uruapan, Madero, Zacapu,
Zinapécuaro, Zitacuaro, Coalcoman, Aguililla, Charo, Cheran, Erongaricuaro, Ciudad Hidalgo,

Indaparapeo, Angangueo, Morelia, Nahuatzen, Nuevo Parangaricutiro, Ocampo, Paracho, Patzcuaro,
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Quiroga, Los Reyes, Salvador Escalante, Senguio, Tacambaro, Tancitaro, Tangamandapio, Tingambato,

Tuxpan y Tuzantla (SEMARNAP, 2006).

Usos: esta especie es buena productora de resina, la cual es explotada en los estados del centro y sur de
Meéxico. La madera es de buena calidad y sus largos fustes limpios permiten el uso en aserrio, madera
terciada, chapa, triplay, pulpa para papel, caballetes, molduras, jaulas y envases, como barrera de calor y
sonido, postes, pilotes, madera para minas, durmientes para ferrocarril, tejamaniles y largueros,
combustibles, palillos y fosforos. Asimismo, es muy apreciada en artesanias, ebanisteria y muebles finos o
de produccioén seriada, como mesas, butacas, bancos, etc., en las zonas rurales tiene varios usos
domésticos. También se propone emplearlo en la fabricacion de abatelenguas, palos para paleta, cucharas
para nieve, pisos, canceles, tarimas y plataformas, etc. Es una especie recomendable para plantaciones
comerciales, también para su uso ornamental en campos deportivos y parques, debido a que su follaje

semicolgante desprende un aroma agradable a resina (Eguiluz, 1978).

3.6 Pinus leiophylla
P. leiophylla se conoce cominmente como Manzanita, Ocote, Ocote chino, de ocoshal delgado, negro,
Palo otomite, Pino, Pino blanco, chamonque, chimonque, chino, negro, prieto, calocote, saguaco, chamaite,
chico, otomite Sawa Tarahumara; Sawa Raramuri, Tlacocote, Xalatlaco. Crece hasta una altura de 20-30
m, con un didmetro de tronco de 35 a 80 cm. Las agujas crecen en unidades de tres a cinco, entre 5-10 cm
(raramente hasta 15 cm) de largo y son de un verde brillante hasta verde amarillento. Los conos son
ovoides, de 4-7 cm (raramente 8 cm) de largo, y nacen de un tallo de 1-2 cm de largo. Necesitan alrededor
de 30 a 32 meses para madurar, es decir, un aflo mas que la mayoria de los demas pinos. La corteza es de

color gris-marrdn, y con fisuras (Fig. 7).

Tiene una amplia distribucion, principalmente en México, con una pequefia extension en los Estados
Unidos en el sureste de Arizona y el suroeste de Nuevo México. Su distribucion en México se extiende a
lo largo de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur; de Chihuahua hasta Oaxaca, entre 1,600
y 3,000 msnm. Requiere de una precipitacion anual de 600 a 1,000 mm, sobre todo en el verano. Tolera las
heladas en el invierno y en verano comunmente. Fue introducida en explotaciones comerciales en
Australia y en diferentes paises en Africa, incluyendo Kenia, Malaui, Sudéfrica, Zimbabue, Zambia. En

Sudéfrica y Queensland (Australia) en donde hay grandes extensiones de siembras de este arbol.
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Usos: la madera de P. leiophylla es dura, densa y fuerte, es utilizada para la construccion, para fabricar los
durmientes del ferrocarril. EI uso mas comun de esta especie es contra la tos en los estados de México y
Tlaxcala; se bebe un t¢ de corteza del arbol, como expectorante, se usa contra la bronquitis aguda,
interviene ademas en el tratamiento de reumas, dermatitis, en la cicatrizacion de heridas y se usa como
antiséptico de las vias urinarias y como diurético. Fue descrita por Schiede ex Schltdl. y Cham, publicado

en Linnaea (Conabio, 2018).

Figura 7 A) Fotografia que muestra las estructuras anatomicas de Conos, ramas y B) Arbol de Pinus
leiophylla en condiciones de crecimiento naturales.

3.7 Pinus montezumae
Pinus montezumae se conoce comunmente con los nombres de Juncia, Ocote, Ocote blanco, Ocote
escobeton, Pino, Pino blanco, Pino chamaite, Pino colorado, Pino de vara gruesa, Pino gordo, Pino lacio,
Pino moctezuma, Pino ocochamate, Pino real, Chalmaite, Chalmaite blanco, Ocochamate, Ocote escobeto,
Ocote toma agua, Pino chalmaite blanco, Yutnu-satnu. Esta conifera desprende una resina aromadtica que
arde con facilidad cuando entra en contacto con el fuego debido a su resina inflamable. En algunos lugares
su madera se utiliza para la construccion y también como combustible. Es un arbol con una altura de entre
20 y 35 m, y tronco hasta 80 cm de didmetro; sus hojas forman generalmente grupos de cinco, de color
verde oscuro, la corteza de este arbol es de una tonalidad café rojizo (Fig. 8). Su madera es blanca y
resinosa. Crece en bosques de pino y encino en lugares entre los 1,400 y 3,200 msnm, con lluvias entre

900 y 1,600 mm y con una temperatura media anual de 11 a 18 °C, por lo que se puede encontrar en las
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zonas boscosas de las montafias de México, Guatemala y zonas norte de El Salvador. Las ciudades de
Ocotlan en Jalisco, Ocotlan de Morelos en Oaxaca. Fue descrita por Aylmer Bourke Lambert y publicado

en A Description of the Genus Pinus (Conabio, 2018).

Figura 8 A) Imagen que muestra el arbol maduro de P. Montezumae creciendo en condiciones naturales,
B) Estructura anatomica llamada cono, C) Distribucion geografica de la especie de P. Montezumae en
Meéxico, y D) Ramas de P. Montezumae.
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4. Justificacion
La mayoria de los estudios realizados al dia de hoy sobre la naturaleza de compuestos, se orientan en aislar
e identificar los extraibles de la madera, provenientes de la corteza, albura o duramen, dejando en segundo
plano el efecto que dichos compuestos pueden llegar a tener en modelos biologicos con enfoque ya sea
biotecnoldgico o médico, por otra parte las plantas son las principales fuentes de compuestos terapéuticos
de las cuales se aisla de las hojas, flores y raices, dejando de lado la madera. Por esta razon, en el presente
trabajo se plantea la idea de evaluar el efecto de diversos extractos provenientes de Eysenhardtia
polystachya, Pinus leiophyla, Pinus montezumae y Pinus pseudostrobus para medir su efecto bioldgico y

antioxidante.
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5. Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad biologica de los extraibles de madera de E. polystachya, y corteza de P. leiophyla, P.

montezumae y P. pseudostrobus.
Objetivos especificos

* Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extraibles de E. polystachya, P. leiophyla, P.
montezumae 'y P. pseudostrobus.

* Analizar la accion insecticida de los extraibles de E. polystachya, P. leiophyla, P. montezumae 'y P.
pseudostrobus.

* Determinar la actividad antioxidante y citotoxica in vivo de los extraibles de E. polystachya, P.
leiophyla, P. montezumae 'y P. pseudostrobus.

* Analizar el efecto antimicrobiano de los extraibles de madera de E. polystachya, P. leiophyla, P.

montezumae y P. pseudostrobus.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Material bioldgico

6.1.1 Material vegetal
El material para la elaboracion de los extractos a partir de la especie arborea Eysenhardtia polystachya
(Palo dulce) utilizados en este estudio fueron donados por el laboratorio de Quimica del IIQB a cargo del
D.C Rafael Herrera Bucio profesor investigador miembro del Programa de Maestria en Ciencias y

Tecnologia de la Madera.

La corteza de madera de las especies de Pinus; P. pseudostrobus, P. leiophylla y P. montezumae utilizadas
en este estudio, fueron donadas por el laboratorio de Quimica de la Madera a cargo del D.C José
Guadalupe Rutiaga Quifiones profesor investigador miembro del Programa de Maestria en Ciencias y

Tecnologia de la Madera.

Las cepas fungicas (Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum) que se utilizaron en el presente estudio
son pertenecientes a la coleccion del laboratorio de Microbiologia de la Madera del Edificio de Posgrado
de FITECMA a cargo del Dr. Crisanto Veldzquez Becerra profesor investigador miembro del Programa de

Maestria en Ciencias y Tecnologia de la Madera.

Las cepas bacterianas (Ralstonia picketti, Campylobacter jejuni, Micrococcus luteus y Kocuria palustris)
utilizadas para los ensayos antibacterianos, nematodos Caenorhabditis elegans y crustaceos Artemia
salina requeridos para los bioensayos in vivo, se analizaron en el laboratorio de Biologia Sintética del
Centro de Innovacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacédn A.C. (CIDAM) a cargo del D.C Josué
Altamirano Hernandez profesor investigador a cargo del Programa de Maestria en Ciencias en Biologia

Experimental.

6.1.2 Obtencion de los extractos
El material vegetal (astillas) se coloco en un desecador con aireacion por un periodo de 5 dias a 45 °C, una
vez seco se molid en un molino industrial obteniendo un polvo fino (aserrin). Para la obtencion de los
extractos acetonico (AC), tetrahidrofuranolico (THF), metanolico (MET) y acuoso (WA) se pesaron en

una balanza analitica, 30 g de material vegetal seco triturado que se colocd en un dedal de extraccion de
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celulosa Soxhlet y se adicionaron 300 mL de solvente (MEYER) grado reactivo en un matraz bola
Erlenmeyer, se mont6 el equipo de extraccion Soxhlet y se inici6 la extraccion a temperatura de ebullicion
del solvente de 4-6 h, repitiendo el proceso tres veces utilizando la misma cantidad de solvente nuevo en
cada ocasion. El extracto se concentrd en un rotaevaporador para separar el solvente, el extracto crudo se
llevo a sequedad completa en un desecador hasta sequedad total. Los extractos secos se almacenaron en
frasco ambar hasta su utilizacion. Para la evaluacion del rendimiento de las extracciones con solventes en

el proceso de soxhlet se utilizo la ecuacion modificada de (Happel y Jordan, 1981).

L. (peso inicial de la madera — peso final ) X 100
% Rendimiento =

extracto obtenido

6.2 Experimentos in vitro

6.2.1 Andlisis fitoquimico preliminar para identificacion parcial de metabolitos
secundarios

Para la determinacion inicial de los principales principios activos presentes en los extractos de madera E.
polystachya, P. pseudostrobus, P. leiophylla y P. montezumae se realizaron pruebas quimicas de
identificacion. Las soluciones de los extractos se prepararon a diferentes concentraciones disueltos en
diferentes solventes organicos. Se utilizaron diferentes métodos de cuantificacion con el propdsito de

identificar compuestos fendlicos.

6.2.2 Extraccion y cuantificacion de fenoles
Para la extraccion de fenoles totales se coloco la muestra de las diferentes maderas en una solucion de
metanol al 50% adicionado con HCI al 1% con agitacion constante por 3 dias consecutivos con un cambio
de solucion cada 24 h. Las muestras se filtraron con papel filtro Whatman de tamafio del poro de 11 pm.
La muestra se concentr6 en rotavapor hasta sequedad a una temperatura de 50°C para recuperarla en 3 mL
de metanol al 50%. La determinacion de fenoles totales se realizé por el método de Folin-Ciocalteu. El
acido galico se emple6 como estandar a una concentracion de 0.010 a 5 mg/mL. Las absorbancias
respectivas se midieron a 760 nm en un espectrofotdémetro M491 EPOCH. La concentracion de fenoles

totales se reportd como mg de equivalentes de acido galico/mL. Los valores equivalentes a umoles de
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acido galico/g peso fresco de cada muestra se obtuvieron con la ecuacion de la recta de la curva de

linealidad. Curva de calibracion (Anexos, Fig. 25).
y = (0.2771x) — 0.0659

_ y—0.0659
X = "02771

Donde:
y = absorbancia obtenida

X = umoles de acido galico/g peso fresco

6.2.3 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro
Para determinar la actividad antioxidante los extractos se normalizaron a una concentracion de 10 pg/mL
esto con el fin de evaluar la potencia antioxidante de los extractos en cada madera, para ello se utilizaron 3

métodos diferentes.

6.2.4 Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de madera por el
método de DPPH-"

La actividad antioxidante de los extractos se evalu6 en base a la capacidad de eliminar el radical libre 2,2-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) en base al método descrito por (Brand-Williams et al. 1995), con
modificaciones para adaptarlo a nuestras condiciones. Las soluciones de los extractos se mezclaron con
1,000 uL de la solucion metanodlica de DPPH™ 1 mM. Las muestras se incubaron por 30 min a temperatura
ambiente y la absorbencia se midi6 a 517 nm empleando un espectrometro Perkin Elmer Lambda 18. Las
diferencias en absorbencia entre la muestra y el control (DPPH" en etanol) se calcularon y expresaron
como miliequivalentes de acido gélico o del radical DPPH™ . Se emplearon soluciones de acido galico

como estandares de referencia. Curva de calibracion (ver Anexos, Fig. 26).
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6.2.5 Determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos de madera por
el método ABTS*

La capacidad de atrapamiento de los radicales libres se evalud por el método del radical ABTS™ (Acido
2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) desarrollado por (Pellegrini, et al. 1999), indicado para
emplearse con compuestos coloridos como los extractos de este estudio, adaptado a la metodologia
descrita por (Kuskoski, et al. 2004), con modificaciones. Para la preparacion del radical ABTS ™, se haran
reaccionar persulfato de potasio (2.45 mM) con ABTS" (7mM). La mezcla se cubrié completamente y se
dejé en agitacion por al menos 16 h a temperatura ambiente para permitir la formacion del radical.
Transcurrido este tiempo, 150 pL del radical ABTS" se diluyd con 15 ml de etanol absoluto en un vaso
cubierto con papel aluminio, para obtener una absorbencia de 0.7+0.02, se registr6 la absorbencia inicial y
en la misma celda se anadid 10 uL del extracto a probar diluido en etanol absoluto. La mezcla se agitd
cuidadosamente y se comenz6 a leer la absorbencia a 754 nm empleando un espectrometro Perkin Elmer
Lambda 18, se tomaron lecturas a 1 min y 6 min después de iniciar la reaccion. Se realiz6 una curva
estindar con TROLOX disuelto en etanol (10 mM) con el mismo procedimiento para muestras y
estandares. Los resultados se expresaron como CAET (capacidad antioxidante equivalente a TROLOX)

Curva de calibracion (Anexos, Fig. 27).

6.2.6 Evaluacion del poder antioxidante reductor de Hierro (FRAP)
En el ensayo FRAP (por sus siglas en inglés “Ferric Reducing Antioxidant Power”) los compuestos
antioxidantes reducen el complejo Fe (III)-Tripiridiltriazina en su forma ferrosa de color violeta que ha
sido descrito previamente por (Benzie y Strain, 1996). Para este ensayo se elabor6 la solucion de trabajo el
dia del ensayo para la cual se mezclé Acetato de Sodio 300 mM a pH de 3.6, Cloruro Férrico 20 mM y
TPTz (2, 4,6-tripiridil-s-triazina) 10 Mm (SIGMA) en proporcion 10:1:1 y se coloco en agitacion a 37° C
por 10 minutos en obscuridad. Para el ensayo se colocd 10 puL de cada extracto normalizado y 150 pL de
la solucidn de trabajo en placas de 96 pozos y se dejo estabilizar la reaccion por 20 minutos en ausencia de
luz. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 593 nm en un espectrometro UV-Vis para
microplacas (Epoch, BioTek, USA). Para ver la correlacion entre el contenido de compuestos fendlicos y
la actividad antioxidante in vitro se multiplico el valor obtenido a una concentracion de 10 pg/mL de

compuestos fenolicos por la cantidad total contenida en el extracto crudo Curva de calibracion (Anexos,

Fig. 28).

28



6.3 Actividad insecticida de los extractos de corteza de Pinus y madera de E.

polystachya mediante el célculo de la DLsoen el modelo bioldgico de Anopheles

aegypti
A. aegypti se us6 para éste estudio, en el estadio de 4 a 10 dias (Fig. 9) que es la edad temprana larvaria del
mosquito se utilizo en este trabajo debido a que es el transmisor de enfermedades por picadura del mismo
como dengue, chinkonkunya y zica que han sido detectadas en gran parte del area de tierra caliente y la
zona costera, donde las condiciones de humedad le permiten reproducirse afectando a la poblacion, por lo
que el gobierno recurre a medidas de fumigacién que no solo dafian a este mosquito si no a la fauna
acuatica benigna por lo cual es necesario emplear un biopesticida con un menor impacto ambiental. Para
montar éste experimento se colocaron 6 larvas por pocillo las cuales se obtuvieron a partir del crecimiento
natural en envases de plastico y clasificadas, posteriormente se colocaron los extractos a las
concentraciones de 10, 50, y 100 pg/mL, de 12 y 24 horas para calcular la DLso determinando la
inmovilidad de dicha larva como muerte por la observacion de la misma en una lupa esterecoscopica. Para
medir el efecto insecticida se obtuvo por medio de regresion lineal la ecuacion de la recta R? a partir del

calculo del coeficiente de correlacion de Pearson:

IR -Y)
r =
VE(x — R)%L(y —y)?

Coeficiente de R? (conocido y , conocido X )
Conocido y : Rango % supervivencia
Conocido x : Rango concentracion
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Figura 9 Fotografia que ilustra la morfologia tipica de la larva de 3% estadio de A. aegypti. La flecha roja
indica la presencia de la larva en DMSO al 1%. 2x.

6.4 Efecto toxico de extractos de corteza de Pinus y madera de E. polystachya por

medio del calculo de la concentracion letal 50 en el modelo A. salina
Los ensayos de citotoxicidad regularmente son costosos, requieren disciplina, equipo sofisticado,
recoleccion de sangre y personal de tiempo completo, lo que ha llevado a la busqueda de métodos que
sean igual de sensibles pero que disminuyan los costos, el tiempo y la cantidad de muestra utilizada. El
ensayo de letalidad en artemia también conocido como BSLT por sus siglas en inglés (Brine Shrimp
Lethality Test) resulta una opcion a esto. Este método es ampliamente utilizado para la deteccion de
compuestos bioactivos en extractos crudos de plantas, aunque también se le ha empleado para determinar
la toxicidad de algunos extractos de plantas, determinacion de metales pesados, pesticidas, aditivos para
comidas y algunas drogas. BSLT ha incrementado su uso debido a los bajos costos, alta sensibilidad para
la deteccion de compuestos citotoxicos y el uso de cantidades menores de muestras comparado con otros
métodos, ademas de que las larvas de artemia que se emplean para este ensayo son muy similares con una
célula de mamifero, es rapido, simple y barato, por el uso de pequenias cantidades de material para cada

prueba (Mirzaei, ef al. 2013).

6.4.1 Crecimiento de Artemia salina
Los quistes de 4. salina se colocaron en agua salada (3% de sal san-Halita, especial para acuarios), a una
temperatura de 25°C con una iluminaciéon de aproximadamente 2000 lux en la superficie del agua y

manteniendo una aireacion constante que permitidé mantener niveles de oxigeno por encima de 2 mg/L
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(Sorgeloos, et al. 1986). Después de 72 h el cultivo de artemia se encontrd en la fase de nauplio (Fig. 10),

para su uso en las pruebas de toxicidad.

Figura 10 Foto que ilustra la morfologia de los nauplios de A. salina. La flecha roja indica la presencia del
nauplio en DMSO 1%. 4x.

6.4.2 Determinacion de la concentracion de los extractos crudos para BSLT

El intervalo de concentraciones adecuadas de los extractos para realizar el BSLT se determind en un
intervalo de concentracion de 10-80 pg/mL. Los mejores resultados se obtuvieron a concentraciones de 30,

40, 50 y 70 pg/mL en tiempos de 12 y 24 horas.

6.4.3 Determinacion de DLso

La dosis letal 50 (DLso) se determind con las artemias en fase de nauplio. Las larvas se colocaron en
placas de 96 pocillos, 6 larvas por pozo, para cada extracto se utilizaron cuatro concentraciones (10, 20, 40
y 80 pg/mL). El agua salada absoluta y otro con un volumen de dimetilsulfoxido (DMSO) 1% se
emplearon como controles, con la finalidad de descartar que el DMSO tuviera un efecto sobre el calculo
de la DLso. La muerte de las larvas se determind cada 12 horas por un periodo maximo de 24 horas. La
DLso se calculd por el método de regresion lineal seleccionando aquella R? con valores mayores o iguales
a 0.8 y que presentara el 100% de sobrevivencia para las concentraciones mas bajas y el 0% de
sobrevivencia para aquellas concentraciones mas altas. Se determin6 la DLso por medio de regresion lineal

la ecuacion de la recta R? a partir del calculo del coeficiente de correlacion de Pearson:
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L= -Y)
r=
VE(x — D)22(y —y)?

Coeficiente de R? (conocido y , conocido x )
Conocido y : Rango % supervivencia
Conocido x : Rango concentracion

6.5 Actividad antioxidante in vivo

Como modelo bioldgico para evaluar la actividad antioxidante in vivo se utilizd6 al nematodo
Caenorhabditis elegans N2 por ser un modelo muy manejable en laboratorio, ciclo de vida corto y en el
cual se pueden observar los efectos de un estrés oxidativo. Es un organismo hermafrodita que se alimenta
de la bacteria Escherichia coli y tiene un ciclo de vida de 2 a 3 semanas. En etapa adulta mide 1 mm
aproximadamente y es capaz de colocar entre 200 y 300 huevos a lo largo de su vida, al eclosionar, el
nematodo pasa por cuatro estados larvarios antes de llegar a la etapa adulta. Durante su segundo estado
larvario (L2) y en caso de sobrepoblacion o ausencia de alimento, C. elegans N2 puede entrar a un estadio
alternativo con mayor resistente al medio y al envejecimiento. A partir del cuarto estado larvario (L4) son
capaces de producir espermatozoos y en etapa adulta pueden generar huevos (Fig. 11) (Priess y Hirsh,
1986). C. elegans N2 se utiliza cominmente como modelo para diversos estudios de enfermedades como
diabetes, obesidad o el envejecimiento prematuro (Moreno, ef al. 2014). En el caso de diabetes la via de
sefializacion de la insulina en este nematodo es similar a la humana y regula tanto el metabolismo como el
desarrollo y la longevidad. Schlotterer, et al. (2009) reportan que una concentracion de 40 mM de glucosa
en C. elegans N2 es equivalente a la concentracién de glucosa en sangre de un paciente diabético y acorta

el ciclo de vida del nematodo al igual que se reduce la expectativa de vida en personas con diabetes.
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Figura 11 Ciclo de vida del nematodo C. elegans (Worm Atlas, 2018).

6.5.1 Estrés oxidativo causado con Perdxido de Hidrégeno (H203)
Los extractos de corteza de Pinus y madera de E. polystachya se normalizaron a concentraciones de 10 a
80 pg/mL de compuestos fenodlicos con medio M9. C. elegans N2 (WT) fue cultivado en medio de
crecimiento de nematodos (NGM) (Anexo El) en caja de Petri con E. coli OP50 en la superficie del medio
a una temperatura de 18°C. Para el ensayo de actividad antioxidante se colocéd C. elegans (en etapa adulta)
en placa de 96 pozos con medio M9 (Anexo E2) en presencia del extracto normalizado y se dejo incubar la
placa por 48 horas en oscuridad a 18° C, transcurrido ese tiempo se realizaron lavados con medio M9 y se

agregaron concentraciones de 5, 10 y 15 mM de H2O; para causar un estrés oxidativo.

Se realiz6 un conteo de nematodos cada hora por un tiempo total de 6 horas y se determin6 la DLso de
H>0O> por medio del uso del grafico de Kaplan-Meier el cual necesita datos de supervivencia como entrada
y también puede manejar eventos de censura utilizando la supervivencia media para cada grupo de

muestra y el valor Log-Rank en el caso de dos grupos de muestra, que puede mostrar un valor p.
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6.6 Andlisis microbioldgico

6.6.1 Preparacion del inoculo
Se seleccionaron 4 ¢ 5 colonias del microorganismo en estudio, preferencialmente de un cultivo puro o de
un cultivo en que se haya obtenido el aislamiento primario del microorganismo cuidando no utilizar
cultivos de mas de 24 horas, se transfirieron estas colonias, simplemente tocando la parte superior de cada
una con asa bacterioldgica a un tubo que contenga 100 mL de caldo nutritivo BD BIOXON estéril para la
reactivacion de las cepas, se incubard este cultivo a 35°C en movimiento horizontal por un tiempo de 8-12

horas hasta que se produzca un crecimiento moderado.

6.6.2 Siembra de la muestra
Se tomaron 20 pL de caldo nutritivo con una micropipeta y se impregno el centro del agar nutritivo BD
BIOXON y con un asa microbioldgica disefio L se sembro el indculo uniformemente sobre la superficie
del medio, se hizo esta siembra evitando inéculos muy concentrados o muy diluidos, se permitié que la
superficie del medio sembrado se seque durante 5-20 minutos, manteniendo la caja con la tapa cerrada, se
colocaron los discos sobre la superficie del agar nutritivo con pinzas estériles; con €stas, se presionaran los
discos ligeramente sobre el agar nutritivo para asegurar un contacto uniforme, se colocaron 6 discos en la
periferia dejando entre disco y disco un espacio uniforme (aproximadamente de 2 cm.); para evitar que las
zonas de inhibicion queden imbricadas, posteriormente se colocaran los extractos, solventes, antibidticos y
antifingicos, se incubaron las cajas inmediatamente o en los proximos 30 minutos a 35°C se leyeron las

cajas después de 12-24 horas de incubacion para bacterias.

6.6.3 Prueba de sensibilidad por medio de la técnica de sensidisco
La prueba de sensibilidad utilizando el procedimiento del disco es una modificacion de la técnica descrita
por Bauer, Kirby, Sherris y Turk para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
antimicrobianos preparados a partir de extractos de E. polystachya, P. pseudostrobus, P. leiophylla y P.
montezumae, en diluciones de 200, 300, 350 y 400 pg/0.25 mL de los extractos de acetona,
tetrahidrofurano, metanol y agua, posteriormente se impregnaron discos de papel filtro con 0.25 uL de
extracto, por otro lado se aplico amikacina como control (+) y el DMSO 1% como control (-). Se
colocaron 6 discos por caja Petri en agar nutritivo para bacterias en 3 repeticiones por cada extracto. Se
utilizaron las cepas microbianas Ralstonia picketti, Campylobacter jejuni, Raoultella terrigena,

Micrococcus luteus y Kocuria palustris. Se determiné el halo de inhibicion en mm (Bernal, 1984).
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6.6.4 Medicién de los halos de inhibicion

Se midio6 la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie oscura bajo luz reflejada. Se midio el
diametro de la zona incluyendo el disco, con una regla vernier sobre el respaldo de la caja de Petri sin

remover la tapa. Una lectura de 6 mm indica que no hay zona de inhibicion.

6.6.5 Técnica de inhibicion de crecimiento en placa
Para la prueba de inhibicion de crecimiento en placa, primero se inoculé el medio Agar Sabouraud BD
BIOXON con cortes de aproximadamente 0.5 mm® de agar Sabouraud que contenia la cepa aislada del
hongo, por medio de la técnica de cubo de micelio. Se utilizaron discos de papel filtro y probetas de
aproximadamente 4 cm de largo x 0.5 cm de ancho, se impregnaron con los extractos de E. polystachya, P.
pseudostrobus, P. leiophylla y P. montezumae, en diluciones de 200, 300, 350 y 400 pg/0.25 mL de los
extractos acetona, tetrahidrofurano, metanol y agua, por otro lado se aplicé un fungicida comercial Captan
como control (+) y solvente DMSO 1% como control (-), con un total de 6 discos por caja Petri y en el
caso de las probetas se colocaron 2 por caja en 3 repeticiones por cada extracto para ambos ensayos. Se

utilizaron las cepas de los hongos T. versicolor y G. traveum en un periodo de 7 a 14 dias.

6.7 Analisis estadistico

e Los ensayos in vitro se determinaron estadisticamente mediante ANOVA de una via y una prueba
de medias Tukey y ¢ de Student usando el programa GraphPad Prism 5 considerando p< 0.05 como
probabilidad minima aceptable para las diferencias entre medias.

e Para medir el efecto insecticida se obtuvo a partir del calculo del coeficiente de correlacion de
Pearson:

e Para medir la toxicidad en A. salina se obtuvo por medio de regresion lineal graficando la ecuacion
de la recta R, se realiz6 una curva de concentracion-respuesta.

e En la evaluacion antioxidante en el modelo de C. elegans se realiz6 la estimacion de la funcion de
supervivencia por el método de Kaplan Meier usando el programa GraphPad Prism 5.

e El analisis microbioldgico se calculd mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y una

prueba de medias Tukey.
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7. Resultados
7.1 Evaluacion del rendimiento de las extracciones con solventes en el proceso de

soxhlet en las 3 diferentes especies de Pinus y la especie tropical E. polystachya

El porcentaje de extraibles presentes en cada una de las maderas fue cuantificado por triplicado para cada
extracto, y examinado por medio de la ecuacién de rendimiento de Happel y Jordan. En donde presento
una concentracion promedio mayor de un 80.85 % en el extracto metanolico de P pseudostrobus, seguido
de P. montezumae, en donde se obtuvo un 80.66 %, en donde la especie de P. leiophyla que presentd un
80%, cabe mencionar que la especie de E. polystachya obtuvo un rendimiento de 78% en el mismo
extracto. En los extractos acuosos se observaron rendimientos de entre un 20 y un 18%, seguido de los
extractos de tetrahidrofurano y finalmente los acetdnicos (ver Tabla iii). El mayor rendimiento se obtuvo
en los extractos metanolicos de corteza de las coniferas lo que coincide con lo analizado por Gao, et al.
2007, en donde por medio de una extraccidn metandlica en soxhlet obtiene rendimientos en % (p/p)

mayores en corteza interna y externa en Chamaecyparis lawsoniana que de albura y duramen.

Tabla iii Porcentaje de rendimiento obtenido de los extractos de cuatro especies de arboles utilizando la
ecuacion modificada de Happel y Jordan (Pag. 25).

Especies Solventes
Acetona Metanol Tetrahidrofurano Agua
(AC) (MET) (THF) (WA)
P. leiophyla (%) 0.88 80.03 2.15 24.25
P. pseudostrobus (%) 1.34 80.85 2.78 24.7
E. polystachya (%) 0.33 78.36 7.57 18.46
P. montezumae (%) 2.3 80.66 2.76 23.87
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7.2 Experimentos in vitro

7.2.1 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu (FOLIN)
El contenido total de fenoles se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu y se expres6 como
equivalentes de acido galico en donde, los siguientes extractos de madera obtuvieron una diferencia
significativa en su contenido fenolico (Fig. 12). El extracto metanolico de P. leiophyla mostr6 mayor
contenido fendlico, el cual arrojé una concentracion total de fenoles de 27.7 mg de 4cido galico (EAG g)
y 2.5 EAG g en el extracto de THF, el extracto acetonico de P. montezumae obtuvo una concentracion

total de fenoles de 1.04 EAG g! y el extracto acetdnico de P. leiophylla de 0.92 EAG g™

T
i
S 4000-
o BB APP
2]
22 2000 D E3 APM
QT T
(_U _I P E ACPM
% £ %
s E % @D ACPL
oo 20007 % MPP
S 7 .
b~ e
0% MPM
& § 1000+ 7 B8 MPL
s ;%g 22 MEP
g 0- 2% ) TEP
2
~ AW AC MET THF
Extraibles

Figura 12 Contenido total de fenoles de los extractos de corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera
de la especie de E. polystachya. El acido galico fue usado como estandar para medir el contenido fendlico
total. Cada valor es expresado con la media + EE (n=3). Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP),
extracto metanolico de P. montezumae (APM), extracto acetdonico de P. montezumae (ACPM), extracto
acetonico de P. leiophyla (ACPL), extracto metanolico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metandlico de
P. montezumae (MPM), extracto metandlico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polystachya
(MEP) y extracto tetrahidrofuranico de E. polystachya (TEP). Para el analisis estadistico se utilizo la
prueba ANOVA Tukey. PAB¢p<0.05 (MEP vs MPP; MEP vs MPM; MEP vs MPL).
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7.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH:

En la prueba por el método DPPH' este ensayo evaltia la actividad antioxidante de los extractos para
neutralizar radicales libres de DPPH' en base al método descrito por (Brand-Williams et al. 1995), en
donde; se observd una mayor actividad para reducir el radical DPPH", en el extracto metanolico de E.
polystachya y en el extracto acetonico de P. montezumae con valores de 0.116 y 0.115 pM TROLOX mL!
(Fig. 13).
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Figura 13 Capacidad antioxidante para la eliminacion del radical DPPH de los extractos de corteza de las
tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. El TROLOX fue usado como estandar
para medir la capacidad reductora del radical DPPH' en equivalentes uM TROLOX. Cada valor es
expresado con la media + EE (n=3). Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto metandlico de
P. montezumae (APM), extracto acetonico de P. montezumae (ACPM), extracto acetonico de P. leiophyla
(ACPL), extracto metandlico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P. montezumae (MPM),
extracto metanolico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polystachya (MEP) y extracto
tetrahidrofurdnico de E. polystachya (TEP). Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba ANOVA
Tukey. 2B<0.05 (ACPM vs ACPL). %°<(.05 (MEP vs MPP; MEP vs MPM; MEP vs MPL).

7.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS*
Para la prueba de captacion del radical ABTS" desarrollado por (Pellegrini, et al. 1999) los resultados
determinaron que el extracto metanolico de P. pseudostrobus, P. montezumae y acetonico de P. leiophylla
presentaron una mayor actividad para reducir éste radical con valores de 235.32, 185.89 y 183.69 uM
TROLOX mL™. (Fig. 14).
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Figura 14 Capacidad antioxidante para la eliminacion del carbocation ABTS " de los extractos de corteza
de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. El TROLOX fue usado como
estandar para medir la capacidad reductora del carbocation ABTS+ en equivalentes uM TROLOX. Cada
valor es expresado con la media £+ EE (n=3). Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto
metanolico de P. montezumae (APM), extracto acetonico de P. montezumae (ACPM), extracto acetonico
de P leiophyla (ACPL), extracto metandlico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P.
montezumae (MPM), extracto metanolico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polystachya
(MEP) y extracto tetrahidrofuranico de E. polystachya (TEP). Para el andlisis estadistico se utilizo la
prueba ANOVA Tukey. *#p<0.05 (ACPM vs ACPL). ¥**p<0.05 (MEP vs MPP; MEP vs MPM; MEP vs
MPL).

7.2.4 Determinacién de la capacidad antioxidante por el método FRAP
Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método poder antioxidante de la reduccion
férrica que ha sido descrito previamente por (Benzie y Strain, 1996). Los valores mas elevados
correspondieron a las especies de E. polystachya y P. pseudostrobus de 65.33 y 59.14 pM TROLOX mL!
de los extractos metandlicos, en a pesar de la diferencia significativa entre éstos se puede observar que la
capacidad antioxidante se encuentra entre los rangos de 49 a 65 a excepcion del extracto acetdnico de P

leiophyla con un rango de 38 uM TROLOX mL!(Fig. 15).
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Figura 15 Capacidad antioxidante para la capacidad reductora del Fe*® a Fe*? de los extractos de corteza
de tres especies de Pinus sp. y la madera de la especie de E. polystachya. E1 TROLOX fue usado como
estandar para medir la capacidad reductora del Fe** a Fe*? en equivalentes uyM TROLOX. Cada valor es
expresado con la media = EE (n=3). Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto metandlico de P,
montezumae (APM), extracto acetonico de P. montezumae (ACPM), extracto acetonico de P. leiophyla
(ACPL), extracto metanolico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P. montezumae (MPM),
extracto metanodlico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polystachya (MEP) y extracto
tetrahidrofurdnico de E. polystachya (TEP). Para el andlisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA Tukey.
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ABp<0.05 (ACPM vs ACPL). ®¢/p<0.05 (MEP vs MPP; MEP vs MPM; MEP vs MPL).
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7.3 Experimentos in vivo

7.3.1 Actividad insecticida de extractos acusos de corteza de especies de P.

pseudostrobus y P. montezume en el modelo biol6gico Anopheles aegypti
En el ensayo de mortalidad contra A. aegypti en extractos acuosos no fue afectada significativamente

sosteniendo una supervivencia del 100% en 12 y 24 horas del bioensayo (ver Tabla iv).

Tabla iv Analisis de supervivencia en Anopheles aegypti frente a extractos acuosos de P. pseudostrobus y

P. montezumae.

C - APP APM
oncentracion Tiempo (h) Tiempo (h)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100 -
10 100 100 100 100 100 100 =)
50 100 100 100 100 100 100 §
100 100 100 83.3 100 83.3 83.3 8
DMSO 1% 100 100 100 100 100 100 ®
R2= - - 0.775 - 0.775 0.775

Proporcién promedio de supervivencia en 4. aegypti a 0, 12, y 24 horas frente a las concentraciones de 0,
10, 50, y 100 pg/mL, usando como control negativo el solvente DMSO 1%. n=3.

7.3.2 Actividad insecticida de extractos acetdnicos de corteza de especies de P.

montezume y P. leiophyla en el modelo biolégico Anopheles aegypti
En el ensayo de mortalidad contra A. aegypti en extractos acetonicos no fue afectada significativamente

sosteniendo una supervivencia del 100% en 12 horas y del 83.3% en 24 horas del bioensayo (ver Tabla v).
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Tabla v Analisis de supervivencia en Anopheles aegypti frente a extractos acetonicos de P. montezumae 'y
P. leiophyla.

. ACPM ACPL
Concentracion - -
Tiempo (h) Tiempo (h)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24

0 100 100 100 100 100 100 -
10 100 100 100 100 100 100 e
50 100 100 100 100 100 100 §
100 100 100 83.3 100 83.3 83.3 =,
DMSO 1% 100 100 100 100 100 100 ®

R%= - - 0.775 - 0.775 0.775

Proporciéon promedio de supervivencia en 4. aegypti a 0, 12, y 24 horas frente a las concentraciones de 0,
10, 50, y 100 ng/mL, usando como control negativo el solvente DMSO 1%. n=3.

7.3.3 Actividad insecticida de extractos metandlicos de madera de E. polystachya

en el modelo bioldgico Anopheles
En el ensayo de mortalidad contra A. aegypti en extractos metanolicos no fue afectada significativamente
sosteniendo una supervivencia del 83.3 % en 12 horas mismo que se mantuvo hasta las 24 horas del
bioensayo (ver Tabla vi y vii)

Tabla vi Analisis de supervivencia en Anopheles aegypti frente a extractos metandlicos de P.
pseudostrobus 'y P. montezumae.

c ., MPP MPM
oncentracion Tiempo (h) Tiempo (h)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100 o
10 100 100 100 100 100 100 ]
50 100 100 100 100 100 100 §
100 100 83.3 83.3 100 83.3 83.3 )
DMSO 1% 100 100 100 100 100 100 ®
R%= - 0.775 0.775 - 0.775 0.775

Proporcion promedio de supervivencia en 4. aegypti a 0, 12, y 24 horas frente a las concentraciones de 0,

10, 50, y 100 png/mL, usando como control negativo el solvente DMSO 1%. n=3.
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Tabla vii Analisis de supervivencia en Anopheles aegypti frente a extractos metanodlicos de P. leiophyla 'y

E. polystachya.

., MPL MEP
Concentracion Tiempo () Tiempo ()

[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100 5
10 100 100 100 100 100 100 ]
50 100 100 100 100 100 100 §
100 100 83.3 83.3 100 83.3 83.3 =,

DMSO 1% 100 100 100 100 100 100 ®
R%= - 0.775 0.775 - 0.775 0.775

Proporcién promedio de supervivencia en A. aegypti en 0, 12, y 24 horas frente a las concentraciones de 0,
10, 50, y 100 ng/mL, usando como control negativo el solvente DMSO 1%. n=3.

7.3.4 Actividad insecticida del extracto tetrahidrofurandlico de madera de E.

polystachya en el modelo biologico Anopheles
En el ensayo de mortalidad contra A. aegypti en el extracto tetrahidrofurandlico no fue afectada

significativamente sosteniendo una supervivencia del 83.3 % a las 24 horas del bioensayo (ver Tabla viii).

Tabla viii Analisis de supervivencia en Anopheles aegypti frente al extracto tetrahidrofuranolico de E.

Proporcién promedio de supervivencia en 4. aegypti a 0, 12, y 24 horas frente a las concentraciones de 0,

polystachya.
L, TEP
Concentracion -
Tiempo (h)
[ Jug/mL 0 12 24

0 100 100 100 -
10 100 100 100 S
50 100 100 100 3
100 100 100 83.3 &,
DMSO 1% 100 100 100 ®

R2= - - 0.775

10, 50, y 100 pg/mL, usando como control negativo el solvente DMSO 1%. n=3.
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7.3.5 Efecto téxico del extracto metandlico de P. montezumae por medio del

calculo de la concentracion letal 50 en el modelo A. salina
En el ensayo de supervivencia para el modelo de A. salina se determin6 la DLso por el método de regresion
lineal seleccionando aquella R? con valores mayores o iguales a 0.9 y que presentard el 100% de
sobrevivencia para las concentraciones mas bajas y el 0% de sobrevivencia para aquellas concentraciones

mas altas, en donde el extracto metandlico de P. montezumae obtuvo una supervivencia del 50% a 70

ug/mL (Fig. 16).
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Figura 16 Proporcion promedio de supervivencia en 4. salina a 0, 12, y 24 horas frente a las
concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 pg/mL. n=3.
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7.3.6 Efecto toxico del extracto metanodlico de P. leiophylla por medio del calculo

de la concentracion letal 50 en el modelo A. salina
En el bioensayo para el extracto metanolico de P. leiophylla en el modelo de A. salina se obtuvo una

supervivencia del 50% a 50 pg/mL (Fig. 17).
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Figura 17 Proporcion promedio de supervivencia en A. salina a 0, 12, y 24 horas frente a las
concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 ug/mL. n=3.
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7.3.7 Efecto toxico del extracto metandlico de E. polystachya por medio del calculo

de la concentracion letal 50 en el modelo A. salina
En el bioensayo para el extracto metandlico de E. polystachya en el modelo de A. salina se obtuvo una

supervivencia del 50% a 30 pg/mL (Fig. 18).
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Figura 18 Proporcion promedio de supervivencia en A4. salina a 0, 12, y 24 horas frente a las
concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 pg/mL. n=3.
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7.3.8 Efecto toxico del extracto tetrahidrofuranolico de E. polystachya por medio

del calculo de la concentracion letal 50 en el modelo A. salina

En el bioensayo para el extracto tetrahidrofuranolico de E. polystachya en el modelo de 4. salina se

obtuvo una supervivencia del 50% a 30 pg/mL (Fig. 19).
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Figura 19 Proporcion promedio de supervivencia en A. salina a 0, 12, y 24 horas frente

concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 ug/mL. n=3.
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7.3.9 Experimentos in vivo para evaluar el efecto protector de los extractos en la
tolerancia al estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrégeno en el

modelo bioldgico C. Elegans N2

Figura 20 A. Nematodos vivos se observan curvos. B. Nematodos muertos se observan rectos. La flecha
roja indica la presencia del nematodo. 60x. Se muestran los nematodos vivos ante el peroxido de
hidrogeno los cuales se distribuyen en toda la region a comparacion de los nematodos muertos que tienden

a precipitarse en el fondo.
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7.3.9.1 Efecto protector de los extractos en la tolerancia al estrés oxidativo

a dosis de 40 pg/mL

inducido por peréxido de hidrégeno en el modelo bioldgico C. Elegans N2

Para evaluar la actividad antioxidante in vivo se utilizé al nematodo Caenorhabditis elegans N2 el cual es

muy utilizado como modelo para diversos estudios de enfermedades como diabetes, obesidad o el

envejecimiento prematuro segin lo descrito por (Moreno, et al. 2014). En el bioensayo el extracto

metanodlico de P. leiophyla obtuvo una supervivencia de un 80% seguido del extracto metandlico y

tetrahidrofurandlico de E. polystachya con una supervivencia cercana al 70% en una dosis de 40 pg/mL

(Fig. 21). Se utiliz6 medio M9 como control (-) y &cido gélico como control (+) en una concentracion de

20 pg/mL.
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TEP
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Figura 21 A) Extracto metanolico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metandlico de P. montezumae
(MPM), extracto metanolico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polistachya (MEP). B)
Extracto tetrahidrofuranico de E. polistachya (TEP). n=3.
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7.3.9.2 Efecto protector de los extractos en la tolerancia al estrés oxidativo

inducido por peréxido de hidrogeno en el modelo biologico C. Elegans N2

a dosis de 80 pg/mL

En el bioensayo el extracto metandlico de P. leiophyla obtuvo una supervivencia de un 80% seguido del

extracto metandlico y tetrahidrofurandlico de E. polystachya con una supervivencia de 75% en una dosis

de 80 pg/mL (Fig. 22). Se utiliz6 medio M9 como control (-) y 4cido gélico como control (+) en una

concentracion de 20 pg/mL.
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Figura 22 Extracto metanolico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metandlico de P. montezumae
(MPM), Extracto metandlico de P. leiophyla (MPL), extracto metandlico de E. polistachya (MEP) y

extracto tetrahidrofuranico de E. polistachya (TEP). n=3.

50



7.3.10 Medicion del efecto antibacteriano en M. luteus por medio de la técnica

sensidisco en extractos de Pinus sp. y E. polystachya

La actividad antibacteriana en extractos crudos de Pinus sp. y E. polystachya, no se muestra reflejada en la

zona de inhibicion, en donde el halo mayor es el control positivo Amikacina (Fig. 23).

Figura 23 Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el solvente DMSO
al 1 %. La zona de inhibicion se midi6 en (mm). Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto
metanolico de P montezumae (APM), extracto acetonico de P. pseudostrobus (ACPP), extracto acetonico

de

P montezumae (ACPM), extracto acetonico de P leiophyla (ACPL), extracto metanolico de P

pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P. montezumae (MPM), extracto metandlico de P. leiophyla
(MPL), extracto metandlico de E. polistachya (MEP). n=3.
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7.3.10.1 Medicion del efecto antibacteriano por medio de la técnica sensidisco en
extractos acuosos de corteza en especies de P. pseudostrobus y P.

montezumae
Los resultados para la actividad antibacteriana en cepas de Micrococcus luteus, Campylobacter jejuni,
Ralstonia picketti y Kocuria palustris fue medida por medio de la técnica sensidisco a dosis de 200, 300,
350 y 400 pg/mL por un periodo de 24 horas, en donde la medicion maés alta fue a dosis de 400 pg/m en
las cepas Micrococcus luteus y Campylobacter jejuni de 3.67 mm a 3.33 mm en el extracto acuoso de P,
pseudostrobus (ver Tabla ix). En donde por cuestiones del disefio experimental y la mezcla de extraibles

con posible efecto bactericida no fue posible observar un efecto sinérgico marcado solo una tendencia.

Tabla ix Actividad antibacteriana de extractos acuosos de Pinus sp.

. Amikacin

Bacteria APP APM

a (1g) () ()

40 200 300 350 400 200 300 350 400
M. luteus |[17.67+0.88 | - - 1.5+0.5 3.67+0.67 - - 0.83+0.17 1+0
C.jejuji [18332033] - - 1.17%0.17 3332033 | - - 067+0.17 0'937i0'0
R. pickettii | 18.67+0.3 | - - - - - - - -

K- l17832003] - - ; i S ] )

palustris

Inhibicion en placa (mm)

Zona no inhibida (-), Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se usé el
solvente DMSO al 1 %. Los valores representan la media + EE de la zona de inhibicion en (mm). Extracto
acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto acuoso de P. montezumae (APM). De corteza en las especies
de Pinus. n=3. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA Tukey p<0.05.
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7.3.10.2 Medicion del efecto antibacteriano por medio de sensidisco en extractos

acetonicos de corteza en especies de P. montezumae y P. leiophyla
La inhibicion més alta se observd a dosis de 350 y 400 ug/mL en cepas de Micrococcus luteus y
Campylobacter jejuni de 5.5 mm a 3.43 mm en el extracto acetonico de P. leiophyla (ver Tabla x). En
donde por cuestiones del disefio experimental y la mezcla de extraibles con posible efecto bactericida no

fue posible observar un efecto sinérgico marcado solo una tendencia.

Tabla x Actividad antibacteriana de extractos acetonicos de Pinus sp.

Bacteria Amésg)c'”a ACPM (ug) ACPL (ug)
40 |200 300 350 200|200 300 350 200
M. luteus | 17.67:088 | - - 1.03£0.03  1.07£0.07 | - 1.0320.03 3.43£034 5.5:0.29
C.iejuji |1833033| - - 097:003  1.03:003 | - 097£0.03 3.37:032 5.57£0.3
R. pickettii | 18.67£0.3 | - - i 1.07£0.07 | - i i 1.120.1
Ko 17830003 - - i 1.03£0.03 | - i - 1.07£007
palustris

Inhibicion en placa (mm)

Zona no inhibida (-), Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el
solvente DMSO al 1 %. Los valores representan la media + EE de la zona de inhibicién en (mm). Extracto
acetonico de P. montezumae (APM), extracto acetonico de P. leiophyla (APL). De corteza en las especies
de Pinus. n=3. Para el andlisis estadistico se utiliz6 la prueba ANOVA Tukey p<0.05.
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7.3.10.3 Medicion del efecto antibacteriano por medio de sensidisco en extractos

metanolicos de corteza en especies de Pinus
La inhibicion més alta se observd a dosis de 350 y 400 ug/mL en cepas de Micrococcus luteus y
Campylobacter jejuni de 2 mm en el extracto metanolico de P. pseudostrobus (ver Tabla xi). En donde por
cuestiones del disefio experimental y la mezcla de extraibles con posible efecto bactericida no fue posible

observar un efecto sinérgico marcado solo una tendencia.

Tabla xi Actividad antibacteriana de extractos metandlicos de Pinus sp.

Bacteria |Amikacina (ug) MPP (ug)
40 200 300 350 400
A M. luteus 17.67+0.88 1.03+0.03  1.07+0.07 3.17+0.44  8.33+0.67
C. jejuiji 18.33+0.33 1.07£0.07 1.17+0.17  2.87+0.3  6.37+0.37
R. pickettii 18.67£0.3 - - - 1.03+0.03
K. palustris 17.83+0.93 - - - 1.07+0.07
Inhibicion en placa (mm)
Bacteria | Amikacina (ug) MPM (ug)
40 200 300 350 400
B M. luteus 17.67+0.88 - 1.17+0.17 1.67£0.33  2.2+0.15
C. jejuji 18.33+0.33 - 1.10£0.1  1.67+0.33  2.1+0.06
R. pickettii 18.67+0.3 - - - 1.17+0.17
K. palustris 17.8340.93 - - - 0.83+0.17

Inhibicion en placa (mm)

Zona no inhibida (-), Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el
solvente DMSO al 1 %. Los valores representan la media + EE de la zona de inhibicién en (mm). Extracto
metanodlico de P. pseudostrobus (MPP), extracto metandlico de P. montezumae (MPM). n=3. Para el
analisis estadistico se utiliz6 la prueba ANOVA Tukey p<0.05.
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7.3.10.4 Medicion del efecto antibacteriano por medio de sensidisco en los

extractos metanolicos de madera en especie de E. polystachya

La inhibicién mas alta se observo a dosis de 300, 350 y 400 ug/mL en cepas de Micrococcus luteus y

Campylobacter jejuni de +/- 2 mm en los extractos metandlicos de ambos extractos (ver Tabla xii). En

donde por cuestiones del disefio experimental y la mezcla de extraibles con posible efecto bactericida no

fue posible observar un efecto sinérgico marcado solo una tendencia.

Tabla xii Actividad antibacteriana de extractos metanolicos de P. leiophyla y E. polystachya

Bacteria | Amikacina (ug) MPL (ug)
40 200 300 350 400
A M. luteus 17.67+0.88 6.33+0.17  9.13+0.09 9.4+0.06 9.6+£0.06
C. jejuji 18.33+0.33 6.1£0.06  8.47+£0.27 9.47+£0.03  9.57+0.07
R. pickettii 18.67+0.3 - - - 0.97+0.03
K. palustris 17.83+0.93 - - - 1.03+0.09
Inhibicion en placa (mm)
Bacteria | Amikacina (ug) MEP (ug)
40 200 300 350 400
B M. luteus 17.67+0.88 4.03+0.03  4.43+0.12 6.83+0.17  12.67+0.33
C. jejuji 18.33+0.33 4.03+0.03  4.47+0.13  6.97+0.03  12.33+0.67
R. pickettii 18.67+0.3 - - - 0.97+0.03
K. palustris 17.834+0.93 - - - 1.03+0.03

Inhibicion en placa (mm)

Zona no inhibida (-), Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el
solvente DMSO al 1 %. Los valores representan la media + EE de la zona de inhibicién en (mm). Extracto
metanodlico de E. polistachya (MEP). De madera. n=3. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba

ANOVA Tukey p<0.05.
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7.3.10.5 Medicion del efecto antibacteriano por medio de sensidisco en los

extractos metandlicos de corteza y madera de la especie E. polystachya

La inhibicién mas alta se observo a dosis de 300, 350 y 400 ug/mL en cepas de Micrococcus luteus y

Campylobacter jejuni de +/- 2 mm en el extracto tetrahidrofuranolico de E. polystachya (ver Tabla xiii).

En donde por cuestiones del disefio experimental y la mezcla de extraibles con posible efecto bactericida

no fue posible observar un efecto sinérgico marcado solo una tendencia.

Tabla xiii Actividad antibacteriana del extracto tetrahidrofuranolico de E. polystachya

. Amikacina
Bacteria (g) TEP (n)
40 200 300 350 400
M. luteus | 17.67+0.88 | 1.33+£0.33  2.23+0.19  4.63+0.91 8.67+1.2
C. jejuji 18.33+0.33 | 1.33+0.33  2.13+0.09 4.5+1.04 8.73+1.16
R. pickettii | 18.67+0.3 - - - 1+0.06
K. palustris | 17.83+0.93 - - - 0.97+0.03

Inhibicion en placa (mm)

Zona no inhibida (-), Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el

solvente DMSO al 1 %. Los valores representan la media + EE de la zona de inhibicion en (mm). Extracto

tetrahidrofurdnico de E. polystachya (TEP). De madera en E. polystachya. n=3. Para el analisis estadistico
se utiliz6 la prueba ANOVA Tukey p<0.05.
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7.3.11 Medicion del efecto antifingico a dosis de 350 y 400 pg de extractos de

madera de E. polystachya y corteza de Pinus sp.

La actividad antifingica de extractos crudos en Pinus sp. y E. polystachya, no se muestra reflejada en la

zona de inhibicion, en donde el crecimiento mas limitado se ve favorecido por el uso del control positivo

Captan (Fig. 24).

5 dias T. versicolor

C(+)

7 dias G. traveum

Figura 24 Captan fue usado a una dosis de 400 ug como control positivo y como control negativo se usé
el solvente DMSO al 1 %. Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto metandlico de P.
montezumae (APM), extracto acetonico de P. pseudostrobus (ACPP), extracto acetonico de P.
montezumae (ACPM), extracto acetonico de P. leiophyla (ACPL), extracto metandlico de P.
pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P. montezumae (MPM), extracto metandlico de P. leiophyla
(MPL), extracto metandlico de E. polystachya (MEP). n=3.
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7.3.11.1 Medicion del efecto antifuingico en 350 y 400 ug en los diferentes extractos de madera
en E. polystachya y de corteza en Pinus por medio de la cuantificacion en (cm) de

crecimiento en placa

El crecimiento del hongo se llevd a cabo de manera normal en éstas dosis por lo tanto no fue
dependiente de los extractos (ver Tabla xiv). En donde por cuestiones del disefio experimental y la

mezcla de extraibles con posible efecto antifungico no fue posible observar un efecto sinérgico.

Tabla xiv Efecto antifungico de los extractos de madera y corteza

Hongo Antifangico (pg) APP (ug) APM (ug)
400 350 400 350 400
T. versicolor 4.3+0.4 9.1+0.1 9.03+0.03 9.2+0.06 9.13+0.13
G. traveum 3.84£0.21 8.53+0.32 8.83+0.23 8.9+0.12 8.97+0.19
Crecimiento en placa (cm)
Hongo Antifangico (pg) ACPM (ug) ACPL (upg)
400 350 400 350 400
T. versicolor 4.3+0.4 8.57+0.09 7.23+0.15 8.37+0.19 7.63+£0.09
G. traveum 3.8+£0.21 8.2+0.12 7.17+0.15 8.17+0.12 7.57+£0.23
Crecimiento en placa (cm)
Hongo Antifangico (ug) MPP (ug) MPM (ug)
400 350 400 350 400
T. versicolor 4.3+0.4 8.47+0.15 7.4+0.21 8.37£0.12  8.27+0.12
G. traveum 3.8+£0.21 8.4+0.1 7.73+0.5 | 8.27+0.18  8.23+0.15
Crecimiento en placa (cm)
Hongo Antifangico (ug) MPL (ug) MEP (ug)
400 350 400 350 400
T. versicolor 4.3+0.4 8.67+0.17 8.13+0.12 | 8.73+0.15 7.43+0.23
G. traveum 3.8+£0.21 8.6£0.15 8.27+0.09 | 8.7+0.12  7.6+0.21
Crecimiento en placa (cm)
Hongo Antifungico (pg) TEP (u1g)
400 350 400
T. versicolor 4.3+0.4 8.4+0.21  7.23+0.15
G. traveum 3.8+0.21 8.43+0.12  7.33+0.12
Crecimiento en placa (cm)




El compuesto captan fue usado como control positivo en una dosis de 400 ug y como control negativo se
uso el solvente DMSO al 1 %. Extracto acuoso de P. pseudostrobus (APP), extracto metanolico de P.
montezumae (APM), extracto acetonico de P. pseudostrobus (ACPP), extracto acetonico de P.
montezumae (ACPM), extracto acetonico de P. leiophyla (ACPL), extracto metandlico de P.
pseudostrobus (MPP), extracto metanolico de P. montezumae (MPM), extracto metandlico de P. leiophyla
(MPL), extracto metanolico de E. polystachya (MEP). n=3.
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8. Discusion
En esta investigacion se realizdé una busqueda de propiedades bioactivas (antioxidantes, insecticidas y
toxicas), e identificacion de la presencia y contenido de compuestos fenolicos de extraibles de corteza y

madera de especies de Pinus sp. y E. polystachya.

La cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales de los extraibles se puede considerar distinto entre
especies arboreas, esto se debe, a que los metabolitos secundarios (MS) son componentes clave que
interactuan con el medio ambiente en la adaptacion a condiciones de estrés biotico (insectos, nematodos y
microorganismos patdgenos) y abidtico (radiacion UV, hidrico, salino, temperatura, nutricional y
mecanico), obteniéndose asi una gran variedad y diversidad que incluyen compuestos fenolicos,
terpenoides y compuestos que contienen nitrégeno, que se encuentran de manera constitutiva en el arbol y
se promueve por la situaciones de estrés, por ejemplo, la radiacion UV, deficiencia de nutrientes y
temperatura, aumentan la acumulacion de fenilpropanoides (biosintesis de compuestos fendlicos simples y

polifenolicos) (Vardhan, et al. 2017).

Por otro lado, los solventes tienen afinidad quimica distinta para la extraccion de compuestos fenolicos
que va a depender de la cantidad y el tipo de moléculas quimicas presentes en la corteza y madera, la
capacidad de extraccion de compuestos fendlicos es mayor en solventes polares (Toche, et al. 2017), el
metanol tiene altos niveles de extraccion, debido al mayor contenido de compuestos extraibles polares que
se disuelven por la amplia distribucion de grupos —OH presentes, ademas, los solventes de polaridad
intermedia (THF y AC), pueden extraer sustancias polares y apolares como acidos grasos, terpenoides y
algunos compuestos fenolicos que se encontraron en menor cantidad en madera y corteza en €stos ensayos

(Ringuelet, et al. 2013).

Por lo tanto, la cuantificacién de fenoles mostré que el extracto metandlico de madera de E. polystachya
obtuvo mayor contenido fenolico por sobre las coniferas (Fig. 12), se puede atribuir a la pérdida de
compuestos voldatiles en las coniferas (fenoles y terpenos), al ser cortezas de desecho y estar expuestas al
medio ambiente o al incremento de la sintesis de metabolitos secundarios en la especie tropical por
condiciones aridas en tierra caliente y altos periodos de luz que van de 16 a 18 horas constantes, la sintesis
de compuestos fenodlicos se incrementa por la sobreexposicion a la radiacion UV (Taiz, et al. 2002),

(Vardhan, et al. 2017).

En la prueba antioxidante para reducir el radical DPPH", se observd mayor actividad en el extracto

metanolico de E. polystachya y en el extracto acetonico de P. montezumae lo que indica que cuentan con
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mayor cantidad de acidos fenolicos simples con respecto de las demas coniferas (Fig. 13), que se sintetizan
en el arbol para mejorar el acceso a nutrientes, por medio de la alelopatia, debido al ambiente seco y a la
radiacion UV, generdndose menor sintesis de compuestos complejos, que favorece la presencia de
compuestos precursores de la lignina para mantener las condiciones vitales del arbol, los compuestos
bioactivos de Eysenhardtia sp. presentan propiedades de eliminacion y neutralizacion de radicales libres

(RL) moderados a fuertes contra el radical difenilpicrilhidracilo (DPPH) (Narvéaez, et al. 2018).

En los resultados de la prueba de captacion del radical ABTS, el extracto metandlico de P. pseudostrobus,
P. montezumae y acetdnico de P. leiophylla presentaron una mayor actividad para neutralizar éste radical,
se puede atribuir al mayor contenido de polifenoles en las coniferas (Fig. 14), que se encuentran
principalmente en la corteza de los arboles, ofrecen resistencia quimica, efecto disuasivo y durabilidad
natural, se ha reportado que los polifenoles, flavonoides y taninos reducen a los RL, especies reactivas del
oxigeno (ERO) y especies reactivas del nitrogeno (ERN), debido a su capacidad de donar un atomo de

hidrogeno (Msaada, et al. 2017).

Se midio la capacidad antioxidante total que un compuesto tiene para reducir las moléculas prooxidantes,
que pueden simular procesos de 6xido- reduccidn en las células, de éstos fenoles por medio del método
FRAP, en donde, los valores mas elevados corresponden a los extractos metanolicos de E. polystachya y P.
pseudostrobus (Fig. 15), la capacidad antioxidante se encuentra en rangos similares a excepcion del
extracto acetonico de P. leiophyla., sin embargo, independientemente del tipo de estructura fendlica ya sea
simple o compleja, al contener grupos reactivos —OH, son capaces de neutralizar moléculas oxidantes., en
las células, los antioxidantes: 1) neutralizan los radicales libres, 2) reparan las membranas oxidadas, 3)
disminuyen la produccidn de especies reactivas de oxigeno, 4) a través del metabolismo de los lipidos, los
acidos grasos de cadena corta y los ésteres de colesterol neutralizan las especies reactivas del oxigeno
(Simioni, et al. 2018), la relacion de las propiedades bioldgicas de los fenoles simples y polifenoles se
centra en su actividad antioxidante, el contenido de polifenoles tiene una correlacion positiva para la
eliminacion de radicales ABTS " y la capacidad reductora en FRAP (Rice-Evans, ef al. 1998), (Yang, et al.
2018).

En el bioensayo de mortalidad contra 4. aegypti, el disefio experimental para el control quimico no
permitio valorar el efecto de los extractos por la interaccion dosis- tiempo sosteniendo a una supervivencia
mayor al 80% (ver Tablas: iv, v, vi, vii y viii), el efecto larvicida se considera nulo al mantener ese

porcentaje de susceptibilidad. Segiin la OMS para el control de larvas mediante el calculo de la mortalidad
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aguda se mide hasta 24 horas después de la exposicion a quimicos con un 100% de mortalidad en
Anopheles spp con una residualidad de 2 a 3 meses después de la exposicion y una cobertura mayor al 80%
en el area sobre m>, esto se observa en la resistencia a agentes toxicos como el hipoclorito de sodio de
estas larvas, es posible, que la cantidad de compuestos fendlicos no fuera suficiente para generar un efecto
toxico, ademas la alta reactividad de los compuestos fenolicos es un factor que evita la perdurabilidad en

el medio ambiente (Santa-Maria, et al. 2019).

Artemia salina, es un invertebrado que se utilizd6 como prueba alternativa para determinar la toxicidad de
los productos quimicos naturales por medio del calculo de la DLso, que también, fue reconocido y listado
como el organismo de prueba de toxicidad utilizado para el monitoreo de emisiones por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, en el bioensayo, el extracto metandlico de E. polystachya a
una menor dosis (30 pg/mL) fue capaz de reducir la poblacion a un 50%, a su vez, el extracto de THF de
la misma especie (40 pg/mL) seguido de los extractos metandlicos de P. montezumae y P. leiophyla (Fig.
16, 17, 18 y 19), se puede atribuir, mayor toxicidad a la presencia de fenoles simples en E. polystachya
capaces de generar toxicidad aguda en A. salina donde se requiri®6 menor dosis, el aumento de la
mortalidad es proporcional al aumento de la concentracion, lo que proporciona una linealidad en la
relacion dosis-efecto de cada extracto y la determinacion del valor de DLso, una sustancia orgénica
ecotoxicologica en este modelo se considera bajo la concentracion de 40-160 g/l después de 24 horas de

exposicion y 10-160 g/l después de 48 horas de exposicion (Lagarto, ef al. 2001), (Lu, 2018).

Se ha propuesto que las especies de radicales libres causan el deterioro de un organismo. Durante el
metabolismo celular, los organismos aerdbicos generan ROS, radical -OH, anion superdxido y H>O», que
son eliminados o reducidos por los sistemas antioxidantes de defensa en el organismo,los polifenoles se
han estudiado en varios sistemas (in vitro € in vivo) y poseen actividades biologicas, antiinflamatorias y
antioxidantes, pueden regular la actividad de muchas enzimas asociadas con la promocion de la salud
vascular, la funcién cognitiva, neuronal, el equilibrio redox y hormonal, ademds, actGan como
antioxidantes, protegiendo contra el estrés oxidativo y la inflamacion, mientras que, al mismo tiempo,
reduce el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas y degenerativas (degeneracion macular, cancer,
obesidad y diabetes) (Tsopmo, ef al. 2018), el nematodo C. elegans es utilizado como modelo de estudio
en estrés oxidativo inducido, porque se asocia a vias metabolicas de genes implicados en poblaciones
humanas, que estdn estrechamente relacionados en el aumento o disminucion de la expectativa de vida
mediante la regulacion de 3 vias (resistencia a insulina, estrés oxidativo y consumo metabolico) por medio

de mutaciones en genes concretos de pasos metabdlicos, para determinar el efecto protector de los
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extractos vegetales en la tolerancia al estrés oxidativo inducido por H>O», se utilizé el modelo biologico C.
Elegans N2, en dicho modelo, el extracto metandlico de P. leiophyla obtuvo una supervivencia de un 80%
seguido del extracto metanodlico y tetrahidrofurandlico de E. polystachya con una supervivencia +/- 70%
en las dosis de 80 y 40 ug/mL (Fig. 20 y 21), con lo anterior se sugiere que, a mayor presencia de
polifenoles en sinergia con los sistemas antioxidantes de defensa del mismo nematodo, los extractos de P.
leiophyla pueden producir un efecto protector contra el estrés oxidativo inducido por el peroxido de
hidrogeno, el tratamiento del extracto vegetal promovi6 la proteccion de los gusanos expuestos al agente
prooxidante, mostrando tasas de supervivencia mejoradas en comparacion con el grupo control (Lucas, et

al. 2018).

Las enfermedades infecciosas constituyen un problema de salud publica, debido al mal uso de antibidticos,
que ha conducido, a la aparicion de bacterias multiresistentes (causa principal del aumento de fracasos
terapéuticos, mortalidad y altos costos de tratamiento), una nueva alternativa de tratamiento, incluye la
busqueda de sustancias antimicrobianas que sean efectivas, disponibles y de baja toxicidad, como las
plantas medicinales (Ebelle, et al. 2018), se ha encontrado evidencia de que la resina proveniente de
corteza de pino contiene flavonoides, que muestran actividad antibacteriana contra Gram-positivas y
Gram-negativas, los mecanismos de accion se han atribuido a la presencia o ausencia de grupos metilo en
las posiciones 6 y 8 (Nobakht, et al. 2017), que, en las células bacterianas producen dafio parcial a la
membrana, inhiben factores de virulencia (enzimas y toxinas), y suprimen la formacion de biopeliculas
bacterianas, ademas, algunos polifenoles naturales, ejercen un efecto sinérgico, cuando se combinan con
quimioterapéuticos comunes (Miklasinska-Majdanik, ef al. 2018), por lo tanto, este trabajo fue centrado en
el uso de compuestos fendlicos con actividad antibacteriana contra cepas oportunistas humanas (M. luteus,
C. jejuni, R. picketti y K. palustris), sin embargo, la inhibicién antibacteriana de los extractos crudos
utilizados bajo el método de CMI (ver Tablas ix, x, xi, xii y xiii), reveld un efecto bactericida bajo, pero,
se observaron tendencias de inhibicion en las dosis de 400 pg, en este caso, se puede atribuir a la
tolerancia evolutiva de las cepas microbiologicas a compuestos toxicos o al hecho de que se deben
introducir algoritmos de prueba de sensibilidad in vitro e in vivo unificados para garantizar la seleccion de
compuestos fenodlicos antibacterianos efectivos con baja citotoxicidad y efectos secundarios minimos

(Miklasinska-Majdanik, et al. 2018).

Teniendo en cuenta el impacto de las especies de los hongos T. versicolor y G. traveum en el deterioro de
la madera, es necesario aplicar nuevas estrategias para prevenir su crecimiento, asi como para eliminar o

reducir su presencia en los productos maderables, debido a que, el uso de fungicidas sintéticos no es
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adecuado debido a sus efectos secundarios sobre la salud humana y animal, la contaminacion ambiental y
el desarrollo de cepas resistentes a fungicidas (Pizzolitto, et al. 2015), recientemente, ha habido un gran
interés en la biisqueda de fuentes naturales para controlar el crecimiento de hongos, se ha demostrado que
los aceites esenciales (presentes en resina de pino) consisten en una mezcla de alcoholes terpénicos que
son activos contra un gran numero de microorganismos, la pared celular y la membrana flngica se
consideran sitios objetivos de los aceites y sus compuestos aislados como el ergosterol que puede
interactuar con el esterol de membrana de los hongos, debido a su caréacter hidréfobo, la hipotesis principal
se basa en la interaccion con la bicapa lipidica de la membrana fungica, cambiando la integridad y la
permeabilidad a través de la formacion de canales transmembrana que resultan en la extravasacion de los
constituyentes (Danielli, et al. 2018), por este motivo se investigd, el efecto antifungico de extractos
naturales sobre estas especies de hongos, en donde, no se observd disminucion en el desarrollo de los
hongos sobre la madera ni efecto protector a éstas dosis (ver Tabla xiv), se puede deber a que, éstos
compuestos no son capaces de perdurar en el medio por mucho tiempo como se necesita para preservar la
madera esto tiene que ver con la alta reactividad de los compuestos fenolicos debido a su fuerte capacidad
antioxidante y de eliminacion de radicales (Abdel, ef al. 2016), ademads, se ha encontrado en extractos
polares la presencia de azlcares tipicos de la madera como glucosa, galactosa, arabinosa, fructosa, xilosa,
manosa y ramnosa, que son principalmente responsables del crecimiento de hongos y otros agentes de
biodeterioro en la madera por lo tanto tiene un efecto negativo en la durabilidad de la misma

(Hosseinihashemi ef al. 2017).
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9. Conclusiones

Los extractos de Pinus sp. contienen principalmente en polifenoles y los extractos de E. polystachya se
componen de acidos fenolicos, ademas, los extractos polares de estas especies presentaron actividad toxica
en A. salina, también, son capaces de neutralizar las EROS en el modelo de C. elegans, lo que aumenta su
expectativa de vida, mientras que en los ensayos antimicrobianos se observo una tendencia de inhibicién
del crecimiento bacteriano. Se considera que la administracién de los extractos polares de las especies de
Pinus y E. polystachya, reducen el dafio oxidativo provocado por el H>O» y tienen potencial para su uso en

ensayos anticancerigenos.
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10. Perspectivas

e Realizar un estudio comparativo entre maderas frescas, cortezas frescas, y expuestas de desecho.

e (aracterizar los compuestos quimicos de los extractos y evaluar su actividad antioxidante por

separado.

e Realizar bioensayo en las lineas celulares Caco-2 y HeLa-S3 para evaluar su efecto

anticancerigeno.
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12. Anexos
ANEXO A

Contenido de compuestos fendlicos
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Figura 25 Curva de calibracion para fenoles totales equivalentes a acido galico (umoles ac. galico/g peso
fresco).
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ANEXO B

Actividad antioxidante in vitro
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Tablas de supervivencia de Artemia salina

Tabla xv Supervivencia de 4. salina en los extractos acuosos

APP APM
Concentracion Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100
10 100 83.33 83.33 100 100 83.33
20 100 83.33 50 100 83.33 66.67
40 100 66.67 50 100 83.33 50
80 100 66.67 33.33 100 66.67 50
R%= - 0.72 0.75 - 0.89 0.72
Tabla xvi Supervivencia de A. salina en los extractos acetonicos
. ACPM ACPL
Concentracion - -
Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100
10 100 100 83.33 100 83.33 83.33
20 100 100 66.67 100 83.33 66.67
40 100 83.33 33.33 100 50.00 16.67
80 100 66.67 33.33 100 33.33 16.67
R?= 0.95 0.78 0.93 0.80
Tabla xvii Supervivencia de 4. salina en los extractos metandlicos
. MPP MPM
Concentracion - -
Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)
[ Jug/mL 0 12 24 0 12 24
0 100 100 100 100 100 100
10 100 100 83.33 100 100.00 83.33
20 100 100 50.00 100 83.33 83.33
40 100 66.67 33.33 100 83.33 66.67
80 100 33.33 0.00 100 83.33 50.00
R?= 0.95 0.92 0.52 0.94
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., MPL MEP
Concentracion - -
Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)

[ Jng/mL 0 12 24 0 12 24

0 100 100 100 100 100 100
10 100 100.00 83.33 100 100.00 66.67
20 100 83.33 66.67 100 100.00 50.00
40 100 83.33 50.00 100 83.33 33.33

80 100 66.67 33.33 100 16.67 0.00

R?= 0.89 0.90 0.90 0.91

ANEXO C

Medio de cultivo para CMI

Se utilizaran los medios AN y PDA, los cuales deben prepararse asi:

l. Preparar el medio de acuerdo con las instrucciones de la casa manufacturadora.
2. Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos.
3. Distribuir el medio en cantidad aproximada de 25 C.C. en cajas de Petri de 15 x 150 ml, estériles.

Se debe dejar solidificar y mantenerlo luego a temperatura ambiente por un tiempo prudencial hasta que el
exceso de humedad se evapore. Las cajas con el medio pueden incubarse por 30 minutos a 35°C. No debe

haber gotas de agua de condensacion sobre la superficie de medio o sobre la tapa de las cajas de Petri.
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ANEXO D

Medios de cultivo para crecimiento de C. elegans
D1. Medio de crecimiento de nematodos (NGM)
Cloruro de sodio (NaCl)2 g/LL

Peptona de caseina 4 g/L

Fosfato de potasio monobdasico (KH2PO4) 1M 3 g/L
Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) 1M 0.5 g/L
*Colesterol 1 mL

Agar 20 g/L

*Colesterol en etanol a una concentracion de 5 mg/mL

D2. Medio M9

Fosfato de potasio monobésico (KH2PO4) 1M 3 g/L
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) 1M 6 g/L
Cloruro de sodio (NaCl) 5 g/LL

Sulfato de magnesio (MgSO4) 1M 1 mL

82



Actividad insecticida de los extractos de las especies de Pinus sp. y E. polystachya en el modelo

bioldgico A. aegypti

Analisis de la supervivencia de Anopheles aegypti
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Figura 29 Proporcion promedio de la supervivencia de 4. aegypti frente a la concentracion de 100 pg/mL
en los extractos de corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada
valor es expresado con la media + EE (n=6). Para el andlisis estadistico se utiliz6 la prueba ANOVA
Tukey. “Bp<0.05 (APM vs APP), “Bp<0.05 (ACPM vs ACPL).
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Figura 30 Proporcion promedio de la supervivencia de 4. aegypti frente a la concentracion de 100 pg/mL
en los extractos de corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada
valor es expresado con la media = EE (n=6). Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba ANOVA

Tukey.
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Figura 31 Dosis Letal50 de A4. salina frente a la concentracion de 70, 50, 40 y 30 ug/mL en los extractos
de corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es
expresado con la media (n=6). Para el anélisis estadistico se utilizé la prueba ANOVA Tukey. “*Bp<0.05

(MEP vs MPM; MPL).
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Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de las especies de Pinus sp. y E. polystachya en

M. luteus
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Figura 32 Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se us6 el solvente DMSO
al 1 %. Actividad antibacteriana de M. luteus frente a la concentracion de 400 pg/mL en los extractos de
corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es expresado
con la media + EE (n=3). Para el analisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA Tukey. PABABabedap<() 05
(Amikacina vs APP; APM; ACPM; ACPL; MPP; MPM; MPL; MEP; TEP; DMSO 1%), *8p<0.05 (APP
vs APM), ABp<0.05 (ACPM vs ACPL), *%<(0.05 (MPM vs MPP; MPL; MEP).
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Figura 33 Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se uso el solvente DMSO
al 1 %. Actividad antibacteriana de C.jejuji frente a la concentracion de 400 pg/mL en los extractos de
corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es expresado
con la media = EE (n=3). Para el andlisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA Tukey. PABABabedan<() 05
(Amikacina vs APP; APM; ACPM; ACPL; MPP; MPM; MPL; MEP; TEP; DMSO 1%), “Bp<0.05 (APP
vs APM), 28p<0.05 (ACPM vs ACPL), "*4p<0.05 (MPM vs MPP; MPL; MEP).
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Figura 34 Amikacina fue usado como control positivo y como control negativo se us6 el solvente DMSO
al 1 %. Actividad antibacteriana de R. picketti frente a la concentracion de 400 pg/mL en los extractos de
corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es expresado
con la media + EE (n=3). Para el analisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA Tukey.
JABCDEFGHIKH <0 05 (Amikacina vs APP; APM; ACPM; ACPL; MPP; MPM; MPL; MEP; TEP; DMSO
1%).
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Medicion del efecto antifungico de los extractos de Pinus sp. y E. polystachya
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Figura 35 Captan fue usado como control positivo y como control negativo se uso el solvente DMSO al 1
%. Actividad antibacteriana de K. palustris frente a la concentracion de 400 pg/mL en los extractos de
corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es expresado
con la media £+ EE (n=3). Para el andlisis estadistico se utilizd6 la prueba ANOVA Tukey.
JABCDEFGHIKH<() 05 (Amikacina vs APP; APM; ACPM; ACPL; MPP; MPM; MPL; MEP; TEP; DMSO
1%).
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Figura 36 Captan fue usado como control positivo y como control negativo se uso el solvente DMSO al 1
%. Actividad antibacteriana de G. traveum frente a la concentracion de 400 pg/mL en los extractos de
corteza de las tres especies de Pinus sp. y madera de la especie de E. polystachya. Cada valor es expresado
con la media + EE (n=3). Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba ANOVA Tukey.
JABCDEFGHIKH <0 05 (Amikacina vs APP; APM; ACPM; ACPL; MPP; MPM; MPL; MEP; TEP; DMSO
1%).
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ANEXO E. PERFIL DE COMPUESTOS POR RMN
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