€CIMED

I EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Articulo original

Las cortezas de tallo de Diphysa americana (Mill.) M. Sousa

(Guachipilin) y su efecto antimicrobiano

The stem bark of Diphysa americana (Mill.) M. Sousa (Guachipilin) and

their antimicrobial effect

Francisco Javier Diaz-Trujillo'https://orcid.org/0009-0003-9753-9394

Cecilia Guadalupe Hernandez-Tondopo'https://orcid.org/0000-0002-6728-5018

Ivan de-la-Cruz-Chacon' https://orcid.org/0000-0001-9908-6278

Lorena Mercedes Luna-Cazares'" https://orcid.org/0000-0001-6209-9737

! Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

*Autor para la correspondencia: lorena.luna@unicach.mx

RESUMEN

Introduccion: Diphysa americana (Mill.) M. Sousa, es una planta de la familia
Fabaceae, conocida como guachipilin, originaria de Mesoamérica y empleada en la
medicina tradicional para tratar padecimientos gastrointestinales, respiratorios y

de la piel.

Objetivo: evaluar la diversidad de metabolitos secundarios en extractos de

cortezas de tallo y su efecto sobre diversos microorganismos.
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Método: se obtuvieron tres extractos organicos (hexano, acetato de etilo, metanol)
y uno acuoso de cortezas de tallo recolectadas en etapa vegetativa. La diversidad
fitoquimica se evalué mediante la identificacidn colorimétrica y de precipitacion de
grupos de metabolitos secundarios (MS). El efecto antimicrobiano se evalué con
la técnica de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) en microdilucién frente a

tres bacterias Grampositivas, cinco Gramnegativas y una levadura.

Resultados: los grupos de metabolitos secundarios identificados fueron:
alcaloides, esteroides, flavonoides tipo flavona, glucésidos, lactonas
sesquiterpénicas y saponinas. Los extractos mas activos fueron el de metanol,
acetato de etilo (AcOEt) y acuoso. Las bacterias mas susceptibles a los extractos
fueron Staphyloccus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa ya que fueron inhibidas
por los cuatro extractos. Las CIM variaron de 2.5 a 40 mg mL™. En Salmonella Typhi
y Shigella sonnei se identificé el mayor efecto antimicrobiano con una CIM de 2.5

mg mL".

Conclusiones: el extracto metandlico de D. americana mostré actividad de amplio
espectro al inhibir a cinco de los nueve microorganismos evaluados, por lo que

constituye un extracto con potencial biotecnoldgico.

Palabras clave: Guachepil; metabolitos secundarios; antibacteriano; planta

medicinal.

ABSTRACT

Introduction: Diphysa americana (Mill.) M. Sousa, known as guachipilin, is a plant of
the Fabaceae family, native to Mesoamerica, used in traditional medicine to treat

gastrointestinal, respiratory and skin ailments.
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Objective: to evaluate the presence of secondary metabolite groups in Diphysa

americana extracts and assess their impact on various microorganisms.

Method: three organic extracts (hexane, ethyl acetate, methanol) and one aqueous
extract were obtained from stem bark collected during the vegetative stage. The
phytochemical diversity was assessed through colorimetric identification and
precipitation of secondary metabolite (SM) groups. The antimicrobial effect was
evaluated using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) technique in
microdilution against three Gram-positive bacteria, five Gram-negative bacteria,

and one yeast.

Results: the identified groups of secondary metabolites were: alkaloids, steroids,
flavone-type flavonoids, glycosides, sesquiterpene lactones, and saponins. The
most active extracts were methanol (MeOH), ethyl acetate (AcOEt) and aqueous.
The bacterial strains tested, Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas
aeruginosa were particularly susceptible to the extracts, as they were inhibited by
all four extracts. The minimum inhibitory concentrations ranged from 2.5 to 40 mg
mL. Salmonella typhi and Shigella sonnei exhibited the highest antimicrobial effect,

with an MIC of mg mL".

The most active extracts were those obtained using methanol, ethyl acetate
(AcOEt), and water. Among the bacterial strains tested, Staphylococcus
epidermidis and Pseudomonas aeruginosa were particularly susceptible to the
extracts, as they were inhibited by all four extracts. The Minimum Inhibitory
Concentrations (MICs) ranged from 2.5 to 40 mg/mL Salmonella typhi and Shigella

sonnei exhibited the highest antimicrobial effect, with an MIC of 2.5 mg/mL

Conclusions: the methanolic extract of D. americana exhibited broad-spectrum
inhibition against five out of the nine evaluated microorganisms, making it a

biotechnologically promising extract.
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Introduccion

El uso de la vegetaciéon para curar enfermedades es tan antiguo como el ser
humano. Actualmente , se estima que el 88% de la poblacion de todos los paises
recurre a las plantas medicinales para atender sus necesidades basicas de
atencion meédica.’) En las plantas existe una amplia gama de compuestos
quimicos llamados metabolitos secundarios, que son los que las hacen utiles
como agentes terapéuticos, se pueden encontrar en toda la planta o solo en una

de sus estructuras.(@34)

Las investigaciones en el campo de las plantas medicinales van dirigidas a la
bisqueda de compuestos quimicos a través de la obtencion de extractos
utilizando diversos solventes y técnicas de extraccion para determinar el potencial
bioactivo,®9 debido que se ha incrementado la resistencia antibacterina, aunado a
lo anterior la produccién de nuevos antibiéticos ha disminuido,(”® lo que sitta a
las plantas como un valioso arsenal de sustancias bioldgicamente activas, ya sea

como fitoterapéuticos o de materia prima para la industria farmacéutica.®

Entre las especies empleadas como medicinales en México y Centroamérica esta

el arbol D. americana, cuyo nombre vernaculo mas comun es Guachipilin que deriva
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del ndhuatl cuauchipilin y que significaria chipilin arbéreo. También se le conoce en
Chiapas, México como Tzuscui (lengua zoque) y Canté (lengua tojolabal y tzeltal).
En México, los pobladores en algunas comunidades del estado de Chiapas utilizan
las hojas y el tallo de la planta como agentes medicinales;(19 y en paises de
Centroamérica como Guatemala y Costa Rica son utilizadas las hojas y la corteza
en decoccion para tratar afecciones gastrointestinales (diarreas), respiratorias (tos

y catarro), dérmicas, heridas, picaduras y mordeduras de serpientes.(117)

De esta especie existen pocos estudios sobre sus propiedades bioldgicas, es en la
década de los 90 un grupo de investigadores en Guatemala realizaron pruebas in
vitro de algunas plantas medicinales, entre ellas el Guachipilin, cuyos extractos
etandlicos, de acetona y hexano de hojas y cortezas inhibieron el crecimiento de
Escherichia coli, Salmonella Typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,(1319 En tanto que las hojas

maceradas con etanol al 50% inhibieron a Neisseria gonorrhoeae.®

Este trabajo tuvo como finalidad evaluar la riqueza de metabolitos secundarios y
el efecto de los extractos de cortezas de Guachipilin sobre diversos

microorganismos.

Métodos

La identificacion taxondémica del ejemplar recolectado de D. americana fue
realizada por el Dr. Miguel Angel Pérez Farrera curador del Herbario Eizi Matuda
(HEM) del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y Artes de

Chiapas de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Para ello se ingresaron ejemplares
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herborizados a la coleccion y uno de ellos quedé registrado con el nimero 46033 y

con el nombre comun de Guachipilin.

Recolecta

Se recolectaron las cortezas del tallo de un arbol sano y en etapa vegetativa en
septiembre de 2019, se deshidrataron a temperatura ambiente y a la sombra para

posteriormente pulverizarlas.
Obtencion de extractos organicos

Se pesaron 40 g de corteza de tallos que se colocaron en una bolsa de papel filtro
para su extraccion en el equipo Soxhlet. Los metabolitos se extrajeron con
disolventes organicos de polaridad creciente, primero con hexano (H, Baker®)
seguido de acetato de etilo (AcOEt, Baker®) y de metanol (MeOH, Baker®). La
extraccion con cada disolvente se realizé durante 8 horas por tres ocasiones, una
vez terminada la extraccién, se elimin6 el solvente a presién reducida en un
rotaevaporador, a temperaturas de 69 °C (H), 77°C (AcOEt) y 65°C (MeOH). Los

extractos se almacenaron en frascos &mbar a temperatura ambiente, hasta su uso.
Obtencion de extractos acuosos

Para la obtencion de extractos acuosos (EA), se pesaron 100 g de la muestra
vegetal y se afiadieron 400 mL' de agua destilada, la mezcla se llevé a ebullicion
hasta evaporar aproximadamente un 25 % de agua, posteriormente se filtré y dejo

secar a temperatura y luz ambiente, después se almacend en un frasco ambar.

Identificacion de grupos de metabolitos secundarios
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Las pruebas colorimétricas y de precipitacion para identificar los grupos de
metabolitos secundarios de los extractos se llevaron a cabo siguiendo los métodos
modificados de Dominguez,?") Plummer,?? Miranda-Martinez?® y Salem et al.? Los
resultados se expresaron mediante un sistema de intensidad de reaccién con el
siguiente criterio: reaccion intensa (+++), reaccion media (++), reaccion ligera (+) y

reaccion negativa (-).

Pruebas de inhibicion bacteriana

Bacterias

Las bacterias Gramnegativas utilizadas fueron: Salmonella Typhi (ATCC 6539),
Shigella dysenteriae (ATCC 29026), Shigella sonnei (ATCC 25931), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883); las Grampositivas
ensayadas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) y Bacillus subtilis (ATCC 6051) y la levadura Saccharomyces cerevisiae
(NRRL-Y-2043).

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

La determinacion de la CIM de los extractos sobre las bacterias se realizé por el
método de microdilucion seriada en medio de cultivo liquido,?% para ello se preparé
una solucién madre a 96 mg mL' de cada extracto que se disolviéd en

dimetilsulféxido (DMSO, Sigma®) al 6 %.

A la par se prepararon placas de cultivos de 96 pocillos (Brandplates®) estériles en
una campana de flujo laminar de la siguiente manera, en todos los pocillos se
depositaron 100 pL de caldo Miieller-Hinton y en el primero 100 pL de la solucién
madre, a partir de éste primer pocillo se transfirieron 100 pL al segundo y de esta

misma forma a los pocillos posteriores para obtener diluciones seriadas. Del tltimo
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pocillo se desecharon 100 pL. Después se anadié a cada pocillo 10 pL de solucién
de resazurina (Sigma®) y 10 pL de inéculo microbiano de un subcultivo de cinco a
seis horas estandarizado a 0.5 de turbidez microbiana en la escala de McFarland
(cerca de 1.5x108 unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC mL™] (2627,
De esta manera las concentraciones de prueba fueron de 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25,

0.625, 0.3125,0.1562, 0.0781,0.03090 y 0.0195 mg mL™".

Las evaluaciones se realizaron por duplicado y en cada ensayo se incluyeron tres
controles: el positivo con gentamicina a 1 mg mL" (Sigma®), de crecimiento

microbiano y el de esterilidad del extracto.

Las placas se incubaron aerébicamente a 36°C+1 por 18 horas, al finalizar el
periodo de incubacién se observé la coloracién de cada mezcla el color rosa indicé
crecimiento y el azul inhibicién del crecimiento bacteriano, el primer pocillo en la
serie en presentar una coloracién azul fue considerado como el valor de la CIM para

cada microorganismo.

Resultados

Grupos de metabolitos secundarios

Los glucésidos fueron los unicos MS presentes en todos los extractos, con
intensidad baja en los extractos de hexano y acetato de etilo, intensidad media para
el metandlico y alta para el acuoso. Las lactonas sesquiterpénicas, flavonoides de
tipo flavona y saponinas estuvieron presentes en los extractos de acetato, metanol

y acuoso con intensidad variable (figura 1).
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Fig. 1- Metabolitos secundarios en las cortezas de D. americana. Intensidad de reaccion:

1: baja; 2: media; 3: alta.

Los alcaloides se observaron en dos extractos (hexanico y acuoso) y los esteroides
solo en el extracto hexanico, ambos MS en baja intensidad (figura 1). El extracto
con mayor diversidad de metabolitos fue el acuoso con cinco grupos: alcaloides,

flavonoides de tipo flavona, glucésidos, saponinas y sesquiterpénlactonas.
Efecto inhibitorio de los extractos sobre los microorganismos

Todos los extractos de las cortezas del tallo de D. americana tuvieron efecto
inhibitorio (tabla 1), el extracto metandlico sobre todos los microorganismos
evaluados (ocho bacterias y la levadura), sequido del acuoso que impidié el

crecimiento de siete bacterias y la levadura.
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Se observé que la mayor potencia inhibitoria correspondié a los extractos de
acetato de etilo y al metandlico (tabla 1), el primero sobre S. Typhi (figura 2) y el
segundo frente a S. sonnei ambos a 2.5 mg/mL"’, estos fueron los valores mas
bajos de todo el trabajo experimental. Por otro lado, también se observé efecto
inhibitorio del extracto hexanico a 20 y 40 mg mL™ (figura 3), sin embargo, fue el

unico que no impidié el crecimiento de S. cerevisiae.

Tabla 1- Valores de CIM de extractos de cortezas (mg/mL™)

Extracto hexanico

S. P.aeruginosa S. sonnei | B. subtilis S. aureus | S. cerevisiae | S. Typhi K. pneumoniae | S.

20 20 40 - - - - - -

Extracto acetato de etilo

20 10 - 10 5 10 25 5 -

Extracto metandlico

5 40 25 5 20 5 20 40 10

Extracto acuoso

10 10 10 5 5 10 - 20 5

Mientras que el extracto de AcOEt inhibid a K. pneumoniaey S. aureus a5 mg mL"’,
a esta misma concentracion el extracto metandlico inhibié a B. subtilis, S.

epidermidis 'y S. cerevisiae, y el acuoso a S. aureus, B. subtilis y S. dysenteriae.
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Fig. 2- Actividad antibacteriana de los extractos de acetato de etilo de D.

americana frente a Salmonella Typhi. Control A: control de crecimiento; Control B: control

de esterilidad del extracto; R1 y R2: repeticiones 1y 2. Concentraciones (mg mL™"): 1=40;
2=20; 3=10; 4=5; 5=2.5; 6=1.25; 7=0.625; 8=0.3125; 9=0.1562; 10=0.0781; 11=0.03090;
12=0.0195.

Fig. 3- Actividad antibacteriana de los extractos de acetato de etilo de D. americana frente
a S. sonnei. Control A: control de crecimiento; Control B: control de esterilidad del
extracto; R1 y R2: repeticiones 1y 2. Concentraciones (mg mL"): 1=40; 2=20; 3=10; 4=5;
5=2.5; 6=1.25; 7=0.625; 8=0.3125; 9=0.1562; 10=0.0781; 11=0.03090; 12=0.0195.
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Discusion

Para establecer el potencial antimicrobiano de D. americana, planta que se emplea
en la medicina tradicional para tratar infecciones gastrointestinales, respiratorias
y dermatomucosas,('12829 se identificaron los grupos quimicos de metabolitos
secundarios y la potencia y el espectro antimicrobiano de extractos organicos y

acuosos de las cortezas de tallo.

Los extractos de cortezas de tallo contienen alcaloides, esteroides, glucésidos,
lactonas sesquiterpénicas, saponinas y flavonoides de tipo flavona, los que pueden
obtenerse de acuerdo al tipo de disolvente empleado, por ejemplo, las lactonas,
saponinas, glucésidos y flavonoides pueden extraerse con disolventes de mediana
o polaridad alta, en tanto que los esteroides solo se encuentran en disolventes no
polares como el hexano, mientras que el acuso (mayor polaridad) es capaz de
extraer diversos compuestos quimicos. En esta investigacion, en las cortezas se
identificaron seis tipos de MS en diferentes intensidades e reaccion ello explicaria

las diferencias en las actividades antimicrobianas detectadas.

El extracto de AcOEt y el de MeOH inhibieron el crecimiento de S. Typhi y de S.
sonnei con una CIM de 2.5 mg mL". El efecto sobre la primera especie también lo
demuestra el extracto etandlico de hojas de esta planta, reportado por Caceres et
al.(13,14), pero con una CIM del doble (5 mg mL"). Otras especies del mismo
género muestran también potencial antibacteriano, el extracto etandlico de corteza
de D. minutifolia, inhiben a K. pneumoniae, B. subtilis, P. aeruginosay S. aureus,a 50 mg
mL" sobre las dos primeras y 100 mg mL™" a las dos ultimas, este efecto inhibitorio
reportado por Avellaneda-Saucedo et al.® coincide con los de esta investigacion
para las mismas cepas bacterianas, pero con valores de CIM mas bajos (5 a 40 mg

mL7). Estos estudios se realizaron con material recolectado en meses diferentes,
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asi como en condiciones experimentales distintas, sin embargo confirma la

propiedad antimicrobiana de especies del género.

El mayor efecto lo mostraron los extractos de MeOH, H20 y AcOEt, que no
permitieron el crecimiento de nueve, ocho y siete microorganismos,
respectivamente, los cuales ademdas presentaron saponinas Yy lactonas
sesquiterpénicas como MS en comun, incluso con las mismas intensidades de
reaccion (figura 1). Este tipo de moléculas tiene un reconocido potencial
antimicrobiano, lo que podria explicar el espectro de actividad observado.(©037)
Varios de estos MS estan relacionados con la alteracion de la membrana
plasmatica con mecanismos especificos, por ejemplo, el efecto inhibitorio de las
saponinas se atribuye a que interactian con los lipidos de las membranas
celulares alterando su permeabilidad o provocando lisis celular,323% en tanto que
las lactonas sesquiterpénicas se unen a los grupos sulfhidrilo y amino de las
proteinas de las membranas®® y alteran la pared celular bacteriana,®® otras

actuan sobre los centros activos de las proteinas.®

Los extractos de las cortezas de tallo tienen la capacidad de inhibir a los
microorganismos evaluados, en concentraciones diferentes, lo que posiblemente
se deba ala composicion de los extractos, ya que diferentes MS pueden establecer
sinergia de moléculas, ya que algunas, al trabajar en conjunto, facilitan su
interaccion y biodisponibilidad,73%) efecto que ha sido referido no solo para la

actividad antimicrobiana, sino también para otras actividades bioldgicas.(3949)

Es de destacar el efecto inhibitorio de los extractos de metanol, acetato de etilo y
acuoso frente a la levadura S. cerevisiae, a concentraciones de 5a 10 mg mL", ya
que hasta la fecha no existen reportes de este tipo para el Guachipilin ni para otras

especies del género Diphysa. Tal actividad es de relevancia ya que en las ultimas
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décadas la incidencia de infecciones producidas por esta levadura es amplia,
produciendo afecciones cutaneas hasta sistémicas del torrente sanguineo y
6rganos vitales.*) S. cerevisiae presenta varios rasgos de virulencia; al respecto,
Diezmann y Dietrich? mencionan su capacidad de sobrevivir al estrés oxidativo,

asicomo a altas temperaturas.
Conclusiones

Los extractos organicos de polaridad creciente y el extracto acuoso de la corteza
del tallo de D. americana (Guachipilin) tienen potencial antimicrobiano in vitro
frente a bacterias que causan enfermedades respiratorias y gastrointestinales, y
frente a la levadura que causa infecciones cutaneas. El extracto metandlico es el
de mas amplio espectro, ya que inhibié a cinco de los nueve microorganismos
ensayados y, por ende, el de mayor potencial para futuros estudios encaminados
al aislamiento, elucidacion y caracterizacion de los compuestos responsables de

la actividad.
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