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GLOSARIO

Anti diarreico: Farmaco u otro tipo de agente que disminuye los sintomas de
diarrea. Los anti diarreicos actian absorbiendo agua del tubo digestivo, alterando
la motilidad intestinal, modificando el transporte de electrdlitos o bien mediante la
adsorcion de toxinas o de microorganismos.

Colelitiasis: comunmente conocida como calculos biliares o litiasis biliar.

Dispepsia: Es un trastorno del aparato digestivo; éste se vuelve dificil y doloroso.
Comunmente la dispepsia se denomina como mala digestion.

Glabrescentes: Casi desprovisto de pelos.

fleo paralitico: El ileo es la paralisis del transito intestinal. El ileo paralitico se
presenta en el periodo postoperatorio inmediato de las cirugias intestinales,
infecciones intraabdominales, por alteraciones quimicas, electroliticas o minerales.

In-vitro: procesos biolégicos o experimentos que se desarrollan en un ambiente
artificial, fuera de un organismo o cuerpo.

In-vivo: procesos bioldgicos o experimentos que se desarrollan en un organismo
Vivo 0 cuerpo.

Peritrico: Rodeado de pelos, se aplica sobre todo a las bacterias provistas de
flagelos.

Pletismografia: Técnica de diagnéstico que mide las variaciones del volumen del
flujo sanguineo, que pasa a través de una extremidad o parte de ella, en reposo y
en ejercicio, su uso esta mas extendido en el diagndstico de oclusiones venosas.
Hay varios tipos de pletismografia; digital, segmentaria, impedancia
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RESUMEN

La flor de la manita (Chiranthodendron pentadactylon) recibe un uso
frecuente para curar malestares del corazén en regiones del centro y sur de
México. En el estado de Michoacan la flor se hierve con floricuerno, damiana
califérnica, pasiflorina y flores de azahar, de esta infusion se bebe una taza en la
mafana y otra en la noche, con el fin de “calmar los nervios”. Hasta el momento
las hojas del arbol de flor de manita solo existen reportes farmacoldgicos sobre su
accion diurética, analgésico. Sorprendentemente no existen reportes acerca de su
actividad anti-diarreica, por lo que en este trabajo se reporta por primera vez la
accion anti bacteriana in-vitro, la actividad anti-diarreica in-vivo y la evaluacion de
la motilidad intestinal de las hojas del arbol flor de manita.

La actividad anti bacteriana in-vitro de los extractos de las hojas del &rbol flor
de manita se realiz6 mediante ensayos de difusion en disco, obteniéndose como
resultado actividad contra las bacterias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
por parte del EC (CIM: 0.04 mg/mL); el EC F1 mostr6 mayor actividad Escherichia
coli ATCC 27543 (CIM: 0.034 mg/mL), el EC F2 contra Escherichia coli ATCC
25922 (CIM: 0.09 mg/mL); la FSP mostré6 mayor actividad contra Escherichia coli
ATCC 27543 (CIM:0.039 mg/mL), la FSP F1 contra Escherichia coli ATCC 27543
(CIM: 0.025 mg/mL), la FSP F2 mostr6 mayor actividad contra Escherichia coli
ATCC 25922 (CIM: 0.040 mg/mL); los PA contra Staphylococcus aureus ATCC
25923 (CIM: 0.125 mg/mL). La actividad anti-diarreica inducida con aceite de
ricino, arrojé los siguientes resultados: Control positivo (loperamida): 92.59%,
control negativo (Sol. Salina): 0%, EC: 56.8%, FSP: 43.2%, PA: 83.95%, PE:
35.8%. Los resultados corroboran el uso de la medicina tradicional de las hojas del
arbol flor de manita para el tratamiento contra la diarrea. Al ser un problema de
salud publica, representa una alternativa para controlar esta enfermedad, que es

de las mas frecuentes en nuestro pais y mas aun en nuestro estado.

Palabras Clave: Flor de manita, Chiranthodendron pentadactylon, actividad anti-

diarreica, actividad antibacteriana.
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I.- INTRODUCCION
1.- PLANTAS MEDICINALES

Una planta medicinal es cualquier planta que en uno o mas de sus 6rganos
contiene sustancias que pueden ser usadas terapéuticamente 0 que son
precursores para la hemisintesis quimico-farmacéutica (Morales y col., 2009). Las
plantas medicinales elaboran principios activos, que son sustancias que ejercen
una accién farmacoldgica, benéfica o perjudicial, sobre el organismo vivo. Su
utilidad primordial, a veces especifica, es servir como droga o medicamento que
alivie la enfermedad o restablezca la salud perdida; es decir, que tienden a
disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que es la enfermedad (Mufioz,
2002).

Las plantas medicinales son el mayor recurso terapéutico usado por las
medicinas tradicionales de muchos paises y la OMS apoya la incorporacién de
estos recursos en la atencion primaria de la salud. La FAO sostiene que los
conocimientos de los pobladores indigenas han contribuido al descubrimiento de
alrededor de las tres cuartas partes de los medicamentos de origen vegetal que se
emplean ampliamente en el mundo desarrollado (Villar y col., 2000).

La medicacion basada en el empleo de las plantas reconocidas
tradicionalmente como eficaces para el tratamiento de numerosas y variadas
enfermedades resulta en contraste, por su cautelosa administracion y dosificacion,
también tradicionalmente conservadas de manera empirica, resulta generalmente
inocua, no iatrogénica. De aqui deriva que muchas personas acudan a la
medicacion herbolaria, alrededor del 60% de la poblacion mundial permanece
dependiente a la medicina tradicional para su cuidado (Viji y col., 2010). Aunque
naturalmente carecemos de las correspondientes noticias, ya que no existen
documentos al respecto, podemos aceptar que, desde la mas remota antigliedad,
quiza desde tiempos prehistéricos tempranos, comenzé el hombre a reconocer y

diferenciar las calidades de las plantas (Lozoya, 1976).
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1.1.- Medicina Tradicional

La practica de la medicina, de acuerdo a diferentes tradiciones y en diversas
sociedades, es un arte que utliza un enorme cuerpo de conocimientos
especializados para dominar la enfermedad y mantener la salud. El término que se
considera mas util para distinguir esta clase de practica médica, es el de “medicina
tradicional” acufado a principios de 1970 junto con otros términos tales como
“‘medicinas paralelas”, etc. Para los paises en desarrollo como México, el estudio
de la medicina tradicional vino a constituirse en una alternativa para su busqueda
de la salud (Ramirez, 1978).

La OMS define a la medicina tradicional como “la suma de todos los
conocimientos tedricos y practicos, explicables o no, utilizados para diagndstico,
prevencion y supresion de trastornos fisicos, mentales y sociales, basados
exclusivamente en la experiencia y la observacion, y transmitidos verbalmente o

por escritos de una generacién a otra” (Landiva y col., 2004).

La medicina tradicional emplea los recursos de la naturaleza para mantener y
restaurar la salud. Constituye una terapéutica racional que estudia individualmente
las causas de la enfermedad, aplicando los métodos que la experiencia ha
fundamentado, por la eficacia obtenida. En México las creencias y practicas
distintivas acerca de la medicina caracterizan a los grupos étnicos sobrevivientes
tales como nahuas, mayas, totonacos, mixes, etc.; que conservan las artes
médicas impregnadas de profundas raices histéricas (Ramirez, 1978). En épocas
remotas la medicina tradicional habia alcanzado un alto nivel; luego cay6 en una
especie de abandono, por el desconocimiento de su aplicacién concreta, hasta

gue, actualmente, se ha vuelto a reivindicar (Lifchitz, 2006).

En las dltimas décadas ha aumentado considerablemente el uso de
productos naturales como agentes terapéuticos; esto se debe a que se considera
que regresar a lo natural es la mejor manera de llevar una vida mas saludable.
Cerca del 25% de los medicamentos prescritos a nivel mundial provienen de

plantas; de éstos, 121 compuestos activos son considerados de uso diario.
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De las 252 medicinas consideradas como bésicas y esenciales por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 11% son exclusivamente de origen de
plantas y un gran numero de los medicamentos sintéticos es obtenido de
precursores naturales. Ademas se estima que el 60% de los medicamentos
antitumorales y anti infecciosos son de origen natural. Para cubrir la necesidad de
encontrar nuevos medicamentos de fuentes naturales, los investigadores se han
dado a la tarea de buscar nuevas estrategias de obtencion de los mismos. La
estrategia comun es la observacion cuidadosa del uso de dichas fuentes en la
medicina popular de diferentes culturas. No es coincidencia que los productos
naturales hayan jugado y siguen teniendo un papel fundamental en el
descubrimiento y desarrollo de agentes farmacéuticos; tres billones de de
evolucion biolégica ha dado como resultado el desarrollo de vias metabdlicas que
llevan a cabo la sintesis de agentes anti-bacterianos, anti-fingicos, anti-protozoos
y anti-insectos (http://cdigital.dgb.uanl.mx).

2.- ARBOL DE FLOR DE MANITA (Chiranthodendron pentadactylon)

2.1.- Descripcion: En los bosques mesdfilos de montafia, en los mixtos de
pino y encino y en bosques con climas templados de los estados de Guerrero,
Chiapas, Oaxaca, Puebla, Morelos, Michoacan y en Guatemala, crece un frondoso
arbol, de tronco ancho y gran altura, que produce una flor lefiosa de color rojo

intenso en forma de mano (http://www.biodiversidad.gob.mx).

El arbol alcanza 10 m (Fig.1) de altura aunque hay individuos que miden
hasta 30m; su madera es fragil. La corteza del tronco es lisa y de color café; las
ramas especialmente cerca de las hojas, estan revestidas de un tomento
compuesto de pelos estrellados que, en conjunto, presentan un color ferrugineo.

Las hojas son simples, alternas, anchamente ovadas, 3 a 7-lobuladas,
glabrescentes en la cara superior, vellosa ferruginea en la cara inferior, con
peciolo de 8 a 11 cm, y estan provistas de pequefias estipulas lanceoladas y
caducas que miden 1 cm de largo (Fig.3). Flores bisexuales, zigomorfas, solitarias,
sin corola; caliz sin sépalo, campanulado, profundamente 5-lobulado, de color

verde, rojizo o rojo, de 3.5 a 4.5 cm de largo; estambres 5, unidos en una columna
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y hacia fuera se extienden dando un aspecto semejante a los dedos de una mano,
de color rojo; estilo exerto (estambres que sobresalen de la flor) de la columna de
los estambres, ovario supero (Fig.2). Frutos capsulas de 12 cm duras, lefiosas,
con 5 costillas, de 10 a 15 cm de largo; revestido interiormente de pelos cortos
rigidos y de color leonado. Las semillas son ovoideas, de color negro, miden 5 mm
de largo por 3 mm de ancho y llevan una cardncula granulosa de color amarillo
(Fig.4) (http://www.financierarural.gob.mx).

Fig.1.- Arbol Flor de Manita
(Chiranthodendron pentadactylon)
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Fig.2.- Flor de manita. Imagen de la flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon)

Fig.3.- Hojas de manita. Hojas del arbol Flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon), vista lado anverso y reverso de la hoja.
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Fig.4.- Fruto del arbol flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon).

Al arbol flor de manita se le ha asignado la siguiente clasificacion
taxonomica:
Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta; Division: Magnoliophyta;
Clase: Magnoliopsida; Subclase: Dilleniidae; Orden: Malvales; Familia: Malvaceae;
Subfamilia: Bombacoideae; Género: Chiranthodendron; Especie: pentadactylon

(http://es.wikipedia.orq).

La flor de manita también es conocida como: manita, macpalxochitl (flor de
palma de la mano), mano de le6n, majagua, mano de mico, mano de ledn, tayuyo
(Méndez, 2006).

2.2.- Usos del arbol flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon) en
la medicina tradicional.

En el siglo XVI, Martin de la Cruz califica a la flor de manita como analgésico.
El Cddice Florentino relata: “sirve para el que escupe sangre, al igual que para los
que tienen cerrada la camara (estrefiimiento)’. En el mismo siglo, Francisco
Hernandez describe: “la planta es de naturaleza fria y humeda, su corteza

machacada y untada con agua resuelve los tumores”.
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A finales del siglo XVIII, Vicente Cervantes, refiere: "los indios de Toluca
usaban la infusién de las flores para mitigar las inflamaciones de los ojos y aliviar
el dolor de las almorranas”.

Casi a finales del siglo XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural reporta
los siguientes usos: como auxiliar en el dolor de muela, astringente, catartico,
emoliente; para curar las enfermedades de los ojos, y analgésico. El Instituto
Médico Nacional repite la informacion de la Sociedad Mexicana de Historia
Natural, agregando su uso como antiinflamatorio y para curar los humores

(http://lwww.mexicodesconocido.com.mx).

Finalmente, en el siglo XX Maximino Martinez la califica contra: las
afecciones cardiacas, como antiepiléptico, curativo de enfermedades de los ojos y

analgésico (www.velvet.unam.mx). La flor de la manita recibe un uso frecuente

para curar malestares del corazén en regiones del centro y sur de México (en
estados como Guanajuato, Michoacan, Oaxaca y Chiapas); en estados como
Hidalgo es usada para regular la presion arterial; ademas se utiliza para el dolor
de cabeza, mareos y el postparto y que el nifio suspire (solloce) demasiado,

ataques (http://www.mexicodesconocido.com.mx).

La flor de manita es utilizada para calmar los nervios, preparada en té, junto
con hojas de yoloxochitl (Talauma mexicana), magnolia (Magnolia sp.), azahar
(Citrus spp.), toronjil blanco y morado (Agastache mexicana) y toronjil azul o chino
(Dracocephalum moldavica), o mezclada con tila (Trenstroemia spp.), azahar de
naranjo (Citrus spp.), hinojo (Foeniculum vulgare) y menta (Mentha piperita). En el
estado de Michoacén la flor hierve con floricuerno, damiana califérnica, pasiflorina
y flores de azahar, de esta infusion se bebe una taza en la mafiana y otra en la
noche, con el fin de “calmar los nervios”,

(http://lwww.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).

El uso de las flores esta indicado por via oral para el tratamiento de
afecciones cardiacas y epilepsia. Por su actividad puede combinarse con
agastache (toronijil), granadilla, hinojo, menta, naranja y pitaya. El cocimiento de
las flores frescas o0 secas se recomienda para tratar afecciones del corazon,

diarrea, enfermedades nerviosas y epilepsia.
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La infusiébn de las hojas y corteza se usan como cataplasma para el
tratamiento de ulceras cronicas, hemorroides y oftalmia.
A las flores y hojas se les atribuye propiedad analgésica, antiepiléptica,

antiinflamatoria, astringente, cardiotonica, diurética y emoliente (Méndez, 2006).

2.3.- Propiedades Farmacologicas del arbol Flor de Manita
(Chiranthodendron penradactylon).

Esta planta originaria de México goza de un uso muy antiguo. Su aplicacion
como estimulante cardiaco ha sido validada experimentalmente. Sin embargo la
cantidad de propiedades que se le han adjudicado a esta planta han sido objetivo
de una cantidad de estudios cientificos, que se describen brevemente a

continuacion:

2.3.1.- Accion Anti-colinérgica: Un extracto polar de las flores, administrado
por via intraperitonial en raton a la dosis de 300mg/kg, ejercio un efecto
anticolinérgico, observandose piloereccion, ligera pérdida del tono muscular,
catatonia y aumento del diametro pupilar

(http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).

2.3.2.- Actividad Anti-espasmodica: En el afio de 1989, se estudi6 la
actividad antiespasmédica, por medio de la extraccion acuosa de las flores, como
infusion (fase 1), en la cual el resultado fue positivo para esta actividad (Méndez,
2006). En otro ensayo, a la flor de Chiranthodendron pentadactylon se le evalué
esta misma propiedad, en ileon aislado de rata frente a diversos espasmogenos,
encontrandose los siguientes porcientos de inhibicion de la contraccion: contra
carbacol (9.31 %), BaCl2 (-1.42 %), histamina (78.99 %) y serotonina (51.52 %)
(Velazquez, 2006).

2.3.3.- Actividad Diurética: La infusion acuosa preparada con hojas y flores
de manita, recolectada en su habitat natural posee accion diurética, investigacion
realizada en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de Guatemala, en el
afio de 1991 (Méndez, 2006).
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2.3.4.- Actividad Anti-inflamatoria: Estudios de la actividad antiinflamatoria
por los métodos de: provocacion de edema y medicion de la circunferencia del
edema y produccion de granuloma, en dosis de 40mg de un extracto al 20% de la
flor, en el primer método se mide la circunferencia después de 5 horas de
provocada la irritacion y en el segundo se implanta una bola de algodoén en el
tejido subcutdneo y luego se administra por dos dias 40 mg de extracto; con los
dos métodos se obtuvo actividad antiinflamatoria. En otro estudio se administraron
dos dosis (750 y 1000 mg/kg) de la infusion al 10%, se provocO edema la
administracion de una solucion de caolin y se mide el edema por pletismografia
digital. El analisis de los resultados indica que no hay diferencia significativa, por lo
gue no tienen actividad antiinflamatoria. La actividad antiinflamatoria en diferentes
estudios ha mostrado datos un tanto discrepantes entre ambos estudio, por lo que

su actividad no ha sido plenamente demostrada (Méndez, 2006).

2.3.5.- Actividad Analgésica: La infusion al 10% de las hojas de
Chiranthodendron pentadactylon (Manita) a dos dosis de estudio (750 y 1000
mg/kg) mostraron que presentan accion analgésica, observandose una mayor
accion a la dosis de 1000 mg/kg a los 90 minutos después de la administracion de
la misma, manteniendo ambas dosis un efecto mayor comparado con el grupo
control al que se le administro dextrosa al 5% (Méndez, 2006).

2.3.6.- Actividad Anti-protozoarias: El estudio realizado con las flores de
Chiranthodendron pentadactylon contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica
con DEsp de 2.5 ug/mL; mostrd resultados positivos; comprobando su actividad
anti-protozoaria (Velazquez, 2006).

2.3.7.- Actividad Anti-bacteriana: En el estudio se le demostraron las
propiedades antibacterianas de las flores del arbol flor de manita contra ocho
cepas de enterobacterias causantes de diarrea evaluado a 8 mg/mL,
encontrandose los siguientes resultados de porciento de inhibicion de crecimiento
bacteriano: Escherichia coli ATCC 25922 (56.8 %), Escherichia coli 0157:H7 (59.0
%), Shigella sonei-1 (73.3 %), Shigella Sonnei-2 (71.4 %), Sh. flexneri-1 (42.9 %),
Sh. flexneri-2 (51.5%), Salmonella sp-1 (50.0 %), Salmonella sp-2 (50.0 %)
(Velazquez, 2006).
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2.3.8.- Actividad Vasoactiva: El estudio se realizo con el extracto acuoso de
las flores en el cual se midi6 el efecto vasoactivo a dosis de entre 0.5-12 mg/mL
sobre la aorta toracica aislada de rata, pre-contraida con noradrenalina, donde se

observo actividad moderada (Velazquez, 2006).

2.3.9.- Actividad Anti-diarreica: en el estudio se evalué la capacidad
antisecretora de toxinas de Vibrio cholerae y Escherichia coli en intestino de rata
evaluandose 26 plantas mexicanas usadas en la medicina tradicional; incluidas en
este estudio las flores del arbol flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon),
se utilizaron extractos acuosos y metanolicos de las plantas a estudiar a una dosis
de 300 mg/Kg administrandose a los animales por via oral; los resultados para la
flor de manita fueron: el extracto metandlico presentd un porcentaje de inhibicion
de la diarrea de 87.6 + 15.3; mientras que para el extracto acuoso, éste presentd
un porcentaje de inhibicion de la diarrea de 84.8 + 17.4. La actividad antisecretora
mostrada por Chiranthodendron pentadactylon explica en alguna medida su uso

en la medicina tradicional para el tratamiento de la diarrea (Velazquez, 2006).

2.4.- Toxicidad de la Flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon).
Se realizaron estudios en ratones con el fin de determinar la toxicidad de la flor de
manita, la dosis maxima usada en el estudio fue de 3 g/Kg; arrojando como
resultados que las infusiones de flores no poseen toxicidad aguda en el ratén por
via oral hasta una dosis de 3g/kg (Méndez, 2006). En otro estudio realizado se
determindé la toxicidad aguda del extracto metandlico de las flores de
Chiranthodendron pentadactylon (300, 600, 1200, 2400, 4800 mg/kg), durante los
dos dias en que transcurrio el experimento no se observd mortandad de los
animales, es importante hace notar que la dosis de 4800 mg/kg es el equivalente a
consumir 18 tazas de té en una sola toma. Tampoco se observo dafio
macroscopico en los drganos observados (estdbmago, intestino, higado, pulmon y

corazon) (Velazquez, 2006).
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2.5.- Componentes activos y actividades biologicas relacionadas
Los principios activos son los que definen y sirven para clasificar a las plantas y el
principal criterio para su seleccion y mejora, el control de rendimiento y calidad de
productos del cultivo, procesado industrial, asi como los que dotan a la planta de
sus propiedades y usos terapéuticos. En un vegetal superior las hojas constituyen
uno de sus 6rganos mas interesantes, pues en ellas tiene lugar la mayoria de los
procesos metabdlicos de la planta; parte de estas hojas, reciben la savia bruta a
través del tallo, mediante la accién de unos complejos enzimaticos o fermentos
que contienen, elaboran dos clases de compuestos nitrogenados: proteinas y
alcaloides que son principios activos de accion fisioldgica, especifica y energética;
por lo que constituyen en eslabén ineludible en la cadena de la vida animal
(Mufioz, 2002).

La planta medicinal utiliza los cuatro elementos clasicos: agua, tierra, aire,
fuego (energia solar que equivale a calor y luz) para elaborar los principios
inmediatos o alimenticos, prétidos, glucidos y lipidos, los acidos orgéanicos,
vitaminas y todos los principios activos o medicinales, asi como concentrar los
elementos minerales del suelo. De estos hechos se desprende el valor alimenticio
de ciertos 6rganos de las plantas medicinales, cuyos principios activos se
acumulan en otros érganos, determinados en cada especie, llamados drogas. Su

aprovechamiento integral, suministra alimento y medicina (Mufioz, 2002).

A menudo los extractos naturales deben su actividad biolégica al sinergismo
entre sus diversos componentes ya que éstos por separado poseen mucha menor
actividad que cuando se encuentran juntos. Se considera que la toxicidad de los
extractos es mas reducida cuando se encuentran purificados, este fenomeno se
denomina amortiguacion (buffering). En cuanto a sus propiedades
antimicrobianas, estas se atribuyen fundamentalmente a algunos de sus
componentes, entre los que destacan: terpenos, aceites esenciales, cumarinas y
flavonoides (Shiva, 2007).
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2.5.1.- Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos. Estan ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en
diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la parte no
energética de la dieta humana (Martinez y col., 2002), el consumo promedio de
fenoles en los paises europeos se estima en 23 mg/dia. No se han reportado
hasta ahora efectos tdxicos cuando se consumen relativamente grandes
cantidades de flavonoides (Martinez, 2005). Los flavonoides, uno de los dos
grandes grupos de compuestos fendlicos junto con los &cidos fendlicos, son un
grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano. Poseen varios grupos
hidroxilos enlazados a estructuras anulares, C6-C3-C6, designadas como A, By
C. Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano central
pueden subdividirse en Chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos,
rotenoides (Gracia, 2007; Martinez, 2005).

Dentro de las plantas los estudios han mostrado que estas sustancias se
encuentran la mayoria de las veces, ligados a moléculas de carbohidratos. A este
tipo de combinacion nucleo flavonoide basico méas una o varias unidades de
carbohidratos, se les denomina glicésidos, y cuando no tienen ligadas moléculas
de carbohidratos se las denomina agliconas flavonoides. Los glucésidos pueden
ser de dos clases: con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno
(enlace hemiacetal) es decir como O-glicésidos; o con los carbohidratos ligados a
través de enlaces C-C, es decir como C-glicosidos. De todas estas formas
naturales, los O-glicésidos son los mas comunes de hallar (Martinez, 2005).

Los flavonoides son metabolitos secundarios vegetales de origen biosintético
mixto: el anillo A proviene de la ruta de la malonilcoenzima A y el anillo B y la
cadena C3 provienen de la ruta del acido shikimico. Un tricétido se cicliza y se

condensa con una molécula de acido p-cumarico.
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La enolizacion del ciclo proveniente de la ruta de la malonilCoA da origen al
anillo aromatico A en las chalconas y flavanonas. Estas a su vez son los
precursores de las demas clases de flavonoides. Es importante recalcar que este
proceso de biosintesis sustenta el hecho de que en la mayoria de flavonoides el
anillo A como meta-oxigenado, es decir como es caracteristico de los anillos
aromaticos originados por la via de la malonilCoA; y por otro lado, el anillo B
proveniente de la ruta del acido shikimico, generalmente es orto-oxigenado
(Martinez, 2005; Vanaclocha, 2006).

El flavonoide quercitina es el que mejor retne los requisitos para ejercer una
efectiva funcion antioxidante. Su capacidad antioxidante medida como Trolox es
de 4,7 mM, lo que resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas Ey C y
tiene una hidrosolubilidad similar a la de la vitamina E. La funcion antioxidante de
la quercitina muestra efectos sinérgicos con la vitamina C (Martinez y col., 2002).

En ratas se ha podido observar que la quercitina mejora la funcién contréctil
del ventriculo izquierdo y reduce la incidencia de trastornos de la conduccién
cardiaca. La quercetina ha mostrado efectos antiinflamatorios. La inflamacion es
mediada parcialmente por la liberaciébn de histamina. La quercetina puede
estabilizar las membranas de las células que liberan la histamina, reduciendo su
liberacién. También afectan la sintesis de leucotrienos (Martinez, 2005).

La quercetina también inhibe la enzima que convierte glucosa en sorbitol, un
compuesto que esta relacionado con las complicaciones diabéticas, incluyendo las
cataratas. Varios compuestos quimicamente relacionados con la quercetina han
mostrado que inhiben la formacion de cataratas en animales diabéticos. La
guercetina también mejora la secrecion de insulina y protege las células
pancreaticas del dafio por radicales libres. También existen estudios que
demuestran su accion benéfica en el tratamiento de tumores en prostata
(Martinez, 2005).

Los flavonoides presentan actividad antimicrobiana; la mayoria de los
flavonoides que no contienen algun azucar en su estructura mostraron actividad

inhibitoria hacia microorganismos probados (Tabla. 1) (Narayana y co.l, 2001).
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En la siguiente tabla se resumen algunos flavonoides con actividad

antimicrobiana, asi como los microorganismos contra los cuales dichos
compuestos son activos.
Desde el punto de vista fitoquimico la flor de manita ha sido objeto de algunas
investigaciones las cuales han conducido al aislamiento e identificacion de algunos
compuestos. Dos compuestos de tipo hidrocarburo (octacosano y 1-docosanol);
dos azlcares (glucosa y sacarosa); un fenol simple (acido galico) un esterol (B
sitosterol); y ocho flavonoides (cianidina 3-Oglucésido, apigenidina 5, 7, 4’ tri-O-
glicoésido, leucocianidina, Iluteolina 7-O-glucésido, luteolina 7-O-glucurénido,
quercetina 3-0O-glucésido, gosipetina, gosipetina 3-O-glucurénido) (Veldzquez,
2006). Estudios quimicos de esta planta mencionan que contiene gran cantidad de
mucilago. Contiene un pigmento rojo constituido por un glucésido compuesto por
una aglicona, mas 3 moléculas de glucosa y 3 de acido galico. En las flores se
detecto la presencia de un alcaloide y de un glucésido (Ruiz, 2000).

Tabla 1.- Flavonoides con actividad antimicrobiana.

Organismo Flavonoides

Actividad Antibacterial

Quercetina, baicalina, quercetogetina,

Staphylococcus aureus

herpertina, fisetina, iso-liquiritigenina,
naringina+rutina, naringina+herpertina.

Staphylococcus albus

Fisetina

Streotococcus pyogenes Apigenina
Streptococcus viridans Apigenina
Streptococcus jaccalis Crisina
Streptococcus baris Crisina
Streptococcus pneumoniae Crisina

Shigella boydii

Hespertina, naringina+rutina,
naringenina+herpertina

Pseudomonas aeruginosa

Rutina, naringina, baicalina,
hidroxietilrutosido

Escherichia coli Quercetina
Bacillus subtilis Quercetina
Bacillus anthracis Rutina

Proteus vulgaris Datisentina

Clostridium perfinges

Hidroxietilrutosido
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En un estudio realizado al extracto de flor de manita; al cual se le
determinaron los fenoles totales, utilizando una solucién estdndar de &cido galico
(0.1 mg/mL), asi como la cantidad de flavonoides totales donde se utilizé una
solucion estandar de catequina. De dicho estudio se obtuvieron como resultados
una concentracion de fenoles totales de 221.481 + 0.630 mg GA/g extracto y
extracto una concentracion total de flavonoides de 164.178 + 0.089 mg cat/g; por
lo que se ha deducido que la alta concentracion de estos componentes puede
explicar algunos de los usos de esta planta en la medicina tradicional mexicana
(Gracia, 2007).

3.- Plantas y Farmacodinamia

El término dinamia procede del griego y significa fuerza, potencia. La
farmacodinamia es la parte de la Farmacologia encargada de estudiar coémo
actian los medicamentos (mecanismo de accién), con qué intensidad producen
esa accion (potencia) y en qué medida se producen esas consecuencias (Duran,
2008).
Las plantas medicinales son fuentes naturales valiosas, y, apreciadas como
drogas potencialmente seguras, por tal motivo han sido estudiadas para probar su
actividad biolégica, antimicrobiana e hipoglucemiante ya que también juegan un

papel importante en la medicina moderna (Vijiy col., 2012).

3.1.- Fitoterapia

Fitofarmacologia es la rama de la Farmacologia que se orienta al estudio de
los extractos estandarizados de plantas medicinales (Morales, 2009). La
Fitoterapia Moderna o Fitomedicina, se nutre del desarrollo de la Fitofarmacologia
basica y clinica, esto es de los estudios farmacolégicos realizados con plantas o
sus componentes y lo que la lleva a fundamentarse en el uso racional y cientifico
de productos vegetales con finalidad terapéutica (Morales, 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud, OMS, ha definido Fitomedicina como la
aplicacion de principios activos de origen vegetal en terapéutica, basado en el

conocimiento cientifico moderno, esto es una base que se sostiene en los pilares
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fundamentales de la farmacologia y la terapéutica moderna: farmacodinamia,
farmacocinética, estudios preclinicos, clinicos y la divulgacion de éstos a través de
medios reconocidamente validados por las comunidades cientificas. En la
actualidad se estima que alrededor del 80% de la poblacion utiliza medicina
alternativa herbolaria (Fitoterapia) como tratamiento paralelo a la medicina
tradicional y su uso ha estado siempre muy arraigado a la tradicion (Morales,
2009).

El término fitofarmaco no debe confundirse con el de planta medicinal. Al
respecto, la OMS ha precisado el significado de fitofarmaco como: “productos
medicinales acabados y etiquetados cuyos ingredientes activos estandarizados,
estan formados por partes aéreas o subterraneas de plantas u otro material
vegetal, o combinaciones de éstos, en estado bruto o en forma de preparaciones
vegetales (Morales, 2009).

En lo que se refiere estrictamente a la fitoterapia, la accion farmacolégica de
una determinada planta medicinal depende en la mayoria de los casos de varios
principios activos y no sélo de uno aislado, existiendo sinergismos y acciones
coadyuvantes entre ellos, de modo que por lo general resulta mas adecuada la
accion de toda la planta en su conjunto que la de un determinado compuesto
(Vanaclocha, 2003).

Para llegar a elaborar un fitofarmaco se requiere un largo proceso con
implicacién de especialistas de diferentes ramas, pero sin lugar a dudas el punto
de partida radica en la identificacién y recoleccién correcta de la masa verde a
trabajar. La participacion de botanicos o personal debidamente entrenado es
esencial ya que no solamente es necesario conocer cada planta sino también se
hace imprescindible el dominio de otros elementos que pueden modificar sus
propiedades (Rodriguez, 1998).

La droga vegetal se procesa con la finalidad de viabilizar su uso farmaceéutico
en la elaboracion de fitofarmacos y su empleo clinico directo, siendo este ultimo el
mas difundido popularmente. El procesamiento al cual se someten las drogas
vegetales varia de acuerdo a la localizacién, estructura quimica y estabilidad de

las sustancias quimicas contenidas en la planta que reviste interés terapéutico, un
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proceso importante para obtener un fitofarmaco es la separacion de los principios
solubles se realiza con el objetivo de obtener los extractos que permitan conservar
los componentes Utiles de la droga de forma concentrada, uniforme y permanente.
Entre muchas de las ventajas que ofrecen los fitomedicamentos esta la de no
causar efectos secundarios como suele ocurrir con algunos productos alopéticos
(Rodriguez, 1998, http://www.salud180.com).

Con la gran importancia que ha cobrado el uso de la fitoterapia a nivel
mundial es necesario que los paises que la practican den un salto cualitativo en el
uso de fitomedicamentos, es decir, que es necesario que paralelamente a las
investigaciones en el area de la fitoquimica y en el area de la farmacologia, los
fitomedicamentos que se venden sean de calidad controlada, o sea que tengan su
constitucién quimica bien definida y su actividad farmacolégica bien establecida,
asi como, su nivel de toxicidad y la posibilidad de provocar reacciones adversas
bien definidas, lo que conlleva a que los fitomedicamentos sean tratados como
medicamentos iguales a aquellos cuya obtencion se realiza a partir de sintesis
(Sharapin, Camacho, 2000).

Existe un amplio camulo de especies vegetales, cuya accion terapéutica aun
no se ha confirmado. Es por eso que la herbolaria mexicana representa un recurso
viable para encontrar nuevos tratamientos contra las enfermedades degenerativas,
como el cancer, la artrosis, la esclerosis mdltiple, la enfermedad de Alzheimer, la
diabetes, etcétera (Figueroa, 2009).

En México se encuentra ElI Centro de Investigacion Biomédica del Sur
(CIBS), del Instituto Mexicano del Seguro Social, donde se desarrollan diversos
fitomedicamentos que pueden ser la respuesta a enfermedades como la
hipertension arterial, infecciones producidas por hongos en las ufas (tifia),
ansiedad y padecimientos cronico degenerativos como la diabetes. Creado en
1985, es el Unico centro de investigacién en el continente americano que realiza
un trabajo integral basado en la medicina tradicional mexicana y en la
investigacion farmacolégica, fotoquimica, biotecnologica y clinica toxicolégica de

las plantas medicinales (http://www.salud180.com).
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3.2.- FArmacos

La legislacion habitualmente define a un farmaco como cualquier sustancia
(no alimenticia) semi sintética o sintética que interactla con organismos vivos para
modificar un proceso o respuesta biologica y producir asi, un efecto farmacoldgico
(Mendoza, 2008). En un sentido mas restringido un farmaco es toda sustancia
quimica pura utilizada en el tratamiento, curacion, prevencion o diagndéstico de una
enfermedad, o para evitar la aparicion de un proceso fisiolégico no deseado
(Galbis, 2004). Es importante sefialar que la mayoria de los farmacos se unen
selectivamente a uno o varios componentes de la célula y modifican sus
funciones, pero no se crean nuevas funciones celulares. Por otra parte es
importante subrayar que en el espafiol el término droga se emplea con frecuencia

para referirse a farmacos de abuso (Mendoza, 2008).

Las posibles vias de entrada de los medicamentos al organismo se pueden
en dos grandes grupos: vias entéricas 0 enterales y vias parenterales. En la
administracion enteral, el farmaco se coloca directamente en el tracto
gastrointestinal, poniéndolo debajo de la lengua (sublingual), deglutiéndolo
(Via oral), o colocandolo en el recto a través del esfinter anal (rectal).

En la administracion parenteral no se utiliza el tubo digestivo. Las vias
parenterales mas comunes son la via subcutanea, la intramuscular, y la
intravascular o endovenosa. Igualmente, los medicamentos se pueden aplicar a la
piel y a las mucosas o, inyectarse en forma intradérmica para ejercer efecto local u
obtener absorcidn percutanea. Ademas de esto, se pueden inyectar dentro del
canal raquideo o sus cercanias, en una arteria, cerca de un tronco nervioso, en
una articulacion o en el espacio pleural, asi como introducir en la vagina. También
se pueden inhalar para su accion directa en el arbol branquial o lograr su paso de

los alvéolos a la sangre (Saenz, 1993).
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La administracion del farmaco es un proceso que se incluye en la cinética del
medicamento (farmacocinética) la cual estudia la accién del cuerpo sobre un
farmaco. La farmacocinética comprende la absorcion, la distribucion, el
metabolismo y la excrecion de un farmaco. Estos procesos se resumen con el
acrénico mnemotécnico ADME. En ocasiones se incluye también la liberacion del

principio activo en este caso se utiliza en acrénico LADME (Bafios y col., 2002).
4.- Clasificacion de Bacterias

La pared bacteriana puede visualizarse mediante una técnica de tincién
bacteriana de tipo diferencial, descubierta por el cientifico danés Christian Gram.
Esta coloracion se basa en la capacidad de las bacterias de retener al colorante
primario (cristal violeta), aun después de haber sido decoloradas con alcohol
acetona. Como esta coloracién se clasifica como compleja y diferencial, el
resultado de la técnica clasificara a las bacterias en bacterias Gram positivas
(color violeta) y bacterias Gram negativas (color rojo claro o rosado) (Montoya,
2008).

La pared celular de las bacterias consiste en una matriz de disacaridos
enlazados mediante cadenas cortas de aminoacidos (péptidos). La pared celular
de las bacterias Gram positivas tiene un espesor que oscila entre 15y 30 nm, y
consiste en una sola macromolécula de este tipo, denominada peptidoglicano (se
llega a mencionar con los nombre de mureina, glucopéptido, mucopéptido,
mucocomplejo de Park o peptidoglicano). La pared celular de las bacterias Gram
negativas tiene un espesor de unos 10 nm y posee una capa adicional (la
membrana externa) formada, entre otras moléculas, por lipopolisacaridos unida a

una capa de peptidoglicano (Santamarina y col., 2000; Montoya, 2008).
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4.1.- Bacterias Gram positivas: la pared se identifica facilmente debido a la gran
cantidad de mureina, donde se da una secuencia de aminoacidos unidos al NAM
(N- acetil muramico) en el orden: L- alanina (L- Ala); D- glutdmico (D- Glu); L- lisina
(L- Lys); D- alanina (D- Ala) (Fig.5). Solo en estas bacterias se encuentran los
acidos teicoicos. Anclados a la membrana, por un glucolipido se encuentran los
acidos lipoteicoicos (ALT). Estos y los &cidos teicoicos son los responsables de la

carga negativa externa que presentan estas bacterias (Montoya, 2008).
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Fig.5.- Pared de las bacterias Gram positivas

4.2.- Bacterias Gram negativas: la ubicacion de la pared en este tipo de
bacterias, se describe desde el exterior hacia el interior de la bacteria, de la
siguiente forma: la membrana externa, el espacio periplasmico y la membrana
citoplasmatica. En el espacio periplasmico se encuentra inmerso el peptidoglicano
o pared celular. En estos microorganismos la composicion y estructuracién del
peptidoglicano es bastante similar a la de las bacterias Gram positivas, sin
embargo, su espesor es menor y predominan las proteinas, fosfolipidos y
lipopolisacéaridos. En este caso, los enlaces interpeptidicos son directos, mediados
también, por una pentaglicina y el aminoacido L-lisina es sustituido por el acido
meso-diaminopilémico (m- DAP) (Fig.6). Los lipopolisacaridos desempefian un
papel importante, actuando como barrera frente a determinados antibioticos, como
la penicilina, que por esta razén es poco eficaz frente a estas bacterias (Montoya,
2008).
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Fig.6.- Pared de las bacterias Gram negativas

En la tabla 2 se muestran en resumen caracteristicas que permiten diferenciar a

las bacterias Gram positivas de las bacterias Gram negativas.

Tabla 2.- Algunas caracteristicas de las bacterias Gram positivas y Gram

negativas (Montoya, 2008).

Caracteristicas

Gram Positivas

Gram Negativas

Estructura de la pared
celular

Gruesa (15-80 nm)

Delgada (10-15 nm) triple
capa-multicapa

Composicion de la pared
celular

Baja en lipidos (1-4%).
Peptidoglicano presente
formando monocapa; es
un componente
importante que supone
50% del peso seco de
algunas células
bacterianas. Presencia de
acidos teicoicos

Alto en lipidos (11-22%).
Peptidoglicano presente
en una capa interna
rigida; poca cantidad.
Representa 10% del peso
seco. No hay &cidos
teicoicos

Susceptibilidad a la

penicilina

Mas susceptibles

Menos susceptibles

Frenado de crecimiento
por colorantes basicos,
por ejemplo cristal violeta

El crecimiento se retrasa
notoriamente

El crecimiento se retarda
menos

Requerimientos
nutricionales

Relativamente complejos
en muchas especies

Relativamente sencillos

Resistencia a la rotura

mecanica

Mas resistentes

Menos resistentes
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4.3.- Generalidades de la diarrea infecciosa

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio tienen
lugar 1,500 millones episodios de diarrea en paises en vias de desarrollo,
resultando de éstos en 1,5 millones de muertes. En 2001, la Secretaria de Salud
(SSA) inform6 que las enfermedades gastrointestinales, ocasionadas por bacterias
0 parasitos, ocupaban la decimocuarta causa de fallecimientos en el nivel
nacional, y que los estados con mayor incidencia eran: Chiapas, Oaxaca,
Guanajuato, Veracruz, Puebla, y el Distrito Federal. En México, un estudio
gubernamental realizado en 2003, reporté 4, 556 decesos causados por
infecciones intestinales (Castro y col., 2011).

De acuerdo con la ENSA 2000 y la ENSANUT 2006 y 2012, la prevalencia de

diarrea en nifios menores de cinco afios fue de 12.6, 13.1 y 11.0% para 2000,
2006 y 2012, respectivamente.
En la ENSANUT 2012 las cinco entidades del pais con las prevalencias mas altas
son Tabasco (18.9%), Yucatan (17.7%), Guerrero (15.5%), Baja California Sur
(15.4%) y Estado de México (14.7%). En contraste, Hidalgo (7.0%), Sinaloa
(7.2%), Guanajuato, Chihuahua (7.4%, cada uno) y Tamaulipas (7.5%) se
distinguen por registrar las prevalencias mas bajas; mientras que Michoacan
presenta una prevalencia del 13.8% (México, ENSANUT 2012).
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Fig.7.- Distribucion porcentual de la poblacién de menores de cinco afos
gue presenté enfermedad diarreica, segun edad y sexo (México, ENSANUT
2012).

En el 2008, el Seguro Social brind6 2 millones 188 consultas por
enfermedades gastrointestinales, y los estados con mayor incidencia de estas
infecciones fueron: Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Guerrero, y Oaxaca.
De acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), las
infecciones, como gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, colera y rotavirosis
representan un severo problema de salud publica para nuestro pais (Aguilera y
col, 2011).

La diarrea se puede definir como un aumento anormal en el contenido del
liquido de las heces y en el peso de las mismas (> 250 gr/dia), unido
generalmente a un aumento en el nimero de deposiciones (> 3 deposiciones /dia)
gue suelen acompafarse de urgencia defecatoria, molestias anales y, en
ocasiones, incontinencia. A veces se da una combinacion de estas tres

manifestaciones (Lopez y col, 2006).

La clasificacion de la diarrea de acuerdo con el agente causal puede ser de
etiologia bacteriana o viral y, segun su manera de presentacion, puede ser diarrea

liquida (acuosa o secretora) y diarrea con sangre (invasiva o disenteria).
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Diarrea acuosa o0 secretora: La forma mas comun de gastroenteritis se
caracteriza por evacuaciones intestinales frecuentes, mas o menos liquidas. La
forma mas pura de diarrea acuosa es la producida por bacterias secretoras de

enterotoxinas, como Vibrio cholerae y Escherichia coli enterotoxigénica.

Diarrea invasiva o disenteria: La disenteria comienza con evacuaciones
intestinales frecuentes, pero las heces son de menor volumen que en la diarrea
acuosa y contienen sangre, moco y pus. La fiebre, el dolor abdominal y el tenesmo
son sintomas habituales.

Las epidemias de diarrea en lactantes, nifios y adultos suelen ser causadas por
microorganismos presentes en el agua o en alimentos contaminados. Los
microorganismos que causan disenteria (E. coli diarreagénicas, Shigella,
Salmonella, Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Clostridium
difficile, Rotavirus, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica), pueden provocar
cambios inflamatorios y destructivos en la mucosa del colon, por invasion directa o

mediante la produccion de citotoxinas (http://es.scribd.com).

4.4.- Enterobacterias

Se le llama de esta manera a un grupo muy diverso de bacterias que tienen
como habitat natural el intestino del hombre y de varias especies animales. Esta
familia esta formada por bacilos Gram negativos de 1.0 a 6.0 um; no son
esporulados, algunos tienen movilidad por flagelos peritricos, son aerobios vy
anaerobios facultativos. Muchos de ellos forman cépsulas, otros crecen flagelos, la
mayoria producen fimbrias y pilis, ninguno fabrica esporas, y fermentan la glucosa
con formacién de acido y algunos también gas. Todos son oxidasa negativos,
algunos reducen los nitratos a nitritos y son catalasa positivos. Entre 20 y 25
especies son clinicamente significativas. Todos los miembros de esta familia
tienen vida libre, se les pueda encontrar en aguas contaminadas, el suelo, el
medio ambiente, plantas e insectos (Romero, 2007).

Las enterobacterias con patégenas para el hombre debido a la adquisicion

de factores de virulencia codificados en bacteriéfagos, plasmidos o islas de

Claudia Cecilia Zavala Silva Pagina 25


http://es.scribd.com)/

Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

patogenicidad. En estos factores se incluyen adhesinas, hemolisinas y otras
toxinas como el factor citotoxico de necrosis (CNF) o los antigenos capsulares.
Algunas especies poseen sistemas complejos para la penetracion de las células
intestinales, como proteinas de membrana externa (Shigella), o disponen del
sistema de secrecion del tipo 1l (E. coli enteropatégena, Salmonella entérica, Y
Yersinia enterocolitica). Otros porta-grupos producen enterotoxinas, como las
toxinas termolabil (LT) y termoestable (ST) de E. coli enterotoxigénica y las
verotoxinas o toxinas shiga-like de E. coli enterohemorragica (Ausina y col., 2006).

4.5.- Enfermedades gastrointestinales en México

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de
consulta médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en
el mundo. Por ello, se las considera un problema de salud publica en el nivel
mundial, que afecta a personas de cualquier edad y condicién social, aunque los
grupos mas vulnerables son los nifios y los ancianos (Hernandez y col., 2011).
Ciertas cepas de Escherichia coli pueden producir enteritis 0 gastroenteritis por
seis mecanismos distintos, que conducen a seis sindromes clinicos diferentes.
Estas cepas incluyen E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatdgena
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enteroagregante (EAEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC).

4.5.1.- Escherichia coli: La E. coli enterotoxigénica (ETEC) esta asociada con
dos sindromes clinicos importantes “diarrea del destete” en nifios de los paises en
vias de desarrollo y “diarrea del viajero”. Tienen un inicio brusco tipico con periodo
corto de incubacién (14-50 hrs). La diarrea acuosa profusa es el sintoma
predominante (similar a Vibrio cholerae), casi siempre sin sangre, moco ni pus.

A menudo se acompafa por colicos abdominales leves. La deshidratacion y los

vomitos ocurren en algunos casos (Koneman y col., 2008).

4.5.2.- Shigella dysenteriae: La shigelosis es la mas contagiosa de las diarreas
bacterianas. Los seres humanos sirven como hospedador natural, la enfermedad

es transmitida por la via feco-oral y se requieres tan sélo 200 microorganismos
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viables para producir la enfermedad. La Shigella dysenteriae es la especie
recuperada menos recuperada pero es el serotipo més virulento y el serotipo mas

frecuente aislado en los paises en vias de desarrollo (Koneman y col., 2008).

4.6.- Relacion de bacterias con disenteria

La disenteria se define como diarrea con sangre visible en las heces, es una
causa importante de morbilidad y mortalidad por diarrea. Aproximadamente 10%
de todos los episodios diarreicos en menores de 5 afios son de este tipo, pero en
relacion a mortalidad puede causar hasta el 15% de todos los decesos por diarrea.
La causa méas importante y frecuente de disenteria aguda es Shigella,
especialmente Shigella flexinery y Shigella dysenteriae tipo 1. Otras causas
incluyen Campylobacter jejuni, especialmente en lactantes y, con menor
frecuencia, Salmonella; la disenteria causada por estos Udltimos agentes
generalmente no es grave. E.coli enteroinvasiva tiene caracteristicas similares a la
Shigella y puede causar disenteria grave; sin embargo, la infeccion por este
agente no es comun, también pueden ser causa de esta enfermedad
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium.
Entamoeba hystolitica puede causar disenteria en los nifios mayores y adultos,

pero rara vez en los menores de 5 afios (Secretaria Nacional de Salud, 1995).

5.- Actividad antimicrobiana

Los mecanismos de exactos de accion antimicrobiana, de muchos extractos
naturales, no se conocen de forma exhaustiva, pero se sabe que generalmente,
deben su actividad bacteriostatica o bactericida a la sobrecarga a la que someten
a la membrana celular de los microorganismos, hecho que determina que pierda
su control e integridad. Junto a su actividad antimicrobiana los extractos naturales
poseen otras aplicaciones entre las que podemos destacar: antiinflamatoria,

inmunomoduladoras, espasmoliticas y sedantes (Shiva, 2007).

Claudia Cecilia Zavala Silva Pagina 27



Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

5.1.- Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

La CIM se define como la menor concentracién del antimicrobiano que es
bactericida o letal para al menos el 99,9% del inGculo original.
La Concentracion Inhibitoria Minima es parte de un acuerdo general en donde esta
determinacion debe formar parte de la investigacion inicial de un nuevo
antimicrobiano. La actividad inhibitoria normalmente se determina mediante una
técnica de dilucion o de difusion en disco (Davey y col., 2007).
Un antibidtico se considera adecuado para tratar una infeccion causada por una
bacteria cuando, administrado en dosis terapéuticas (es decir, no toxicas), alcanza
en el foco de infeccion concentraciones cuatro o mas veces superiores a la CIM
(Prats, 2007).

5.2.- Evaluacion in vitro

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana pueden clasificarse de acuerdo al
resultado final que hay que determinar. El resultado final de la mayoria de pruebas
realizadas en el laboratorio clinico es la inhibicion (Davey y col., 2007).
En el laboratorio la CIM puede determinarse mediante técnicas de dilucidon en
medio liquido, en medio solido o por técnicas de gradiente de difusién, como el
E-test. Es necesario realizar de forma rutinaria controles de calidad de las distintas
técnicas de estudio de la sensibilidad o resistencia conocida (S. aureus ATCC
29213, 25923; E. coli ATCC 35218, 25922; E. faecalis ATCC 29212; S.
pneumoniae ATCC 49619; P. aeruginosa ATCC 27853; H. influenzae ATCC
49766, 49247; C. jejuni ATCC 33560) (Prats, 2007).

5.2.1.- Método de dilucion: En esta prueba el microorganismo es inoculado en una
serie de tubos o pocillos que contienen una serie de concentraciones que suelen
comenzar con una potencia de 2 y disminuye en una base log,; hasta la
concentracion mas baja estudiada (Davey y col., 2007). Se siembra la bacteria en
los tubos, se incuban, y a las 18-24 hrs se observa el crecimiento. Se podra ver
que el caldo esta transparente en los tubos donde hay mayor concentracion de
antibiotico porque el crecimiento de la bacteria ha sido inhibido.
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El tubo con la menor concentracién de antibidtico que ha inhibido la bacteria
indica la CIM (Prats, 2007).

5.2.2.- Método de difusion en disco: en esta prueba se aplica un disco de papel
gue contiene una cantidad especificada del antimicrobiano en una superficie de
agar que ha sido recientemente inoculada con un microorganismo. El
antimicrobiano difunde en el medio a partir del disco, originando un halo de
inhibicion; se mide el diametro de dicho halo y se relaciona de manera inversa con
la CIM (es decir, cuanto mas grande es el diametro del halo de inhibicion, mas
baja es la CIM y viceversa) (Davey y col., 2007).

5.2.3.- Epsilon-test (E-test): Es un método de dilucion basado en la difusion de un
gradiente continuo, predefinido y sefialado en la tira de un antimicrobiano
equivalente a 15 concentraciones dobles progresivas a partir de una tira de
plastico no poroso de 5 cm de largo por 5 mm de ancho a lo largo de la cual se
dispone una concentracion pre-definida de farmaco seco y estabilizado en una
cara y una escala de CIM interpretativa en la otra, se coloca en la superficie del
medio de agar inoculado con el microorganismo a estudiar. La placa se incuba
segun la atmosfera y el tiempo requerido del microorganismo en cuestion. Tras la
incubacion, se forma una elipse de inhibicién del crecimiento alrededor de la tira;
la CMI se lee en el punto de la escala donde la elipse cruza la tira (Davey y col.,
2007; Prats, 2007).

5.3.- Evaluacion in vivo

La investigacion que se lleva a cabo mediante el estudio de un animal
‘completo” mediante la obtencidn de medidas utilizando medios minimamente
invasivos se considera in-vivo (Izquierdo, 2008).

En el terreno biomédico se ha empleado la experimentacién in- vivo con
animales desde tiempos remotos en investigacion basica y aplicada, ensefianza y
valoracion de las acciones y los efectos farmacoldgicos y téxicos producidos por
compuestos quimicos. En ciencia, in-vivo se refiere a experimentacién hecha

dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo (Repetto, 1995).
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Para las pruebas in-vivo se emplean especies roedoras como la rata o el
raton; a menos que haya diferencias obvias en la toxicidad o metabolismo entre
los machos y las hembras, es suficiente el uso so6lo de los machos. En caso de
estudios especificos de un sexo, habrda que usar el sexo correspondiente
(Hernandez y col., 2011).

La seleccion de la especie animal se realiza atendiendo a criterios de
disponibilidad, sensibilidad y similitud. En relacibn con la disponibilidad o
conveniencia, en general se utilizan animales pequefios por razones econdmicas
gue condicionan la infraestructura, consumo de alimentos, gasto de producto y
eliminacion de residuos. La comodidad de manejo, reproduccion y suministro
hacen que los mas empleados sean rata, ratdén, conejo, cobayo, hamster y perro.
En lineas generales, las especies mas convenientes para las administraciones por
las vias oral y parenteral son la rata y el perro, raramente el ratén; para la
aplicacion topica, el conejo, y para ensayos de sensibilizacion, el cobayo esta
siendo sustituido por el ratén (Repetto y col., 2009).

Los modelos in vivo, constituyen sistemas experimentales de gran utilidad en
la investigacion, por cuanto permiten la aplicacion de técnicas de andlisis que no
pueden emplearse en el hombre por razones éticas. Por otra parte, estos modelos
brindan informaciones que no pueden ser obtenidas mediante técnicas in vitro
como los cultivos celulares, donde los resultados experimentales no siempre
reproducen lo que ocurre en el organismo como un todo (Valdés y col., 2009).

Los ensayos in vivo se emplean a menudo sobre los ensayos in vitro, ya que
son mas adecuados para la observacion de los efectos generales de un

experimento en un sujeto vivo (http://translate.google.com.mx).

En las investigaciones farmacolégicas los ensayos con animales de
experimentacion resultan imprescindibles para la busqueda y aplicacion de
posibles medidas terapéuticas encaminadas tanto a la prevencibn como al
tratamiento de la enfermedad. Estos ensayos, una vez realizados, permiten medir
la eficacia y seguridad de determinado producto ya sea de origen sintético o
natural (Valdés y col., 2009).
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5.4.- Farmacologia de los procesos diarreicos

El tratamiento de la diarrea dependera siempre del diagndstico y la severidad
de la misma. En cualquier circunstancia, la primera medida terapéutica es la
rehidratacion por via oral; en casos de gravedad, esta hidratacion se realizara por
via intravenosa. Segun la OMS el preparado recomendado para la hidratacion
contiene, por litro de agua, 20 gr de glucosa, 1,5 gr de cloruro potasico, 3,5 gr de
cloruro sodico y 2,5 gr de bicarbonato sédico (Organizacidon Panamericana de la
Salud, 2008).

Como farmacos antidiarreicos, y segun su mecanismo de accion, se encuentran:

e Inhibidores de la motilidad gastrointestinal

Opiaceos: codeina, loperamida y difenoxilato: Los opiaceos utilizados como
antidiarreicos ejercen su accion gastrointestinal por activaciéon de los receptores
MOR (receptores opioides ) y DOR (receptores opioides §) situados en la pared
del tubo digestivo. Inhiben la motilidad gastrointestinal por aumento del tono y
reduccion de la motilidad del antro gastrico y del piloro; como consecuencia, se
produce un vaciado del estbmago. Aumentan el tono y las contracciones no
propulsivas en el intestino delgado y colon, dificultando el avance de la masa fecal,
por lo que se incrementa el tiempo de contacto con la mucosa y la reabsorcion de
agua; como consecuencia se endurece el contenido y se enlentece su avance.

Los opiaceos actian como antidiarreicos a dosis que no producen analgesia y
esta accion es mas intensa por via oral. Los opiaceos se utilizan como tratamiento
sintomatico de la diarrea, nunca como tratamiento principal de la enfermedad.

La codeina atraviesa bien la barrera hematoencefalica y sufre
metabolizacién hepatica. No ha de administrarse en caso de sindrome de colon
irritable y diverticulosis porque aumenta la presion intraluminar y las contracciones
musculares. La dosis de codeina puede llegar hasta 60 mg 3 veces al dia,
administrada por via oral (L6pez y col., 2006).

La loperamida se absorbe bien por via oral y atraviesa mal la barrera
hematoencefalica, por lo actia en el sistema gastrointestinal sin producir efectos

en el SNC. Su accién es prolongada, que tiene una semivida de 11 hrs.
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Se metaboliza en el higado. La pauta terapéutica habitual con loperamida en la
diarrea aguda es de una dosis inicial de 4 mg; cada vez que haya una defecacion
se podra aumentar 2 mg mas hasta un maximo de 16 mg al dia (Lépez y col.,
2006)

El difenoxilato se absorbe bien por via oral; en dosis bajas presenta accién
antidiarreicas y en dosis superiores a las indicadas para la diarrea produce efectos
a nivel central. La dosis inicial recomendad de difenixolato para la diarrea es de
10mg, seguida de 5 mg cada 6 hrs (Lopez y col., 2006). Sus efectos secundarios
son infrecuentes aunque moderadamente importantes y en tratamientos
prolongados llegan a presentarse con frecuencia dolor abdominal, flatulencia,
dispepsia, nauseas, vomitos, estrefiimiento, sequedad de boca, distencion
abdominal, ileo paralitico o megacolon toxico, retencion urinaria. Somnolencia y

mareo; los nifios son mas propensos (Calvo, 2008).

e Inhibidores de la secrecion gastrointestinal.
Octreodtida: inhibe la secrecion de acido y pepsindgeno en el estbmago, inhibe la
secrecion de liquidos y bicarbonato a nivel intestinal y disminuye la contractilidad
del musculo liso. La dosificacion debe individualizarse comenzandose por 50 pg
dos veces al dia e ir incrementando paulatinamente la dosis hasta alcanzar entre
100-400 pg al dia, pudiéndose llegar hasta un maximo de 1500 pg al dia.

Subsalicilato de bismuto: se utiliza principalmente para la prevencion y
tratamiento de la diarrea del viajero, disminuye el nimero de deposiciones por
reducir las secreciones intestinales, asi como el dolor abdominal.

Racecadotril o acetorfan: el racecadrotii actia inhibiendo las
encefalinasas intestinales, por lo que se reduce la secrecién de agua y electrolitos
al intestino. Se ha demostrado que reduce el volumen, la frecuencia de las
deposiciones y también la duracién de la diarrea (Lopez y col., 2006). Entre sus
efectos adversos presentan: dolor en el sitio de inyeccion. Nauseas, vomitos, dolor
abdominal, flatulencia. Alteracion del metabolismo hidrocarbonado por su
capacidad de alterar la liberacion de insulina y glucagon. Colelitiasis en el 10-20%
a largo plazo (Calvo, 2008).
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e Agentes adsorbentes.

Carbon activado, tanatos, resinas de intercambio i6nico: son sustancias
capaces de adsorber toxinas y microorganismos del tracto digestivo mediante un
proceso fisico de adsorcion de microparticulas, tienen poco efecto sobre el
volumen de las heces pero afectan significativamente a su consistencia. Son
productos en general biolégicamente inertes, por lo que son seguros (L6pez,
2006). En general no tienen efectos secundarios; raramente presentan reacciones
de hipersensibilidad (Calvo, 2008).

e Antiinfecciosos intestinales.
Se emplean para el tratamiento de diarreas infecciosas de origen bacteriano, por
lo que su uso queda limitado a diarreas por infeccion sistémica grave (Lépez,
2006).

e Agentes antibacterianos

Tratamiento contra ETEC: en todos los grupos el tratamiento esta dirigido al

reemplazo de liquidos y electrolitos como terapia de mantenimiento, ya que la
enfermedad se autolimita por si sola en casi todos los pacientes a la semana de
haberse instalado. La combinacion de trimetropim-sulfametoxazol (TMP-SMX)
mas loperamida o ciprofloxacino, ha sido efectivo en pacientes adultos, aunque
esto no es valido en pacientes pediatricos por las restricciones del uso de la
loperamida y ciprofloxacino en estas edades. La dosis del TMP-SMX es de 5 a 8
mg/Kg cada 12 hrs via oral por 3 a 5 dias. El subsalicilato de bismuto ha sido de
utilidad en disminuir la severidad del cuadro intestinal (Romero y col., 2002).

Tratamiento contra EPEC: este se orientara fundamentalmente a la correccion de

la deshidratacion. Pocos datos existen acerca de la utilidad de antibiéticos en la
terapia adjunta a la rehidratacion. Las excepciones son los recién nacidos y el
desnutrido de tercer grado, que tiene mayor riesgo de desarrollar las formas mas
severas y graves de la enfermedad. La gentamicina parenteral, colistin (colimicina)

y neomicina oral pueden reducir la morbi-mortilidad.
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Otro antibiético que ha mostrado ser de utilidad es el TMP-SMX con
recuperacion clinica mas rapida. Otros tratamientos que han probado ser utiles
incluyen el subsalicilato de bismuto (Romero y col., 2002).

Tratamiento contra EHEC: es de soporte, puesto que poco se conoce en lo

referente a la terapia antibidtica; aunque la utilidad del uso de antibiéticos no ha
sido completamente estudiada es factible que el TMP-SMX pueda reducir la
severidad y duracion de la enfermedad (Romero y col., 2002).

Tratamiento contra EAEC: esta especie presenta una comdn resistencia a los

antibiéticos; el tratamiento éptimo para tratarla no ha sido hasta el momento
determinado (Romero y col., 2002).
Tratamiento para diarrea causada por Shigella: el tratamiento de eleccién es la

ciprofloxacina con una dosis de 500 mg, 2 veces al dia/ 3 dias, via oral. Dentro de
los tratamientos alternativos estan azitromicina son dosis de 1-15 mg, una vez al
dia, de uno a 5 dias, via oral (Casanueva y col., 2008). El acido nalidixico es un
tratamiento alternativo la dosis recomendada es de 55 mg/Kg/dia dividida en
cuatro dosis por cinco dias. La mayoria de de las cepas de Shigella que son
resistentes a la ampicilina, trimetropim-sulfametoxazol y a acido nalidixico son

tratadas con cefalosporinas de tercera generacion (Romero, 2007).
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II.- JUSTIFICACION

En México las enfermedades gastrointestinales que incluye la diarrea,
constituyen un problema de salud. El uso indiscriminado de antibidtioticos,
tratamientos con repetidas dosis diarias asi como los efectos secundarios
adversos que acarrean dichos tratamientos hacen que la busqueda de alternativas
terapéuticas como tratamiento para esta y otras enfermedades se evoque en las
plantas medicinales.

Nuestra cultura estd4 basada en el uso empirico de la medicina tradicional,
por lo que es clara y obvia la necesidad de investigar cientificamente los
beneficios de nuestra cultura herbolaria. En particular del arbol flor de manita
existen varios reportes de las propiedades farmacoldgicas de la flor, pero no
existen reportes de las hojas ademés de accion diurética y como analgésico. En
Michoacan las hojas del é&rbol de flor de manita son utilizadas contra
enfermedades gastrointestinales, sin embargo, hasta donde sabemos no existen
reportes farmacoldgicos que sustenten esta propiedad y que validen su uso

terapéutico, por lo anterior se planteo la siguiente hipoétesis.

[lI- HIPOTESIS

Los extractos de las hojas del arbol de Flor de Manita (Chiranthodendron

pentadactylon) presentan actividad anti-diarreica.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana in-vitro y la actividad anti-diarreica In-vivo

de las hojas del arbol flor de manita.
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V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la actividad antibacteriana in-vitro del extracto crudo, la fraccion sin
pigmentos y los pigmentos de hojas del arbol flor de manita contra cepas
ATCC Gram positivas y negativas.

e Determinar el efecto anti-diarreico del extracto crudo, de la fraccion sin
pigmentos y los pigmentos de las hojas del arbol flor de manita.

e Determinar la actividad del extracto crudo y de la fracciébn proteica en
comparacién con un anti-diarreico comercial.

e Realizar un andlisis estadistico.

VI.- MATERIAL
a) Extracto crudo (EC) y Fraccion sin Pigmentos (FSP) de las hojas del arbol
Flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon).
b) Ratas Wistar de 300 a 400 gr mantenidas con alimento y agua ad libitum.

c) Reactivos de grado analitico

VIl.- METODOS
= Obtencién de Extracto Crudo (EC)

Para la obtencion del extracto crudo se utilizaron 150 gr de hojas secas del
arbol flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon), se homogenizaron con
agua destilada en mortero, posteriormente se filtrd, seguido a esto se centrifugé a

2500 rpm por 15 min. Al sobrenadante se le llamo extracto crudo.
= Extraccion acetonicay alcohélica de pigmentos

La extraccion de los pigmentos presentes en las hojas de flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon) se llevo a cabo mediante la inmersion de las
hojas en los solventes, haciéndose numerosos lavados hasta obtener las hojas sin
pigmentos. Los pigmentos extraidos fueron concentrados mediante bafio Maria,
para evaporar el exceso de solventes ya que para probarlos in-vitro e in-vivo se

usaron de manera concentrada (1mg/mL).
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= Obtencién de la Fraccion sin Pigmentos (FSP)

Para la obtencién de la fraccion sin pigmentos se pesaron 200 gr de hojas
secas del arbol de flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon) sin pigmentos,
se homogenizaron con agua destilada en mortero, posteriormente se filtré, seguido
a esto se centrifugd a 2500 rpm por 15 min. Al sobrenadante se le llamé fraccion
sin pigmentos.

= Cuantificacién de Proteinas

El método utilizado para la cuantificacion de proteinas fue el método de
Bradford. El método consiste en la unién del colorante Azul brillante de Coomasie
G-250 a una proteina desconocida en solucién acida esto hace que el maximo de
absorcion del colorante cambie de 465 nm a 595 nm y la compara contra
diferentes cantidades de una proteina estandar, usualmente albumina de suero
bovino (BSA) (Voet y col.,, 2009). El complejo colorante-proteina presenta un

maximo de absorciéon a 595 nm (Giraldo y col., 2010).
El colorante existe en 3 formas: catidnica (rojo), neutra (verde) y aniénica (azul).

Bajo condiciones &cidas, el colorante es principalmente rojo por partida doble
protonada en forma catdnica. Sin embargo, cuando el colorante se une a la
proteina, se convierte en una  forma no protonada  azul

(http://kirschner.med.harvard.edu).

Cation H* Forma neutra H* Anién
465nm € * 650 nm < >  595nm
(Rojo) (Verde) (Azul)
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En este ensayo re realiz6 una curva patron utilizando BSA, Buffer PBS (0.1
M, pH 7.5) y reactivo de Bradford; se midi6 a una longitud de onda de 595 nm y la
concentracion de proteinas presente en las muestras problemas se obtienen

interpolando las absorbancias obtenidas en la curva patron.

= Meétodo de Extraccion de Lipidos

Pueden utilizarse diferentes métodos con disolventes organicos para realizar
la extraccion de lipidos de una muestra; el mas utilizado es el método de Folch, en
el cual se realiza una extraccion con cloroformo: metanol (2:1, V: V). EI metanol
rompe los enlaces que se dan entre los lipidos y las proteinas de las membranas e
inhibe la accion de las enzimas lipasas (desnaturalizandolas), mientras que el
cloroformo permite la disolucién de los lipidos (Roca y col., 2003). Este método fue
utilizado para la extraccion de los lipidos presentes tanto en el EC como en la
FSP; ademas de ser utilizado para obtener la fraccion organica (F1) y la fraccion
proteica (F2) del EC y FSP para determinar de igual manera su actividad anti

bacteriana in-vitro.

= Dialisis

La dialisis es un proceso que separa a las moléculas segun su tamafio
mediante el uso de membranas semipermeables que puede ser de celofan
(acetato de celulosa) que es el material de didlisis mas utilizado, aunque también
se emplean otros materiales como celulosa y colodion; dichas membranas
cuentan con poros de dimensiones menores que las macromoléculas (Voet y col.,
2004). La didlisis se basa en la imposibilidad de que las proteinas atraviesen los
poros de una membrana semipermeable debido a su gran tamafio en tanto que las
moléculas con un peso molecular mas bajo se distribuyen, hasta llegar a un
equilibrio de concentraciones, entre ambos lados de la membrana. Si se modifica
varias veces la solucion externa las condiciones en el interior de una bolsa o tubo
de didlisis, por ejemplo, las concentraciones de las sales, el pH, etc. Seran iguales

a las de la solucién circulante (Koolman J, R6hm H, 2004).

Claudia Cecilia Zavala Silva Pagina 38



Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

Para la didlisis de las muestras se usaron membranas Spectra/Por 3 MWCO
3,500. Spectrumlabs 3233006.

= Lijofilizaciéon

La liofilizacion es un proceso de estabilizacion en el cual el material primero
se congela y se concentra el solvente, comunmente el agua, reduciéndolo
mediante sublimacion y desorcion, a niveles que no sostendran mas el crecimiento
biolégico o las reacciones quimicas. Es el mas noble proceso de conservacion de
productos biolégicos conocidos, porque reune los dos métodos més fiables de
conservacion: la congelaciéon y la deshidratacion (Ramirez, 2006; Montoya, 2008).

= Preparacion de medios de cultivo

Un medio de cultivo es un sustrato o solucion de nutrientes en los que crecen
y se multiplican los microorganismos en el laboratorio, con el objeto de aislar
diferentes especies bacterianas, proceder a su identificacion y llevar a cabo una
serie de estudios complementarios. Los medios liquidos contienen nutrientes, a los
cuales se les adiciona una sustancia capaz de mantener el pH adecuado. Entre
los mas empleados estan en caldo nutritivo y el caldo peptona (Montoya, 2008). A
un medio de cultivo liquido puede afiadirse una sustancia gelificante, éste
debidamente esterilizado, se vierte en una caja de Petri, este tipo de medio
ofrecen la posibilidad de obtener colonias aisladas (Prats, 2007; Montoya, 2008).
Para realizar las pruebas in-vitro se utiliz6 medio Muller-Hilton, tanto medio liquido
como medio sdlido, llevdandose el agar diluido en agua hasta ebullicion,
posteriormente se esterilizd en autoclave a una presion de 15 Ib/15 min.
Terminado este procedimiento el medio de cultivo liquido y sélido es vaciado a
tubos de vidrio y placas Petri, respectivamente.

= Estandarizacion del antibiético

Como control positivo para el ensayo se eligié gentamicina de 80 mg/2 mL y
levofloxacino para bacterias Gram (-); éste Ultimo se uso en presentacion de

tabletas de 750 mg que se pulverizaron y re-suspendieron en 5 mL de agua estéril
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(Gil, 2012). También se eligieron discos comerciales de penicilina para bacterias
Gram (+), los cuales son de la marca BD BBL que cuentan con una concentracion

de 10 pg, dandonos asi un halo de inhibicion de 5 mm.
» Escalade McFarland

Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente calibrados.
Consiste en varios tubos de vidrio herméticamente cerrados que contienen (1% de
Ba Cl, méas cantidades crecientes de H,SO,4 al 1%); por lo tanto, en cada tubo se

origina un precipitado de Ba SO, origen de la turbidez (http://www.biologia.edu).

En caldo estéril se siembran de 4 a 5 colonias del microorganismo problema, dejar
crecer; dado su crecimiento medir su absorbancia, la cual debe de estar entre

0. 08 y 1 a una longitud de onda de 630 nm. Cuando la absorbancia de la muestra
se encuentra en este rango se tiene un valor de 0, 5 en la escala de McFarland

que equivale a 1 x 10 UFC/ml (http://es.scribd.com).

La escala fue empleada para tener un niumero de UFC adecuado para la correcta
visualizacion de la actividad anti bacteriana, tanto de los antibiéticos empleados

como control positivo asi como de las muestras problema.

» Actividad Antimicrobiana (difusion en disco)

Es un procedimiento que se utiliza con frecuencia para estudiar la accion
antimicrobiana. El método consiste en preparar una caja Petri con un medio de
cultivo apropiado para el 6ptimo crecimiento del microorganismo seleccionado. El
microorganismo es sembrado en el medio y se colocan discos de papel filtro con el
agente a probar. Durante la incubacion, el agente se difunde desde el disco de
papel filtro al agar; al finalizar el periodo de incubacién se observan una serie de
de halos de inhibicion del crecimiento microbiano alrededor de los discos de papel,
de diferentes diametros. Este método es muy rutinario para comprobar la
sensibilidad a los antibidticos de los microorganismos patégenos y se conoce con
el nombre de antibiograma (Montoya, 2008).

Para realizar la prueba se elabor6 medio de cultivo Muller-Hilton en el cual se

cultivaron los microorganismos de prueba, que fueron:
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Escherichia coli ATCC 27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853 por, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 27543, Salmonella typhimurium ATCC 14028. Se
utilizaron las diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 (o hasta lograr la dilucion minima que
genere una respuesta) de cada una de las muestras a probar; se usaron
gentamicina en diluciones 1:128 y 1:256; sensidiscos de antibiético penicilina con
una concentracion de 5 pg/disco; levofloxacino a una dilucion de 1:8192 como
controles positivos y buffer PBS como control negativo (Gil, 2012). A continuacién
se impregnaron los discos de papel filtro estériles con una capacidad de 25 pL de
cada uno de los extractos a probar y se colocaron sobre el agar de tal manera que
no se interpongan las zonas de inhibicion. Las placas de Petri se incubaron a 37
°C durante 24 hrs. Una vez terminado el periodo de incubacion, se midié la zona
de inhibicién producida por las muestras y los controles. Cada extracto fue

probado por triplicado (Lin y col, 2002). Se reportan los resultados en mm.

» Determinacién de la actividad anti-diarreica
La determinacion de la actividad anti-diarreica se realiz6 empleando

procedimientos in-vivo utilizando ratas macho Wistar de 300 a 400 gr de peso,
basandose en el metodo de Edwin y col., 2007 (con modificaciones). Antes de
comenzar las pruebas, los animales se mantuvieron en ayuno durante 16 hrs,
dejandonos unicamente con agua ad libitum (Escobar y col., 2010).
Se dividieron las ratas en 10 grupos (n=6). Los primeros dos grupos fueron los
controles:

e Grupo | control positivo: tratado Unicamente con el vehiculo, solucion salina

0.9 % (via oral).

e Grupo Il control negativo: tratado con loperamida 3 mg/Kg (via oral).
Los grupos lllI, 1V, V fueron tratados con EC en dosis de 200 mg/Kg, 400 mg/Kg,
800 mg/Kg (via oral), respectivamente.
A los grupos VI, VII, VIl se les administro FSP en dosis de 200 mg/Kg, 400 mg/Kg,

800 mg/Kg (via oral), respectivamente.
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Los grupos IX, X fueron tratados con pigmentos acetoénicos y pigmentos
alcohdlicos de las hojas del arbol flor de manita, via oral, a una dosis de 1 mg/mL,
respectivamente.

Después de 30 min de administrado el tratamiento, se le suministré a todos los
animales 3 mL de aceite de ricino por via oral mediante una cénula de
alimentacion oral 16G, se peso la materia fecal durante 6 hrs (Edwin y col., 2007).

Para evaluar el tiempo transcurrido entre la administracion del agente
inductor y la excrecion de las primeras heces diarreicas; se determind la cantidad
en gramos de heces diarreicas excretadas durante las siguientes 6 hrs tras la
induccion del proceso diarreico, siguiendo el metodo de Escobar y col., 2010; para
esto, los animales se distribuyeron en jaulas de manera individual a las cuales se
les coloc6 en el fondo un papel estraza que fue sustituido cada hora de ensayo, de
cada papel se contaron, se observd su consistencia y pesaron las heces que

estuvieran presentes.

» Determinacion de la inhibicion de la motilidad intestinal

El efecto inhibidor sobre la motilidad digestiva se lleva a cabo sobre todo el
aparato gastrointestinal; incrementando el tono y reducen la motilidad del antro
gastrico y del piloro, provocando un retraso del vaciamiento del estomago;
aumentan el tono y las contracciones no propulsivas en intestino delgado y colon,
disminuyendo la actividad peristaltica y, por lo tanto, dificultando el avance de la
masa fecal, mejorando la consistencia en los pacientes con diarrea (Lorenzo y
col., 2009). Para esta prueba se utilizaron ratas machos Wistar de 400 a 450 gr de
peso. Antes de comenzar la prueba los animales se mantuvieron en ayuno por 18

hrs, dejandolos Unicamente con agua ad libitum.

Se dividieron las ratas en 7 grupos (n=6). Los primeros dos grupos fueron
los controles, el resto de los grupos fueron tratados con los extractos de las hojas
del arbol flor de manita; la administracion de las soluciones control asi como de la
administracion de las muestras fue por via oral usando una canula de alimentacién

oral 16G, los grupos fueron divididos de la siguiente manera:
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e Grupo | control positivo: tratado con solucion de metilcelulosa al 2%.

e Grupo Il control negativo: tratado con loperamida 3 mg/Kg.

e Grupos |ll, 1V: tratados con EC 200 mg/Kg, EC 400 mg/Kg,
respectivamente.

e Grupos V, VI: tratados con FSP 200 mg/Kg, FSP 400 mg/Kg,
respectivamente.

e Grupo VII: tratado con PA 1 mg/Kg.

Se le administro a los animales 1 mL de muestra por cada 100 gr de peso
corporal. Treinta minutos después, en el mismo orden en que se administré las
soluciones control y las muestras se administran a todos los animales 3 mL de
preparado de carbén activado (el cual es una mezcla de carbén activado al 5%
con goma acacia al 5%, se pesan 5 gr de cada uno, se mezclan y se diluyen en
200 mL de solucién de metilcelulosa al 2%). A los 30 min de administrado el
preparado de carbdn activado se sacrifican a los animales en base a la NOM-062-

Z00-1999 (www.fmvz.unam.mx ). Tomar de cada animal el intestino delgado con

cuidado y medir la longitud total del intestino y la distancia recorrida por el
preparado de carbon activado (Lin, 2002, Sanchez y col., 2011).

» Andlisis Estadistico

La prueba t-student se puede usar para comparar diferencias entre los
promedios de dos grupos u observaciones (independientes), o para comparar los
promedios de dos observaciones realizadas a una misma persona. La prueba
ANOVA es un procedimiento que permite comparar diferencias entre muchos
grupos (Moncada, 2005).
A los valores obtenidos en cada parametro analizado se les calculdé media (Y),
desviacion estandar (DE).

Se realizé la prueba de Dunneet, prueba de Tukey; asi como un analisis de
varianza (ANOVA) de 1 factor; las diferencias p<0.05 se consideraron

significativas.

Claudia Cecilia Zavala Silva Pagina 43


http://www.fmvz.unam.mx/

Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

VIIl.- RESULTADOS

1.- Actividad Antibacteriana In-Vitro

Para conocer si los extractos de las hojas del arbol de flor de manita
presentan actividad antibacteriana se realizaron antibiogramas empleando discos
de papel filtro estériles impregnados con cada una de las muestras, un control
positivo con cada una de las diluciones de los antibidticos y un control negativo,

donde se uso buffer PBS.

Extracto Crudo (EC)

El extracto crudo o acuoso fue probado in-vitro contra las cepas de
Escherichia coli ATCC 27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la figura 8, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se

observa en la dilucién 1:4 de la muestra; notdndose la sensibilidad al antibiético

gentamicina a una dilucion 1: 256.

Fig.8.- Actividad antibacteriana

~ in-vitro del EC de las hojas del arbol flor
de manita contra Escherichia coli ATCC
27543.
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En la tabla 3, se muestra la CIM del EC de las hojas del arbol flor de manita frente
a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0.09 mg/mL, asi como el valor del halo
de inhibicién del control positivo.

Tabla 3.- Valor CIM de EC dilucion 1:4 contra Escherichia coli ATCC 27543

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicion CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 5+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0+0

Concentracion 370 pg/mL(1:1) 1+0

Concentracion 180 pg/mL(1:2) 1+0

Concentracion 90 pg/mL (1:4) 1+14 0.09

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 0+0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 9, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. El EC no presenta
actividad contra la bacteria; notdndose la sensibilidad al antibi6tico gentamicina a
una dilucion 1: 256.

Fig.9.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas del arbol flor de manita contra
Escherichia coli ATCC 25922.

En la tabla 4, se muestran los resultados de la CIM del EC de las hojas del arbol
flor de manita frente a Escherichia coli ATCC 25922, el EC no tuvo actividad frente
a esta bacteria, ademas se muestra el valor del halo de inhibicion del control

positivo.
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Tabla 4.- Valor CIM de EC contra Escherichia coli ATCC 25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM

(mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:256 (control +) 6+1 0.3125
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 370 pg/mL (1:1)

Concentracion 180 pg/mL (1:2)

o |o|0o

Concentracion 90 pg/mL (1:4)

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 10, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
actividad se observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notdndose la sensibilidad al

antibiotico gentamicina a una dilucion 1:128.

Fig.10.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas del arbol flor de manita contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 5, se muestra la CIM del EC de las hojas del arbol flor de manita frente
a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, que fue de 0.04 mg/mL; asi como el

valor del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 5.- Valor CIM de EC dilucion 1:8 contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 6+1 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 370 pg/mL (1:1) 1.5+0.7

Concentracion 180 pg/mL (1:2) 1+0

Concentracion 90 pg/mL (1:4) 1+0

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 1+0 0.04

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 11, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. El extracto no
presenta actividad contra esta bacteria;, notandose la sensibilidad al antibiético

penicilina.

Fig.11.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas del arbol flor de manita contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 6, se muestra la CIM del EC de las hojas del arbol flor de manita frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923, el EC no presenta actividad contra la
bacteria; en la tabla también se muestra el valor del halo de inhibicién del control

positivo.
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Tabla 6.- Valor CIM de EC contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Staphylococcus aureus Halo inhibicién CIM
ATCC 25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 14 +7 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 370 pg/mL (1:1)

Concentracion 180 pg/mL (1:2)

o|o|o

Concentracion 90 pg/mL (1:4)

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 12, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. El extracto
presenta actividad contra esta bacteria hasta la dilucibn 1:1; notandose la

resistencia al antibiético penicilina.

Fig.12.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas del arbol flor de manita contra
Staphylococcus aureus ATCC 27543.

En la tabla 7, se muestra la CIM del EC de las hojas del arbol flor de manita frente
a Staphylococcus aureus ATCC 27543, el EC presenta actividad contra la bacteria
en la dilucién 1:1.
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Tabla 7.- Valor CIM de EC dilucién 1:1 contra Staphylococcus aureus
ATCC 27543.

Staphylococcus aureus Halo inhibicién CIM
ATCC 27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 370 pg/mL (1:1) 1+14 0.37
Concentracion 180 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 90 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 13 se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas
del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

La actividad se observa en la dilucion 1:2 de la muestra; notandose la sensibilidad

al antibiotico levofloxacino a una dilucion de 1:8192.

Fig.13.-Actividad antibacteriana in-vitro del EC de las hojas del arbol flor de manita contra
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 8, se muestra la CIM del EC de las hojas del arbol flor de manita frente
a Salmonella typhimurium ATCC 14028, que fue de 0.18 mg/ml; asi como el valor
del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 8.- Valor CIM de EC dilucion 1:2 contra Salmonella typhimurium ATCC
14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicion CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 11+4 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 370 pg/mL (1:1) 1+0

Concentracion 180 pg/mL (1:2) 1+0 0.18
Concentracion 90 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 45 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes. CIM.- Concentracion
Inhibitoria Minima.

Extracto Crudo, Fraccion Orgéanica (EC F1)

Para la obtencion de una fraccion enriquecida con proteinas se utilizé el
metodo de Folch, con el cual se obtienen tres fracciones, una de esas fracciones
contiene el cloroformo con los lipidos presentes en la muestra (esta fraccion es
desechada), las otras dos fracciones denomidas EC F1 y EC F2 contienen los
compuestos organicos (algunas proteinas y pigmentos) y las proteinas (en su
totalidad), respectivamente; siendo éstas caracterizadas, a continuacion se

describen los resultados de la actividad antibacteriana in-vitro que presentan.

Para conocer la actividad antibacteriana del EC F1 de las hojas del arbol flor
de manita, éste fue probado in-vitro contra las cepas de Escherichia coli ATCC
27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella typhimurium ATCC 14028. La fraccion F1 del EC fue obtenida

mediante el método de Folch.

En la figura 14, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se
observa en la dilucién 1:4 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiético
gentamicina a una dilucion 1: 256.
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Fig.14.- Actividad antibacteriana

in-vitro del EC F1 de las hojas del arbol flor
de manita contra Escherichia coli ATCC
27543.

En la tabla 9, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0.136 mg/mL; asi como el valor

del halo de inhibicién del control positivo.

Tabla 9.- Valor CIM del EC F1 dilucién 1:4 contra Escherichia coli ATCC
27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 5+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/mL (1:1) 1+0 0.136

Concentracion 68 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 34 pg/mL (1:4) 1+0 0.034

Concentracion 17 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 15, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. La actividad se
observa en la dilucion 1:1 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiotico

gentamicina a una dilucion 1:256.
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Fig.15.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las k—lojés del &rbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 25922.

En la tabla 10, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 25922, que fue de 0.136 mg/mL; asi como el valor

del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 10.- Valor CIM del EC F1 dilucién 1:1 contra Escherichia coli ATCC
25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 6+1 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/ml (1:1) 1.5+0.7 0.136

Concentracion 68 ug/ml (1:2) 0

Concentracion 34 ug/ml (1:4) 0

Concentracion 17 ug/ml (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 16, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Se

nota la sensibilidad al antibiético gentamicina a una dilucion 1:128.
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contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 11, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, ademas se muestra el valor del

halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 11.- Valor CIM de EC F1 dilucién 1:1 contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+0 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/mL (1:1) 1+14 0.136
Concentracion 68 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 34 ug/mL (1:4) 0

Concentracion 17 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 17, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. El EC
F1 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la
sensibilidad al antibiético penicilina.
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Fig.17.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 12, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, el EC F1 no presenta actividad
contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicion del control

positivo.

Tabla 12.- Valor CIM del EC F1 contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM

25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 11+9 0.1

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/mL (1:1)

Concentracion 68 pg/mL (1:2)

OO0

Concentracion 34 pg/mL (1:4)

Concentracion 17 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 18, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. El EC
F1 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

resistencia al antibiotico penicilina.
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Fig.18.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

En la tabla 13, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, el EC F1 no presenta actividad
contra esta bacteria, asi mismo el microorganismo es resistente al antibiético
penicilina.

Tabla 13.- Valor CIM de EC F1 contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 68 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 34 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 17 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 19, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. La
actividad se observa en la diluciéon 1:1 de la muestra; notdndose la sensibilidad al

antibiotico levofloxacino a una dilucién 1:8192.
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Fig.19.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 14, se muestra la CIM del EC F1 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, el EC F1 presenta actividad contra
esta bacteria en la dilucion 1:1; también se muestra el valor del halo de inhibicién

del control positivo.

Tabla 14.- Valor CIM de EC F1 dilucion 1:1 contra Salmonella typhimurium
ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 9.5+0.5 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 136 pg/mL (1:1) 25+0.7 0.136
Concentracion 68 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 34 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 17 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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Extracto Crudo, Fraccién Proteica (EC F2)

Para conocer la actividad antibacteriana del EC F2 de las hojas del arbol flor
de manita, éste fue probado in-vitro contra las cepas de Escherichia coli ATCC
27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella typhimurium ATCC 14028. La fraccion F2 del EC fue obtenida
mediante el método de Folch.

En la figura 20, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se
observa en la dilucion 1:2 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibidtico

gentamicina a una dilucion 1: 256.

Fig.20.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 27543.

En la tabla 15, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0. 09 mg/mL; asi como el valor

del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 15.- Valor CIM de EC F2 dilucién 1:2 contra Escherichia coli ATCC
27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicion CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 45 + 0.7 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 90 pg/mL (1:2) 1+0 0.09

Concentracion 45 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 22.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 21, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. La actividad se
observa en la dilucion 1:2 de la muestra; notdndose la sensibilidad al antibiotico

gentamicina a una dilucion 1:256.

Fig. 21.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 25922,

En la tabla 16, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 25922, que fue de 0.09 mg/mL; asi como el valor

del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 16.- Valor CIM de EC F2 dilucién 1:2 contra Escherichia coli
ATCC 25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 85+4 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/ml (1:1) 0

Concentracion 90 pg/ml (1:2) 352 0.09

Concentracion 45 pg/ml (1:4) 0

Concentracion 22.5 pg/ml (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 22, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
actividad se presenta en la dilucion 1:2, ademas se nota la sensibilidad al

antibiotico gentamicina a una dilucion 1:128.

Fig.22.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 17, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, que fue de 0.09 mg/mL; ademas

se muestra el valor del halo de inhibicion del control positivo.
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Tabla 17.- Valor CIM de EC F2 dilucion 1:2 contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25922.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+0 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 90 pg/mL (1:2) 3+0 0.09
Concentracion 45 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 22.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 23, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. ElI EC
F2 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la
sensibilidad al antibidtico penicilina.

Fig. 23.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 18, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, el EC F2 no presenta actividad
contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicion del control
positivo.
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Tabla 18.- Valor CIM de EC F2 contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 11+9 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/mL (1:1)

Concentracion 90 pg/mL (1:2)

o|o|o

Concentracion 45 pg/mL (1:4)

Concentracion 22.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 24, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. ElI EC
F2 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

resistencia al antibiotico penicilina.

Fig.24.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

En la tabla 19, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, el EC F2 no presenta actividad
contra esta bacteria, asi mismo el microorganismo es resistente al antibiético

penicilina.

Claudia Cecilia Zavala Silva Pagina 61




Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

Tabla 19.- Valor CIM de EC F2 contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 90 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 45 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 22.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM: Concentracién Inhibitoria Minima.

En la figura 25, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. La
actividad se observa en la dilucién 1:2 de la muestra; notandose la sensibilidad al

antibiético levofloxacino a una dilucién 1:8192.

Fig.25.- Actividad antibacteriana in-vitro del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 20, se muestra la CIM del EC F2 de las hojas del arbol flor de manita
frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, que es de 0.09 mg/mL, también se

muestra el valor del halo de inhibicion del control positivo.
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Tabla 20.- Valor CIM de EC F2 dilucion 1:2 contra Salmonella typhimurium
ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 8+0 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 180 pg/mL (1:1) 1+14

Concentracion 90 pg/mL (1:2) 2+1.4 0.09
Concentracion 45 pg/mL (1:4) 1+14

Concentracion 22.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

Fraccion sin Pigmentos (FSP)

Con el objeto de comprobar que la fraccibn sin pigmentos conserva la
actividad antibacteriana se analizaron in-vitro contra las cepas Escherichia coli
ATCC 27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la figura 26, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se

observa en la dilucién 1:8 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibi6tico

gentamicina a una dilucion 1:256

Fig.26.- Actividad antibacteriana

in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor
de manita contra Escherichia coli ATCC
27543.
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En la tabla 21, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0.039 mg/mL; asi como el valor
del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 21.- Valor CIM de la FSP dilucién 1:8 contra Escherichia coli ATCC
27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:256 (control +) 4+05 0.3125
Buffer PBS (control -) 0
Concentracion 315 pg/mL (1:1) 1+14
Concentracion 157 pg/mL (1:2) 1+14
Concentracion 78 pg/mL (1:4) 0
Concentracion 39 pg/mL (1:8) 2+1.4 0.39

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 27, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. La actividad se
observa en la dilucién 1:1 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiético

gentamicina a una dilucion 1:256.

Fig.27.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 25922,

En la tabla 22, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 25922, que fue de 0.315 mg/mL; asi como el valor
del halo de inhibicion del control positivo.
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Tabla 22.- Valor CIM de la FSP dilucién 1:1 contra Escherichia coli ATCC
25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicion CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 61 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 315 pg/ml (1:1) 1.5+0.7 0.315

Concentracion 157 pg/ml (1:2) 0

Concentracion 78 pg/ml (1:4) 0

Concentracion 39 pg/ml (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 28, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
FSP no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

sensibilidad al antibi6tico gentamicina a una dilucién 1:128.

Fig.28.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 23, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, la FSP no presenta actividad
contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicién del control
positivo.
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Tabla 23.- Valor CIM de la FSP contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 25922.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 4+05 0.625

Buffer PBS (control -)

Concentracion 315 pg/mL (1:1)

Concentracion 157 pg/mL (1:2)

o|o|o|o

Concentracion 78 pg/mL (1:4)

Concentracion 39 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 29, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. La FSP
no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

sensibilidad al antibidtico penicilina.

Fig.29.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 24, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, la FSP no presenta actividad contra
esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 24.- Valor CIM de la FSP contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 14 +7 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 315 pg/mL (1:1)

Concentracion 157 pg/mL (1:2)

o|o|o

Concentracion 78 pg/mL (1:4)

Concentracion 39 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 30, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. La FSP
no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la resistencia

al antibiético penicilina.

Fig.30.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 25, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, la FSP no presenta actividad contra

esta bacteria; pero se muestran el valor del halo de inhibicion del control positivo.
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Tabla 25.- Valor CIM de la FSP contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 315 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 157 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 78 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 39 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 31, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. La
actividad se observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notdndose la sensibilidad al

antibidtico levofloxacino a una dilucién 1:8192.

Fig.31.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 26, se muestra la CIM de la FSP de las hojas del arbol flor de manita
frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, la FSP presenta actividad contra
esta bacteria hasta la dilucion 1:8; también se muestra el valor del halo de
inhibicién del control positivo.
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Tabla 26.- Valor CIM de la FSP dilucion 1:8 contra Salmonella typhimurium
ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 10+ 4 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 315 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 157 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 78 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 39 pg/mL (1:8) 1.5+0.7 0.039

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

Fraccidon sin Pigmentos fraccion 1 (FSP F1)

La fraccién sin pigmentos fraccion 1 (FSP F1) de las hojas del arbol flor de
manita fue probada in-vitro contra las cepas Escherichia coli ATCC 27543,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la figura 32, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se
observa en la dilucion 1:4 de la muestra; notdndose la sensibilidad al antibiotico
gentamicina a una dilucion 1:256.

5 | Fig.32.- Actividad antibacteriana in-vitro de
la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita contra Escherichia coli ATCC 27543.
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En la tabla 27, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0.025 mg/mL; asi como
el valor del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 27.- Valor CIM de la FSP F1 dilucién 1:4 contra Escherichia coli ATCC
27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicion CIM

(mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:256 (control +) 5+1 0.3125
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 25+3 0.025

o

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8)

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 33, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. La actividad se
observa en la dilucion 1:1 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiotico
gentamicina a una dilucion 1:256.

[~

Fig.33.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 25922,

En la tabla 28, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Escherichia coli ATCC 25922, que fue de 0.10 mg/mL; asi como el

valor del halo de inhibicién del control positivo.
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Tabla 28.- Valor CIM de la FSP F1 dilucién 1:1 contra Escherichia coli ATCC
25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 6+1 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/ml (1:1) 2+2.8 0.10

Concentracion 50 pg/ml (1:2) 0

Concentracion 25 pg/ml (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/ml (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 34, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
FSP F1 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

sensibilidad al antibiotico gentamicina a una dilucion 1:128.

Fig.34.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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En la tabla 29, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, la FSP F1 no presenta
actividad contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicion del

control positivo.

Tabla 29.- Valor CIM de la FSP F1 contra Pseudomonas aeruginosa ATCC
25922.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+0 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

o |o|o

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £+ DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima

En la figura 35, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. La FSP
no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

sensibilidad al antibidtico penicilina.

Fig.35.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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En la tabla 30, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, la FSP F1 no presenta
actividad contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicion del
control positivo.

Tabla 30.- Valor CIM de la FSP F1 contra Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 13+2 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

OO0

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 36, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. La FSP
F1 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la

resistencia al antibiético penicilina.

Fig.36.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.
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En la tabla 31, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, la FSP F1 no presenta

actividad contra esta bacteria; mostrando resistencia al antibiético penicilina.

Tabla 31.- Valor CIM de la FSP F1 contra Staphylococcus aureus ATCC
27543.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 37, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. La FSP
F1 no presenta actividad contra este microorganismo; notandose la sensibilidad al
antibiotico levofloxacino a una dilucion 1:8192.

h =

Fig.37.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F1 de las hojas del arbol flor de manita
contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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En la tabla 32, se muestra la CIM de la FSP F1 de las hojas del &rbol flor de
manita frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, la FSP F1 no presenta
actividad contra esta bacteria; se muestra ademas el valor del halo de inhibicién
del control positivo.

Tabla 32.- Valor CIM de la FSP F1 contra Salmonella typhimurium ATCC
14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 85+05 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

o |o|0o

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media = DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracién Inhibitoria Minima.

Fracciéon sin Pigmentos fraccion 2 (FSP F2)

La fraccion sin pigmentos fraccion 2 (FSP F2) de las hojas del arbol flor de
manita fue probada in-vitro contra las cepas Escherichia coli ATCC 27543,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la figura 38, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 27543. La actividad se
observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibidtico

gentamicina a una dilucion 1:256.
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Fig.38.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 27543.

En la tabla 33, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Escherichia coli ATCC 27543, que fue de 0.040 mg/mL; asi como

el valor del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 33.- Valor CIM de la FSP F2 dilucién 1:8 contra Escherichia coli ATCC
27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 6.5+0.7 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 320 pg/mL (1:1) 1.5+0.7

Concentracion 160 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 80 pg/mL (1:4) 152

Concentracion 40 pg/mL (1:8) 2+28 0.040

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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En la figura 39, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. La actividad se
observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiético

gentamicina a una dilucion 1:256.

"

N -~

Fig.39.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 25922.

En la tabla 34, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Escherichia coli ATCC 25922, que fue de 0.040 mg/mL; asi como

el valor del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 34.- Valor CIM de la FSP F2 dilucién 1:8 contra Escherichia coli
ATCC 25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 7+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 320 pg/ml (1:1) 3+14

Concentracion 160 pg/ml (1:2) 0

Concentracion 80 pg/ml (1:4) 0

Concentracion 40 pg/ml (1:8) 4+14 0.040

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracién Inhibitoria Minima.
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En la figura 40, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
FSP F2 presenta actividad contra esta bacteria en la dilucion 1:1; se nota la
sensibilidad al antibiotico gentamicina a una dilucion 1:128.

Fig.40.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 35, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, que es de 0.320 mg/mL;

se muestra también el valor del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 35.- Valor CIM de la FSP F2 dilucién 1:1 contra Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 25922 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+0 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 320 pg/mL (1:1) 3.5+0.7 0.320
Concentracion 160 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 80 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 40 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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En la figura 41, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. La FSP
F2 no presenta actividad contra esta bacteria; mas sin embargo se nota la
sensibilidad al antibiotico penicilina.

Fig.41.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 36, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, la FSP F2 no presenta
actividad contra esta bacteria; pero se muestra el valor del halo de inhibicion del
control positivo.

Tabla 36.- Valor CIM de la FSP F2 contra Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 13+2 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 320 pg/mL (1:1)

Concentracion 160 pg/mL (1:2)

o |oO|0o

Concentracion 80 pg/mL (1:4)

Concentracion 40 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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En la figura 42, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. La FSP
F2 presenta actividad contra esta bacteria en la dilucion 1:8; ademas se nota la
resistencia al antibiético penicilina.

Fig.42.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

En la tabla 37, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, que es de 0.040 mg/mL; el

microorganismo muestra resistencia al antibiotico penicilina.

Tabla 37.- Valor CIM de la FSP F2 dilucién 1:8 contra Staphylococcus aureus

ATCC 27543.
Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente
Buffer PBS (control -) 0
Concentracion 320 pg/mL (1:1) 2+x1.4
Concentracion 160 pg/mL (1:2) 0
Concentracion 80 pg/mL (1:4) 0
Concentracion 40 pg/mL (1:8) 25+0.7 0.040

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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En la figura 43, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. La FSP
F2 presenta actividad contra este microorganismo hasta la dilucion 1:8; notandose
la sensibilidad al antibiotico levofloxacino a una dilucion 1:8192.

Fig.43.- Actividad antibacteriana in-vitro de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de manita
contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 38, se muestra la CIM de la FSP F2 de las hojas del arbol flor de
manita frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, que fue de 0.040 mg/mL; se

muestra ademas el valor del halo de inhibicion del control positivo.

Tabla 38.- Valor CIM de la FSP F2 dilucién 1:8 contra Salmonella typhimurium
ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 7.5+0.7 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 320 pg/mL (1:1) 2+x14

Concentracion 160 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 80 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 40 pg/mL (1:8) 4+0 0.040

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.
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Pigmentos aceténicos (PA)

Los pigmentos acetonicos de las hojas del arbol flor de manita fueron
también probados de manera in-vitro contra las cepas de Escherichia coli ATCC
27543, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas auroginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 27543,
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la figura 44, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de los pigmentos
acetbnicos de las hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC
27543. La actividad se observa en la diluciéon 1:4 de la muestra; notandose la

sensibilidda al antibi6tico gentamicina a una dilucién 1:256.

Fig.44. Actividad antibacteriana in-vitro de los PA de las hojas del arbol flor de manita
contra Escherichia coli ATCC 27543.
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En la tabla 39, se muestra la CIM de los PA de las hojas del arbol flor de manita

frente a Escherichia coli ATCC 27543, los PA presenta actividad contra esta

bacteria hasta la dilucién 1:4; también se muestra el valor del halo de inhibicion del

control positivo.

Tabla 39.- Valor CIM de PA dilucién 1:4 contra Escherichia coli ATCC 27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicion CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 5+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 1+14 0.25

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media = DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracién Inhibitoria Minima.

En la figura 45, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de los pigmentos

acetonicos de las hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC

25922. La actividad se observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notandose la

sensibilidad al antibiético gentamicina 1:256.

Fig. 45.- Actividad antibacteriana

in-vitro de los pigmentos aceténicos de las

hojas del

de manita contra

Escherichia coli ATCC 25922.

Claudia Cecilia Zavala Silva

Pagina 83




Facultad de Quimico Farmacobiologia | UMSNH

En la tabla 40, se muestra la CIM de los PA de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 25922, los PA presenta actividad contra esta
bacteria hasta la dilucion 1:8; también se muestra el valor del halo de inhibicion

del control positivo.

Tabla 40.- Valor CIM de PA dilucién 1:8 contra Escherichia coli ATCC 25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 5+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 2+28

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 15+21

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 1+14

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 15+0.7 0.125

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 46, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de los PA de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
actividad se observa en la dilucion 1:8 de la muestra; notandose la sensibilidad al

antibiotico gentamicina a una dilucion 1:128.

Fig.46.- Actividad antibacteriana in-vitro
de los PA de las hojas del arbol flor de
manita contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.
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En la tabla 41, se muestra la CIM de los PA de las hojas del arbol flor de manita
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, los PA presenta actividad contra
esta bacteria en la dilucion 1:1; también se muestra el valor del halo de inhibicion

del control positivo.

Tabla 41.- Valor CIM de PA dilucién 1:1 contra Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 27853 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+0 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 25+0.7 1
Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

Fig.47.- Actividad antibacteriana in-vitro de los PA de las hojas del arbol flor de
manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. La actividad se observa en la

dilucion 1:8 de la muestra; notandose la sensibilidad al antibiotico penicilina.

Fig.47.- Actividad antibacteriana

in-vitro de los PA de las hojas del arbol
flor de manita contra Staphylococcus
. aureus ATCC 25923.
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En la tabla 42, se muestra la CIM de los PA de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, los PA presenta actividad contra
esta bacteria en la dilucion 1:8; también se muestra el valor del halo de inhibicion
del control positivo.

Tabla 42.- Valor CIM de PA dilucién 1:8 contra Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 5+0 5
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 45+ 0.7

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 3.5+0.7

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 2+0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 1+0 0.125

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 48, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de los PA de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. La

actividad se observa en la dilucién 1:1 de la muestra; notandose la resistencia al

antibiotico penicilina.

Fig.48.- Actividad antibacteriana

in-vitro de los PA de las hojas del arbol
flor de manita contra Staphylococcus
~ aureus ATCC 27543.
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En la tabla 43, se muestra la CIM de los PA de las hojas del &arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, los PA presenta actividad contra
esta bacteria en la dilucion 1:1; también se muestra el valor del halo de inhibicién

del control positivo.

Tabla 43.- Valor CIM de PA dilucién 1:1 contra Staphylococcus aureus ATCC
27543,

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 1+14 1
Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracién Inhibitoria Minima.

En la figura 49, se muestra la actividad antibacteriana in-vitro de los PA de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. Los PA
no presentan actividad in-vitro contra esta bacteria; notandose la sensibilidad al

antibiético levofloxacino a una dilucién de 1:8192.

Fig.49.- Actividad antibacteriana

W N in-vitro de los PA de las hojas del arbol
-, s Y flor de manita contra Salmonella
—— typhimurium ATCC 14028.
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En la tabla 44, se muestra la CIM de los PA de las hojas del arbol flor de manita
frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, los PA no presentan actividad
contra esta bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicién del

control positivo.

Tabla 44.- Valor CIM de PA contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1:8192 (control +) 5+0 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/ml (1:1)

Concentracion 50 pg/ml (1:2)

OO0

Concentracion 25 pg/ml (1:4)

Concentracion 12.5 pg/ml (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracién Inhibitoria Minima.

Pigmentos Etandlicos (PE)

Los pigmentos etandlicos de las hojas del arbol flor de manita no
presentaron actividad in-vitro contra ninguna de las cepas ATCC usadas en el

ensayo.

En la figura 50, se muestra el antibiograma de los PE de las hojas del arbol flor de
manita contra Escherichia coli ATCC 27543. No se observa actividad en ninguna
de las diluciones. Se nota la sensibilidad al antibiético gentamicina a una dilucion
1:256.
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Fig.50.- antibiograma de los PE de las hojas
del arbol flor de manita contra Escherichia coli
ATCC 27543.

En la tabla 45, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 27543, los PE no presentan actividad contra esta

bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicion del control

positivo.

Tabla 45.- Valor CIM de PE contra Escherichia coli ATCC 27543.

Escherichia coli ATCC 27543 Halo inhibicién CIM
(mm) (mg/mL)

Gentamicina 1:256 (control +) 5+0 0.3125

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 51, se muestra el antibiograma de los pigmentos alcohdlicos de las
hojas del arbol flor de manita contra Escherichia coli ATCC 25922. No se observa
actividad en ninguna de las diluciones. Se nota la sensibilidad al antibiético

gentamicina a una dilucion 1:256.
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! Fig.51.- Antibiograma de los PE de las
hojas del arbol flor de manita contra
Escherichia coli ATCC 25922.

En la tabla 46, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita
frente a Escherichia coli ATCC 25922, los PE no presentan actividad contra esta
bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicion del control

positivo.

Tabla 46.- Valor CIM de PE contra Escherichia coli ATCC 25922.

Escherichia coli ATCC 25922 Halo inhibicién CIM

(mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:256 (control +) 7+7 0.3125
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

o | oo

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 52, se muestra el antibiograma de los pigmentos alcohdlicos de las
hojas del arbol flor de manita contra Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853. No
se observa actividad en ninguna de las diluciones. Se nota la sensibilidad al

antibiético gentamicina a una dilucién 1:128.
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Fig.52.- antibiograma de los PE de las
hojas del éarbol flor de manita contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la tabla 47, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, los PE no presentan actividad
contra esta bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicion del

control positivo.

Tabla 47.- Valor CIM de PE contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Pseudomonas aeruginosa Halo inhibicién CIM
ATCC 27853 (mm) (mg/mL)
Gentamicina 1:128 (control +) 5+7 0.625
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/ml (1:1)

Concentracion 50 ug/ml (1:2)

(ol o]

Concentracion 25 pg/ml ( 1:4)

Concentracion 12.5 pg/ml ( 1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 53, se muestra el antibiograma de los pigmentos alcohdlicos de las
hojas del arbol flor de manita contra Salmonella typhimurium ATCC 14028. No se
observa actividad en ninguna de las diluciones. Se nota la sensibilidad al
antibiotico levofloxacino a una dilucion 1:8192.
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Fig.53.- antibiograma de los PE de las
hojas del arbol flor de manita contra
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

En la tabla 48, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita
frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028, los PE no presentan actividad
contra esta bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicion del

control positivo.

Tabla 48.- Valor CIM de PE contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Salmonella typhimurium Halo inhibicién CIM
ATCC 14028 (mm) (mg/mL)
Levofloxacino 1: 8192 (control +) 1+0 0.1831
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

o|o|o

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media £ DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 54, se muestra el antibiograma de los pigmentos alcohdlicos de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. No se
observa actividad en ninguna de las diluciones. Se nota la sensibilidad al

antibiético penicilina.
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Fig.54.- antibiograma de los PE de las hojas
del arbol flor de manita contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la tabla 49, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita
frente a Staphylococcus aureus ATCC 24923, los PE no presentan actividad
contra esta bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicion del

control positivo.

Tabla 49.- Valor CIM de PE contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Staphylococcus aureus Halo inhibicién CIM
ATCC 25923 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) 1.8+0.2 0.1
Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1)

Concentracion 50 pg/mL (1:2)

(ol o]

Concentracion 25 pg/mL (1:4)

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.
CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la figura 55, se muestra el antibiograma de los pigmentos alcohdlicos de las
hojas del arbol flor de manita contra Staphylococcus aureus ATCC 27543. No se
observa actividad en ninguna de las diluciones. Se nota la resistencia al
antibiético penicilina.
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Fig.55.- antibiograma de los PE de las hojas
 del arbol flor de manita contra
Staphylococcus aureus ATCC 27543.

En la tabla 50, se muestra la CIM de los PE de las hojas del arbol flor de manita

frente a Staphylococcus aureus ATCC 27543, los PE no presentan actividad

contra esta bacteria; pero en la tabla se muestra el valor del halo de inhibicién del

control positivo.

Tabla 50.- Valor CIM de PE contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Staphylococcus aureus ATCC Halo inhibicién CIM
27543 (mm) (mg/mL)
Penicilina disco (control +) Resistente

Buffer PBS (control -) 0

Concentracion 100 pg/mL (1:1) 0

Concentracion 50 pg/mL (1:2) 0

Concentracion 25 pg/mL (1:4) 0

Concentracion 12.5 pg/mL (1:8) 0

Los resultados representan la media + DE (n=3) de ensayos independientes.

CIM.- Concentracion Inhibitoria Minima.

En la tabla 51, se muestra una comparacion de las CIM (mg/mL) de cada una de
las bacterias usadas en el ensayo con cada uno de los extractos de las hojas del

arbol flor de manita.
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Tabla 51.- Comparacién de CIM entre extractos de las hojas del arbol flor de
manita (Chiranthodendron pentadactylon).

Bacteria EC EC FSP | FSP

EC = = FSP F1 o PA PE
Escherichia coli
ATCC 27543 0.09 [0.034|0.09| 0.039 |0.025| 0.040 | 0.25 0
Escherichia coli
ATCC 25922 0 0.136 | 0.09 | 0.315 | 0.10 | 0.040 | 0.125 0
Pseudomonas
aeruginosa 0.04 | 0.136 | 0.09 0 0 0.320 0.5 0
ATCC 27853
Staphylococcus
aureus 0 0 0 0 0 0 0.125 0
ATCC 25923
Staphylococcus
aureus 0.37 0 0 0 0 0.040 1 0
ATCC 27543
Salmonella
typhimurium 0.18 | 0.136 | 0.09 | 0.039 0 0.040 0 0
ATCC 14028

Los valores representan la concentracion inhibitoria minima (CIM) en mg/mL.

EC: Extracto crudo, EC F1: Extracto Crudo Fraccién organica, EC F2: Extracto Crudo Fraccién
proteica, FSP: Fraccion sin pigmentos, FSP F1: Fraccion sin Pigmentos, Fraccion organica, FSP
F1: Fraccion sin Pigmentos Fraccion proteica, PA: Pigmentos acetona, PE: Pigmentos etandlicos.

2.- Determinaciéon de la actividad anti-diarreica in-vivo

En la tabla 52 se muestran los resultados de los extractos de las hojas del
arbol flor de manita sometidos a las pruebas para determinar sus efectos anti-
diarreicos, en la tabla se muestra el peso de las heces después de las 6 hrs de
ensayo que es un parametro para evaluar la efectividad de los extractos, asi como

el porcentaje de proteccidén de cada extracto.

Tabla 52.- Actividad anti-diarreica de los extractos de las hojas del arbol flor
de manita (Chiranthodendron pentadactylon).

Dosis Peso de las %

Grupo Tratamiento (mg/KQ) heces después | de proteccidn
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de 6 hrs (gr)
l.-{contro] Loperamida 3 30 92.59 %
positivo)
[.-(control Solucion
negativo) Salina 9% 20 %6.2
EC hojas del
[l arbol flor de 200 19.6+5.1 27.16 %
manita
EC hojas del
v arbol flor de 400 17.6 +6.0 34.56 %
manita
EC hojas del
Vv arbol flor de 800 11.6 £2.5 56.79 %
manita
FSP hojas del
\ arbol flor de 200 19 +9.1 29.62 %
manita
FSP hojas del
VI arbol flor de 400 15.3+2.5 43.20 %
manita
FSP hojas del
VI arbol flor de 800 13.3+4.9 50.61 %
manita
PA hojas del
IX arbol flor de 1 4.3 +3.7 83.95 %
manita
PE hojas del
X arbol flor de 1 17.3 £15.3 35.80 %
manita

Los valores se expresan como la media £+ DE (n=6). EC: Extracto Crudo, FSP: Fraccién sin
Pigmentos, PA: Pigmentos Acetonicos, PE: Pigmentos Etandlicos.
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Fig. 56.- Proteccidon (%) contra la diarrea de los extractos de las hojas del arbol flor de
manita. Los resultados expresan la media y DE (n=6). Las letras indican diferencias significativas
p < 0.05 prueba de Tukey. EC: Extracto Crudo, FSP: Fraccién sin Pigmentos,

PA: Pigmentos Acetonicos, PE: Pigmentos Etandlicos.

En la figura anterior, se muestra graficamente el porciento de proteccion de
cada una de las muestras, se realizé una prueba ANOVA, seguida de una prueba
de Tukey. Notandose un mayor porcentaje de proteccion en el control positivo
(loperamida), PA, EC 800, FSP 800. Se puede observar que EC 200, 400, FSP
200, FSP 400 y PE presentan diferencias significativas con el farmaco control
(loperamida 3 mg/Kg) y no hay diferencia significativa con el control negativo
(Solucion Salina). EI EC 800, FSP 800 y PA presentaron diferencia significativas
con respecto al control negativo, asi mismo los resultados obtenidos para EC 800,
FSP, PA; no muestran diferencias significativas con el farmaco control (loperamida
3 mg/KQg).
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En la Figura 57, se muestra la comparacion en cuanto a la cantidad de heces
después de las 6 hrs de ensayo de cada uno de los extractos probados, se realizé

la prueba de ANOVA, seguida de la prueba de Dunnett.

40-
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o |EE
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EC 800
FsP 400

FSP 800

o
LoperamidaF—!

Solucioén Salina

Fig. 57.- Efecto de extractos de hojas de flor de manita en diarrea inducida con aceite de
ricino en ratas. Los resultados expresan la media y DE (n=6). *p < 0.05 (ANOVA) entre los
grupos. Las letras indican diferencias significativas p < 0.05 prueba de Dunnett. EC: Extracto
Crudo, FSP: Fraccién sin Pigmentos, PA: Pigmentos Aceténicos, PE: Pigmentos Etandlicos.

En la figura 57, se puede observar que EC 200, 400, FSP 200, FSP 400 vy
PE no presentan diferencias significativas con la solucién salina. EI EC 800, FSP
800 y PA presentaron diferencia significativas con respecto al control negativo. Los
resultados obtenidos con los pigmentos acetonicos (PA), no muestran diferencias

significativas con la loperamida.
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La tabla 53 muestra el nimero total de heces y la consistencia durante las 6 hrs de
ensayo. La ausencia de diarrea fue a partir de la sexta hora; presentandose heces
sélidas después de la séptima hora. Como se puede apreciar las mayores
concentraciones de los extractos generaron una reduccion en el numero y la

consitencia de las heces.

Tabla 53.- NUmero y consistencia de heces.

. Consistencia de heces
Numero de heces
Grupo total
Liquida | Semisolida | Sélida
Solucién Salina (CN) 74 74 0 0
Loperamida 3 mg/Kg (CP) 6 0 0 6
EC 200 mg/Kg 59 57 2 0
EC 400 mg/Kg 53 43 10 0
EC 800 mg/Kg 35 26 9 0
FSP 200 mg/Kg 57 50 7 0
FSP 400 mg/Kg 46 39 7 0
FSP 800 mg/Kg 33 28 5 0
PA 1 mg/Kg 18 16 2 0
PE 1 mg/Kg 52 52 0 0

Los resultados muestran el conteo total de las heces de cada grupo (n=6).
EC: Extracto Crudo, FSP: Fraccion sin Pigmentos, PA: Pigmentos Aceténicos, PE: Pigmentos
Etandlicos, CN: Control Negativo, CP: Control Positivo.

Otro parametro que se evalud fue el tiempo transcurrido de la administraciéon
del aceite de ricino y el inicio de la diarrea. Como se puede apreciar, conforme
incrementan las concentraciones de los extractos se retrasa este inicio de la
diarrea y es comparable al efecto observado con el control positivo, donde

defecaron a la cuarta hora con heces firmes, lo que se muestra a continuacion.
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Tabla 54.- Inicio de diarrea (hr) en los grupos tratados con controles y
extractos de hojas de flor de manita.

Grupo Tiempo en que inici6 la diarrea (horas)

Solucion Salina
(Control negativo)
Loperamida 3 mg/Kg
(Control positivo)

29 hora de tratamiento

4% hora de tratamiento

EC 200 mg/Kg 3" hora de tratamiento
EC 400 mg/Kg 2% hora de tratamiento
EC 800 mg/Kg 4" hora de tratamiento
FSP 200 mg/Kg 2% hora de tratamiento
FSP 400 mg/Kg 2% hora de tratamiento
FSP 800 mg/Kg 3" hora de tratamiento
PA 1 mg/Kg 4" hora de tratamiento
PE 1 mg/Kg 3" hora de tratamiento

EC: Extracto Crudo, FSP: Fraccion sin Pigmentos, PA: Pigmentos Acetonicos,
PE: Pigmentos Etandlicos.

La tabla 55, muestra el efecto de extractos de hojas de flor de manita en
diarrea inducida con aceite de ricino en ratas. En base a los valores se puede
notar que el EC de las hojas del arbol flor de manita disminuye la cantidad de
heces en 20-40 %; la FSP disminuye la cantidad de heces en un 30-40 %; los PE
solo disminuyen la cantidad de heces en un 20 %; y los PA logran disminuir la
cantidad de heces en un 70%, todos estos valores comparados con el control

positivo.
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Tabla 55.- Efecto de los extractos de las hojas flor de manita en diarrea
inducida con aceite de ricino
Media de defecaciones

Grupo por grupo de ratas (gr) 100%
Solucion Salina
Control Positivo 105+24 100%
Loperamida (3 mg/ml) 3+ O 28.57 %
Control Negativo
Grupo I.- EC 200 mg/Kg 8.16 + 3.37 77.71 %
Grupo Il.- EC 400 mg/Kg 8.83 + 3.06 84.09 %
Grupo lll.- EC 800 mg/Kg 6.83 £ 1.32* 60.04 %
Grupo IV.- FSP 200 mg/Kg 8+3.16 76.19 %
Grupo V.- FSP 400 mg/Kg 7.5+ 3.20 71.42 %
Grupo VI.- FSP 800 mg/Kg 7.33 +3.88 69.80 %
Grupo VII.- PA 1 mg/Kg 2.66 +4.17* 25.33 %
Grupo VIIl.- PE 1 mg/Kg 8.5+6.55 80.95 %

Los valores se expresan como la media = DE (n=6).
*P<0.05 (Grupos |-Vl vs. CP) (ANOVA seguido de la prueba de Dunnett).
EC: Extracto Crudo, FSP: Fraccién sin Pigmentos, PA: Pigmentos Aceténicos, PE: Pigmentos

Etanodlicos.
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3.- Motilidad Intestinal

Se evaluo la Inhibicion de motilidad gastro-intestinal de extractos de hojas de
flor de manita, evaluando la longitud del intestino delgado, la distancia recorrida
por el carbon activado, asi como el porcentaje de proteccién de dichas muestras.
La distancia intestinal del carbon se mueve desde el piloro, se midié como el valor

calculado como el porcentaje de la longitud total del intestino.

Tabla 56.- Motilidad intestinal de los extractos de las hojas del arbol flor de

manita (Chiranthodendron pentadactylon).

Lonaitud total el Recorrido total Intervalo de
Muestra . 9! del carbon % de proteccion
intestino delgado .
activado
Solucion Salina 143 + 3.67 94.5 + 16.26 66 - 74 %
(Control negativo)
Loperamida 127.4 + 12.05 69.7 + 38.14 56 - 88 %
(Control positivo)
EC 200 mg/Kg 133.6 + 10.83 81.4 +19.75 61-78%
EC 400 mg/Kg 135.8 + 6.30 100.25 + 9.53 73-80%
FSP 200 mg/Kg 131 +9.87 92.2 +10.42 70-81%
FSP 400 mg/Kg 132.6 + 7.16 91.6+17.83 69 -83 %
PA 139.2 + 4.65 81.25 +12.54 56 - 61 %

Los valores se expresan como la media + DE (n=6).

Las fotografias siguientes (Figura 58),

intestinal.

muestran la evaluacion de la motilidad

Claudia Cecilia Zavala Silva

Fig.58.- Evauaciéon de motilidad en intestino delgado.
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IX.- DISCUSION
Las flores y hojas del arbol de flor de manita (Chiranthodendron

pentadactylon), son utilizadas para curar diferentes afecciones, en Michoacéan son
muy utilizadas en zonas calidas para tratar enfermedades gastrointestinales,
basandose en la medicina tradicional. Existen reportes farmacoldgicos de
diferentes propiedades de las flores y solo existen dos reportes respecto a las
hojas (Introduccion, seccién 2.3). Hasta donde sabemos, no existen estudios
farmacoldgicos de propiedades antibacterianas o antidiarreicas reportadas.

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se enfoc6 en determinar la
actividad anti-diarreica in-vivo de los extractos de las hojas del arbol flor de manita
asi como la determinacion de su actividad anti-bacteriana in-vitro y su accion
sobre la motilidad intestinal.

Los resultados de la actividad antibacteriana in-vitro de cada uno de los
extractos de las hojas del &rbol flor de manita arrojaron que el EC present6 una
mayor afinidad para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, seguida de
Escherichia coli ATCC 27543, Salmonella typhimorium ATCC 14028 y por ultimo
Staphylococcus aureus ATCC 27543 (Tabla 51), que indica que los componentes
de las hojas del arbol flor de manita como flavonoides, taninos, cumarinas,
terpenoides, quinonas, saponinas, en conjunto tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de las bacterias. Venkatesan y col, 2005 dicen que la actividad anti
diarreica de taninos, flavonoides, terpenos y carbohidratos ha sido ampliamente
demostrada, por lo que estos compuestos pueden ser los responsables de la
actividad anti-bacteriana de los extractos de las hojas del arbol flor de manita.

En el caso de Escherichia coli de diferente ATCC se encontré que el EC
tiene una muy alta especificidad contra ATCC 27543 y no tiene actividad contra
Escherichia coli ATCC 25922, lo que probablemente se deba a que pueda existir
una inhibicion en la actividad del extracto crudo por la participacion de mas de un

carbohidrato o componente (Lis y Sharon, 1998).
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En la flor de manita se ha reportado que presenta actividad antibacteriana
contra diferentes tipos de bacterias Escherichia coli ATCC 25922 (56.8 %),
Escherichia coli 0157:H7 (59.0 %), Shigella sonei-1 (73.3 %), Shigella Sonnei-2
(71.4 %), Sh. flexneri-1 (42.9 %), Sh. flexneri-2 (51.5%), Salmonella sp-1 (50.0 %),
Salmonella sp-2 (50.0 %) (Velazquez, 2006), las diferencias encontradas en éste
trabajo probablemente se deba a que la composicion es diferente entre flores y
hojas.

La actividad antibacteriana encontrada del extracto crudo es semejante a lo
encontrado en extractos acuosos de otras plantas; ejemplo de esto es lo reportado
por Brugués y col, 2007 para la actividad anti bacteriana de Sida rhombifolia L. y
para lo reportado para Luffa cylindrica L; por de la Paz y col, 2012.

Uno de los objetivos de éste trabajo es encontrar el o los componentes
activos de los extractos acuosos de las hojas de flor de manita, para que por un
lado se comprenda cual o cuales compuestos son los responsables de la actividad
encontrada asi como para poder hacer posteriormente un fitomedicamento.

Por lo anterior se analizaron los diferentes componentes del extracto acuoso
o crudo de ésta planta. Incialmente se separaron los pigmentos para obtener una
fraccion sin pigmentos, posterior a esto se separaron los componentes lipidicos
con el método de Folch de donde se obtuvieron dos fracciones denominadas F1y
F2. Para en EC la fraccidon F1 contiene algunas proteinas, pigmentos y metanol; la
fraccion F2 contiene la mayor parte de proteinas. Asi la F2 es una fraccion
proteica enriquecida. Mientras que para la FSP la fraccién F1 contiene algunas
proteias y metanol y la fraccién F2 es también una fraccion proteica enriquecida.
Todas las fracciones fueron dializadas vy liofilizadas antes de ser analizadas para
evitar una posible alteracion en el resultado.

El EC F1 presenta una mayor actividad anti bacteriana in-vitro contra
Escherichia coli ATCC 27543, seguida de una actividad igual para, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium
ATCC 14028 (Tabla 51). ElI EC F2 presenta la misma actividad anti bacteriana in-
vitro hacia Escherichia coli ATCC 27543, Escherichia coli ATCC 25922,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028
(Tabla 51).

Como se puede apreciar ambas fracciones tienen actividad anti microbiana
in-vitro para las mismas bacterias lo cual nos sugiere que en ambas muestras se
encuentan las mismas lectinas con afinidad hacia los carbohidratos de superficie
de esas bacterias; por lo que al estar la fraccion F2 enriquecida en proteinas se
nota la mayor actividad que tiene hacia los microorganismos.

Uno de los objetivos de la remocion de pigmentos es corroborar que las
actividades biologicas no se deben exclusivamente a los pigmentos, como se
describid en la introduccién (Pag. 12).

Asi se encontré que la fraccion sin pigmentos (FSP) presenta una mayor
actividad antibacteriana in-vitro contra Escherichia coli ATCC 27543 y Salmonella
typhimurium ATCC 14028, seguida de Escherichia coli ATCC 25922, esto nos
indica que al trabajar con la hoja sin pigmentos la actividad antibacteriana no se
pierde, al contrario incrementa al tener la actividad contra una de las cepas con la
qgue la hoja con pigmentos no cuenta. La FSP F1 y F2 presentan una mayor
actividad anti bacteriana in-vitro contra Escherichia coli ATCC 27543, seguida de
Escherichia coli ATCC 25922. En la FSP F2 también se observd contra otras
bacterias (Tabla 51).

Compuestos como los terpenoides, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y
polipéptidos, pueden ser los responsables de la actividad anti bacteriana en las
fracciones F1 y F2 (Garcia, 2006). Esto nos sugiere que la poca concentracion de
proteina presentes en la fraccibn F1 se ve reflejada en la baja actividad anti
bacteriana que presenta, es decir, s6lo hacia dos microorganismos; mientra que la
fraccion F2 al ser rica en proteinas tiene una mayor actividad anti bacteriana,
siendo activa contra cinco microorganismos, suponiéndose también que en esta
fraccién se encuentra una mezcla de lectinas que le dan esa amplia actividad.

Al analizar los pigmentos Aceténicos (PA) se encontré6 que presenta una
mayor actividad antibacteriana in-vitro contra Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, seguida de Escherichia coli ATCC 27543,

seguida de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y por ultimo
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Staphylococcus aureus ATCC 27543 (Tabla 51), como se puede notar la actividad
la de los pigmentos es mayor que la de los otros extractos; ya que los pigmentos
Etandlicos (PE) no presentan actividad antibacteriana in-vitro contra ninguna de
las cepas ATCC usadas.

Se han determinado diferentes actividades biolégicas para los flavonoides
entre las que se encuentran la actividad anti-bacteriana y las evidencias
experimentales de que algunos flavonoides aumentan la resistencia de ciertas
plantas contra diferentes infecciones (Martinez, 2005).

Lo que sugiere que si bien los pigmentos pueden representar parte de la
actividad en el EC, su actividad es mucho mayor individualmente, es decir, sin el
resto de los componentes de la hoja, teniendo en cuenta que los pigmentos se
utilizaron en una manera concentrada (1mg/mL) potenciando asi su efectividad y
explicando asi la mayor actividad anti bacteriana in-vitro de los pigmentos
acetonicos, ya que sustancias simples como fenoles, derivados de los fenoles
(quinonas, flavonas, flavonoides, taninos y cumarina), pueden ser los
responsables de la actividad anti bacteriana de estos extractos (Garcia, 2006).

Mientras que los pigmentos etandlicos carecen de taninos, que son los que
podrian darle a estos la actividad anti bacteriana (Taiz y col.,, 2006;

www.agro.unlpam.edu ).

Nathan Sharon y Halina Lis junto con sus colaboradores fueron los primeros
en describir las lectinas en la superficie celular en los afios 70°s. Estas lectinas
también tienen actividad hemaglutinante, pero su funcion principal es la de facilitar
el ataque o adherencia de la bacteria a la célula hospedera, un pre requisito para
la colonizacién bacteriana y la infeccion. Esta lectinas bacterianas fueron llamadas
adhesinas, y los ligandos glicanos, en la superficie de la célula hospedera son
llamados receptores (Varky y col., 2009).

El hecho de que el EC F1 tenga actividad contra Escherichia coli ATCC
25922 y el EC no la presente se puede deber a que los lipidos estén interfiriendo
en el reconocimiento lectina-carbohidrato.

El extracto crudo de hojas de flor de manita contiene lectinas con afinidad
para Gal-Gal-Fuc; el EC F1 contiene lectinas con afinidad para Gal-Gal-Fuc y
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ademas para Fuc-Gal; el EC F2 contiene lectinas con afinidad para GalNAc -Gal-
Fuc; la FSP contiene lectinas con afinidad para Fuc-Gal; la FSP F1 contiene
lectinas con afinidad para GalNAc-Gal-Fuc; la FSP F2 presenta lectinas con
afinidad para Gal-Gal-Fuc y Fuc-Gal (Martinez, 2013).

La bacteria Escherichia coli reconoce los carbohidratos
GalNAcB4(Neu5Aca3)GalpB4GlcBCer presentes en los 6rganos diana en los que al
reconocerlos se adhieren y comienza la colonizacion y la infeccion, de igual
manera la Escherichia coli presenta en su superficie carbohidratos
GalpB3GalNAcp4(NeuAca3)GalB4GIcfCer que son los que reconocen las lectinas
presentes en las hojas del arbol flor de manita y uniéndose a ellos, evitando el
crecimiento bacteriano (Varky, 1999).

Los extractos que presentan actividad anti bacteriana contra
Pseudomononas aeruginosa es porque la bacteria reconoce los carbohidratos
GalNAcB4Gal presentes en los tejidos diana esto permite la colonizacion del
microorganismo y las lectinas de las hojas del arbol flor de manita reconocen a los
carbohidratos de la superficie de Pseudomonas aeruginosa que son
GIcNAcGIcNAcGluramnosaGal (Varky, 1999).

Mientras que los extractos que presentan actividad anti bacteriana contra
Staphylococcus aureus es debida a los carbohidratos de superficie de la bacteria
gue son GIcNAcMurNAc, asi como también presenta lectinas que reconoce los
carbohidratos presentes en los tejidos diana, los cuales son, D-galactosa, acido D-
glucourénico y N-acetilglucosamina (Varky, 1999).

Para los extractos con actividad anti bacteriana in-vitro contra Salmonella
typhimurium, su actividad es debida a que en su superficie tiene los carbohidratos
Galp (1-3) GalNAc (Giannasca y col, 1996), los cuales son reconocidos por las
lectinas presentes en las hojas del arbol flor de manita.

Como se aprecia en los resultados de la actividad antibacteriana in-vitro,
todos los extractos de las hojas del arbol flor de manita (a excepcion del los PE,
gue no presentan actividad contra ningln microorganismo) presentan actividad
anti bacteriana contra las dos cepas de Escherichia coli, mostrando mucha mayor

actividad las hojas del arbol flor de manita tanto frescas como secas; en
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comparacion con lo reportado para las hojas de Rubus urticaefolius por de Paula y
col en el afio 2000; donde las hojas tanto secas como frescas no presentan
actividad contra Eschericha coli.

Para Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en base a lo
reportado para las hojas de Psidium guajava por Martinez y col, 1997; la actividad
que presentan las hojas del &rbol flor de manita es ligeramente menor a las hojas
de esta planta, siendo aun asi de gran importancia los datos obtenidos.

En el trabajo reportado por Guerra y col en el afio 2004, donde prueban la
actividad anti bacteriana de Senna alata L, los extractos de las hojas del este
ejemplar no presenta actividad contra Salmonella typhimurium siendo este
microorganismo resistente a los extractos; lo que indica el posible gran uso de las
hojas del arbol flor de manita; ya que éstas si presentan actividad anti bacteriana
contra este microorganismo.

La concentracion de compuestos presentes en cada extracto sera el factor
determinante para que la actividad anti bacteriana in-vitro. Los compuestos se
pueden encontrar muy concentrados, interaccionando entre ellos por lo que no se
ven halos de inhibicion y es necesario hacer varias diluciones para que se pueda
apreciar. Este fendmeno se observé en diferentes extractos (Fig.8; Fig.13; Fig.14;
Fig.20; Fig.21; Fig.22; Fig.31; Fig.39; Fig.42; Fig.43; Fig.44)

Una vez que se cumplié con el primer objetivo de éste trabajo, se prosiguio
con la determinacién de la actividad anti-diarreica in-vivo de los extractos de las
hojas basado en el método de (Edwin y col, 2007; Escobar y col, 2010), basado en
este trabajo y en la ausencia de toxicidad de los extractos (Martinez, 2013), se
seleccionaron la dosis de 200 mg/Kg, 400 mg/Kg, 800 mg/Kg (en base a los
lineamientos de la OCDE), se puede ver que conforme se aumenta la dosis de
cada extracto la cantidad de heces disminuye aumentando asi el porcentaje de
proteccion. Las dosis usadas tuvieron una marcada actividad anti diarreica en las
ratas usadas en el modelo de diarrea inducida por aceite de ricino (Edwin y col.,
2007; Lin y col., 2002); se tratd ademas de realizar un modelo experimental
mediante la administracion directa de bacterias, la cual no fue posible estandarizar

por lo que se opto por no usarse.
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De manera particular se determiné también que los extractos con mayor
actividad anti diarreica fueron el EC 800 mg/Kg, la FSP 800 mg/Kg y los pigmentos
acetonicos, con respecto al control negativo. Asi mismo todos los extractos
presentaron diferencias significativas respecto al farmaco control (Loperamida
3mg/Kg) a excepcion de los pigmentos acetonicos que no presenta esta diferencia
lo que nos indica que los pigmentos acetdnicos se acercan mucho a la eficacia
que tiene el farmaco control.

La medicién del tiempo de inicio de la diarrea indica la eficacia de cada dosis
de tratamiento usada y es importante para conocer el tiempo de accion
terapéutico. La aparicién de la diarrea fue en promedio entre la segunda y tercer
hora de comenzado el ensayo sin haberse presentado conducta extrafia en los
animales, la aparicion de heces solidas fue a partir de la séptima hora del ensayo.
Por otra parte ninguna de las dosis de los extractos utilizados alter6 la defecacion
normal de los animales, ya que no modificaron nada més alla de la consistencia de
las heces, manteniéndose el color y olor caracteristico de las heces en las ratas.

El aceite de ricino tiene su accidon sobre la estimulacion de la secrecion
intestinal de agua y electrolitos y la motilidad intestinal. El responsable de la
accion, 4cido ricinoleico, se libera a nivel intestinal estimulando la liberacion de
agua e impidiendo la reabsorciéon. Ademas estimula la produccién de PGE;

(Lorenzo y col., 2009; www.vademecum.es); por lo que se puede pensar que los

extractos de las hojas del arbol flor de manita tienen accion sobre la cantidad de
agua liberada permitiendo que sea reabsorbida y por mecanismos relacionados
con la liberacién de prostaglandinas, dependiendo en mayor medida de la dosis
del extracto administrada; este mecanismo también es propuesto para los
extractos de Euphorphia hirta reportado por Lorente en 2003. El mecanismo de
accion queda por ser estudiado.

Para reforzar mas aun los resultados de la actividad anti diarreica in-vivo, se
tiene los resultados de la actividad anti bacteriana in-vitro expuestos en este
mismo trabajo. Para que las personas al tratar de tomar las hojas del arbol flor de
manita como tratamiento contra la diarrea lleguen a alcanzar la dosis de 800

mg/Kg que fue la que mayor actividad anti diarreica presenta, se propone la
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preparacion de un té; que contenga 2 hojas del arbol flor de manita por cada 250
mL de agua, tomarse esta dosis cada 8 hrs. Esto basandose en la cantidad de
proteina presente en las hojas que es de 3.84 mg/hoja.

El efecto inhibidor sobre la motilidad digestiva se lleva a cabo sobre todo el
aparato gastrointestinal; incrementando el tono y reducen la motilidad del antro
gastrico y del piloro, provocando un retraso del vaciamiento del estdémago;
aumentan el tono y las contracciones no propulsivas en intestino delgado y colon,
disminuyendo la actividad peristaltica y, por lo tanto, dificultando el avance de la
masa fecal, mejorando la consistencia en los pacientes con diarrea (Lorenzo y
col., 2009), en comparacion con el control negativo los extractos de las hojas de
flor de manita permiten el retraso del vaciamiento del estbmago.

Las FSP asi como su fraccion organica y su fraccién proteica no fueron
probadas de manera in-vitro por varias razones; una de ellas es que en la
medicina tradicional o en nuestra casa no podriamos obtener estas fracciones; es
decir siempre se utilizaran las hojas tal cual del arbol. Otra de las razones es que
la concentracion de proteinas presentes en dichas fracciones es baja (FSP: 0.31
mg/mL; FSP F1: 0.1 mg/m; FSP F2: 0.32 mg/mL) y para alcanzar las dosis se
necesita mucha muestra; tanto sin pigmentos como para obtener las fracciones;
pero se consideran estas fracciones para su futuro analisis.

La actividad anti bacteriana in-vitro, actividad anti-diarreica in-vivo, son
evidencias sobre la inhibicion de algun agente causal de la diarrea, por lo que las
evidencias anteriores permiten proponer el uso de las hojas del arbol flor de
manita (Chiranthodendron pentadactylon) en el tratamiento de la diarrea, ya que el
uso de los extractos vegetales es limitado, las bacterias no han desarrollado
mecanismos de resistencia en su contra y no generarian resistencia debido a la
interaccion carbohidratos-lectinas, esto también es importante para probar los
extractos de las hojas del arbol flor de manita contra otra cepas bacterianas; asi
como tratar de hacer los mismo con otros extractos naturales.

Para determinar si la inhibicion de los extractos de las hojas del arbol flor de
manita sobre la motilidad intestinal es amplia, se sugiere corroborar los datos de

nueva cuenta.
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X.- CONCLUSIONES

e Se comprob6 la actividad anti bacteriana in-vitro de los extractos de las
hojas del &rbol flor de manita.

e Se comprobd la actividad anti-diarreica in-vivo de los extractos de las hojas
del arbol flor de manita.

e Se comprobd la accion sobre la inhibicion de la motilidad intestinal de los
extractos de las hojas del arbol flor de manita.

e Enel ECylaFSP, los mejores resultados anti diarreicos observados fueron
con la dosis de 800 mg/Kg.

e Los Pigmentos Acetdnicos tuvieron los mejores resultados, estando
siempre a la par a los del control positivo (loperamida 3 mg/Kg).

e Los Pigmentos Acetdnicos pueden ser objeto de futuros estudios, tomando
como base su actividad anti diarreica.

e Los pigmentos alcohdlicos no presentaron actividad anti bacteriana in-vitro.

e Los resultados obtenidos en este trabajo confirma el posible uso de las
hojas del arbol flor de manita como un tratamiento en el control de la
diarrea.

e Las hojas del arbol flor de manita pueden llegar a representar una apoyo
importante para el control de enfermedades como la diarrea; y con estudios
posteriores para otras enfermedades, siendo asi una opcion terapéutica de
origen natural.

Los extractos de las hojas del arbol flor de manita presentan actividad anti
bacteriana in-vitro y anti-diarreica (in-vivo); esta actividad va a depender en gran
medida de la dosis administrada; por lo tanto el uso de extractos naturales es en
gran medida una buena herramienta para tratar padecimientos comunes y aunque
empiricamente su uso esta comprobado, la investigacion cientifica de estos
extractos daran un importante apoyo al uso seguro de éstos contra muchos
padecimientos; reduciéndose de manera importante los efectos no deseados de

los farmacos sintéticos.
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Xl.- PERSPECTIVAS

e Determinar si los extractos de las hojas del arbol flor de manita presentan la
misma actividad que las flores del arbol flor de manita frente a otras
enfermedades como las enfermedades cardiacas.

e Evaluar la actividad anti bacteriana de los pigmentos aceténicos de las
hojas del arbol flor de manita, contra otros microorganismos causantes de
diarrea.

e Evaluar la actividad anti diarreica in-vivo de las fracciones organica y
proteica del EC de las hojas del arbol flor de manita.

e Evaluar la actividad anti diarreica in-vivo de la FSP asi como sus fracciones
organica y proteica de las hojas del arbol flor de manita.

e Purificacion de lectinas con actividad anti bacteriana de las hojas del arbol
flor de manita.

e Determinar la actividad anti-diarreica in-vivo en otras especies animales.

e Evaluar la actividad anti fungica de los extractos de las hojas del arbol flor

de manita.
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