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1 RESUMEN

La medicina tradicional ha motivado y contribuido al desarrollo de investigaciones
relacionadas con el tratamiento de una inmensa gama de enfermedades y considerando
que México es el segundo pais con mds ecosistemas, la diversidad botdnica existente en
la regién demanda la necesidad de aprovechar los recursos naturales, como sustento para
el desarrollo de innovaciones médicas a largo plazo en el dmbito de fitoterapia como
alternativa natural para dar tratamiento a enfermedades. Los biopolimeros son una
herramienta biotecnolégica, que presentan caracteristicas como ser atoxicos,
biocompatibles, biodegradables y contienen propiedades de adhesion a las mucosas de tal
modo que pueden ser utilizados como vehiculos de liberacién de principios activos de
diversos compuestos como los extractos metandlicos de Azadirachta indica, Juglans
regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora. La incidencia de enfermedades infecciosas
a nivel nacional, promueve la busqueda de diversos tratamientos basados en la actividad
bioldgica de extractos obtenidos de la flora autdctona mexicana, asi como la busqueda de
diversas formas de suministrar estos extractos a través de sistemas de liberacion
elaborados a base de polimeros biodegradables, que conserven dicha actividad como lo
son el quitosan y el pululano. Los resultados del presente trabajo demuestran que el extracto
metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora presenta actividad antifiingica relevante
sobre cepas de dermatofitos de mayor importancia en Mexico y al impregnarlo con un
formulado de polimero (quitosan — pululano) su actividad incrementd, conservdndose esta
actividad hasta por 28 dias, almacenandolo bajo condiciones de obscuridad y

refrigeracion.
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1.1 ABSTRACT

Traditional medicine has motivated and contributed to ongoing research related to the
treatment of several diseases. Considering Mexico as the country in the second place
worldwide of greatest ecosystem and larger number of species, the existing botanical
diversity in the region demands the need to use the natural resources as livelihood for the
development of medical innovations in the phytotherapeutic field as a natural alternative
to treat illnesses. The biopolymers are a biotechnological resource, presenting the
characteristics of being atoxic, biocompatible, biodegradable, and contain properties of
adhesion to the mucus, therefore they can be utilized as vehicles to liberate active
substances of certain compounds such as the methanolic extracts of Azadirachta indica,
Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora. The incidence of infectious diseases
in a nationwide level promotes the investigation of the biological activity of extracts of
different plants such as the above mentioned, the preservation and/or increment of this
activity when combined, and the development of formulations based on biopolymers such
as chitosan and pullulan. The results of the present study show that the methanolic extract
of flower and fruit of Magnolia grandiflora presents greater antifungal activity on strains
of dermatophytes of greater importance in Mexico and when impregnated with a polymer
formula (chitosan - pullulano) its activity increases, preserving this activity up to 28 days,

storing it in dark and refrigerated conditions.
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2  INTRODUCCION

A través del tiempo las terapias con plantas endémicas de las regiones en cuestion
pasaron a conformar la llamada medicina tradicional y al ser preservadas por los pueblos
originarios fue llamada medicina aborigen o autdctona, existiendo estos términos hasta
nuestros dias (Avello y Cisternas 2010). La medicina tradicional ha motivado y
contribuido al desarrollo de investigaciones relacionadas con el tratamiento de una
inmensa gama de enfermedades, ya que el querer articularla con la medicina alopética en
el &mbito de la salud publica es un drea vulnerable por que se asocia con enfrentamientos
dogmaticos, intereses largamente establecidos y territorios disputados; la migracion hace
que las costumbres, ideas, tradiciones y visiones atraviesen fronteras (Mabit J 2004,
PUMNM, 2008). A consecuencia de que México es el segundo pais con més ecosistemas,
la diversidad botdnica existente en la regiéon demanda la necesidad de aislamiento, anélisis,
purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad biolégica de los
componentes quimicos, que serdn sustento para el desarrollo de innovaciones médicas a
largo plazo en el dmbito de fitoterapia como alternativa natural para dar tratamiento a
enfermedades (CONABIO 2008; UNAM 2005). Sin embargo, es de suma importancia
aprovechar la evidencia cientifica actual para promover la busqueda de diversos
tratamientos basados en la actividad bioldgica de extractos obtenidos de la flora mexicana,
asi como la busqueda de diversas formas de suministrar estos extractos a través de

sistemas de liberacion elaborados a base de polimeros biodegradables

En nuestro pais, en el siglo XX dentro de las principales causas de muerte se encontraba
las infecciones comunes, existiendo en la actualidad una transiciéon en donde las
principales causas de muerte y discapacidad, son los dafios a la salud en enfermedades no
trasmisibles y lesiones, todos padecimientos en los que se usan farmacos como
antibidticos y antimicéticos para evitar el crecimiento de microorganismos como,
bacterias y hongos que ocasionan las complicaciones de las enfermedades. De la misma
forma los dermatofitos son un grupo de hongos relacionados entre si que presentan la
capacidad de invadir los tejidos queratinizados (piel, pelo, ufias) del hombre y de los

animales produciendo una enfermedad llamada dermatofitosis o mds comuinmente
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llamada tifia (Bonifaz 2012). Es una de las enfermedades con alta prevalencia mds en
poblacién adulta en climas tropicales, himedos y calientes, la dermatofitosis es la primera
causa de enfermedad ungueal (SSA 2001). Las bacterias son organismos unicelulares
oportunistas e infecciosas que provocan dafio local de alguna lesion infectada o a nivel
sistémico, que con tratamientos a base de farmacos como los antibidticos se detiene y
erradica la infeccion. A surgido como un problema de consecuencias impredecibles la
resistencia a estos por la aparicién en las bacterias, hogos, virus y protozoarios de
mecanismos defensivos con el fin de evadir la accién destructiva de esas sustancias

(PUMNM, 2008).

Los biopolimeros ampliamente distribuidos en la naturaleza presentan caracteristicas
como el ser atéxicos, biocompatibles, biodegradables y poseen propiedades de adhesion
a las mucosas, pueden ser utilizados como vehiculos de liberacion de principios activos
de diversos compuestos como los extractos de algunas plantas a fin de aprovecharlos como
una herramienta biotecnoldgica. El area de salud busca dia con dia mejorar sus
tratamientos para la erradicacion de enfermedades como es el caso de las infecciones
causadas por bacterias y hongos de tal modo que este trabajo busca evaluar la actividad
de los extractos metanodlicos de especies de uso en nuestro pais como lo es Azadirachta
indica, Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora, las cuales se encuentran en
la relacion de especies de uso etnobotdnica en México de la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos (SSA 2001; BDMTM 2009a, 2009b), asi como la
conservacion y/o incremento de dicha actividad al combinarlas y contenerlas en

formulaciones hechas a base biopolimeros como lo son el quitosan y pululano.
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3 ANTECEDENTES

3.1 Generalidades

Muiltiples estudios a nivel mundial, expresan la utilidad de la medicina tradicional
para el tratamiento de un importante nimero de enfermedades y padecimientos, en paises
latinoamericanos mds del 50 % de la poblacién sigue atendiéndose y percibiendo sus
problemas de salud de acuerdo con los patrones de su medicina tradicional (Shoshana et
al 2006). Una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos y cuyos principios
activos pueden servir como precursores para la sintesis de nuevos farmacos (OMS 2003).
Segtin la OPS la medicina tradicional comprende el conjunto de ideas, conceptos,
creencias, mitos y procedimientos, sean explicables o no, relativos a las enfermedades
fisicas, mentales, o desequilibrios sociales en un pueblo determinado (Shoshana et al
2006). En nuestro pais existe una gran tradicion en el uso de plantas medicinales, son
escasos los datos resultantes de ensayos cientificos destinados a evaluar la seguridad y
eficacia de los productos y las practicas de la medicina tradicional. Existe informacién de
la eficacia de algunos productos herbarios para tratar determinadas enfermedades (OMS
2008) siendo estos insuficientes, ya que en la mayoria de los casos no existe un sustento
cientifico que valide su uso terapéutico o que demuestre su toxicidad. Se entiende por
eficacia la capacidad de una determinada sustancia de proveer beneficios saludables
relacionados con la prevencion de la deficiencia o la reduccion del riesgo de enfermedad
cronica, y por seguridad, la certeza razonable de que no van a darse efectos adversos por
incrementar la ingesta de un nutriente, estableciéndose este concepto a la luz de la

evidencia cientifica (Alvarez J 2004).

En México las plantas medicinales forman parte esencial de las estrategias generadas por
la poblacidn para enfrentar sus enfermedades cotidianas. Esta presencia relevante, que no
es nueva, pero si se encuentra actualmente sujeta a condiciones inéditas, se da en nuestro
pais no solamente en el medio indigena y el rural, sino también entre zonas urbanas y
suburbanas, como resultado de la considerable diversidad bioldgica del pais, de la
naturaleza pluriétnica de su poblacién y de la necesidad de recursos accesibles frente a

muchos padecimientos (SSA 2001; Bermudez et al 2005).
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Con el tiempo las terapias con plantas endémicas de las regiones en cuestién pasaron a
conformar la llamada medicina tradicional (Avello y Cisternas. 2010), como resultado de
las pricticas basadas en teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas y tiempos
frecuentemente inexplicables usados en el mantenimiento de la salud, asi como en la
prevencién, diagndstico y tratamiento de enfermedades infecciosas. Las plantas
constituyen un valioso recurso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo, la
poblacién depende de la medicina tradicional para recibir atencién primaria. La
investigacion sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la Etnobotdnica que ha
sido definida como el estudio de las interrelaciones entre los grupos humanos y las plantas

(Ford 1978; Martin 2001; Gémez-Veloz 2002).

Lo anterior enmarca el término herbolaria que es la aplicacién de la botdnica en la
medicina, es decir el uso de hierbas contra las enfermedades que aquejan al hombre. Las
investigaciones en esta drea han permitido el aislamiento de principios activos de las
plantas y el desarrollo de farmacos. La Secretaria de Salud en México en el 2001 menciona
que la herbolaria no solo se refiere exclusivamente al conjunto de especies medicinales
utilizadas empiricamente en el pais, sino también al saber que articula la aplicacién de
esos recursos y que hoy es motivo de creciente interés. La atraccion en ascenso por el uso
de las plantas medicinales en México, también su creciente promocion mercantil, no son
privativas del pais, sino comunes en diversas regiones del mundo, en un momento en la
cual ciertos nuicleos de poblacion de diferentes estratos sociales expresan la necesidad de

alternativas naturales de tratamiento médico.

La biodiversidad del reino vegetal en el mundo se estima entre 400,000 y 500,000 especies
de plantas superiores a las cuales solamente a un 10% se les han realizado estudios
fitoquimicos y un menor porcentaje se han sometido a pruebas farmacoldgicas
(Hostettmann y Wolfender 1997). Las propiedades medicinales de las plantas pueden
provenir de cualquiera de sus partes (hojas, tallos, raices, flores o semillas) que producen
sustancias quimicas llamadas metabolitos secundarios o principios activos (Balandrin et
al 1993). Las partes de las plantas mas comtinmente utilizadas como drogas vegetales son

las flores, hojas, tallos, corteza, raiz, rizomas, frutos, semillas, parte aérea (SSA 2001).
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Las plantas producen una diversidad de sustancias, producto del metabolismo secundario,
algunas responsables de la coloracién y aromas de flores y frutos, otras vinculadas con
interacciones ecoldgicas, se ha demostrado que principalmente la mayoria de ellos
participan en el mecanismo de defensa de las plantas, estos integran los principios activos
de las plantas medicinales y los alimentos funcionales tal es el caso de los isoprenoides,
derivados fendlicos y alcaloides. Los extractos vegetales crudos son mezclas complejas

que estan constituidas por cientos de compuestos (Garcia et al 2012)
3.2 Descripcion de las especies a estudiar

3.2.1 Descripcion de la especie Azadirachta indica.

Clasificacién taxonémica (Wren R.C. 1989):
Reino: Plantae
Divisién: Spermatophyla
Subdivision: Angiospermae
Clase: Geraniales
Familia: Meliaceae
Género: Azadirachta
Especie: A. indica

3.2.1.1 Descripcion botanica de Azadirachta indica.

Conocida cominmente como margosa y paraiso de la India en espafiol y como
neem en inglés e hindi, es un 4rbol de tamafio de mediano a grande, caracterizado por su
fuste corto y recto, una corteza arrugada de color de marrén oscuro a gris y una copa densa
y redondeada con hojas pinadas. Nativa al sur de Asia, la margosa se planta y naturaliza
extensamente en las dreas semidridas a través de Asia y Africa. Ha sido introducida a
varias de las islas del Caribe, en donde se le cultiva mas que nada para sombra,
combustible y numerosos productos no madereros que se obtienen de las hojas, la fruta y

la corteza. Las flores de la margosa aparecen enpaniculas estrechas y ramificadas de 5 a
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15 cm de largo. Las flores individuales estdn compuestas de 5 16bulos del ciliz,
redondeados y de un color verde palido; 5 pétalos blancos, oblongos y redondeados de 0.5
cm de largo; 10 estambres unidos en un tubo y un pistilo con un ovario redondeado y un
estilo delgado. En su drea de distribucidn natural y en el Caribe, la margosa florece entre
marzo y mayo. En la zona Sudan-Sahélica en Africa, la florescencia ocurre por lo general
entre abril y julio. Las frutas en forma de aceitunas (drupas) tienen de 1.0 a 2.0 cm de
largo, son lisas y de un color de amarillo verdoso a amarillo cuando maduras. Las frutas
de la margosa madurande junio a agosto en la India y entre septiembre y diciembre en la
zona Suddn-Sahélica de Africa. Las frutas contienen una sola semilla eliptica,
ocasionalmente dos, rodeadas de una pulpa dulce, la cual tiene un fuerte olor que recuerda
al del ajo. La produccién de la fruta comienza por lo usual cuando los arboles tienen de 3
a 5 afios de edad y es profusa cuando los drboles alcanzan su productividad méxima a los
10 anos de edad aproximadamente (Parrota JA y Chaturvedi AN 1994, Carnerio et al
2012; Lépez y Angulo, 2007).

Figura 1. Planta de Azadirachta indica

3.2.1.2 Composicion quimica de Azadirachta indica.

El principal compuesto que ha sido identificado es azadiractina asi como
nimbolinina, nimbina nimbidina, nimbinato de sodio, gedunina, salannina, nimbaneno, 6
desacetilnimbaneno, n-hexacosanol, 7-desacetil-7-benzoiacadiradiona,  nimbiol,

quercetina, 3 sitosterol y flavonoides polifendlicos (Alzohairy 2016).
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3.2.1.3 Usos en medicina tradicional de Azadirachta indica

Se ha demostrado la presencia de metabolitos secundarios con actividad
anticancerigena sobre diferentes lineas celulares (Roma et al 2015; Morris et al 2016),
actividad antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Enterococcus faecalis, Salmonella spp.
(Ali et al 2016; Kankariya et al 2016; Vennila et al 2016; Ghonmode et al 2013;
Goncalves et al 2008) actividad antioxidante de extractos obtenidos con diferentes
solventes de las partes de la especie utilizando diferentes concentraciones (Sithisarn et al
2005; Priyadarsini et al 2009), actividad antiinflamatoria de compuestos que han sido
aislados comparandolos con la accién de farmacos antiinflamatorios (Kumar et al 2012;
Naik et al 2014; Llango et al 2013), efecto hepatoprotector evaluado por medio de
diferentes bioensayos (Baligar et al 2014a, 2014b; Bhanwra et al 2000; Kale et al 2003),
efecto cicatrizante (Ofusori et al 2010; Barua et al 2010; Osunwoke et al 2013) y actividad
antidiabética (Patil et al 2013; Dholi et al 2011; Joshi et al 2011). De la misma forma
existen estudios que confirman que a 1500 mg/kg la azaradictina no muestra toxicidad en
un modelo animal y otros demuestran toxicidad y efectos adversos a partir de la ingesta
de SmL de aceite de semilla (Sinniah et al 1981; Lai ef al 1990; Kumar et al 2014; Jaiswal
et al 1994: Raizada et al 2001).

3.2.2 Descripcion de la especie Juglans regia.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Subdivisiéon: Magnoliopsida
Clase: Fagales
Familia: Jugaglandaceae
Género: Juglans

Especie: J. regia
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3.2.2.1 Descripcion botanica de Juglans regia.

Arbol caducifolio que mide de ocho a quince metros de altura, con hojas pinadas
de tres a cuatro centimetros de largo color verde claro y lisas por el anverso y en el reverso
con pelos suaves (Martinez 1979; SAGARPA 2005). Arbol de gran porte con copa ancha
y hojas caducas de un color verde claro, su corteza es gris planteado, puede alcanzar hasta
30 metros de altura, también puede tener un extraordinario tronco que con la edad se
vuelve agrietado. Presenta hojas alternas imparipinadas, con 7-9 foliolos con el borde liso,
asperos al tacto, anverso brillante de color purpura al aparecer y muy oloroso cuando se
frotan. Presenta amentos solitarios, la inflorescencia surge a finales de verano del afio
anterior invernando en forma de capullo, las flores masculinas se agrupan en amentos, las
femeninas no siempre se agrupan de esta manera por lo general se encuentran solitarias o
aproximadas en corto numeros. Sus frutos son las nueces que maduran en el mes de
octubre y adoptan la forma de drupa recubierta por una cascara carnosa que se torna negra
y se descompone mostrando la arrugada cascara dentro de la cual se encuentra la nuez de
alto valor nutritivo (Méndez 2008; Martinez 1979; SAGARPA 2005). Las 21 especies del
género se distribuyen por todas las regiones septentrionales frias del Viejo Mundo, desde
la Europa sudoriental al este del Japén y mas ampliamente en el Nuevo Mundo, desde el

sudeste de Canad4 al oeste de California y el sur de Argentina (SAGARPA 2005).

Figura 2 Planta de Juglans regia
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3.2.2.2 Composicion quimica de Juglans regia.

Dentro de los principales compuestos identificados se encuentran fenoles,
isoflavonas, flavonoides entro otros (Eidi et al 2013; Ahmad et al 2012; Chen et al 2012;
Akbari et al 2012)

3.2.2.3 Usos en medicina tradicional de Juglans regia.

Se ha demostrado que tiene actividad como antioxidante, hepatoprotectora (Eidi e?
al 2013; Ahmad et al 2012; Chen et al 2012; Akbari et al 2012) y antitumoral (Dzidziguri
et al 2016). Extractos de hojas de Juglans regia tiene efecto protector sobre el dafio
oxidativo inducido por CCly en el higado de ratas (Ahmad et al 2012). Se ha demostrado
también actividad antimicrobiana (Cruz et al 2008), los aceites esenciales de Juglans regia
presentan actividad antioxidante, actividad antibacteriana de amplio espectro sobre Gram-
positivas: Staphylococcus epidermidis MTCC-435, Bacillus subtilis MTCC-441,
Staphylococcus aureus y Gram-negativas: Proteus vulgaris MTCC-321, Pseudomonas
aeruginosa MTCC-1688, Salmonella typhi, Shigella dyssenteriae, Klebsiella pneumonia
y Escherichia coli (Farroqui et al 2015; Zakavi et al 2013). Los extractos en acetato de
etilo de J. regia presentan una potente actividad antiftingica contra todas las cepas de

Candida spp. (Noumi et al 2010; Sharma et al 2008)

3.2.3 Descripcion de la especie Tecoma stans.

Reino: Plantae (CONABIO 2008)
Division: Magnoliophyta
Subdivisiéon: Magnoliopsida
Clase: Lamiales
Familia: Bignoniaceae
Género: Tecoma

Especie: T. stans
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3.2.3.1 Descripcion botanica de Tecoma stans.

Arbol pequeiio o arbusto bajo, perennifolio o caducifolio, de 1 a 10 m (hasta 20
m) de altura, con un didmetro a la altura del pecho de hasta 25 cm. Hojas compuestas,
opuestas e imparipinnadas, 5 a 13 folioladas; los foliolos aserrados y lanceolados, el
foliolo terminal de 2.4 a 15 cm de largo. Corteza dura y acostillada. Flores: inflorescencia
en racimo terminal o subterminal, con 20 flores aproximadamente, s6lo algunas abriendo
al mismo tiempo; céliz corto-cupular, de 4 a 7 mm de largo; corola color amarillo vivo,
con 7 lineas rojizas en la garganta, tubular-campanulada, de 3 a 5 cm de largo. Las flores
son muy vistosas, pero débilmente fragantes. Fruto: una cédpsula alargada, cilindrica y
dehiscente, café, ahusada hacia los extremos, de 7 a 21 cm de largo por 5 a 7 mm de ancho,
la superficie lenticelada; se abre a lo largo para liberar muchas semillas muy finas.
Semillas pequefias, aplanadas y aladas; cuerpo de la semilla de 7 a 9 mm de largo, alas
blanco amarillentas, hialino-membrandceas, agudamente demarcadas del cuerpo de la
semilla e incrementan el tamafio en 8 a 10 mm de ancho por 2 a 2.5 cm de largo. De

sexualidad Hermafrodita (CONABIO 2008).

Figura 3 Planta de Tecoma stans.

3.2.3.2 Composicion quimica de Tecoma stans.
Hojas y raices contienen compuestos bioactivos, especialmente monoterpenos,
flavonoides, lignanos, entre otros (Al Azzawi AM, 2012; Kameshwaran et al 2012;

Lovely et al 2012)
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3.2.3.3 Usos en medicina tradicional de Tecoma stans.

Se ha demostrado actividad antiinflamatoria (Kameshwaran er al 2012) citotéxica
y antimicrobial (Al Azzawi et al 2012; Raju et al 2011); la tronadora, como es conocida
cominmente presenta actividad antidiabética reportada en un modelo murino y en
adipocitos humanos (Alonso et al 2010). Existen estudios del efecto no tdxico a
5000mg/kg de extracto de acetato de etilo via oral a ratas albinas (Raju e al 2011), del
efecto citotdxico sobre lineas de celular de fibroblastos a 100000mg/mL (Al Azzawi et al
2012), de la actividad antimicrobiana y efecto antioxidante de extractos obtenidos de
manera continua con metanol y sus fracciones con acetato de etilo, cloroformo, n-butanol
y acuosa de hojas y ramas por el método DPPH, siendo la fraccién de acetato de etilo de
hojas y ramas la que mostr6 el mayor porcentaje de inhibicion con 83,4 + 0,31 y 82,06 +

0,54% respectivamente (Mohamed et al 2012; Anburaj et al 2016)

3.2.4 Descripcion de la especie Magnolia grandiflora.

Clasificacién taxonémica (Wren R.C. 1989):
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Subdivisiéon: Magnoliopsida
Clase: Magnoliidae
Familia: Magnoliaceae
Género: Magnolia
Especie: M. grandiflora

3.2.4.1 Descripciéon botanica de Magnolia grandiflora.

Arbol monoico perennifolio de hasta 30 m de alto (Johnson, 1976; Gonzalez, 1984)
con tronco erecto y ramificado desde la base; la copa es conica y densa; las ramificaciones
jovenes presentan pubescencia rojiza; yemas cOnicas color verde oscuro, con el dpice
rojizo y pubescente; su crecimiento es lento de joven (menos de 20 cm/aiio) y moderado

en la madurez (25-90 cm/afo); la especie vive de 60 a 80 afios (Pafiella 1972; Castafios,
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1992; Martinez y Chacalo, 1994). Presenta corteza grisdcea, lisa ligeramente fisurada,
presenta cicatrices circulares en cada nudo (Chanes 1979; Hernandez 1980; Martinez y
Chacalo, 1994). Hojas, perennes, ovales oblongas, lanceoladas, color verde brillante,
grandes (7-12 cm de largo y 3-9 cm de ancho), coridceas, lustrosa y glabras en el haz,
densamente tomentosas y ferrugineas en el envés, fragantes cuando son estrujadas;
margen entero, dpice y base agudos o acuminados, nervacion reticulada; peciolo de 1-3
cm de largo, tomentoso, ferrugineo sélo en el dpice; estipulas libres de 1-3 cm de largo
(Mendoza y Rodriguez, 1959; Paiiella, 1972; Herndndez 1980, Martinez y Chacalo, 1994).
Presenta flores hermafroditas, solitarias, terminales y grandes en forma de copa, cuando
estan totalmente abiertas miden de 20-25 cm de ancho, sujetas en cortos pedicelos de 3.5-
4.5 cm de largo, tomentosas y ferrugineas, presentan de 6-12 pétalos carnosos de color
blanco y purpura en la base; numerosos estambres cortos y abundantes pistilos contenidos
en un receptidculo. Floracién de mediados de primavera a mediados de otofio (abril a
noviembre) y presentan el caracteristico olor a limén (Mendoza y Rodriguez 1959; Paiiella
1972; Chanes 1979; Hernandez 1980; Phillips, 1985; Castafios 1992; Martinez y Chacalo,
1994). Presenta fruto polifoliculo verdoso al principio y rojizo al madurar, de 10-12 cm
de largo, de forma ovoide u oblonga, tomentoso y ferrugineo; el foliculo lefioso con
dehiscencia dorsal, contiene de 1-2 semillas rojas ovoides suspendidas sobre filamentos;
semillas de 40-60 por fruto. Fructificacion a mediados de otofio (Chanes, 1979;

Herndndez. C., 1980 Cataldn, 1993; Martinez y Chacalo, 1994).

Figura 4 Planta de Magnolia grandiflora
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3.2.4.2 Composicion quimica de Magnolia grandiflora.
Los principales compuestos que han sido aislados son los que contienen grupos
aromaticos, aceites esenciales, terpenoides, flavonoides, lingananos y neolignanos (Wen

etal 2013; Hu et al 2011; Hiroshi et al 1999)

3.2.4.3 Usos en medicina tradicional de Magnolia grandiflora.

Presentan actividad antiinflamatoria (Luo et al 2013). Actividad anti fingica contra
diferentes dermatofitos, actividad antimicrobiana, actividad antioxidante (Guerra et al
2013; Bajpai et al 2009; Dong et al 2013;), antitumoral (Hou et al 2013; Youn et al 2012;
Han HK et al 2012), antinflamatorio (Chuang et al 2013; Fu Y et al 2013; Kuo et al 2013).
En diferentes regiones se usa para problemas relacionados con el “corazén” y los
“nervios” (SSA 2001). En Michoacdn, Puebla, Tlaxcala y Veracruz, se utiliza
particularmente a esta especie para atender padecimientos del corazon; se bebe como té la
decoccidn de las flores. En ocasiones se hierven las flores junto con la corteza, para calmar

los nervios, aliviar colicos, dolor de pies y tratar la bilis. (BDMTM 2009)

3.3 Actividad Biologica

Los metabolitos secundarios son sustancias orgdnicas de bajo peso molecular, que
se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y demds organismos como respuesta a
multiples factores ambientales a los que se encuentran expuestas (Herbone J.B 1973,
1990). Estos compuestos orgdnicos le atribuyen a la especie en estudio, una accion
farmacoldgica, los cuales se ejercen una vez que han sido ingeridos o aplicados de

diferentes formas como infusiones, tés y otras preparaciones (Estrada 1995).

Partiendo entonces de que las plantas son fuente de multiples sustancias bioactivas y de
que al paso del tiempo el ser humano ha utilizado las plantas para el alivio de sus males y
dolores, se evidencia la necesidad de continuar con la investigacion con enfoques
eficientes en la utilizacién de diferentes plantas para determinar su actividad bioldgica o
aprovechar la evidencia reportada, comprobar dicha informacién en especies de la region

y buscar posibles formas de aprovechar dichos efectos benéficos.

Los principales compuestos presentes en las plantas son los compuestos fendlicos

(taninos, fitoestrégenos y cumarinas); compuestos nitrogenados: (alcaloides, glucésidos

35



cianogenéticos, glucosinolatos, aminodcidos téxicos, lectinas, inhibidores de proteasas);
terpenos: (lactonas, sesquiterpenlactonas, glucésidos cardiacos, saponinas); hidrocarburos
poliacetilénicos y oxalatos (Ikan 1991; Dominguez 1979). Una gran gama de estudios se
ha dedicado al estudio de nuevos compuestos y aplicaciones a partir de fuentes naturales
y muchos relacionados con actividades antimicrobianas de plantas de uso comun en la

medicina alternativa.

3.4 Actividad antifingica

El conocimiento de los hongos microscépicos trajo consigo el desarrollo de la
micologia médica; se descubrieron nuevas entidades clinicas. Se sabe que los hongos no
poseen cloroplastos, por tanto no son fotosintéticos; son organismos heterétrofos, debido
a que no pueden manufacturar sus propios nutrientes como las bacterias; su nutricién es
por absorcion de sustancias orgédnicas simples o elaboradas; se realiza de dos maneras:
como saprofitos, cuando toman sus nutrientes de materia orgdnicas muertas O en
descomposicién y como pardsitos, cuando se nutren de materia viva tal es el caso de los

hongos patégenos primarios y oportunistas (Bonifaz A. 2012).

Las condiciones de crecimiento de estos microorganismos son Optimas para cada especie;
la mayoria de los hongos crecen entre 0 y 55°C, teniendo por lo general un rango de
temperatura ideal entre 20 y 30°C. Los hongos patégenos primarios y oportunistas que
afectan al ser humano por lo general crecen entre 35 y 40 °C, por lo que estan dentro de
los grupos mesofilos y termofilos. La primera clasificacion que surgio fue la empirica que,
de acuerdo con el aspecto macroscépico que presentan, divide a los hongos en: Hongos
macroscopicos, hongos filamentosos, levaduras u hongos de crecimiento limitado

cremoso y los actinomicetos (Bonifaz A. 2012).

La dermatofitosis es una micosis cutdnea que se refiere a un complejo de entidades
causadas por algunos hongos filamentosos relacionados desde el punto de vista
taxondmico que pertenecen a los géneros Trichophyton, Epidermophyton, 'y
Microsporum. En conjunto estos hongos se conocen como dermatofitos y causan
enfermedad en el ser humano, comparten la caracteristica de presentar la capacidad de
invadir la piel, el cabello o las ufias. En cada caso lo hongos son queratinofilicos, por lo

que son capaces de degradar las capas de queratina mds externas de dichas estructuras,
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son conocidas también como tifias y se clasifican segtn su localizacién anatomica o la
estructura afectada: 1) tina del cuero cabelludo, las cejas y las pestafias; 2) tifia de la barba;
3) tifia corporal de la piel lisa o grabla; 4) tifia inguial de la ingle; 5) tifia de los pies, y 6)
tifa ungueal de las ufas también llamada onicomicosis. Los dermatofitos se clasifican en
tres categorias diferentes en funcién de cual sea su hébitat natural: 1) geofilicos, 2)
zoofilicos, y 3) antropofilicos. Los dermatofitos geofilicos viven en el suelo y son
patdgenos ocasionales de los animales y el ser humano, los més frecuentes en México es
M. gypseum; Los dermatofitos zoofilicos suelen parasitar el pelo y la piel de los animales,
aunque pueden transmitirse al ser humano, el mas comin en México es M. canis y los
dermatofitos antropofilicos infectan generalmente al ser humano y se transmiten directa
o indirectamente de una persona a otra, los mas comunes en México son 7. rubrum, T.

tonsurans, T. mentagrophytes (Murray P.R. et al 2009, Bonifaz A., 2012).

Los dermatofitos tienen distribucion universal y la infeccion se adquiere por transferencia
de artroconidias o hifas, o bien de material queratinoso que contenga cualquiera de estos
elementos, a partir de un organismo infectado a otro sujeto susceptible no infectado. Los
dermatofitos son capaces de persistir en escamas de la piel por tiempos prolongados y
puede infectar a pacientes de todas las edades y en ambos sexos. Aunque la dermatofitosis
se registra en todo el planeta en especial en las regiones tropicales y subtropicales, con
climas cdlidos y himedos, la distribucién geogréfica y la virulencia en el ser humano
difieren en cada especie de dermatofitos. En lo que respecta a Latinoameria y Mexico, los
cinco dermatofitos méas frecuentes son: T. rubrum (70%), T. mentagrophytes (10%) t.
tonsurans (3%), M. canis (13%) y E. floccosum (1%) (Murray P.R. et al 2009, Bonifaz
A., 2012).

El tratamiento de la dermatofitosis depende de una serie de circunstancias como son:
topografia clinica, extension y profundidad del padecimiento. Los agentes causales son
casi en su totalidad sensibles a los mismos tratamientos. Existes dos tipos de tratamientos,
sistémico y topico, con indicaciones precisas cada uno. La terapia sistémica se debe
utilizar en tifias de la cabeza, barba, ufias, crénicas, muy extensas, profundas,

corticoestropeadas, pacientes inmunosuprimidos (Bonifaz A., 2012).
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Diversos estudios demuestran evidencia cientifica de la actividad biolégica sobre

diferentes especies fiingicas como:

La actividad antifingica de extractos metandlicos, acetonicos y con acetato de etilo de
hojas de J. regia sobre diferentes cepas de Candida spp, mostrando valores de MIC que
oscilan entre 0.006 mg/mL hasta 0.195 mg/mL en los extractos con acetato de etilo

(Noumi E er al 2010).

La actividad antifungica de extracto corteza de J. regia sobre Candida albicans una

levadura patégena (Alkhawajag 1997).

La actividad antifingica de extractos acuosos de madera de nogal y cdscaras verdes
(Juglans regia L.) de cinco variedades diferentes (Franquette, Mayette, Marbot,
Mellanaise y Parisienne), todos inhibieron el crecimiento de Candida albicans,

Cryptococcus neoformans (Ivo et al 2008).

La actividad antifungica de extractos acuosos de J. regia sobre nueve aislados de
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes 'y Trichophyton violaceum. El extracto
reduce el crecimiento los tres dermatofitos en un 36 a 100% en comparacién con el
tratamiento control. Juglans regia impide totalmente el crecimiento de M. canis y T.
violaceum. Las MICs de estas plantas mds activos vario de 0,6 a 40 mg/mL (Ali y Abu en
1999).

La actividad antiftingica de extractos etandlicos de corteza de Junglas regia sobre
Trichophyton rubrum, T. violaceum, T. gourvila, T. schoenleini, Microsporum gypseum,
M. audouini M. vanbreuseghemii, Sporotrichum schenckii, Candida albicans, C.
tropicalis (Ahmad et al 1973).

La actividad antifiingica a partir de extractos orgdnicos de Tecoma stans sobre dos
especies de hongos subcutdneos: Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi por el
método de dilucién agar con una concentracién de 100 pg/mL, mostrando mejor actividad
sobre F. pedrosoi mostrando un MIC de 12.5 pg/mL (Indra ef al 2010).

La actividad antifingica de 7. stans por medio del ensayo de difusiéon en gota sobre

especies de Aspergillus y Alternaria (Robles et al 2011).
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La actividad antifungica sobre la levadura Candida albicans 077 de nanopartuiculas de
plata impregnadas de extractos de hojas de Azadirachta indica (Qasim et al 2015).

La actividad antifungica de extractos de acetato de etilo, acuoso y etandlicos de hojas de
neem (Azadirachta indica) sobre el crecimiento de algunos patégenos humanos
(Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus,
Candida albicans y Microsporum gypseum) in vitro. El extracto de acetato de etilo al 20%
dio la inhibicién mds fuerte en comparacién con la actividad obtenida por la misma

concentracion de los otros extractos (Mhmoud et al 2011).

La actividad antifungica eficaz de los aceites esenciales de Magnolia grandiflora frente a
cinco cepas de dermatofitos: Microsporum canis, Tricophyton mentagrophytes,
Tricophyton tonsurans, Tricophyton rubrum y Epidermophyton floccosum (Guerra et al
2013).

La actividad antidermatofitica de aceites esenciales y extractos de Magnolia liliflora Desr.
el aceite (1,000 g/ disco) y extractos (1500 mg / disco) revelaron 42,36 a 63,12% y 19,07
a 54,14%, respectivamente, junto con sus respectivos valores de CMI que varian entre el
62,5 2500y 250 a2.000 g/ mL en contra de las especies de Trichophyton 'y Microsporum
spp. (Bajpai et al 2009).

3.5 Actividad antibacteriana

El incremento de enfermedades infecciosas se produce en respuesta a los cambios
ecologicos globales incluyendo aquellos debidos al desarrollo de las comunidades y uso
de la tierra, al comportamiento humano irracional, a los viajes y comercio internacional,
al desarrollo tecnoldgico industrial, a las crisis en medidas de salud ptblica y sobre todo
a los cambios y adaptaciones microbianas. Estos ultimos han generado el fendmeno de la
resistencia bacteriana en multiples cepas bacterianas de importancia médica, ya es
considerado como un fenémeno de crisis mundial con consecuencias graves, ya que en el

area clinica los pacientes presentan una o varias cepas multidrogoresitentes.

Algunas de las principales condiciones que favorecen la resistencia bacteriana son el
movimiento de pacientes dentro y entre instituciones médicas y la utomedicacion (Levy
2002). A nivel celular, los principales mecanismos de la resistencia incluyen sistemas de

flujo activo de la droga, mutaciones por alteraciones de la permeabilidad celular,
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degradacion celular de los antibidticos y alteraciones de sus blancos celulares por

mutaciones o por metilaciéon (Brehm et al 2003).

La presencia de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana en productos
naturales le atribuye a estos, caracteristicas terapéuticas desde afios remotos y en la
busqueda constante de agentes antimicrobianos la implementaciéon de modelos
farmacodindmicos es una herramienta util para el andlisis de los compuestos naturales

potencialmente activos desarrollados in vivo o in vitro (Campion et al 2005).
Estudios reportan diferentes especies de plantas con actividad antimicrobiana como:

La actividad antibacteriana de extractos metandlicos de hojas y cascara de fruto de J. regia
sobre Listeria momocytogenes ATCC 7544 (MIC de 2500 y 5000 pg/mL)
respectivamente, Sthapylococcus aureus ATCC 6538P (MIC de 2500 y 5000 pg/mL
respectivamente), Escherichia coli ATCC 25922 (MIC de 5000 pg/mL) para ambos
extractos, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (MIC de 5000 pg/mL) para ambos

extractos (Nostro et al 2016).

La actividad antibacteriana de extracto corteza de J. regia sobre, bacterias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans, bacterias Gram-negativas: Escherichia

coli 'y Pseudomonas aeruginosa (Alkhawajag 1997).

La actividad antibacteriana a partir de extractos con disolvente (metanol, n-hexano,
acetato de etilo, n-butanol y agua) obtenidos a partir de madera de nogal (Juglans regia
L.) de cdscara verde, el extracto de acetato de etilo, mostr6 la mayor actividad en 3,2 mg

/ mL sobre Staphylococcus aureus SG511 (Kook et al 2015).

La actividad antibacteriana de extractos etandlios de corteza de J. regia sobre cepas de
bacterias patégenas de Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus

aureus el MIC vari6 desde 32 hasta 128 pg/mL (Kamel et al 2013).

La actividad antibacteriana de extractos acuosos de corteza de J. regia sobre cepas de
aislados clinicos multidrogoresistenstes de Salmonella thypi, y Escherichia coli (Junaid

et al 2013).
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A partir de extractos acetonicos y acuosos de J. regia se probaron mediante ensayos con
saliva de pacientes que tienen caries dentales, por medio de difusién en placa, que el
extracto con acetona es el mds eficaz, como medicamento anticariégeno usando100 -400

ug por disco (Zakavi et al 2013).

Las actividades antibacterianas a partir de la extraccién por microondas con diferentes
solventes se probaron sobre 16 cepas bacterianas todos los extractos mostraron actividad

siendo la mejor la extraccion con acetato de etilo (Nandini et al 2009).

La actividad antibacteriana de extractos acuosos de madera de nogal cdscaras verdes
(Juglans regia L.) de cinco variedades diferentes (Franquette, Mayette, Marbot,
Mellanaise y Parisienne). Todos los extractos inhibieron el crecimiento de las bacterias
Gram positivas, siendo Staphylococcus aureus el més susceptible con el MIC de 0,1 mg /
mL para todos los extractos. Se probaron cepas contra bacterias gram positivas (Bacillus
cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus) y bacterias Gram negativas (Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) (Ivo et al 2008).

La actividad antibacteriana de extractos acuosos y metandlicos de J. regia sobre cepas de
aislados clinicos de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Microccus sp., Escherichia
coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeuroginosa, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonia, Shigella sp., Enterobacter cloacae, Pasteurella multocida,
Helicobacter pylori, Campilobacteri jejuni de un total de 350 cepas probadas (Farooqui
et al 2015).

La actividad antibacteriana de extractos obtenidos de manera continua con metanol y sus
fracciones con acetato de etilo, cloroformo, n-butanol y acuosa de hojas y ramas de 7.
stans sobre Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Serratia marcescens, Salmonella typhi, Proteus vulgaris y Pseudomonas

aeruginosa, siendo el extracto metandlico el de mayor actividad (Mohamed et al 2012).

Las actividades biolégicas de Tecoma stans, como la actividad antioxidante,
antimicrobiana, actividad antifungica, actividad contra el cancer, la actividad

antihiperlimemiante (Anburaj et al 2016).
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La actividad antibacteriana eficaz de tres extractos de diferentes solventes etanol, metanol
y el agua de la hoja de Tecoma stans sobre Pseudomonas fluorescens, Clavibacter
michiganensis sub sp. michiganensis, Xanthomonas axanopodis pv. malvacearum,
Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella neumonia

(Govindappa et al 2011)

La actividad antibacteriana de Tecoma stans sobre Helicobacter pylori. El anti- H pylori
de extractos metandlicos de las plantas se determiné utilizando el método de

microdilucién (Marzouk et al 2006).

La actividad antibacteriana de Azadarichta indica sobre cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Enterococcus
faecalis, Salmonella spp (Ali et al 2016; Kankariya et al 2016; Vennila et al 2016;
Ghonmode et al 2013; Goncalves et al 2008)

La actividad antibacteriana de Magnolia oficinalis a partir de extractos metandlicos sobre
Staphylococcus auerus evaluando por microscopia el dafo celular, resultando dafios en la

pared celular provocando lisis a la célula (Hu Y et al 2011).

La actividad antibacteriana a partir de los aceites esenciales de Magnolia grandiflora

sobre Staphylococcus aureus 'y Streptococcus pyogenes (Guerra et al 2013).

3.6 Actividad antioxidante

El proceso de oxidacion y los agentes promotores son de suma importancia para la
salud en la actualidad, ya que influyen considerablemente en la homeostasis celular en el
organismo, asociado a la funcién antioxidante se considera el proceso de 6xido—
reduccién, cuando se pierde electrones de hidrogeno y ganancia de oxigeno en una
molécula, mientras que otra molécula gana electrones de hidrégeno con la pérdida de
oxigeno. Este proceso es cotidiano en el organismo y representa balance redox o potencial
redox. Un radical libre es aquella estructura quimica que presenta electrones no apareados,
es altamente reactiva, a su vez forma otros radicales libres en cadena. Los compuestos en
cuestion forman parte de las llamadas especies reactivas del oxigeno (ERO) o ROS
(Reactive Oxigen Species), mismos que afectan a las células provocando estrés oxidativo.

Muiltiples estudios han relacionado este desbalance del sistema oxidativo, como también
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conocido como estrés oxidativo, con el que se relacionan alrededor de 100 enfermedades,
entre las que se encuentran los cardiovasculares cdnceres gastricos, infecciosos,
neuroldgicos y del sistema endocrino (Coronado ef al 2015). La investigacién basada en
aprovechar el recurso natural con el que se cuenta, manifiesta la necesidad de buscar la
presencia de metabolitos secundarios que presenten esa capacidad de estabilizar moléculas
altamente reactivas. Estudios han reportado la presencia de moléculas con actividad
antioxidante derivados de plantas utilizadas en la medicina tradicional o de algunos

alimentos (Treviiio et al 2012; Kakuta et al 2012).

Se ha encontrado evidencia que el hidrolizado enzimatico de semillas de Juglans regia L.
preparado por incubacién por proteasas, posee excelente capacidad antioxidante,

determinado por el método ABTS (Jahanbani et al 2016).

El aceite esencial de hojas de J. regia es un potencial antioxidante utilizando el método
de DPPH. Los resultados mostraron valores de concentracion inhibitoria del 50% (ICso)

de 34,5 y 56,4 mg / mL (Pereira JA et al 2007).

El incremento de enzimas antioxidantes: superoxido dismutasa y catalasa con el uso de

extracto de nuez (Eidi A et al 2013).

La actividad antioxidante de hojas de Juglans regia por métodos in vitro: quimicos e

intracelulares mostrando notable actividad (Zhao MH et al 2014).

El efecto de consumir nueces en pacientes voluntarios con estrés oxidativos, mostrando
un incremento en la captacién de radicales libres comparado con consumo de dietas

refinadas. Haddad et al 2015

Las hojas de nogal obtenidas a partir de 14 fuentes diferentes contienen fenoles totales
que oscilaron entre 17.7-39.6 mg de equivalentes de dcido galico (GAE) / g. los extractos

metandlicos posefan la actividad més potente (DPPH) (Cosmulescu S, ef al 2012)

El beneficio de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), a partir de extracto de nogal
para reducir el dafio de células del hipocampo, mediada por inflamacion y estrés oxidativo,
demostrandose un considerable beneficio contra la muerte celular y desregulacion del

calcio (Carey et al 2013).
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Los extractos con disolvente (metanol, n-hexano, acetato de etilo, n-butanol y agua)
obtenidos a partir de madera de nogal (Juglans regia L.) de cdscara verde, se demostré su
capacidad antioxidante por medio del método DPPH resultando una 1Cso de 13,43 g/
mL (Kook et al 2015).

La actividad antioxidante de extractos etandlios de corteza de J. regia determinado por el

método DPPH mostré una ICso de 3,5 pg/mL (Kamel et al 2013).

La actividad antioxidante de extractos acuosos de madera de nogal cdscaras verdes
(Juglans regia L.) de cinco variedades diferentes (Franquette, Mayette, Marbot,
Mellanaise y Parisienne) resultando, por el método DPPH una ICs inferiores a 1 mg / ml

para todos los extractos ensayados (Ivo et al 2008; Pereira et al 2007).

La alta capacidad antioxidante determinada por medio de diferentes métodos a partir de
extractos de Juglans regia gracias a metabolitos secundarios del fruto siendo los
principales compuestos responsables: taninos, fenoles, isoflavonas, flavonoides (Yin et al

en el 2015; Ahmad et al en el 2012; Chen et al 2012; Akbari et al 2012)

Efecto antioxidante de extractos obtenidos de manera continua con metanol y sus
fracciones con acetato de etilo, cloroformo, n-butanol y acuosa de hojas y ramas por el
método DPPH, siendo la fraccion de acetato de etilo de hojas y ramas la que mostré el
mayor porcentaje de inhibicién con 83,4 + 0,31 y 82,06 £ 0,54% respectivamente.

(Mohamed et al 2012).

Tecoma stans tiene diversas actividades farmacoldgicas tales como la actividad

antioxidante, antimicrobiana (Anburaj et al 2016).

La actividad antioxidante de extractos obtenidos con diferentes solventes de las partes de
la especie Azadarichta indica utilizando diferentes concentraciones por el método DPPH

(Sithisarn et al 2005; Priyadarsini et al 2009).

Los aceites esenciales de Magnolia grandiflora presentan actividades antioxidantes con

valores efectivos de concentracion media maximas > 250 pg / mL (Guerra et al en el

2013).
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La capacidad antioxidante del aceite esencial y extractos de solventes de diferente
polaridad de Magnolia liliflora determinada por el método DPPH resultaron valores de
ICsp entre 10.11 y 178.10 pg/mL, mostrando el extracto metandlico una ICsg alrededor de

45 pg/mL (Bajpai et al en el 2009).

3.7 Toxicidad

Es indispensable considerar que los metabolitos secundarios presentan actividades
bioldgicas ttiles para la salud, pero de la misma forma pueden manifestar eventos de
toxicidad, asociado a su concentracion, por tanto, es necesario determinar y conocer la
CLso de un extracto, ya que se busca siempre el efecto bioldgico benéfico aunado al no
toxico (Lagarto et al 2001; Gonzalez y Aportela 2001). Las larvas de Artemia salina han
sido utilizadas en bioensayos en numerosas investigaciones, publicando la CLso de
metabolitos secundarios aislados o de extractos crudos, ya que desde el punto de vista
ecotoxicoldgico los invertebrados acudticos juegan un papel importante en la transferencia
de alimentos o flujo de energia dentro de la cadena alimentaria de estos ecosistemas, por
lo que las alteraciones originadas por la presencia de un agente toéxico en uno de estos
grupos pueden en algun grado, interferir con otros componentes interdependientes de la
cadena trofica. La evaluacion de la toxicidad en larvas de Artemia salina ademds de ser
un bioensayo, practico y econdmico nos permite realizar mediciones experimentales del
efecto de agentes quimicos en sistemas bioldgicos, estableciendo relaciones de

concentracion-respuesta bajo condiciones controladas (Sanchez 2005; GuTu ez al 2015)

Existe evidencia cientifica de plantas que presentan cierto grado o nula toxicidad por

diferentes ensayos o bioensayos:

Se demostro el efecto no toxico a 5000mg/kg de extracto de acetato de etilo Tecoma stans
via oral a ratas albinas (Raju et al en el 2012) y el efecto citotoxico sobre lineas celulares

de fibroblastos a 100000 pg/mL (Al-Azzawi en el 2012).

De la misma existen estudios que confirman que a 1500 mg/K azaradictina no se muestra
toxicidad en un modelo animal y otros demuestran toxicidad y efectos adversos a partir
de la ingesta de SmL de aceite de semilla (Lai ef al 1990; Kumar et al 2014; Jaiswal et al
1994; Raizada et al 2001)

45



La toxicidad nula de compuestos de especies del genero Magnolia spp como el honikol y

magnoliol (Prasad et al 2016: Pan et al 2016; Sakaue et al 2016).

Estudios previos han reportado datos de hipersensibilizacion asociada con el uso tépico
de nogal; sin embargo, el extracto acuoso de nogal modula la toxicidad de la
ciclofosfamida y la metabolizacién protegida y enzimas antioxidantes durante la
quimioterapia. En ratones, la dosis letal media-mdxima (DLso) de inyeccion
intraperitoneal de hoja acuosa J. regia y extracto etandlico fue de 5,5 y 3,3 g. Del mismo
modo, a una dosis de 5 mol / L, juglone redujo significativamente la concentracion de
ATP en los eritrocitos. En contraste, la actividad de 10 mmol / L juglone en la unién de
anexina fue inhibida considerablemente mediante la eliminacién de Ca” * extracelular

(Nisha et al 2016).

3.8 Biopolimeros

El aprovechamiento de biomoléculas con caracteristicas quimicas, fisicas y
estructurales que permitan apoyar a la dispersion de sustancias para el tratamiento de
diferentes enfermedades es lo que ha motivado a la ciencia apoyarse en lo biopolimeros
los cuales a lo largo del tiempo han logrado convertirse en una herramienta biotecnoldgica
de gran importancia dentro de los mds utilizados estdn los hidratos de carbono ya que
cuentan con estructuras tnicas que han sido explotadas por los quimicos sintéticos para el
disefio de biomateriales. Las caracteristicas estructurales, tales como la presencia de un
carbono anomérico, multiples grupos hidroxilo, estructuras ciclicas, y quiralidad son de
gran importancia para el disefio de biomacromoléculas; caracteristicas fisicas y quimicas
como el ser atoxicos, biocompatibles, biodegradables, con propiedades de adhesion a las
mucosas, ademads de ser abundantes en la naturaleza, renovables y considerados materiales
de bajo costo para la introduccién de la hidrofilicidad y biocompatibilidad en los sistemas
poliméricos estas caracteristicas han conducido a su uso en el desarrollo de nuevos

materiales sostenibles para aplicaciones biomédicas (Sizovs et al 2010)

Existen multiples biopolimeros de origen natural y de los mds utilizados se encuentra el
almidon, la celulosa, el 4cido polilactico, el quitosan y el pululano. Los biopolimeros se
pueden clasificar segin su fuente, en tres subgrupos: polimeros basados en recursos

renovables (almidén y celulosa), polimeros biodegradables basados en mondmeros
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bioderivados (aceites vegetales y &cido lactico) y biopolimeros sintetizados por

microorganismos (polihidroxialcanoatos) (valero et al 2013).

3.8.1 Quitosan
El quitosan es producido comercialmente por la desacetilacion de la quitina,

obtenido por los desechos de crusticeos y algunos insectos (figura 5). Chistosan
o (1-4)—unido a 2-amino-2-desoxy-s-D-glucan segundo polisacdrido més abundante en
la naturaleza después de la celulosa, el cual presenta caracteristicas como
biodegradabilidad y no toxicidad, se ha usado en diferentes aplicaciones solo o combinado
con otros polimeros naturales como el almidén o gelatina, en algunos alimentos, productos

comercializados, textiles, agua y cosmética (Dutta et al 2013; Younes et al 2015).

CH,0H =
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CH;
R= —H yz350% = Quiwsano

Figura 5 Estructura quimica de quitosan y quitina

Se ha demostrado actividad antimicrobiana sobre una amplia gama de microrganismos
tales como bacterias Gram negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Salmonella enteritidis, Enterobacter aerogenes 'y Gram positivas:
Staphylococcus aereus, Corynebacterium, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis. Levaduras y hongos: Alternaria brassicicola, A. solani, Aspergillus flavus, A.
niger, A. parasiticus, Botrytis cinerea, Byssoclamys spp., Fusarium concentricum, F.
oxysporum, Mucor piriformis, M. racemosus, Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani,

Rhizopus stolonifer, Candida albicans, C. parapsilosis, Microsporum canis, M. gypseum,
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Tricophyton mentagrop hytes, T. rubrum y T. tonsurans (Hironori et al 2015; Kong et al

2010; Rahman et al 2014).

Los biopolimeros a base de quitosan resultaron efectivos en la reduccién de la
hidrofobicidad y la adhesién de C. albicans a células, (Azcurra et al., 2006). Sus
propiedades bioadhesivas y antimicrobianas brindan efecto paliativo como recubrimiento
de lesiones en boca como candidiasis y aftas orales (Aksungur et al., 2004). Como
vehiculo en la liberacién prolongada de antibidticos (San et al., 2009; Ramdas et al., 1999;

Bhattarai et al., 2006).

El quitosan es insoluble en agua, alcohol, y acetona y soluble en soluciones de dcidos
orgénicos con pH < 6, es un excelente floculante por la presencia de grupos amino en su
estructura e interactian con coloides cargados negativamente, tiene capacidad de unién
con iones metdlicos; gracias a todas estas caracteristicas principalmente se ha usado el
quitosan para la purificacién de agua, procesamiento de alimentos y quelacion de iones

metalicos (Hoon et al 2001).

Son diversos los usos del quitosan como vehiculo de liberacién de sustancias
farmacoldgicas: como ketoralaco, gatifloxacino (Chelladurai et al., 2008 y Gorle and

Gattani, 2009)

3.8.2 Pululano
El pululano es un homopolisacarido lineal sintetizado a partir del almidon, de

origen microbiano (Aureobasidium pullulans), compuesto por unidades repetitivas de
maltotriosa, cada tres unidades de glucosa unidos covalentemente por enlaces
glucosidicos a-(1-4), se encuentran unidos por enlaces glucosidicos a-(1-6), (figura 6)
tiene propiedades adhesivas, ampliamente utilizado en industria farmacéuticas vy
biomédicas, en alimentos y cosméticos, considerado como un biomaterial por ser no
toxico, no mutagénico, no immunogénico y no cancerigeno (Zisovs et al 2010; Zhang et
al 2016; Wang et al 2016). Las formulaciones a partir de soluciones acuosas, son claras,
incoloras, insaboras, buenas barreras al oxigeno, resistentes al aceite y sellables por calor.

Las coberturas de pululano se han usado para prolongar la vida de anaquel de algunos
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alimentos, por lo que es utilizado en diferentes industrias como la de alimentos,

farmacéutica y manufactura (Kawahara et al., 2003).

sz CH,OH CH,OH
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Figura 6 Estructura del pululano

El tener caracteristicas de ser biodegradables, biocompatibles, no téxicos hacen que el
quitosan y el pululano se utilicen en diferentes biomateriales en el drea médica y
farmacéutica. Multiples farmacos o principios activos con actividad microbiana pueden
ser incorporado o disuelto en la formulacién de dichos biopolimeros generando sistemas
de liberacién de drogas; el quitosan y el pululano pueden ser empleados en forma aislada
0 en combinacion con otros compuestos, observando una mejoria en sus caracteristicas

fisicas, mecdnicas y /o bioldgicas (Galaev and Mattiason, 2008; Wang et al.,2000).

3.9 Analisis estadistico

3.9.1 Analisis Probit
Este método se basa en la cuantificacion de la vulnerabilidad de los individuos ante

efectos fisicos de una magnitud determinada que se suponen conocidos. El método
consiste en la aplicaciéon de correlaciones estadisticas para estimar las consecuencias
desfavorables sobre la poblacion u otros elementos vulnerables para los distintos niveles
o dosis de los estimulos. La respuesta de una poblacién ante un fendmeno fisico se

distribuye segtin una ley log-normal (Ferrdn, 2001).
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3.9.2 Analisis univariante
El andlisis univariante da un andlisis de regresion y un andlisis de varianza para

una variable dependiente mediante uno o mds factores o variables. Las variables de factor
dividen la poblacién en grupos. Con el procedimiento modelo lineal general se pueden
contrastar hipétesis nulas sobre los efectos de otras variables en las medias de varias
agrupaciones de una unica variable dependiente. Se pueden agregar los efectos de las

covariables y las interacciones de covariables con los factores (Ferrdn, 2001).

3.9.3 Tukey
La prueba de Tukey es parecida a una prueba t de student ya que se calcula la unica

diferencia critica para para realizar todas las comparaciones entre las medias, crea
intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles
de los factores mientras controla la tasa de error por familia en un nivel

especificado. (Ferrdn, 2001).
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4 JUSTIFICACION

En base a la prevalencia de las diferentes enfermedades a nivel nacional, las cuales se
pueden presentar de manera asintomatica, sintomdtica aguda y crénica, se ha demostrado
la utilidad de diferentes sustancias farmacoldgicas para su tratamiento en la medicina
alopdtica, presentando en ocasiones eventos como resistencia bacteriana, resistencia
fingica y/o oxidacién celular. Las enfermedades infecciosas son causadas por
microrganismos los cuales participan en las complicaciones de enfermedades crénico
degenerativas, mismas que han estado en aumento nuestro pais. Dentro de los tratamientos
de las enfermedades infecciosas se encuentran los antibidticos de manera tépica (cremas,
geles) y sistémicos (capsulas, tabletas) aplicados por variedades de tiempo de 2 a 4
semanas para el caso de los topicos y para caso de tratamientos sistémicos mas de 2 a 6
meses de duracion aproximadamente. Los tratamientos tdpicos presentan como
desventajas el tiempo de duracion de tratamiento, la interaccion con diferentes sustancias
contenidas en cremas humectantes y/o bloqueadoras, asi como penetrabilidad limitada;
los sistémicos presentan interaccion con el metabolismo de diferentes farmacos
ocasionando consecuencias hepaticas, cardiacas entre otras, y las condiciones de pH

gdstrico e intestinal limitan su absorcion.

La investigacién basada en el recurso vegetal para el tratamiento de enfermedades ha
demostrado que existen plantas con actividad antiftingica sobre las especies de algunos
dermatofitos, asi como actividad antimicrobiana y antioxidante lo que hace a estas plantas,

especies de interés de estudio para su aplicacion.

Por tanto la relevancia de este proyecto es evaluar la actividad antimicrobiana de los
extractos de las plantas ya mencionadas y su aplicaciéon en formulaciones a base de
biopolimeros, de esta manera resultard ser una opcion futura de tratamiento un sistema de
liberacion de metabolitos secundarios activos a partir de materias primas de bajo costo,
facil aplicacién y con caracteristicas adecuadas para la funcién destinada y que sea

clinicamente util.
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5 HIPOTESIS

La aplicacién de los extractos metandlicos de las plantas Azadirachta indica, Juglans
regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora, en formulaciones a base de biopolimeros

tendrén actividad bioldgica sobre microorganismos de importancia médica.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la aplicacion de los extractos metandlicos de las plantas Azadirachta indica,
Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora y su aplicacion en formulaciones a

base de biopolimeros sobre microorganismos de importancia médica.

6.2 Objetivos particulares

e (olecta, identificacioén y procesamiento del material vegetal.

e Obtencidn de los extractos metanodlicos de las plantas en estudio.

e Determinar los metabolitos presentes en las especies, mediante el uso de pruebas
para la identificacion quimica de grupos funcionales.

e Determinar la actividad antiftingica de los extractos sobre Microsporum canis,
Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton tonsurans, Tricophyton rubrum 'y
Epidermophyton floccosum.

e Evaluar la actividad bactericida de los extractos metandlicos de las plantas en
estudio sobre Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Sthaphylococcus epidermidis y Streptococcus pyogenes.

e Obtencion de extractos acuosos de las plantas en estudio que presenten actividad
bioldgica.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos activos de las plantas,
mediante la técnica de reduccion del radical DPPH.

e Evaluar la toxicidad de los extractos activos de las plantas, mediante el bioensayo
de Artemia salina.

e Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos activos impregnados en
formulaciones a base de biopolimeros sobre los microrganismos en estudio.

e Evaluar la conservacion del efecto antimicrobiano de los extractos con mayor
actividad, impregnados en formulaciones a base de biopolimeros y ensayados a
diferentes condiciones de luz, temperatura y tiempo de exposicién sobre los

microorganismos de importancia médica.
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7.1.1

7.1.2

7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Equipo de laboratorio y Reactivos

Equipo de Laboratorio
Agitador Vortex VWR Mixer

Autoclave American Mod 25x-1
Balanza analitica AND

Balanza granataria digital AND
Bafio de Calentmiento Shel Lab
Campana de extraccién de humos
Tecno Lab

Campana de flujo laminar

Lannoco

Reactivos
1,1-Difenil-2-picrihidrazil (DPPH)
(Sigma- Aldrich)

2,4- Dinitrofenilhidracina
Acetato de etilo (CTR)

Acetona

Acido acético glacial (CTR)
Acido ascérbico (Sigma- Aldrich)
Acido clorhidrico (CTR)

Acido picrico (CTR)

Acido sulftrico (CTR)

Agar Infusién cerebro-corazén
(Oxoid microbiology products)
Agar Papa Dextrosa (Bioxon)
Agua bidestilada estéril

Alfa naftol

Espectrofotometro UV visible
Horno Shel Lab

Incubadora con agitacién Shel Lab
Microscopio estereoscopico Leica
Molino Industrial Thomoas-Wiley
Scientific

Plancha de calentamiento Thomas
scientific

Refrigerador

Dicromato de potasio

Dimetil sulfoxido

Gentamicina (Sigma- Aldrich)
Hipoclorito de sodio

Levadura de cerveza (Pronal Ultra)
Limaduras de Magnesio

Metanol (Sigma- Aldrich)
Pululano (90%, Hayashibara Co.,
Okayama, Jap6n)

Quitosan de concha de cangrejo
acetilacion al 85% Aldrich St.
Louis, MO, EE.UU.)

Sal de mar (Coralife Scientific
Grad Marine Salt).

Terbinafina (Sigma- Aldrich)
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e Anhidrido acético e Tetracloruro de carbono
e Azul de metileno e Tween

e Benceno

7.1.3 Material Biologico
7.1.3.1 Material Vegetal

Pantas: Azadirachta indica, Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora (tallos,
hojas, frutos y flor) colectadas en los limites territoriales de Monterrey, Nuevo Leodn,
México, los ejemplares fueron depositados en el herbario de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

7.1.3.2 Cepas de Bacterias
Las cepas utilizadas fueron aislados clinicos conservadas en el cepario del Centro
Regional de Control de enfermedades infecciosas del departamento de Microbiologia de

la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

e Serratia marcescens e Escherichia coli

e Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus

e Enterobacter agglomerans e Sthaphylococcus epidermidis
e Enterobacter cloacae e Streptococcus pyogenes.

7.1.3.3 Cepas de Hongos
Las cepas utilizadas fueron aislados clinicos de hongos dermatofitos conservados en el
cepario del Centro Regional de Control de Enfermedades Infeccionas del Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n.
e Microsporum canis e Tricophyton rubrum
e Tricophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum

e Tricophyton tonsurans
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7.1.3.4 Artemia Salina
Nauplios de Artemia salina (Brine Shrimp Eggs San Francisco Bay Brand INC),
adquiridos en Pet Mart Co., USA.

7.2  Recoleccion de las plantas e identificacion del material vegetal.

El material vegetal se recolecté en municipios del estado de Nuevo Ledn, México.
Azadirachta indica en zonas rurales de Monterrey, Tecoma stans en el municipio de
Rayones, Juglans regia y Magnolia grandiflora en zonas rurales de Monterrey; durante

el periodo de febrero a Julio del 2013.

7.3 Secado y molienda del material vegetal.

El material vegetal se sec a temperatura ambiente, colocdndolo en mesas metdlicas y con
ventilador, posteriormente se tritur6 en un triturador industrial de nixtamal para
fraccionarlo y ponerlo en una estufa a 40°C por 48h, ya seco se molié en un molino
Industrial Thomoas-Wiley Scientific, para obtener un polvo de 0.5mm de tamafo de

particula (Navarro G.V.M. et al., 2006).

Secado
—

Triturar en
Molino

Molino Industrial

Licuadora

Pre molido

Figura 7. Diagrama de flujo del secado y molienda del material vegetal
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7.4 Extraccion del material Vegetal.

Las partes utilizadas del material vegetal fueron tallos, hojas, frutos y flor de Azadirachta
indica, Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora. Se pesaron 100 gramos de
material vegetal seco y se adicionaron 500mL de alcohol metilico grado reactivo
destilado, se dejé a temperatura ambiente por 72 horas, el macerado se filtr6 utilizando
papel filtro de poro grueso repitiendo el proceso seis veces utilizando solvente nuevo en
cada ocasion. El filtrado del macerado se concentré en un Rotovapor Buchii modelo 215
para separar el solvente, el extracto crudo se llevé a sequedad completa en estufa de aire
caliente a temperatura menor a 50 C. El extracto seco se almacend en refrigerador a 4°C

en frasco ambar hasta su utilizacion (Nostro A. et al., 2000; Navarro G.V.M. et al., 20006).

Figura 8. Pesado, maceracion, filtrado y concentrado de material vegetal.

7.5 Métodos quimicos de identificacion, pruebas para grupos funcionales.

Para la determinacion inicial de los compuestos presentes en los extractos se realizaron
las pruebas quimicas de identificacién. Los extractos crudos se prepararon a 50 mg/mL
disueltos en metanol. Se utilizaron placas de ceramica de 12 pozos (Rodriguez G. 2010,

2011, Kuklinski, 2000).
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7.5.1 Insaturaciones

7.5.1.1 Prueba de KMnO4

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de agua, acetona o metanol y se le
agregd gota a gota una soluciéon de KMnO4 al 2% en agua. La prueba es positiva si se

observa decoloracién o formacién de precipitado café, resultado de la formacion de

diéxido de magnesio (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.2 Grupo Carbonilo
7.5.2.1 Prueba de la 2-4 Dinitrofenilhidracina

Una muestra de 1 a 10 mg del extracto se disolvié en etanol, se le afiadié una solucién
saturada de 2-4 dinitrofenilhidracina en HCI 6N, la formacién de un precipitado amarillo

o naranja indica la presencia del grupo carbonilo (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.3 Oxidrilos fenolicos

7.5.3.1 Prueba de FeCl3
Se disolvieron 1-2 mg del extracto en 1 mL de agua o etanol y después se le agregaron
unas gotas de cloruro de fierro al 12.5% en agua. La aparicion de un precipitado rojo, azul-

violeta o verde es considerado positivo (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.4 Esteroidesy triterpenos
7.5.4.1 Prueba de Salkowski

Se disolvié el extracto (1-2 mg) en contacto con 1 mL de dcido sulftrico, se desarrollan

colores amarillo o rojo para esteroles y metil esteroles (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.5 Carbohidratos
7.5.5.1 Prueba de Molish

A 1-2 mg del extracto, se le agreg6 gota a gota el reactivo de Molish (alfa-naftol al 1 %
en etanol), luego 1 mL de 4cido sulftrico por las paredes. La prueba es positiva cuando se

forma un anillo coloreado en la interfase de color purpura (Rodriguez G. 2010, 2011).
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7.5.5.2 Prueba de las Cumarinas
Se disolvié 1-2 mg del extracto se le agregd gota a gota el reactivo NaOH al 10 %, si
aparece una coloracién amarilla que desaparece al acidular la prueba es positiva

(Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.5.3 Prueba de Lactonas
Se disolvié de 1-2 mg del extracto se le agregd una solucién alcohdlica de NaOH al 10 %. Un
color amarillo o anaranjado que se pierde o desaparece al agregar unas gotas de HCl indica la

presencia de un anillo lacténico (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.6 Sesquiterpenlactonas

7.5.6.1 Prueba de Baljet
A 2-3 mg del extracto se le agregaron 3-4 gotas de la soluciéon mezcla, siendo positiva si se
torna de color naranja a roja oscura. La solucién mezcla 1:1 consiste de una solucién A que

contiene: acido picrico al 1% en etanol y una B NaOH al 10 % (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.7 Flavonoides
7.5.7.1 Prueba de H2SO4

Una pequefia cantidad del extracto se disolvidé en H2SO4 y se observa coloracion amarilla para
flavonoides, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso para chalconas y rojo-purpura para

quinonas (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.8 Alcaloides
7.5.8.1 Prueba de Dragendorff

Se us6 la modificacién de Munier y Machelobuf para la determinacion de alcaloides. Para ello
se prepararon dos soluciones, la solucion “A” con 0.85 g de nitrato de bismuto, los cuales se
mezclaron con 10 mL de dcido acético glacial y 40 mL de agua y Solucién B con 8 g de
yoduro de potasio disuelto en 20 mL de agua. El reactivo se preparé mezclando 5 mL de “A”,
4 mL de “B” y 100 mL de agua, la prueba es positiva si se presentan coloraciones rojo o

naranja, persistentes por 24 h (Rodriguez G. 2010, 2011).

59



7.5.9 Saponinas
7.5.9.1 Prueba de Bicarbonato de Sodio

La sal se prepar6 al 10 % en agua. Se disolvié de 1-2 mg del extracto disuelto en agua o etanol
y se le agregaron de 2-3 gotas de 4cido sulfiirico concentrado. Se agité ligeramente, luego se
agregaron 2-3 gotas de la solucién de bicarbonato de sodio. La apariciéon de burbujas y su

permanencia por mds de 1 min indican la presencia de saponinas (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.9.2 Prueba de Salkowski para saponinas
Se disolvieron de 1-2 mg del extracto en 1 mL de cloroformo y se les afiadié 1 mL de H2SO4.

La prueba es positiva si hay aparicion de color rojo (Rodriguez G. 2010, 2011).

7.5.10 Aromaticidad
7.5.10.1 Prueba del acido sulfirico-formaldehido

Se prepard una mezcla de 1 mL de dcido sulftrico concentrado con una gota de formaldehido.
Se agregd de 1-5 mg del extracto disuelto en un disolvente no aromadtico, se afiadieron unas
gotas de la mezcla anterior y si aparece un color rojo-violeta, la prueba es positiva (Rodriguez

G. 2010, 2011).
7.6 Determinacion de la actividad antifingica

7.6.1 Cepas

Se utilizaron cepas de aislados clinicos de hongos dermatofitos Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans y Epidermophyton floccosum.
Proporcionados por el Centro Regional de Control de Enfermedades Infeccionas de la

Facultad de Medicina de la UANL.

7.6.1.1 Cultivo y activacion de cepas

A partir de las cepas proporcionadas, se impregna un hisopo esteril y se hace un estriado
en una placa con medio papa dextrosa (PDA), dejando reposar cerca de 20 min para la
impregnacion adecuada, sellandolo después con papel parafilm. Se incubaron a 30°C
durante 7-12 dias. Repitiendo la activacion hasta que se obtuvo colonia caracteristica de

cada especie (Bastidas O, 2013; Nweze E.I er al 2010).
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7.6.1.2 Identificacion y/o confirmacion de especies

Para la confirmacion de la especie, se realizé una comparacién observando las colonias,
con las caracteristicas macroscopicas de las colonias establecidas en la referencia (Bonifaz
A., 2012). Se realizé la técnica de cintilla para confirmar las estructuras microscépicas
establecidas por la referencia antes dicha. Con cinta scotch por el lado del pegamento se
presiona contra el micelio de la placa y se coloca en un portaobjetos con una gota con azul
de lactofenol, se observa en un microscopio a 10X y 40X. Este mismo procedimiento se

utiliz6 para descartar contaminacion con otras especies como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Técnica de cintilla

7.6.2 Estandarizacion de inoculos

A partir de las cepas aisladas e identificadas, se procedi6 a crear una masa de conidias,
resembrando en medio PDA por triplicado, incubando a las condiciones ya descritas. Se
realizé la cosecha de conidias colocando en cada placa, con una pipeta Pasteur, cerca de
10 mL de agua estéril raspando el micelio posteriormente, formandose una solucién que
contiene estructuras de la especie en estudio, la cual se colocé en un tubo cénico falcon.
Se realiz6 el conteo de conidias por la técnica de Conteo Celular con la Cdmara de
Neubauer, llevando la solucién a una concentracién de 1X10° conidias, la cual se utilizé

como indculo para el ensayo ( Bastidas O, 2013; Nweze E.I et al 2010).
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7.6.3 Preparacion de los extractos

Se peso el equivalente a 50, 25, 12.5, 6.25 mg de cada uno de los extractos metandlicos y
se disolvieron en 1 mL de metanol. Cada disco de papel Whatman N° 1 (Whatman
International Ltd., England) estéril, de 7 mm de didmetro, se cargaron con 20uL de solucion

correspondiente (carga final por disco 1 mg, 0.50mg, 0.25mg, 0.125mg respectivamente).

7.6.4 Estandarizacion de control positivo

A partir de una solucién stock de Terbinafina de 1 mg/mL, proporcionada por el Centro
Regional de Control de Enfermedades Infeccionas de la Facultad de Medicina de la UANL
realizada a parir de Terbinafine hydrochloride de Sigma. T8826-250mg Lot #040M 1448
v, se realiz6 una solucién de 1pug/mL la cual se us6 como concentracién para el control
positivo. Para la estandarizacion del volumen que se utiliz6 en la impregnacién de los
discos del ensayo, se corrid el método de difusion en placa, por triplicado, utilizando las
siguientes variantes: discos de papel Whatman N° 1 (Whatman International Ltd.,
England) de 7mm, estériles, cargados con SuL, 10uL, 15uL, 20uL con el control positivo,
se utilizé como inoculo una solucién de conidias a una concentracién de 1 X10° conidias
/ mL de cada especie de los dermatofitos trabajados en la investigacién, incubdndolos a

30°C durante 7-12 dias (Nweze E.I et al 2010)

7.6.5 Meétodo difusion en placa

Se difundi6 homogéneamente en cada caja Petri con medio PDA, 100 pL del in6culo
correspondiente a una solucién de concentracién de 1 X 10° conidias/mL de cada especie
de hongo dermatofito en estudio, dejando reposar 15 min., posteriormente se colocaron
discos de papel filtro impregnados con 20 pL de los extractos a concentraciones de 50,
25, 12.5, 6.25 mg/mL. Como control negativo se utilizaron 20 pL del solvente empleado
para disolver el extracto y 20 pL de Terbinafina a un concentraciéon de 1pug/mL como
control positivo (figura 10). Se incubaron durante 7-12 dias a 30 °C, después de este
periodo se midi6 el didmetro en milimetros del halo de inhibicion formado. Se realizaron

por triplicado 3 ensayos independientes (Nweze E.I et al 2010).
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Inoculo 100 L de inéculo 20 pL de cada extracto
1x10f conidias/mL
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lncubaclon
7 dias /30 °C
discos lmpregmdos

Figura 10. Diagrama de flujo para la determinacidn para la actividad antiftingica

7.7 Determinacion de la actividad antibacteriana

7.7.1 Cepas

Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Sthaphylococcus epidermidis y
Streptococcus pyogenes cepas de aislados clinicos conservadas en el Centro Regional de
Control de Enfermedades Infecciosas del departamento de Microbiologia de la Facultad

de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

7.7.1.1 Activacion de bacterias
A partir de las cepas bacterianas previamente identificadas, se adiciond una asada
a cada tubo de ensayo con 10 mL medio de cultivo ICC (infusién cerebro corazén) el cual

se prepar6 disolviendo 37 g de polvo de medio en un litro de agua destilada poniéndolo a
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ebullicion hasta disolucién total y colocandolo en autoclave para esterilizacién a 121°C
por 15 minutos; posteriormente los tubos inoculados de incubaron durante 24 h a 37 °C,

este proceso se repitié 3 ocasiones (Ramirez y Castafio 2009).

7.7.1.2 Cinética de crecimiento bacteriana

Se realizé para determinar el tiempo de incubacién necesario para lograr que la
suspension bacteriana tuviera una concentracion de 0.5% en la escala de Mcfarland, lo
que representa 0.1 de absorbancia a 625 nm (1 x 10° UFC) segiin lo indica el McFarland
Standard (Mcfarland 1907). Colocando 50 mL en matraces Erlen Meyer de 250 mL del
medio utilizado y 100 uL. de cada cepa bacteriana activa en estudio, se colocaron en una
incubadora con agitacion y se tomo una alicuota de 2 mL cada hora para ir leyendo su
absorbancia para construir la grafica de crecimiento bacteriano como se muestra en la

figura 11 (Ramirez y Castaiio 2009).

Incubacion con agitacién 37°C
Tomar 2 mL del medio \_cada hora

i

Leer absorbancia

Figura 11. Diagrama de flujo de cinética de crecimiento bacteriana

64



7.7.2 Método difusion en placa

Las pruebas microbioldgicas se realizaran mediante el método de difusion en placa
colocando 100 pL de cada uno de los extractos obtenidos, los cuales se prepararon a una
concentracion de 100 mg/mL en metanol absoluto en discos de 7 mm de didmetro de papel
filtro Whatman No. 1 sobre una placa sélida de medio ICC, previamente inoculada con
100 pL de una suspension bacteriana de 1 x 10° UFC. Como control negativo se utilizé
100 pL del solvente empleado para disolver el extracto y 100 uL. de gentamicina a una
concentracion de 80 mg/mL como control positivo. Las placas se incubaron a 37°C por
24 h; después de este periodo se midieron los halos de inhibicién en milimetros como se

muestra en la figura 12 (Rodriguez G. 2010).

I | )
—_—

100pL inoculo

0.5 Mc farland

Control +
100 pL Gentamicina 80 mg/mL

Incubar 37°C 24h = - -
- 100pL extracto metanélico 100 mg/mL

Figura 12. Diagrama de flujo para la determinacién de actividad antibacteriana
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7.8 Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina.

Con los extractos obtenidos se realizé en bioensayo de toxicidad sobre nauplios de
Artemia salina.

7.8.1 Incubacion de A. salina

Se incubaron huevecillos de A. salina en agua de mar artificial, preparada con 40
g de sal de mar (Coralife Scientific Grad Marine Salt) y 0.0006g de levadura de cerveza
(Pronal Ultra) en un litro de agua destilada. El agua de mar se vertié en un depdsito de
plastico dividido por una pared intermedia con un espacio en la parte baja de 2 mm; en
un compartimento se colocaron los huevecillos y se mantuvieron en condiciones de
oscuridad y oxigenacién y en el otro compartimento se expuso a luz con una ldmpara de
20 watts y al eclosionar los nauplios son atraidos al compartimento expuesto a la luz. A
las 24 horas los nauplios fueron pasados a otro recipiente y mantenidos a condiciones de
oxigenacion y temperatura de 22 a 29 °C durante 24 horas mas (Sédnchez 2005; Gutu 2015;
Rodriguez G. 2010).

7.8.2 Preparacion de las concentraciones

Los extractos se disolvieron en agua salada, se probaron concentraciones 500, 240, 120,

100, 80, y 60 pg/mL.

7.8.3 Determinacion de la dosis letal media

En cada ensayo, se anadieron 10 nauplios para probar soluciones a diferentes
concentraciones de los extractos y controles. Como control positivo se utilizé dicromato
de potasio 400 ppm y agua de mar como control negativo. L.os ensayos fueron mantenidos
bajo iluminacién artificial durante 24 horas a 27 + 2 °C. Transcurrido el tiempo se
contaron las larvas vivas y muertas, para cada concentraciéon probada y por el método
estadistico probit se determinaron las CLso. Cada concentracion se ensayé por triplicado
y se realizaron tres experimentos independientes como se muestra en la figura 13 (Sdnchez

2005; Gutu 2015; Rodriguez G. 2010).
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Deposito de nauplios
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Figura 13. Diagrama de flujo para el bioensayo de toxicidad sobre nauplios de A.
salina

7.9 Determinacion de la actividad anti radical de los extractos.

Con los extractos obtenidos se realizé la prueba de determinacion de la actividad anti
radical por el método DPPH (Garcia et al 2012), el cual reduce el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo en la 2,2-difenil-1-picril hidracina por la accién antioxidante de
compuestos que contienen grupos —OH decolorando el reactivo DPPH medida por
absorbancia a 519 nm transcurridos 30 minutos después de su exposicién, en un
espectrofotometro Spectronic Génesis 5. Se utilizé Vitamina C como control positivo. Se

realizaron por triplicado 3 ensayos independientes como se muestra en la figura 14.

7.9.1 Preparacion del estandar y extractos metanoélicos

Para desarrollar el método se prepar6 la concentracion inicial de DPPH 4 mg/100 mL de

metanol y los extractos a 50 mg/mL de metanol
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7.9.2 Reaccion de neutralizacion del radical DPPH cuantificacion de la actividad

antioxidante.

Se pusieron en contacto diferentes volimenes de los extractos (2 a 12 pL) con la solucién
stock de DPPH en una celda por 30 min y se midi6 su absorbancia, para posteriormente

calcular el porcentaje de inhibicion y determinar la concentracion inhibitoria media (Clso).

Se utiliz6 la siguiente férmula para calcular el porcentaje de inhibicion del radical DPPH

causado por los extractos metanodlicos.
% Inhibicién = (Abs. inicial — Abs. Final / Abs. Final) 100

Donde: % inhibicidén: porcentaje de inhibicion de la solucién de DPPH al estar en contacto
con el extracto evaluado después de 30 min. Abs. Inicial: absorbancia a 519 nm de la
soluciéon de DPPH antes de estar en contacto con el extracto evaluado. Abs. Final:
absorbancia a 519 nm de la solucién de DPPH al estar en contacto con el extracto

evaluado después de 30 min.

Soluciones del extracto (ﬁ»lZmI;)

Sol estandar
40 ppm de DPPH metanol

30 min.

519 nm

£

UV/Visible

Figura 14. Diagrama de flujo para la determinacién de actividad anti radical
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7.10 Actividad antifingica de formulado de biopolimeros con extractos activos

Se seleccionaron los extractos que presentaron mejor actividad antimicrobiana (extracto
metandlico de “hoja y tallo” (HT), “flor y fruto” (FF) y “hoja, tallo, flor y fruto” (HTFF)
de Magnolia grandiflora sobre todas las cepas de dermatofitos del estudio, para realizar
un formulado de biopolimeros-extracto y evaluar su actividad sobre las cepas en las que

el extracto mostro actividad inhibitoria.

7.10.1 Preparado del formulado de biopolimeros y extractos activos
Se mezclé una concentracion de 50 mg/mL del extracto con una formulacién de

biopolimeros (quitosan-pululano), previamente elaborada de acuerdo a la metodologia
desarrollada Trevifio G.M et al 2015 utilizada como vehiculo hasta lograr una mezcla
homogénea, dicho formulado se encuentra bajo solicitud de patente MX/a/2013/007610:
“Formulados a base de biopolimeros y residuos agroindustriales y su uso como

recubrimientos comestibles.

Para obtener el control positivo se mezcld por la misma metodologia el formulado de
biopolimeros y terbinafina a una concentraciéon de 1pug/mL y como control negativo se

utilizo solo el formulado de biopolimeros como se muestra en la figura 15.

Mezclar
Por agltacmn

Formulado 50mg/mL

(quitosan — pululano)

Mezclar
Por agltacnon

Mezcla homogénea

Figura 15. Preparado del formulado de biopolimeros y extractos activos
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7.10.2 Determinacion de la actividad antifiingica de los formulados — extracto
La determinacion de realiz6 por el método difusiéon en placa (Nweze E.I et al 2010),

difundiéndose homogéneamente en cada caja Petri con medio papa dextrosa, 100 uL del
inéculo correspondiente una concentracién de 1 X 10° conidias/mL de cada especie de
hongo dermatofito en estudio, dejando reposar 15 minutos, posteriormente se colocaron
discos de papel filtro impregnados con 20 pL. de formulado de biopolimeros-extracto de
mayor actividad (FF), control positivo (formulado de biopolimero — terbinafina) y control
negativo (formulado biopolimeros). Se incubaron durante 7-12 dias a 30 °C, después de
este periodo se midié el didmetro en milimetros del halo de inhibicién formado. Se

realizaron por triplicado 3 ensayos independientes como se muestra en la figura 16.

--
e

Inéculo 100 pL de inéculo
1x10% conidias/mL

Incubar 7-12 dias a 30 °C Colocar discos impregnados

Figura 16. Diagrama de flujo de la determinacion de la actividad antifingica de los

formulados de biopolimeros impregnados con extracto
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7.10.3 Determinacion de la actividad antifingica de los formulados — extractos a

diferentes condiciones de almacenaje

El formulado de biopolimeros - extracto metandlico de “flor y fruto” de Magnolia
grandiflora se evalu6 por el método ya descrito sometiendo el formulado a diferentes
condiciones de conservacién de tiempo en dias (0, 7, 14, 21, 28), temperatura
(refrigeracion: 4°C y ambiente 25°C), luz y obscuridad. Se realizaron por triplicado 3

ensayos independientes para cada combinacién de condiciones como lo muestra la tabla .

Tabla I. Planeacion de ensayos de determinacion de la actividad

antifungica de los formulados —extracto activo a diferentes condiciones de

conservacion
luz obscuridad
Hongo 4°C 25°C 4°C 25°C

F|F |F|F|F|F|F|F|F|F|F |F
B|/B|B|B|B|B|/B|B|B|B|B|B
E |T E |T E | T E |T
0,100 ]0 01000/ 0/o0]o0 o0,
/2 I T A A 0 I A0 I 2O I O A A O A A 2 (A I

M. canis 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14,

21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21,
28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7,
T. mentagrophytes 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14,
21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21,
28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7,
T. tonsurans 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14,
21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21,
28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7,
T rubrum 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14,
21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21,
28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7, 7,
E. ﬂoccosum 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14, | 14,
21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21, | 21,
28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28

tiempo dias
Se realizaron por triplicado 3 ensayos independientes. FBE: Formulado de
biopolimeros con extracto, FBT: Formulado de biopolimeros con terbinafina
(control positivo), FB: Formulado de biopolimeros (control negativo)
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7.11 Analisis estadistico

7.11.1 Analisis Probit
La media o promedio de las concentraciones a las cuales se observo la actividad bioldgica

(efecto toxico, actividad antiftingica, y secuestro de radicales DPPH), se sometieron a un
andlisis de varianza ANOVA (una via) y test de Tuckey (Tukey Honestly Significant
Difference, HDS) para el estudio comparativo de sus medias. Se tom6 como diferencia

significancia un p < 0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 Recoleccion de plantas e identificacion del material vegetal.

Los ejemplares secos y en una prensa botdnica, fueron entregados al Herbario de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas para su deposito e identificacion, Extendiendo el N° de
registro correspondiente para las especies: Azadirachta indica # 027501 Juglans regia #

027502, Tecoma stans # 027503 y Magnolia grandiflora # 027506.

8.2 Obtencion y Rendimiento de los extractos a partir de material vegetal

Se obtuvieron cinco extractos metandlicos en total como se muetra en la figura 17. Los
rendimientos de los extractos se presentan en la tabla II, se encontré que el extracto con
mayor rendimiento fue el extracto metandlico de parte aérea de Azadirachta indica
42.21%, los rendimientos fueron obtenidos a partir del material seco y se obtuvieron por

diferencia de pesos del extracto.

Figura 17. Obtencion de extractos metandlicos.

Tabla II. Porcentaje de rendimiento obtenido de los extractos

Especie vegetal Rendimiento extracto metanélico %
Azadirachta indica 42.21
(hojas, tallos, flor y fruto)
Magnolia grandiflora 27.15
(hojas y tallo)
Magnolia grandiflora 30.20
(flor y fruto)
Tecoma stans 35.30
(hojas, tallos, flor y fruto)
Juglans regia 16.36
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(hojas, tallos, flor y fruto)

8.3 Determinacion de grupos funcionales y metabolitos secundarios

En la tabla III se muestran los resultados de las pruebas quimicas para grupos funcionales
y metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos de las especies en
estudio. Se encontr6 la presencia de insaturaciones, grupos carbonilo, oxidrilos fendlicos,
carbohidratos, esteroles y triterpenos, cumarinas, saponinas, flavonoides y grupos
aromaéticos en todas las especies en estudio. Las pruebas para alcaloides fueron positivas

solo para Magnolia grandiflora, Tecoma stans y Juglans regia.

Tabla III. Identificacion de grupos funcionales y metabolitos secundarios en los

extractos metanodlicos

Extractos metandlicos

PRUEBAS QUIMICAS  Azadirachta Magnolia Tecoma  Juglans
indica grandiflora stans regia
Al MGFF MGHT TS JR

KMnOs4 (Insaturaciones) + + + + +

2,4-Dinitrofenilhidracina + + + + +
(Carbonilo)

FeCls (Oxidrilos fenélicos) + + + + +

Salkowski (Esteroles y + + + + +

Metilesteroles)

NaOH al 10% (Cumarinas) + + + + +

Soln alcohélica NaOH al 10% + + + + +
(Lactonas)

Baljet (Sesquiterpenlactonas) - - - -

H2S04 (Flavonoides) - + + + +

Dragendorff (Alcaloides) _ + + + +

Bicarbonato de Sodio _ _ - - _
(Saponinas)

Salkowski para (Saponinas) + + + + +

H2SO4— Formaldehido + + + + +

(Aromaticidad)

Al= Azadirachta indica (hojas, tallos, flor y fruto) extracto metanélico, MGFF= Magnolia
grandiflora (flor y fruto) extracto metandlico, MGHT= Magnolia grandiflora (hoja y tallo)
extracto metandlico, TS= Tecoma stans (hojas, tallos, flor y fruto) extracto metandlico JR=
Juglans regia (hojas, tallos, flor y fruto) extracto metandlico.
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8.4 Actividad antifiingica

8.4.1 Actividad antifiingica de los extractos de las plantas en estudio
En la tabla IV se observan los resultados de la actividad antifingica de los extractos

metandlicos (flor, fruto, hoja y tallo) de las plantas en estudio a una concentracién de 100
mg/mL sobre las cepas de aislados clinicos de dermatofitos, el extracto que presentd
actividad antifingica fue el de M. grandiflora sobre todas las cepas. Como control

negativo se utilizé metanol y como control positivo terbinafina.

Tabla IV. Actividad antifingica del extracto metanélico (flor, fruto, hoja y tallo) de Azadirachta
indica, Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora en medio PDA

20 pL Extracto metandlico Controles
(100 mg/mL)
Hongo Terbinafina (+) Metanol (-)
1 pg/mL
A.indica | J. regia | T. stans | M. grandiflora

M. canis - - - 18.23 37.12 -

T. mentagrophytes - - - 15.42 42.31 -
T. tonsurans - - - 15.33 38.02 -

T. rubrum - - - 17.11 40.23 -

E. floccosum 19.09 39.19 -

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. p < 0.5

A partir de los resultados se decide probar las diferentes partes: flor y fruto (FF), hoja y
tallo (HT) y flor, fruto hoja y tallo (FFHT) de M. grandiflora a diferentes concentraciones
de los extractos sobre las mismas cepas, resultados que se muestran en la tabla V, VI 'y
VII, mostrando mayor actividad el extracto de flor y fruto, como control negativo se utilizé
metanol y como control positivo terbinafina. Los halos fueron medidos en milimetros

figura 18.
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Tabla V. Actividad antifiingica del extracto metandlico (flor, fruto, hoja y tallo) de Magnolia
grandiflora en medio PDA

20 pL Extracto metandlico Controles
(mg/mL) 20 pL
Hongo .
100 | 50 | 25 | 125 | 6.25 | 3.13 | Terbimafina(h) |y, ol ()
1 pg/mL

M. canis 18.23(17.22]12.66| 9.82 | 7.71 - 37.12 -

T. mentagrophytes | 1542|1222 |11.55| 9.07 | 7.11 - 42.31 -
T. tonsurans 15.3312.34110.68| 855 | 7.02 | - 38.02 -

T. rubrum 17.11113.33]10.44| 9.56 | 7.92 - 40.23 -

E. floccosum 19.09 | 16.35|14.62 | 11.23 | 9.48 | 7.02 39.19 -

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicion. Inhibicién medida en mm. Se realizaron
por triplicado 3 ensayos independientes. p < 0.5

Tabla VI. Actividad antifiingica del extracto metandlico (hoja y tallo) de Magnolia grandiflora

en medio PDA
20 pL Extracto metandélico Controles
(mg/mL) 20 uL
Hongo :
® 100 | 50 | 25 | 12.5 | 625 | 3.03 | Terbmafina (o) |y nol (9
1 pg/mL

M. canis 14.34112.67 | 9.58 | 7.12 - - 37.12 -
T. mentagrophytes |11.22| 9.29 | 8.14 | 7.06 - - 4231 -
T. tonsurans 12.40 | 10.02| 9.34 | 7.00 - - 38.02 -
T. rubrum 12.431] 9.65 | 8.09 | 7.11 - - 40.23 -
E. floccosum 12.34|10.47| 8.35 | 7.07 - - 39.19 -

n =3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron
por triplicado 3 ensayos independientes. p < 0.5

Tabla VII. Actividad antifingica del extracto metanélico (flor y fruto) de Magnolia grandiflora

en medio PDA
20 pL Extracto metanélico Controles
Hongo (mg/mL) 20 pL
100 | 50 | 25 | 125 | 6.25 | 3.13 Teri":ga/i;‘l‘l’i 1 Metanol (-

M. canis 19.22 [ 17.35]14.89 | 12.54 ] 10.02 | 9.02 37.12 -

T. mentagrophytes |20.31|16.65|15.83|10.82| 8.54 | 7.98 42.31 -
T. tonsurans 15.87113.88(11.98| 9.38 | 8.18 | 7.99 38.02 -

T. rubrum 20.01 | 18.62|16.72|11.88 | 10.39 | 8.20 40.23 -

E. floccosum 21.54119.62|16.88 | 13.24| 9.82 | 8.44 39.19 -

n =3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron
por triplicado 3 ensayos independientes. p < 0.5
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Figura 18. Actividad antifingica de los extractos metandlico de flor y fruto a 50 mg/mL (c),
25 mg/mL (d), 12.5 mg/mL (e), 6.25 mg/mL (f), 3.125 mg/mL (g) de M. grandiflora sobre T.

rubrum 'y T. mentagrogrophytes. Como control negativo metanol (a) y control positivo

Terbinafina (b).

La tabla VIII presenta la actividad antiftingica de los extractos metandlicos de las tres
partes (FFHT, FF, HT) de M. grandiflora a 50mg/mL sobre todas las especies de
dermatofitos en estudio, siendo la (FF) la parte con mayor actividad, la cual se utiliz6 para

los siguientes estudios.

Tabla VIII. Actividad antifiingica del extracto metandlico de las partes de Magnolia grandiflora
en medio PDA
20 pL. Extracto metandlico (50 mg/mL) Controles 20 pL
Hongo FFHT FF HT Ter;";‘:;;‘::;‘ ) | Metanol (-)
M. canis 17.22 17.35 12.67 37.12 _
T. mentagrophytes 12.22 16.65 9.29 42.31 _
T. tonsurans 12.34 13.88 10.02 38.02 _
T. rubrum 13.33 18.62 9.65 40.23 _
E. floccosum 16.35 19.62 10.47 39.19 _
n =3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicidén. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FFHT= flor y fruto, FF= flor y fruto y HT=hoja y tallo. p <
0.5

8.4.2 Actividad antifiingica de formulado de biopolimeros con extractos activos
En base a los resultados se procedio a utilizar un formulado de biopolimeros (quitosan —

pululano).El formulado de biopolimeros (FB) es el control negativo, el formulado de
biopolimeros impregnado con terbinafina 1 pg/mL (FBT) es el control positivo y el

formulado de biopolimeros impregnado con 50 mg/mL de extracto metandlico de flor y
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fruto de M. grandiflora (FBE) que fue el de mejor actividad. Se determiné la actividad
antiftingica sobre todas las especies de cepas de aislados clinicos de dermatofitos. La tabla
IX muestra los resultados del control negativo (formulado de biopolimeros) en contraste

con el metanol. Los halos fueron medidos en milimetros figura 19.

Tabla IX. Comparativo de actividad antifiingica de metanol destilado contra formulado de
biopolimeros

Formulado de biopolimeros (pL)
Hongo
. 5 | 10 | 15 20 Metanol (-)
M. canis 7.11 8.2 11.23 12.32 _
T. mentagrophytes 7.01 | 834 | 1145 12.45 _
T. tonsurans 7.91 8.54 | 9.11 11.56 _
T. rubrum 7.8 10.76 | 11.36 12.1 _
E. floccosum 7.34 | 11.23 | 12.98 13.21 _

n =3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron
por triplicado 3 ensayos independientes. p < 0.5

Figura 19. Actividad antifiingica en milimetros del formulado de biopolimeros (quitosan y
pululano) Sul (a), 10ul (a), 15ul (a), 20ul (a), sobre T. rubrum (1) y T. tonsurans (2) y actividad

antifingica en milimetros de metanol 20ul (e).
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La tabla X muestra los resultados del control positivo (formulado de biopolimeros-

terbinafina) comparado con los de solo terbinafina. Los halos fueron medidos en

milimetros figura 20.

Tabla X. Comparativo de actividad antifiingica de terbinafina (1
pg/mL) con formulado de biopolimeros impregnado con
terbinafina (1 pg/mL)

Hongo ’}‘f(:;_l:::l?fgs Terbinafina
M. canis 38.23 37.12
T. mentagrophytes 44.87 42.31
T. tonsurans 41.54 38.02
T. rubrum 42.63 40.23
E. floccosum 44.32 39.19

independientes. p < 0.5

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién
medida en mm. Se realizaron por triplicado 3 ensayos

Figura 20. Actividad antiftingica en milimetros de terbinafina 20pul (a) y (b) sobre E. floccosum

(1) y T. mentagrophytes (2) y Actividad antifingica en milimetros de formulado de

biopolimeros-terbinafina 20ul (c) y (d) sobre E. floccosum (1) y T. mentagrophytes (2).
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La tabla XI muestra la actividad antifingica de FBE= formulado de biopolimeros con
extracto activo, FBT= Formulado de biopolimeros con terbinafina y FB= formulado de

biopolimeros. Los halos fueron medidos en milimetros figura 21.

Tabla XI. Actividad antifiingica del extracto metanélico de flor y fruto
de Magnolia grandiflora impregnado en formulado de biopolimeros en

medio PDA

Hongo 20 pL Controles 20 pL
FBE FBT (+) FB (-)
M. canis 212 38.23 12.32
T. mentagrophytes 174 44 .87 12.45
T. tonsurans 16.78 41.54 11.56

T. rubrum 19.34 42.63 12.1
E. floccosum 20.45 44.32 13.21

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida
en mm. Se realizaron por triplicado 3 ensayos independientes. FBE=
formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT= Formulado de
biopolimeros con terbinafina y FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

Figura 21. Actividad antifingica de 20 pL del extracto metandlico de flor y fruto de Magnolia
grandiflora impregnado en formulado de biopolimeros en medio PDA sobre T. fonsurans (1) ,

T. rubrum (2) y M. canis (3).

La tabla XII muestra la actividad antifingica del EM= extracto metandlico activo, FBE=
formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT= Formulado de biopolimeros con
terbinafina y FB= formulado de biopolimeros, siendo mayor el FBE. Los halos fueron

medidos en milimetros figura 22.
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Tabla XII. Comparativo de actividad antifiingica del extracto
metanoélico de flor y fruto de Magnolia grandiflora con el
impregnado en el formulado de biopolimeros en medio PDA

Hongo 20 pL Controles20 pL
EM | FBE | FBT (+) FB (-)
M. canis 17.35| 21.2 | 38.23 12.32
T. mentagrophytes 16.65 | 17.40| 44.87 12.45
T. tonsurans 13.88 | 16.78 | 41.54 11.56
T. rubrum 18.62 | 19.34 | 42.63 12.1
E. floccosum 19.62 |20.45| 44.32 13.21

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién.
Inhibicién medida en mm. Se realizaron por triplicado 3
ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros
con extracto activo, FBT= Formulado de biopolimeros con
terbinafina, FB= formulado de biopolimeros y EM= extracto
metandlico de flor y fruto de M. grandiflora. p < 0.5

Figura 22. Actividad antifiingica del extracto metandlico de flor y fruto de Magnolia
grandiflora (b), control positivo terbinafina (a), formulado de biopolimeros impregnado de
terbinafina (c), formulado de biopolimeros impregnado de extracto activo (d) y formulado de

biopolimeros (e) en medio PDA sobre T. rubrum.

8.4.3 Actividad antifiingica de formulado de biopolimeros con extractos activos a
diferentes condiciones de almacenamiento

A partir de los resultados obtenidos se someti6 el formulado de biopolimeros impregnado
de extracto metanolico activo de flor y fruto de M. grandiflora a diferentes condiciones
de conservacion temperatura (refrigeracion: 4°C y ambiente 25°C), luz y obscuridad de
tiempo en dias (0, 7, 14, 21, 28) Tablas XIII, XIV, XV, XVI y XVIIL. La actividad se
midié en milimetros figura 23, 24, 25 y 26.
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8.4.4 Analisis de varianza univariante relacion cepa, temperatura y luz.
Para poder determinar la diferencia de los halos de inhibicién (entre tratamientos) se

realizé un andlisis de varianzas de dos vias (temperatura y luz), para cada tiempo de
conservacion: 0, 7, 14, 21 y 28 dias, y posteriormente se aplic6 la prueba de Tukey para

encontrar entre que pares hay diferencia significativa, resultando lo siguiente:

La tabla XIII muestra la actividad antiftingica de actividad antiftingica del extracto de flor
y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes
condiciones de conservacion a los cero (0) dias. No mostrando diferencia significativa

entre las diferentes condiciones de conservacion.

Tabla XIII. Actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion a los cero (0) dias

luz obscuridad
Hongo 4°C 25°C 4°C | 25°C
FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
. 21.20(38.23(12.32(20.99|37.91|12.82]21.7337.98 | 12.66 [ 21.65|38.12| 12.39
M. canis
17.40|44.87(12.45(17.11 44,64 |12.73(17.56 [{43.98 | 11.62|17.34 | 44.65 | 12.86
T. mentagrophytes
16.78 |41.54{11.56[16.69 |41.13|11.63[16.87 [{41.34 {11.53|16.98|41.32|11.64
T. tonsurans
18.50(42.63[12.10(18.62|42.33|12.34|18.53 [42.56 12.45|18.34|42.71|12.23
T. rubrum
20.45|44.32113.21(20.43|43.98|13.89]20.35|44.43 |13.42(20.65|43.97 | 13.87
E. floccosum

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

La tabla XIV muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia
grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion a los siete (7) dias.

Para M. canis los halos de inhibicién fueron mayores conservado el FBE en frio, sin
perjudicarle la luz. Para T. mentagrophytes fue mayor el halo de inhibicion conservando
el FBE en frio y obscuridad. Para T. tonsurans fueron mayor los halos de inhibicién
conservando el FBE en frio y obscuridad. Para 7. rubrum fueron mayor los halos de

inhibicién conservando el FBE en obscuridad, sin perjudicarle la temperatura. Para E.
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floccosum los halos no presentaron diferencia significativa entre las diferentes

condiciones de conservacion.

Tabla XIV. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con formulado
de polimero a diferentes condiciones de conservacion a los siete (7) dias

luz obscuridad

Hongo 4°C 25°C 4°C 25°C

FBE FBT FB FBE | FBT | FP | FBE | FBT FP FBE | FBT FP

. 21.32 38.17 | 12.11 | 21.28 [38.3212.72 21.49 | 38.54 | 1242 | 21.35 | 38.54 | 12.98
M. canis

T. 1734 | 4476 | 12.34 | 17.54 [44.54|12.82| 17.72 | 44.72 | 1247 | 17.65 | 44.64 | 12.76
mentagrophytes

16.54 | 41.49 | 1145 | 16.67 |41.62|11.72| 1692 | 41.66 | 11.58 | 1692 | 41.56 | 11.12
T. tonsurans

1843 | 42.88 | 12.42 | 18.72 |42.59|12.39( 18.63 | 42.63 | 12.63 | 18.65 | 42.61 | 12.98
T. rubrum

2043 | 44.96 | 13.33 [ 20.56 |44.87| 12.3 | 20.54 | 44.34 | 13.65 | 20.55 | 44.58 | 13.65
E. floccosum

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por triplicado 3
ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT= Formulado de
biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros p < 0.5

La tabla XV muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia
grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion a los catorce (14) dias.

Para M. canis los halos no presentaron diferencia significativa entre las diferentes
condiciones de conservacion. Para T. mentagrophytes fueron mayor los halos de
inhibicién conservando el FBE en frio y obscuridad. Para T. tonsurans fueron mayor los
halos de inhibicion conservando el FBE en frio y obscuridad. Para T. rubrum fueron mayor
los halos de inhibicién conservando el FBE en frio y obscuridad. Para E. floccosum fueron

mayor los halos de inhibicién conservando el FBE en frio y obscuridad.
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Tabla XV. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion a los catorce (14) dias

luz obscuridad
Hongo 4°C 25°C 4°C | 25°C
FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
. 21.29(38.24|12.3421.52|38.65|12.49(21.39|38.29 | 12.8321.72 | 38.43 | 12.66
M. canis
17.54 |44.78 | 12.34(17.34|44.79 | 12.63 | 17.82 | 44.77 | 12.52| 17.43 | 44.76 | 12.11
T. mentagrophytes
16.75|41.67|11.98(16.76|41.59 [ 11.52]16.65 |41.61 | 11.56|16.73 | 41.62| 11.97
T. tonsurans
18.54 [42.65 | 12.17[18.5342.69|12.29]18.65|42.73 | 12.63 | 18.62 | 42.87 | 12.21
T. rubrum
20.43 |44.34 |1 13.22(20.72 | 44.38 | 13.71 [ 20.63 | 44.62 | 12.9920.11 | 44.5 | 13.64
E. floccosum

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros p < 0.5

La tabla XVI muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia

grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion a los cero (21) dias. Para Todas las cepas en estudio fueron mayor los halos

de inhibicién conservando el FBE en frio y obscuridad.

Tabla XVI. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion a los veintiuno (21) dias

luz obscuridad
Hongo 4°C 25°C 4°C | 25°C
FBE |FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
. 21.43138.31(12.43]21.63|38.32(12.49(21.45|38.53(12.54(21.72|38.63|12.54
M. canis
17.32 {4479 [ 12.37117.72 | 449 [12.49]17.63 |44.54|12.65]16.99 | 44.76 | 12.65
T. mentagrophytes
169 |{41.41|11.76]16.36|41.44| 11.5 [16.82| 41.6 [11.62]|17.88(41.49|11.54
T. tonsurans
18.67 [42.53|12.26(18.48|42.53|12.29]18.99 |42.59 |12.23]18.24 (42.53|12.54
T. rubrum
20.11 [ 44.44113.56(20.81|43.98 |13.7620.37 |44.42 | 13.52]20.61 | 44.42 | 13.21
E. floccosum

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros p < 0.5

La tabla XVII muestra la actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia

grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de
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conservacion a los veintiocho (28) dias. Para Todas las cepas en estudio fueron mayor los

halos de inhibicién conservando el FBE en frio y obscuridad.

Tabla XVIL. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion a los veintiocho (28) dias

luz obscuridad
Hongo 4°C 25°C 4°C | 25°C
FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
. 21.76 | 38.54 | 12.83(21.62 | 38.42|12.45]21.82|38.33 | 12.54|21.54 | 38.23 | 12.54
M. canis
17.43 |44.67|12.67(17.39|44.62 | 12.7217.33 | 44.67 | 12.63 | 17.65 | 44.31 | 12.62
T. mentagrophytes
16.54 |41.65|11.69(16.62|41.45|11.54]16.88 |41.65|11.59|16.57 |41.65|11.65
T. tonsurans
18.78 |42.58 | 12.28 [ 18.61 |42.59 | 12.3 |18.92 |42.63|12.82|18.63 | 42.53|12.32
T. rubrum
20.78 |44.42 1 13.62| 20.3 |44.44|13.21(20.65 | 44.66 | 13.33]20.77|43.99 | 13.62
E. floccosum

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

Figura 23. Actividad antifiingica del formulado de biopolimeros impregnado de extracto

metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora (a), formulado de biopolimeros (b),

formulado de biopolimeros impregnado de terbinafina (c), en medio PDA sobre E. floccosum

(1), T. mentagrophytes (2) y T. tonsurans (3) conservado en oscuridad a temperatura de 4°C

(OF) durante 28 dias.
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Figura 24. Actividad antifingica del formulado de biopolimeros impregnado de extracto
metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora (a), formulado de biopolimeros (b),
formulado de biopolimeros impregnado de terbinafina (c), en medio PDA sobre E. floccosum

(1), T. mentagrophytes (2) y T. tonsurans (3) conservado en oscuridad a temperatura de 25°C
(OA) durante 28 dias.

Figura 25. Actividad antifingica del formulado de biopolimeros impregnado de extracto

metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora (a), formulado de biopolimeros (b),
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formulado de biopolimeros impregnado de terbinafina (c), en medio PDA sobre E. floccosum
(1), T. mentagrophytes (2) y T. tonsurans (3) conservado en luz a temperatura de 4°C (LF)

durante 28 dias.

Figura 26. Actividad antifingica del formulado de biopolimeros impregnado de extracto
metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora (a), formulado de biopolimeros (b),
formulado de biopolimeros impregnado de terbinafina (c), en medio PDA sobre E. floccosum
(1), T. mentagrophytes (2) y T. tonsurans (3) conservado en luz a temperatura de 25°C (LA)

durante 28 dias.

8.4.5 Anadlisis de varianza univariante relacion tiempo de conservacion y
temperatura y luz.

Para poder determinar la diferencia de los halos de inhibicién (entre tiempo de
conservacion) se realizé un andlisis de varianzas de dos vias (temperatura y luz), para cada
cepa en estudio y posteriormente se aplico la prueba de Tukey para encontrar entre que

pares hay diferencia significativa, resultando lo siguiente:

La tabla XVIII muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia
grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion sobre M. canis.
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Para las cuatro formas de conservacion de FBE evaluados, fueron mayor los halos de

inhibicién con 28 dias de conservacion.

Tabla XVIII. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion sobre M. canis

luz obscuridad

dia 4°C 25°C 4°C | 25°C

FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
0 21.20 [38.2312.3220.9937.91(12.82(21.73 [37.98 | 12.66 | 21.65 | 38.12 | 12.39
. 21.32 [38.17 | 12.1121.2838.32( 12.72(21.49 | 38.54 | 12.42| 21.35[ 38.54 | 12.98
14 21.29 [38.2412.3421.52(38.65(12.49(21.39 | 38.29 | 12.83 | 21.72[ 38.43 [ 12.66
” 21.43 [38.3112.4321.6338.32(12.49(21.45|38.53 | 12.54 | 21.72(38.63 | 12.54
-8 21.76 [38.54 | 12.83 [ 21.6238.42( 12.45(21.82 38.33 | 12.54 | 21.54 [ 38.23 [ 12.54

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

La tabla XIX muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia
grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion sobre T. mentagrophytes.

Tabla XIX. Actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion sobre 7. mentagrophytes

luz obscuridad

dia 4°C 25°C 4°C | 25°C

FBE [ FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
0 17.4 |44.87(12.45]117.11[44,64|12.773(17.56 |43.98|11.62|17.34|44.65|12.86
- 17.34 |44.76 | 12.34 [ 17.54 | 44.54 | 12.8217.72 |44.72 | 12.47 | 17.65 | 44.64 | 12.76
14 17.54 |44.78 |1 12.34|17.34 144.79|12.63|17.82|44.77 | 12.52|17.43 |44.76 | 12.11
21 17.32 |44.79 11237 17.72| 44.9 | 12.4917.63 |44.54|12.65(16.99 | 44.76| 12.65
28 17.43 144.67|12.67(17.39|44.62|12.72(17.33|44.67|12.63|17.65|44.31|12.62

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5
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La tabla XX muestra la actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia

grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion sobre 7. tonsurans.

Para las cuatro formas de conservaciéon de FBE evaluados, fueron mayor los halos de

inhibicién con 21 y 28 dias de conservacion.

Tabla XX. Actividad antifiingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion sobre T. fonsurans

luz obscuridad

dia 4°C 25°C 4°C | 25°C

FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
0 16.78 |41.54|11.56(16.69 [41.13 | 11.63|16.87|41.34|11.53(16.98 |41.32|11.64
7 16.54 |41.49|11.45(16.67 |41.62|11.72116.92|41.66|11.58(16.92 |41.56|11.12
14 16.75 |41.67|11.98[16.76 [41.59 | 11.52116.65|41.61 | 11.56|16.73 |41.62|11.97
2 1690 [41.41|11.76]116.36|41.44| 11.5 [16.82| 41.6 |11.62|17.88[41.49|11.54
28 16.54 {41.65]|11.69]16.62|41.45(11.54116.88|41.65|11.59(16.57[41.65|11.65

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

La tabla XXI muestra la actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia

grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion sobre T. rubrum.

Para las cuatro formas de conservacion de FBE evaluados, fueron mayor los halos de

inhibicién con 21 y 28 dias de conservacion.
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Tabla XXI. Actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con

formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion sobre 7. rubrum

luz obscuridad

dia 4°C 25°C 4°C 25°C

FBE | FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
0 18.5 [42.63| 12.1 |18.62|42.33|12.34(18.5342.56 |12.45]18.34|42.71|12.23
- 18.43 [42.88|12.42118.7242.59(12.3918.63 |42.63|12.63|18.65[42.61 |12.98
14 18.54 [42.65|12.17118.5342.69[12.29|18.65|42.73 | 12.63|18.62 |42.87 |12.21
21 18.67 |42.53(12.26]18.48 [42.53|12.29(18.99 |42.59|12.23(18.24|42.53|12.54
28 18.78 |142.58 | 12.28 [18.61 [42.59| 12.3 |18.92|42.63|12.82(18.63|42.53|12.32

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5

La tabla XXII muestra la actividad antifungica del extracto de flor y fruto de Magnolia

grandiflora impregnado con formulado de polimero a diferentes condiciones de

conservacion sobre E. floccosum.

Para las cuatro formas de conservaciéon de FBE evaluados, fueron mayor los halos de

inhibicién con 28 dias de conservacion.

Tabla XXII. Actividad antifingica del extracto de flor y fruto de Magnolia grandiflora impregnado con
formulado de polimero a diferentes condiciones de conservacion sobre E. floccosum

luz obscuridad

dia 4°C 25°C 4°C 25°C

FBE [ FBT | FB | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP | FBE | FBT | FP
0 20.45 |44.3213.21120.43[43.98|13.89[20.35[44.43|13.42120.65[43.97|13.87
7 20.43 |44.96|13.33120.56 [ 44.87 | 12.3 [20.54 [ 44.34 |1 13.65]20.55 [ 44.58 | 13.65
14 20.43 |44.34{13.22120.72 [ 44.38 | 13.7120.63 | 44.62|12.9920.11 | 44.5 | 13.64
21 20.11 |44.4413.56120.81 {43.98|13.76(20.37 | 44.42|13.52[20.61 | 44.42 | 13.21
28 20.78 |44.42(13.62] 20.3 [44.44]113.21(20.65|44.66|13.33[20.77|43.99 | 13.62

n = 3 PDA: Agar Papa Dextrosa, (—) No inhibicién. Inhibicién medida en mm. Se realizaron por
triplicado 3 ensayos independientes. FBE= formulado de biopolimeros con extracto activo, FBT=
Formulado de biopolimeros con terbinafina, FB= formulado de biopolimeros. p < 0.5
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8.5 Actividad antibacteriana de los extractos

Para el caso de la actividad antibacteriana la Tabla XXIII muestra el porcentaje de
inhibicioén al compararlo con el control positivo, en donde se observa que el extracto
metanodlico de M. grandiflora no muestra actividad sobre ninguna de las cepas en estudio;
el extracto metandlico de A. indica muestra un porcentaje de inhibicién de 12.16 solo
sobre S. epidermidis, los extractos de T. stans y J. regia tienen potencial antibacteriano
similar mostrando un porcentaje de 21.98 y 22.15 sobre E. coli respectivamente y J.regia
ademds mostré un porcentaje de 23.10 para E. cloacae. Para encontrar la diferencia
significativa entre los extractos se realiz6 una prueba de comparacion multiple de medias

con el método Tukey.

Tabla XXIII. Actividad antibacteriana de los extractos en estudio

Cepa A. J. T. M. Control (-) Control (+)
indica | regia | stans | grandiflora Gentamicina
Metanol
S. marcescens 0 0 0 0 0 100
K. pneumoniae 0 0 0 0 0 100
E. agglomerans 0 0 0 0 0 100
E. cloacae 0 23.10 0 0 0 100
E. coli 0 22.15 | 21.98 0 0 100
S. aureus 0 0 0 0 0 100
S. epidermidis 12.16 | 20.25 0 0 0 100
S. pyogenes 0 0 0 0 0 100

Los resultados muestran el porciento de inhibicién con respecto al control positivo. Se
inocularon 100 pL de una suspension bacteriana de 1 x 106 UFC y se difundid
homogéneamente con un asa Driblasky en cada caja Petri, posteriormente se colocaron
discos de papel filtro impregnados con 50 pL del extracto y un control negativo con
metanol, y un control positivo con gentamicina 10 mg/mL. Se incubaron durante 18-
24 h a 37 °C, después de este periodo se midi6 el halo de inhibicién formado. Se
realizaron por triplicado 3 ensayos independientes.
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8.6 Actividad antirradical de los extractos

En la figura 27 se presentan las ICso (ug/mL), de las plantas en estudio, obtenidas por
andlisis Probit con los datos de los porcientos de inhibicién obtenidos para cada especie
evaluada, todas presentaron ICso mayor a la Vitamina C la cual present6 una ICso de 7,
seguido por 7. stans con ICso de 29, J. regia con una ICso de 35 y existiendo una diferencia

mayor con M. grandiflora que presentd ICso de 194 y con A. indica con una ICso de 362.

Figura 27. Actividad antioxidante de plantas en estudio
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La Concentracién Inhibitoria (IC50), indica la concentracién necesaria para medir la
potencia in vitro de los compuestos del extracto para reducir el 50% de la
concentracion del radical DPPH y se determiné mediante el disefio estadistico Probit

(p< 0.05)

8.7 Bioensayo de toxicidad de los extractos sobre nauplios de Artemia salina

La tabla XXIV muestra la DLso de las especies en estudio, J. regia y A. indica no
mostraron toxicidad por presentar una DLsp mayor a 1000 (ug/mL), a diferencia de T.

stans 'y M. grandiflora que se consideran moderadamente toxicas por presentar una DLso
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entre 100-500 (ug/mL), esto en base a la clasificacion de toxicidad establecida por

CYTED.

Tabla XXIV. Actividad de los extractos metandlico sobre la letalidad de Artemia
salina

Extracto metandlico DLso (ug/mL)
A. indica 1065
T. stans 362
J. regia 3174
M. grandiflora 400

La DL50 es la concentracién de una sustancia para producir la muerte del 50% de un
organismo vivo y se determiné mediante el disefio estadistico probit. p < 0.5
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9 DISCUSION.

La eleccidon de las especies vegetales utilizadas en el presente estudio fue con base a
la distribucion en el estado de Nuevo Ledn y a lo publicado por Parrota JA y Chaturvedi
AN (1994); Carnerio et al (2012); Lopez y Angulo, (2007), SAGARPA (2005);
CONABIO, (2008), antecedentes de la presencia de la actividad antibacteriana y
antifingica (Ali et al 2016, Kankariya et al 2016; Vennila et al 2016, Ghonmode et al
2013; Goncalves et al 2008, Farroqui et al 2015; Zakavi et al 2013, Noumi et al 2010;
Sharma et al 2008; Mohamed et al 2012; Anburaj et al 2016; Guerra et al 2013; Bajpai et
al 2009; Dong et al 2013)y el uso etnobotanico en México, ya que se encuentran entre las
especies de uso etnobotdnico, de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos

Mexicanos (SSA 2001; BMTM 2009a, 2009b).

En base a la identificaciéon de compuestos quimicos presentes en las plantas segin
Rodriguez G. (2010), 2011, Kuklinski, (2000), Ikan (1991); Dominguez (1979), la
determinacion cualitativa de grupos funcionales de extractos metandlicos de Azadirachta
indica, Juglans regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora se determind la presencia de
instauraciones, grupos carbonilo, oxidrilos fendlicos, carbohidratos, esteroles vy
triterpenos, cumarinas, saponinas, flavonoides y grupos aromaticos en todas las especies
en estudio. Las pruebas para alcaloides fueron positivas solo para Magnolia grandiflora,
Tecoma stans y Juglans regia.

Dichas especies son ttiles para el presente trabajo ya que lo resultados concuerdan con lo
descrito por Alzohairy (2016) en un estudio donde menciona la presencia de nimbolinina,
nimbina nimbidina, nimbinato de sodio, gedunina, salannina, nimbaneno, 6
desacetilnimbaneno, n-hexacosanol, 7-desacetil-7-benzoiacadiradiona,  nimbiol,
quercetina, B sitosterol y flavonoides polifendlicos en Azadirachta indica. Eidi et al 2013;
Ahmad et al 2012; Chen et al 2012; Akbari et al 2012 mencionan que los principales
compuestos identificados en Juglans regia se encuentran fenoles, isoflavonas,
flavonoides. Monoterpenos, flavonoides, lignanos, entre otros son los compuestos

bioactivos encontrados en Tecoma stans segin Al Azzawi AM, (2012); Kameshwaran et
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al 2012; Lovely et al 2012. Wen et al 2013; Hu et al 2011; Hiroshi et al 1999 mencionan
que los compuestos que han sido aislados en Magnolia grandiflora son los que contienen
grupos bencenos, aceites esenciales, terpenoides, flavonoides, lignanos y neolignanos.
La seleccion de los biopolimeros (quitosan y pululano) se realiz6 en base a la necesidad
de encontrar materiales sostenibles de origen natural para aplicaciones biomédicas con
caracteristicas fisicas y quimicas como el ser atdxicos, biocompatibles, biodegradables
datos que respalda Dutta ef al (2013); Younes et al (2015), con propiedades de adhesion
a las mucosas (Kawahara et al., 2003), ademas de ser abundantes en la naturaleza,
renovables y de bajo costo para la introduccién de la hidrofilicidad y biocompatibilidad
en los sistemas poliméricos para impregnarlos con extractos naturales como lo menciona
Sizovs et al (2010). Asi como contener actividad antimicrobiana comprobado en estudios
donde Hironori et al 2015; Kong et al 2010; Rahman et al 2014 Galaev and Mattiason,
2008; Wang et al.,2000 asi lo mencionan.

Ali y Abu en 1999 menciona que el extracto acuoso de J. regia presentd actividad
antifingica sobre nueve aislados de M. canis, T. mentagrophytes y T. violaceum; asi
mismo Ahmad ef al 1973 mencionan la actividad del extracto etandlico de corteza de
Junglas regia sobre T. rubrum, T. violaceum, T. gourvila, T. schoenleini, M. gypseum, M.
audouini M. vanbreuseghemii; Mhmoud et al 2011 menciona la actividad antiftingica de
extractos acuoso, etandlico y etilico de hojas de neem (A. indica) sobre el crecimiento de
M. gypseum, resultados que no concuerdan con los resultados del presente, ya que las
cepas de dermatofitos utilizadas no fueron sensibles a los extractos metandlicos de J.
regia, A. indica y T. stans pudiera sugerirse que pudiera deberse en primera instancia a la
multi farmacoresistencia propia de los aislados clinicos como lo menciona Levy 2002, asi
como los factores ambientales del sitio de colecta como lo refiere Herbone J.B 1973, 1990
Guerra et al 2013 menciona la actividad antifungica de aceites esenciales de Magnolia
grandiflora sobre T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum y E. floccosum. Bajpai et
al 2009 menciona la actividad antifingica de extractos metandlicos, etilicos,
cloroférmicos y hexéanicos de Magnolia liliflora otra especie del genero Magnolia sobre
las especies de Trichophyton y Microsporum spp. estos datos son comparables con los
resultados del presente trabajo ya que todas cepas de aislados clinicos de los dermatofitos

mads comunes en México segin Bonifaz A., 2012, utilizados en el presente trabajo, fueron
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sensibles al extracto metandlico de hoja, tallo, flor y fruto de M. grandiflora hasta una
concentracion de 3.125 mg/mL incluyendo M. canis especie resistente a aceites esenciales
de M. grandiflora segin Guerra et al 2013.

En los estudios de Guerra et al 2013 y Bajpai et al 2009 no mencionan la parte de la
planta utilizada, por lo cual se evalud la actividad antiftingica de (hoja, tallo, flor y fruto),
asi como de (hoja y tallo) y (flor y fruto) siendo mejor la actividad en (flor y fruto), Negri
M. et al 2014 menciona que existen compuestos antidermatofiticos polares en productos
naturales por lo cual pudiera atribuirse la presente actividad a compuestos fendlicos que
se extraen con el solvente utilizado, lo anterior sugiere que este extracto es util para la
impregnacion con biopolimeros previamente seleccionados (quitosan y pululano).
Mayumi et al 2015 menciona que el quitosan mostro actividad antifingica sobre cepas de
M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, y T. tonsurans por medio del método de
inhibicién del crecimiento de colonia, colocando un bloque de 2 x 2 cm de hongo y
sugieren que puede deberse a las modificaciones morfolégicas del hongo, o a que el
quitosan puede actuar como agente quelante. Zhang et al 2016 y Wang et al 2016
mencionan que el pululano es un biomaterial no toxico, no mutagénico, no immunogénico
y no cancerigeno; ha sido usado para prolongar la vida de anaquel de algunos alimentos y
farmacos como lo menciona Kawahara et al., 2003 estos datos son comparables con los
resultados del presente trabajo ya que al probar el formulado hecho de quitosan-pululano
sobre las cepas de dermatofitos estas fueron sensibles mostrando inhibicién, pudiera
deberse a la concentracion utilizada en la formulacién de biopolimeros (quitosan-
pululano), previamente elaborada de acuerdo a la metodologia desarrollada Trevifio G.M
et al 2015, de la misma forma se sugiere que el pululano pudiera contener cierta actividad
antidermatofitica ya que los halos de inhibicion fueron considerablemente mayores a los

que se demostraron con solo quitosan en el trabajo de Mayumi et al 2015.

En base al antecedente antimicrobiano del quitosan, descrito por Hironori et al 2015, Kong
et al 2010 y Rahman et al 2014, el antecedente de ser excelente vehiculo de dispersion de
sustancias farmacologicas, al igual que el pululano, como lo menciona Chelladurai et al.,
2008, Gorle and Gattani, 2009, Galaev and Mattiason, 2008 y Wang et al.,2000 y al

antecedente y resultados anti fungicos de M. grandiflora se considerando viable la
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evaluacion antifingica del formulado de biopolimero (quitosan-pululano) impregnado de
extracto metandlico de (flor y fruto) de M. grandiflora sobre todas las cepas de
dermatofitos del estudio, a diferentes condiciones de conservacion como lo describe la
metodologia del presente estudio.

Los resultados muestran que efectivamente pudiera existir algun tipo de sinergia entre los
compuestos del extracto con los del formulado que hacen que la actividad antiftingica no
solo se conserve, si no que se incremente, ya que los halos de inhibicién del formulado
impregnado fueron significativamente mayores para todas las cepas en estudio contra los
didmetros de inhibicién del extracto metandlico y del formulado de biopolimeros de forma
independiente.

Es de suma importancia mencionar que no se encontré reporte cientifico de actividad
antifingica propia de los biopolimeros (quitosan —pululano) preparada con la metodologia
ya mencionada, sobre las 5 cepas de dermatofitos de mayor importancia en México segin
Bonifaz A., 2012 lo que lleva a incrementar el esfuerzo en la investigacion relacionado
con micosis superficiales.

Las condiciones de conservacion del formulado de biopolimero impregnado de extracto
fueron, temperatura (refrigeracion: 4°C y ambiente 25°C), luz y obscuridad de tiempo en
dias (0, 7, 14, 21, 28) similar a lo propuesto en su ensayo Rodriguez et al 2015, dicho
trabajo presenta una mayor de actividad en los polimeros impregnados por extractos
metanodlicos de otras especies, conservados en refrigeracion y obscuridad, comparable
con el del presente estudio ya que la temperatura a la que se mostré mayor inhibicién en

todas las cepas estudias fue conservando el formulado en refrigeracion y obscuridad.

Rodriguez et al 2015 realizo las pruebas antimicrobianas durante tres meses, mostro una
disminucion en la actividad antifingica sobre otras cepas flingicas no filamentosas, en el
presente se realiz6 en 5 ocasiones durante maximo 28 dias, con cepas de aislados clinicos
de dermatofitos incrementando los halos de inhibicion hasta el dia 14 de conservacion,
para el dia 21 y 28 ya no hubo diferencia significativa, lo que pudiera indicar que los
primeros dias de conservacion los compuestos lograron realizar sinergia y para los dias 21

y 28 ya mostraron estabilidad, lo que indica que pudiera ser til para algunos tratamientos
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para micosis que tienen duracién de tratamiento por mds de 28 dias como lo menciona
Bonifaz A. 2012.

En base a lo discutido se puede decir que las propiedades mostradas por formulado
elaboradas a partir de quitosan y pululano y adicionadas con el extracto activo son
consideradas adecuadas para ser empleado como vehiculo de liberacion de los principios
activos de plantas o de otras substancias. Ambos polimeros son materiales viables que
permiten agregar otros elementos para mejorar sus propias caracteristicas sin modificar su
actividad para que sean empleadas con otro propdsito y que la adicién de los extractos
metanodlicos sea una opcidn tratamientos topicos.

El extracto metandlico de M. grandiflora no muestra actividad sobre ninguna de las cepas
bacterianas en estudio, Guerra et al 2013 menciona la actividad bioldgica de aceites
esenciales de M. grandiflora sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Ali
et al 2016 menciona que el aceite esencial de A. indica muestra actividad sobre cepas de
ATCC de Staphylococcus aureus y Escherichia coli sin embargo, el extracto metandlico
de A. indica mostré inhibicién solo sobre S. epidermidis de las cepas en estudio, lo que
sugiere que el compuesto o compuestos con actividad no fueron extraidos con el solvente
utilizado en el presente trabajo; por otra parte el grado de resistencia que pudieran tener

las cepas por ser aislados clinicos son factores importantes a considerar.

Govindappa et al 2011 menciona la eficaz actividad antibacteriana de extracto etandlico,
metanodlico y acuoso de la hoja de Tecoma stans sobre, S. aureus, E. coli y K. neumonia;
Mohamed et al 2012 a su vez menciona la actividad bioldgica de extractos obtenidos a
partir de una extraccidén continua con metanol y sus fracciones con acetato de etilo,
cloroformo, n-butanol y acuosa de hojas y ramas de 7. stans sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Serratia marcescens, datos que concuerdan de manera parcial ya que el
extracto metanolico de 7. stans solo mostro actividad solo sobre E. coli a concentraciones
mads elevadas que las referencias, esto pudiera deberse a la resistencia farmacoldgica que

presentan los aislados clinicos como lo menciona Levy S, 2002.

Solo el extracto metandlico de J. regia mostro actividad antibacteriana sobre E. cloacae y
E. coli lo que sugieren que los compuestos contenidos en lo extractos metandlicos o la

sinergia de los mismos, fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano en las
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concentraciones utilizadas, resultados que concuerdan con lo publicado por Farooqui A.et
al 2015 que menciona la actividad, usando una concentracién minima bactericida de >5
mg/mL de extractos metandlicos de J. regia sobre aislados clinicos de las mismas
especies. Lo anterior puede indicar que la actividad antibacteriana la presentan
compuestos fendlicos, mismos que generan cambios en la morfologia celular bacteriana,
siendo el punto de accién la pared celular y que pueden ser extraidos con el tipo de

solvente utilizado.

Jahanbani et al 2016 menciona que el hidrolizado enzimaético de semillas de Juglans regia
poseen excelente capacidad antioxidante, determinado por el método ABTS, Pereira JA
et al 2007, que el aceite esencial de hojas de J. regia mostré actividad antioxidante con
concentracion inhibitoria del 50% (IC50) entre 34,5 y 56,4 ng / mL, dato que confirma
Zhao MH et al 2014, sin embargo Cosmulescu S, et al 2012 menciona que la actividad
mads ponente es reflejada en extractos metandlicos de hoja de J. regia, datos comparables
con el presente trabajo ya que presento una ICso de 35 pug / mL, lo que sugiere que el

método es adecuado para la conservacion de la actividad antioxidante.

Anburaj et al 2016 menciona que 7. stans presenta actividad antioxidante ya que existen
compuestos fendlicos con actividad antioxidantes datos que se comparan con el presente
ya que se puede suponer que estos compuestos pudieron ser extraidos con el método usado

ya que presento una ICso de 29 pg / mL.

Sithisarn et al 2005 mencionan la presencia de actividad antioxidante de extracto acuoso
de hojas y etandlico de flor y de tallos de A. indica con una ICsg de 26,5, 27,9 y 30,6 ug/
mlL, respectivamente resultados que no son comparables ya que el presente muestra una
ICs0 de 362 ng / mL pudiera deberse a que la composicion quimica difiere segun el drea
de colecta como lo menciona Herbone J.B 1973, 1990. M. grandiflora presento una ICs
de 194 coincidiendo con la actividad antioxidante de sus aceites esenciales segun
menciona Guerra et al en el 2013, a pesar de que Bajpai et al en el 2009 menciona que los
extractos metandlicos de otra especie del genero Magnolia (Magnolia liliflora) ha
presentado valores de ICsp alrededor de 45 pg/mL pg / mL datos que no coinciden con el

presente ensayo.
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J. regia y A. indica no mostraron toxicidad por presentar una DLsp mayor a 1000 pg/mL,
a diferencia de T. stans y M. grandiflora que se consideran moderadamente téxico por
presentar una DLso entre 100-500 pg/mL, esto en base a la clasificacion de toxicidad
establecida por Pinzén R y Sédnchez, C. 1995, sin embargo, Al-Azzawi en el 2012

menciona efecto no téxico a 5000mg/kg de extracto de acetato de etilo Tecoma stans.

La concentracion utilizada en la actividad antifingica del extracto metandlico de M.
grandiflora fue de 50 mg/mL la cual fue mezclado con el formulado de biopolimeros
dando una concentracién menor para considerarlo toxico, aunado que solo se utilizaron
20uL en los ensayos lo que concuerda con lo descrito por Prasad ef al 2016: Pan et al
2016; Sakaue er al 2016, que la toxicidad nula de compuestos de especies del genero

Magnolia spp como el honikol y magnoliol.
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10 CONCLUSIONES

e El estudio indicé que los extractos metandlicos de Azadirachta indica, Juglans
regia, Tecoma stans y Magnolia grandiflora presentan instauraciones, grupos
carbonilo, oxidrilos fendlicos, carbohidratos, esteroles y triterpenos, cumarinas,
saponinas, flavonoides y grupos aromdticos en todas las especies en estudio;
alcaloides dieron positivas solo de Magnolia grandiflora, Tecoma stans y Juglans
regia.

e Los extractos metandlicos (flor, fruto, tallo y hoja) de Azadirachta indica, Juglans
regia y Tecoma stans no presentan actividad antifiingica sobre cepas de aislados
clinicos de dermatofitos (M. canis, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum y
E. floccosum), a la concentracién maxima utilizada en el presente estudio (100 mg
/ mL).

e El extracto metandlico (hoja, tallo, flor y fruto), de Magnolia grandiflora presenta
actividad antiftingica sobre cepas de aislados clinicos de dermatofitos hasta una
concentracion minina de 6.25 mg/mL sobre M. canis, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, T. rubrum y hasta 3.125 mg/mL sobre E. floccosum.

e FEl extracto metandlico de (hoja y tallo), de Magnolia grandiflora presentan
actividad antiftingica sobre cepas de aislados clinicos de dermatofitos hasta una
concentracion minina de 12.5 mg/mL sobre M. canis, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, T. rubrum y E. floccosum.

e El extracto metandlico de (flor y fruto), de Magnolia grandiflora presentan
actividad antiftingica sobre cepas de aislados clinicos de dermatofitos hasta una
concentracion minina de 3.125 mg/mL sobre M. canis, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, T. rubrum y E. floccosum.

e FEl formulado de biopolimeros (quitosan-pululano) utilizado como control
negativo, presenta una actividad antifingica sobre todas las especies de
dermatofitos utilizados, mostrando didmetros de halos de inhibicién, hasta de
13.21mm.

e El formulado de biopolimeros (quitosan — pululano — terbinafina) utilizado como

control positivo presenta una actividad antifiingica mayor, sobre todas las especies
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de dermatofitos utilizados, que solo la terbinafina; mostrando didmetros de halos
de inhibicidn, hasta de 44.87mm.

El formulado de biopolimeros (quitosan — pululano — extracto metandlico de flor
y fruto de Magnolia grandiflora) presenta una actividad antifingica mayor, sobre
todas las especies de dermatofitos utilizados, que solo el extracto metandlico;
mostrando diametros de halos de inhibicion, hasta de 20.45mm.

El formulado de biopolimeros (quitosan — pululano — extracto metandlico de flor
y fruto de Magnolia grandiflora) conservado a 0 dias a condiciones de luz y
temperatura no muestra diferencia entre los halos de inhibicién de la actividad
antifiingica.

El formulado de biopolimeros (quitosan — pululano — extracto metandlico de flor
y fruto de Magnolia grandiflora) conservado a7, 14, 21 y 2 dias, a temperatura de
4°C (refrigeracion) y obscuridad presentan mayores halos de inhibicion de la
actividad antifiingica, que los conservados a 25°C y a exposicion de luz.

Para las cuatro formas de conservacion de formulado de biopolimeros (quitosan —
pululano — extracto metandlico de flor y fruto de Magnolia grandiflora) evaluados,
fueron mayor los halos de inhibicién con 21 y 28 dias de conservacion.

El formulado de biopolimeros (quitosan — pululano — extracto metanélico de flor
y fruto de Magnolia grandiflora) es una opcion para el tratamiento de micosis
ocasionadas por M. canis, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum y E.
floccosum.

El extracto metandlico de M. grandiflora no muestra actividad sobre ninguna de
las cepas bacterianas en estudio.

Solo el extracto metandlico de 7. stans solo mostro actividad antibacteriana solo
sobre E. coli., el extracto metandlico de J. regia sobre E. cloacae, E. coli y S.

epidermidis y el extracto metandlico de A. indica sobre S. epidermidis

La mejor actividad antioxidante corresponde a los extractos metandlicos de J.
regia y T. stans, seguido del extracto metandlico de M. grandiflora y por ultimo

extracto metanodlico de A. indica
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Los extractos metandlicos de A. indica y J. regia mostraron toxicidad y Los
extractos metandlicos de T. stans y M. grandiflora mostraron medianamente

toxicidad.

Se puede concluir de manera general que los resultados del presente estudio
indican la utilidad clinica biotecnoldgica de extractos activos en formulados de
biopolimeros a base de quitosan y pululano, como sistemas tépicos de liberacion
de metabolitos, asi como la innovacion del desarrollo de nuevas soluciones de

origen natural para tratamiento de enfermedades infecciosas de la piel.
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11 PERSPECTIVAS

El presente trabajo muestra la base para el uso de sistemas de liberacion de bioactivos de
extractos naturales para el uso de tratamiento de enfermedades infecciosas por en base a

este contexto se presentan las siguientes perspectivas:

e Aislar y caracterizar los metabolitos presentes en los extractos activos y evaluar su
actividad biologica.

e Aislar y caracterizar los compuestos que presentan en el formulado de
biopolimeros impreganado de extracto y evaluar su actividad biologica.

e Evaluar otras condiciones fisicoquimicas para la estabilidad y conservacién del
biopolimero.

e Llevar acabo estudios de microscopia electrénica para el andlisis de la
morfologia de las peliculas y los microorganismos.

e Impreganar el formulado de polimeros con nuevos extractos con antecedente de
actividad bioldgica.

e Buscar nuevas formulaciones de polimeros

e Probar con otros microorganismos para evaluar la actividad antimicrobiana
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