'/_n\ ® https://repository.uaeh.edu.mx/revistas/index.php/ICSA/issue/archive e Salu dyY
Lp H Educacion y Salud Boletin Cientifico Instituto de Ciencias de la Salud ducacion
A ISSN: 2007-4573

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
Publicacion semestral Vol. 8, No. 15 (2019) 41-47

Tamizaje fitoquimico preliminar y actividad Antimicrobiana in vitro del extracto
etanolico de la corteza de Hippocratea excelsa Kunth (Cancerina)

Preliminary phytochemical screening and in vitro antimicrobial activity of the bark of
Hippocratea excelsa Kunth (Cancerin)
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Abstract:

The Hippocratea excelsa Kunth (cancerine) plant is widely used for its antimicrobial properties in infectious processes in traditional
Mexican medicine; however, there are few scientific papers to support it. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
antibacterial effect of the ethanol extract of Hippocratea excelsa Kunth to provide evidence about this effect. Methods: The
antimicrobial-disk diffusion test, (Kirby Bauer), and a preliminary qualitative phytochemical-phytochemical test were performed.
Results: The ethanol extract of cancerine at a dose of 3000mg managed to moderately inhibit the growth of Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes and Staphylococcus epidermidis, with inhibition halos of 4.5mm, 2.6mm and 2.8mm respectively. In the
phytochemical test were found in the ethanol extract: alkaloids, quinones, coumarins, saponins, resins, phenols, tannins, flavonoids
and bitter principles. Discussion: The antibacterial activity of some plants has been attributed to the presence of various compounds,
including alkaloids, simple phenols, tannins, and flavones; Hippocratea excelsa Kunth presents this type of metabolites, however,
the antimicrobial effect was not very significant, compared with the control (commercial) antibiogram. The metabolites found in the
ethanol extract of the bark of Hippocratea excelsa Kunth matches with the phytochemical studies of the compounds present in the
genus, reported by other research.
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Resumen:

La planta Hippocratea excelsa Kunth (cancerina) es usada ampliamente por sus propiedades antimicrobianas en procesos
infecciosos en la medicina tradicional mexicana, sin embargo, existen pocos trabajos cientificos que lo avalen. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Hippocratea excelsa Kunth para aportar
evidencia acerca de dicho efecto. Métodos: El ensayo antimicrobiano- prueba de difusion en disco, (Kirby Bauer), y un ensayo
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fitoquimico - fitoquimico cualitativo preliminar se realizaron. Resultados: El extracto etandlico de cancerina a dosis de 3000mg
logro inhibir moderadamente el crecimiento de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Staphylococcus epidermidis, con
halos de inhibicién de 4.5mm, 2.6mm y 2.8 mm respectivamente. En el ensayo fitoquimico se encontraron en el extracto etanolico:
alcaloides, quinonas, cumarinas, saponinas, resinas, fenoles, taninos, flavonoides y principios amargos. Discusion: La actividad
antibacteriana de algunas plantas ha sido atribuida a la presencia de diversos compuestos, entre los que se incluyen alcaloides,
fenoles simples, taninos, y flavonas; Hippocratea excelsa Kunth presenta este tipo de metabolitos, sin embargo, el efecto
antimicrobiano no fue muy significativo, comparandolo con el antibiograma control (comercial). Los metabolitos encontrados en el
extracto etanolico de la corteza de Hippocratea excelsa Kunth coinciden con los estudios fitoquimicos de los compuestos presentes

en el género, reportados por otras investigaciones.

Palabras Clave:

Hippocratea excelsa Kunth , Fitoquimica, Kirby-Bauer, Staphylococcus, Streptococcus.

Introduccion
La resistencia bacteriana a los antibioticos se considera
una de las mayores amenazas para la salud mundial,
algunas de sus consecuencias son: mayor tiempo en
estancias hospitalarias, incremento de costos médicos y
de la mortalidad, * motivo por el cual la OMS considera
gue este problema se ha venido consolidando como uno
de los temas en salud mas preocupantes de los Ultimos
afios. 2
Esta resistencia producto de la mutacion bacteriana en
respuesta al uso de antibiéticos ha superado la velocidad
de desarrollo y produccion de nuevas moléculas con
efecto antimicrobiano, por lo cual frecuentemente surgen
procesos infecciosos para los cuales no existe un
tratamiento eficaz.
Por lo anteriormente dicho es necesario continuar con la
busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas que
ofrezcan alternativas terapéuticas.
La OMS plantea como una opcién para garantizar la
atencion sanitaria promover la utilizaciéon segura y eficaz
de la Medicina Tradicional. Esta ha constituido la base
para el desarrollo de la medicina moderna y representa
una de las principales fuentes de atencion sanitaria, es
accesible, asequible, ademas es culturalmente aceptada
y a veces es la Unica en muchas zonas rurales e
indigenas y se constituye como el Unico recurso
disponible. ® La Republica Mexicana es uno de los cinco
paises con mayor biodiversidad. Actualmente se han
registrado cerca de 4,000 especies con atributos
medicinales. * ° Por lo tanto es importante el estudio de
los metabolitos presentes en las plantas medicinales, asi
como su efecto antimicrobiano.
En Meéxico, la planta Hippocratea excelsa Kunth
(Cancerina) de la familia de las Celastraceae, género
Hippocratea, se utiliza en la medicina tradicional contra
diversas infecciones en heridas, ulceras cutédneas y
ulceras vaginales; disenteria y entre otros usos contra
cancer, asi como ectoparasiticida en pediculosis.® * En
estudios realizados con el extracto acuoso y etanolico de
Hippocratea excelsa, Alanis y colaboradores (2005)
reportan una fuerte actividad antimicrobiana al probarla

contra Escherichia coli; Shigella sonnei; Shigella flexneri;
y Salmonella.

Dado lo anteriormente mencionado el objetivo de este
trabajo fue identificar la actividad antibacteriana in vitro
asi como realizar la identificacion fitoquimica cualitativa
del extracto etanolico de la corteza de H. excelsa.

Metodologia

Las pruebas fitoquimicas permiten conocer los
compuestos quimicos presentes en los materiales
vegetales a estudiar y son punto clave para la deteccion
de compuestos con posible actividad antimicrobiana. Asi
mismo, las pruebas de difusion en disco permiten
determinar la susceptibilidad bacteriana a determinada
sustancia y se complementan para brindar informacion
referente a la actividad antimicrobiana del compuesto a
probar.

El experimento, se desarrollo en dos fases: la primera,
relacionada con la obtencién del extracto etanolico de la
corteza y el tamizaje fitoquimico; la segunda, con la
aplicacion de las pruebas microbiolégicas.

Material vegetal y obtencion de los extractos:

La corteza de H. excelsa se compré por internet con las
caracteristicas: organica y deshidratada; de la marca
tierra de colores, s/ lote, teniendo como vendedor al Sr.
Juan Sanchez; dicha corteza se fragmento con un molino
de mano en fracciones de aproximadamente 2 cm, por
cada 100 g de corteza se agregd un litro de etanol al
70%. Se verti6 en dos frascos ambar los cuales se
sellaron herméticamente y se protegieron de la luz solar
directa forrandolos con papel aluminio.

Se agitaron manualmente dos veces al dia durante 7
dias a temperatura ambiente. °

Transcurridas dos semanas, el macerado se filtr6. La
solucion se sometié a destilacion al vacio con rotavapor
a temperatura de 40° C y una presion de 170 mbar para
su extraccion, obteniéndose el extracto crudo de la
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corteza.

Fitoquimica cualitativa del extracto etanolico

El tamizaje fitoquimico preliminar de la corteza de H.
excelsa se realiz6 con pruebas colorimétricas o de
precipitacion cualitativas después de evaporar los
extractos. Las pruebas utilizadas para la determinacién

fueron alcaloides (Dragendorff, Mayer, Wagner),
triterpenos y  esteroides (Liebermann-Burchard,
Solkowski, Rosemheim), cumarinas (Baljet, Legal,

Erlich), saponinas (espuma) Resinas, aceites esenciales
y sustancias grasas (papel blanco, sudan V), fenoles y
taninos (cloruro férrico), Flavonoides (acido sulfarico
concentrado, Shinoda), principios amargos y astringentes

(sabor). Los resultados fueron interpretados como
negativos o positivos (+ poco; ++moderado;
+++abundante). ***

Pruebas microbiol6gicas

Se trabaj6 con cepas bacterianas de referencia de
Pseudomona aeruginosa ATCC 10145, Klebsiella
oxytoca ATCC 8729, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 49132,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Candida albicans
ATCC 10231 y Streptococcus pneumoniae ATCC 49136,
las cuales se resembraron en caldo nutritivo (tripticasa
soya) y se incubaron en estufa 24 horas a 37°C. De las
bacterias cultivadas en el caldo nutritivo se tomaron 0.5
ml y se diluyeron en solucion salina, hasta igualar al
patrén de turbidez del tubo 0,5 de la escala de Mc
Farland.

Posteriormente, se efectué una siembra masiva sobre
agar Mueller Hinton con la ayuda de un hisopo, el cual se
pas6 de manera uniforme sobre la superficie del agar; se
colocaron sensidiscos impregnados con el extracto
obtenido, a concentraciones de 20, 50 100, 1000, 2000 y
3000 pg/10 pL y grupos control con sensidiscos
comerciales de la marca Multibac I.D (Tabla 1), se
procedi6 a la incubar, a 37°C por 24 horas, para observar
la posible presencia de halos de inhibicion (Las pruebas
se realizaron por triplicado).™

Clave Antibiotico Concentracion
AK Amikacina 30 mcg
AM Ampicilina 10 mcg

Enterobacteriaceae
Staphylococcus sp.
Enterococos
Estreptococos
CB Carbenicilina 100 mcg
Enterobacteriaceae
Pseudomonas sp
CF Cefalotina 30 mcg

CFX Cefotaxima S
CTZ Ceftazidima 30 mcg
CTX  Ceftriaxona 30 mcg

CXM  Cefuroxima 30 mcg
CPF  Ciprofloxacina 5 mcg
CLM  Clindamicina 30 mcg
CL Cloranfenicol 30 mcg
DC Dicloxacilina 1 mcg

Staphylococcus sp.
ENX  Enoxacina 10 mcg
E Eritromicina 15 mcg
GE Gentamicina 10 mcg
NET  Netilmicina 30 mcg
NF Nitrofurantoina 300 mcg

NOF  Norfloxacina 10 mcg

PE Penicilina 10U
Enterococos
Estreptococos
Staphylococcus sp.
N. gonorrhoeae
Neumococos
SXT Sulfametoxazol 25 mcg

Trimetoprim
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TE Tetraciclina 30 mcg
VA Vancomicina 30 mcg
Enterococos
Staphylococcus
aureus
Tabla 1.- Controles de antibidticos en sensidiscos
comerciales.

Resultados

Tras la elaboracion del extracto etanolico de H. excelsa
se encontr6 que el rendimiento fue del 5.981%.

Fitoquimica cualitativa

Las pruebas realizadas al extracto etanolico revelaron
conforme a los pardametros establecidos, una mayor
cantidad de alcaloides y saponinas; presencia moderada
de triterpenos, esteroides, cumarinas, resinas y
flavonoides y escasa presencia de fenoles y taninos.
(Tabla 2)

H. excelsa
METABOLITOS ENSAYOS E. Etanolico
Dragendorff | 44+
Alcaloides Mayer 4+
Wagner 4
Solkowski ++
Triterpenos y Lieberman- |
Esteroides Burchard
Rosemheim | -
Baljet ++
Cumarinas Legal +
Erlich -
Saponinas Espuma F+
Resinas Resinas ++
Fenoles y Cloruro
. L. +
Taninos Férrico
Acido
Sulfarico +
Flavonoides concentrado
Shinoda ++
Rosemheim | ++
Principios
amargos y Sabor +++
astringentes

Tabla 2.- Fitoquimica preliminar de H. excelsa (+ bajo;
++ medio; +++ alto)

Pruebas de sensibilidad bacteriana

La prueba de difusién en disco mostro que el extracto
etanolico de H. excelsa presenta actividad antimicrobiana
contra  Streptococcus pneumoniae ATCC 49136,
Streptococcus. pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Tabla 3. Sensibilidad antimicrobiana del extracto
etanolico de H. excelsa

Agente patégeno Diametro del Halo
de inhibiciéon (mm)

Pseudomona aeruginosa ATCC 0.0

10145

Streptococcus pneumoniae 2.8

ATCC 49136

Staphylococcus aureus ATCC 2.6

25923

Klebsiella oxytoca ATCC 8729 0.0
Enterococcus faecalis ATCC 0.0

29212

Escherichia coli ATCC 25922 0.0

Proteus vulgaris ATCC 49132 0.0
Candida albicans ATCC 10231 0.0
Streptococcus pyogenes ATCC 4.5

19615

Figura 6. S.aureus Figura 7. S.pyogenes

Figura 8. S. pneumoniae
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Discusion

La resistencia bacteriana es un grave problema de salud
publica por lo que es necesario buscar nuevas fuentes
de obtencion de antibiéticos para ofrecer alternativas
terapéuticas antibacterianas. Los antibiéticos han estado
presentes desde hace millones de afos, antes que los
humanos empezaran a poblar el planeta y las fuentes de
obtencion de los mismos son muy variadas. Bajo este
enfoque, las plantas ofrecen una excelente alternativa
para la blusqueda de este tipo de compuestos, no
obstante, se requieren mas estudios en estas para
conocer su potencial antimicrobiano.

H. excelsa se utiliza de forma tradicional para tatar
infecciones por la poblacion mexicana, especificamente
cicatrizacién de heridas en piel y ulceras vaginales. ° Su
uso es tan extendido que se comercializa en mercados
en México y por internet. **

De los trabajos en los cuales se ha probado la actividad
antimicrobiana de los extractos metanolicos y acusosos
de Hippocratea excelsa, Alanis y colaboradores 2
estudiaron dicho efecto contra enterobacterias
causantes de diarrea y disenteria en la poblacién
mexicana, trabajando con dos cepas de Salmonella
spp., dos cepas de E. coli., dos cepas de Shigella sonnei
y Shigella flexneri; demostrando actividad
antimicrobiana, la cual fue mayor en los extractos
metanolicos que en los acuosos, resultando superior a la
ejercida por cloranfenicol, pero menor a la mostrada por
Trimetoprim.

Las pruebas de difusion en disco llevadas a cabo por
nuestro equipo de trabajo fueron negativas contrastadas
con los controles de cloranfenicol y trimetoprim, al
determinar la sensibilidad antimicrobiana de Salmonella
spp., Shigella y E Coli, a diferentes concentraciones (20,
50 100, 1000, 2000 y 3000 pg/10 uL) con el extracto
etanolico de la misma planta. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en el presente trabajo no coinciden con los
obtenidos por Alanis y colaboradores. ® Cabe destacar
que el extracto y la concentracion utilizada por Alanis y
colaboradores fueron diferentes a las usadas en el
presente trabajo, lo cual puede ser factor para la
discrepancia entre los resultados obtenidos sobre
bacterias Gram negativas. Asi mismo, los metabolitos
activos presentes en el extracto etanolico probado en el
presente trabajo parecen mostrar una mayor actividad
sobre bacterias Gram positivas.

Por otra parte, Fuente Mata probd extractos etanolicos
de Hippocratea excelsa, Glychirriza glabra y Urtica
dioica en bacterias de interés odontolégico, utilizando el
mismo método de difusibn en disco, reportando
actividad antimicrobiana contra Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus, pero solo de Glychirriza glabra

y Urtica dioica a concentraciones de 500 y 1000 pg/ml,
sin embargo, no encontrd resultados con el extracto de
Hippocratea excelsa.™

Las pruebas de sensibilidad in vitro, llevadas a cabo por
nuestro equipo de trabajo para determinar la
susceptibilidad de  Streptococcus  pyogenes Yy
Streptococcus pneumoniae, asi como Staphylococcus
aureus a diferentes concentraciones (20, 50 100, 1000,
2000 y 3000 pg/10 pL) del extracto etanolico de
Hippocratea excelsa mostraron cierta sensibilidad a la
concentraciéon de 3000 pg/10 uL, actividad manifiesta
por la presencia de halos de inhibicion de 4.5 mm, 2.6
mm y 2.8 mm respectivamente. Nuestros resultados
pueden hacer referencia a un posible efecto
bacteriostéatico del extracto sobre el crecimiento tanto de
Streptococcus como de Staphylococcus, contrario a los
resultados obtenidos para el género Streptococcus, por
Fuente Mata. La marcada presencia de alcaloides
contenidos en el extracto etanolico de Hippocratea
excelsa, pudiera sugerir que son este tipo de
compuestos los que estén involucrados en el efecto
antimicrobiano bacteriostatico ya que se trata de
compuestos altamente distribuidos en el reino vegetal y
a los cuales se les atribuye actividad antimicrobiana de
bajo y amplio espectro. ** Poseen una actividad
biolégica y una diversidad estructural muy variada, y una
de las clasificaciones mas destacadas, es la de los
alcaloides isoquinolinicos y bis- bencilisooquinolinicos,
que han sido reportados como los metabolitos
secundarios de mayor actividad antibacteriana, en
plantas superiores. * De la presencia y abundancia de
este y otro tipo de alcaloides depende la actividad
antimicrobiana mostrada por el extracto a probar y
puede ser que la extraccion con etanol no arrastre este
tipo de compuestos en las cantidades adecuadas para
mostrar un efecto antimicrobiano mas marcado, o que
nuestra muestra vegetal no contenga dichos
compuestos en abundancia, y que por lo tanto nuestros
resultados solo muestren actividad parcial contra
bacterias Gram positivas y un efecto nulo contra las
especies Gram negativas probadas en este estudio
(Pseudomona  aeruginosa., Klebsiella  oxytoca.,
Enterococcus faecalis y Proteus vulgaris) con respecto a
los controles Ciprofloxacino, Vancomicina, Penicilina,
Ampicilina, Trimetoprim y Tetraciclina.

La presencia de triterpenos,®® '’ alcaloides,'®
flavonoides,”® quinonas®, cumarinas, saponinas,
resinas, principios amargos y astringentes, fenoles y
taninos,'® se corresponden con los reportados para el
género por otros trabajos de investigacion, y de estos,
los que cuentan con actividad antimicrobiana reportada,
son: alcaloides, saponinas quinonas, taninos, cumarinas
y flavonoides.
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Es necesario llevar a cabo de manera concomitante a la
prueba de difusiobn en disco, otras pruebas que
complementen los resultados obtenidos en el presente
trabajo, tales como micro dilucién en pozo, diluciéon en
agar, Epsilon test (E test), macro dilucion en caldo, entre
otras; asi mismo consideramos necesario llevar a cabo
las pruebas necesarias para determinar la concentracion
minina inhibitoria, del extracto.

Se recomienda continuar con el trabajo experimental
con miras a aislar y caracterizar los diferentes
metabolitos presentes en esta especie, para poder llevar
a cabo ensayos mejor dirigidos que pongan de
manifiesto la actividad biolégica especifica de dichos
compuestos, esto con la finalidad de determinar si estas
sustancias pueden ser usados como antibiéticos o si
pueden ser candidatos para modificacion quimica en
laboratorio para crear nuevas sustancias con actividad
antimicrobiana.

Conclusiones

La actividad antibacteriana preliminar mostrada por el
extracto etanolico de Hippocratea excelsa va de acuerdo
con los usos etnobotanicos que se le han dado.

Los metabolitos encontrados en el extracto etanolico de
la corteza de H. excelsa se corresponden con los
reportados para el género y fueron: alcaloides,
quinonas, cumarinas, saponinas, resinas, fenoles,
taninos, flavonoides, principios amargos y astringentes.
De estos, los que cuentan con actividad antimicrobiana
reportada, son: alcaloides, saponinas quinonas, taninos,
cumarinas y flavonoides.

El efecto antimicrobiano de Hippocratea excelsa a las
concentraciones de 20, 50 100, 1000, 2000 ug contra
Pseudomona aeruginosa, Klebsiella oxytoca,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris
y Candida albicans fue negativo.

La concentracion de 3000 pg mostro una ligera
respuesta  antimicrobiana  contra  Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus Yy Streptococcus
pneumoniae representada por halos de inhibicién de
4.5mm, 2.6mm y 2.8 mm respectivamente.
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