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RESUMEN

Introduccién: el mamey amarillo (Mammea americana L.) se utiliza ampliamente
en la curacion de diversos tipos de enfermedades producidas por parasitos e
insectos.

Objetivo: realizar el tamizaje fitoquimico y determinar la actividad antibacteriana
de los extractos secos de la tintura al 20 % de las hojas y corteza del fuste de esta
planta.

Métodos: se recolectaron hojas y corteza del fuste de la planta objeto de estudio,
que fueron lavadas, desinfectadas, secadas y pulverizadas. Luego se procedio a la
elaboracion de las tinturas al 20 % por el método de maceracion de la droga. Los
extractos secos de las partes estudiadas de la planta se obtuvieron a partir de las
tinturas al 20 % y se emplearon para los ensayos del tamizaje fitoquimico y la
evaluacion de la actividad antibacteriana.

Resultados: se comproboé la existencia de una alta diversidad de metabolitos
secundarios, con predominio de los alcaloides, coumarinas, fenoles o taninos,
quinonas y flavonoides. Los extractos secos mostraron actividad antibacteriana in
vitro frente a la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 29737).

Conclusiones: se destacan, por su significativa presencia, flavonoides, alcaloides,
taninos y cumarinas, los cuales resultan de interés bioldgico y farmacolégico por
sus posibles aplicaciones terapéuticas.

Palabras clave: Mammea americana, tamizaje fitoquimico, extractos, metabolitos
secundarios.
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ABSTRACT

Introduction: the yellow mammee (Mammea americana L.) is widely used to cure
different diseases caused by parasites and insects.

Objective: to perform a phytochemical screening and to determine antibacterial
activity of dry extracts of 20 % tincture from the leaves and the bark of this plant.
Methods: the leaves and stem bark of the plant were harvested, washed,
disinfected, dried and crushed. Then it proceeded to the preparation of 20 %
tinctures through drug maceration. The dried extracts of the studied parts were
obtained from the 20 % tinctures and used to evaluate the phytochemical screening
tests and the antibacterial activity.

Results: the existence of a high diversity of secondary metabolites, predominantly
alkaloids, coumarins, phenols and / or tannins, quinones, and flavonoids were
confirmed. The dried extracts showed antibacterial activity in vitro against
Staphylococcus aureus (ATCC 29737).

Conclusions: flavonoids, alkaloids, tannins and coumarins, which are of biological
and pharmacological interest for their potential therapeutic applications, were
significantly present in these extracts.

Key words: Mammea americana (L.), phytochemical screening, extracts,
secondary metabolites.

INTRODUCCION

La medicina natural y tradicional forma parte importante del acervo cultural de la
humanidad desarrollada en cada pais y region del mundo, con caracteristicas
propias, en franca dependencia de los recursos disponibles. Se toma de base
ademas, la idiosincrasia de sus habitantes, como resultado de una evolucién lenta
pero avalada por la experiencia practica.®

En el devenir historico, la préactica de la medicina tomdé dos rumbos distintos;
mientras que en el mundo oriental mantuvo su aplicacién practica, en el occidental
sobre todo en el pasado siglo, se trabajé en la sintesis de sustancias
medicamentosas, lo cual unido al desarrollo industrial y de los medios de
diagndstico, dio lugar a una carrera competitiva que inundé el mercado con todo
tipo de medicamentos mas o menos utiles sin tener en cuenta el mayor o menor
dafio que ellos podian producir.??

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el papel de las plantas
medicinales en la cura y el tratamiento de diversas enfermedades que afectan al

hombre e identifican méas de 119 sustancias quimicas pertenecientes a 60 familias.?

Las plantas medicinales sintetizan a partir de su metabolismo primario, sustancias
quimicas conocidas como metabolitos secundarios (llamados también principios
activos), los cuales ejercen una accién farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial,

sobre los organismos vivos.* Su utilidad primordial es servir como droga o
medicamento que alivie las enfermedades o restablezca la salud perdida.®
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El uso de las plantas con fines curativos se remonta a muchos afios atras y guarda
relaciéon con la flora existente en cada territorio.* A pesar de ser muy antigua su
utilizacion y de trasmitirse de generacién en generacion, en la actualidad es objeto
de mudltiples investigaciones cientificas, en las cuales se ha demostrado
experimentalmente algunas de las acciones atribuidas.® Esto brinda la oportunidad
de encontrar nuevos agentes activos desde el punto de vista farmacolégico, a partir
de una fuente de materia prima renovable, por lo que es de gran interés realizar un
tamizaje fitoquimico dirigido al conocimiento de las principales familias de
metabolitos secundarios que sean de interés bioldgico. Dentro de estas, la Mammea
americana L. es una de las de mayor importancia.®

Atendiendo a los reportes populares realizados, se ha demostrado que la planta M.
americana se utiliza ampliamente en la curaciéon de diversas enfermedades debido a
su efecto antiparasitario e insecticida. Para estos fines, se utiliza el latex de la
semilla contra el Aedes aegypti, que elimina las larvas de ese vector. Por otra
parte, se ha confirmado el efecto de la fruta para tratar la anemia, mientras que la
resina y la decoccién de la corteza se emplean contra los parasitos, infecciones
micoéticas y eczemas.®’ La infusién de sus hojas es un antifebrifugo.® Su accién
antibacteriana no ha sido validada experimentalmente, ni se disponen reportes
hasta el momento. En este trabajo se determinaron los metabolitos secundarios
presentes en esta planta y se evalué su actividad antibacteriana para corroborar los
usos etnobotanicos que se le atribuyen.

METODOS

El material vegetal se recolectd a las 8:00 a.m. del dia 17 de abril de 2010, en la
localidad "Los Rondones" perteneciente al municipio de Jiguani, provincia de
Granma, con una temperatura promedio de 23,5 ©C. Se identificé por el
Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de
Granma, con el propdsito de eliminar la parte del material que no reunia las
condiciones para su posterior estudio, segun la norma ramal de salud publica
(NRSP) 309 del Ministerio de Salud Publica (MINSAP).®°

Se tomaron muestras de las hojas y corteza del fuste, en estado adulto, las cuales
se lavaron y desinfectaron con una disolucion de NaClO 2 %;° se secaron al aire a
temperatura ambiente y se extendieron en bandejas perforadas, volteandose
diariamente durante 7 d. Luego se sometieron durante 1 h a temperatura de 60 °C
en una estufa (WSU 400, Alemana) con recirculacion de aire. A continuacion, se
trituraron en un molino hasta obtener un polvo grueso, que se paso por un tamiz
circular de 2 mm (TGL 0-4188 WEB Metallwebwrei Neustadt-Orla, Alemania).
Finalmente, estas se emplearon en la elaboracién de las tinturas al 20 %.

Obtencién de las tinturas al 20 %

Las tinturas al 20 % se obtuvieron a partir de los polvos (tamafio de particula
menor que 2 mm de diametro), utilizando como menstruo una solucién etandlica al
70 % (v:Vv) en agua destilada. Se usaron 50 g de la droga cruda para obtener

250 mL de tintura al 20 %. El método de extraccion empleado para la obtenciéon de
las tinturas fue la maceracion de la droga pulverizada en zaranda (MLW, Alemania)
a 60 rpm durante 15 min a intervalos de 10 h, por un tiempo de 7 d, segun la
norma ramal de salud publica 312, la norma cubana de salud publica 313*? y el
programa de medicina tradicional y natural.*®
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Después de realizada la extraccion se filtré a presion reducida para lograr la
homogeneidad y transparencia total de cada producto. El filtrado (tintura al 20 %)
se almacen6 en un frasco color ambar y se sometié a reposo durante 72 h a
temperaturas de 4 a 8 ©C. Transcurrido el tiempo indicado, en los casos en que se
observé precipitado se procedié a una segunda filtracion. Las tinturas se
almacenaron en frascos color ambar para evitar la descomposicion de la sustancia
activa por accion de la luz, porque muchos principios activos extraidos de plantas
son fotosensibles.

Obtencion del extracto seco

Los extractos secos de las partes estudiadas de la planta se obtuvieron a partir de
las tinturas al 20 % por rotoevaporacion del solvente a 50 °C en un rotoevaporador
(KIKA LABORTECHNIK HB4 Basic), los cuales se secaron en una estufa, con
recirculacion de aire a 40 ©C hasta obtener una masa consistente y después se
preservaron en frascos de color ambar.

Tamizaje fitoquimico

Se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales del Centro de Estudio de
Quimica Aplicada (CEQA) de la Universidad de Granma, Bayamo, Cuba, por la
metodologia descrita y reportada por Sandoval y Suéarez,** Payo.'® asi como Pefia y
otros,? con el empleo de técnicas simples, rapidas y selectivas para la identificacion
cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en cada extracto, de acuerdo
con la solubilidad que podian haber presentado en cada solvente empleado.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos secos de las hojas
y corteza del fuste de la Mammea americana (L.) se emple6 el método de difusion
en agar por diseminacion superficial en disco (Bauer-Kirby). Este método fue
publicado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) y la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), y adoptado por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSD™ como norma de aceptacion general, a continuacion se explica el principio
en el cual se fundamenta ese método.

Microorganismos evaluados

Las cepas utilizadas en el ensayo de actividad antibacteriana son de referencia
internacional, depositadas en el American Type Culture Collection (ATCC) y se
relacionan a continuaciéon: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 29737) y Bacillus subtilis (ATCC 6633), esta ultima no patégena.

RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico de los extractos secos de las tinturas al 20 % de Mammea
americana

En la tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los
extractos secos de la tintura al 20 % de las hojas y la corteza del fuste de M.
americana, donde se observa la alta diversidad de metabolitos secundarios
presentes en esta especie arbérea, como: alcaloides, coumarinas, fenoles y taninos,
quinonas y flavonoides.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos secos de las tinturas
al 20 %

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos secos de las tinturas
al 20 % de Mammea americana

Ensayos (metabolitos) Hojas | Corteza

Mayer (alcaloides) + +

Baljet (coumarinas) -

Fellsy (fenoles y taninos)
Borntrager {quinonas)
Shinoda (flavonoides)

+ +] 4]+
o I I [ S

Wagner (alcaloides)

{-}: ausencia, (+): presencia.

Fi

En la tabla 2 se muestran los resultados de la evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana de los extractos secos de las tinturas al 20 % de las hojas de M.
americana, donde se comprobd que solo mostraron actividad frente a la cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC 29737); se destaca la diluciéon 1 (D1) de
concentracion 720 mg/mL con halos de inhibicion que oscilaron entre 14 y 16 mm
de diametro, respectivamente, superados solo por el control positivo (gentamicina).
La ausencia de halos de inhibicién alrededor de los discos, que contienen DMSO
(dimetilsulféxido) y etanol al 70 % (controles negativos), sugieren que las hojas de
esta planta poseen metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Tabla 2. Resultados de la evaluacian de la actividad antibacteriana de los extractos
secos de las tinturas al 20 % en la hojas

Diametro del halo de inhibicidn (mm)

o . Bacillus y
brelu:i:’zzzcas subtilis Escherichia coli Piij_g;::g:jig
Muestras = -2) = =
(ATCC 29737) {,'ﬂ“_TC“: (ATCC 113-3) (ATCC 27853)
6633)
Mo, de réplicas NG'. de Mo, de réplicas Mo, de réplicas
replicas
Extractos secos 1 2 3 1 2 |3 1 2 3 1 2 3

01 720 mg/mL 14 1a 15 | - - - - - - - - -
D2 360 mg/mL 12 12 12 | - - - - - - - - -

D3 180 mg/mL 12 13 11 | - - - - - - - - -

Gentamicina 20 22 21 -
Etancol 70 % - - - _
Dimetilsulfdxido - - - -

En la tabla 3 se muestran los resultados de la evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana de los extractos secos de la tintura al 20 % del fuste de la corteza de
M. americana, donde se observé un comportamiento muy similar al de los extractos
secos de las hojas, con la diferencia de que los halos de inhibicidon obtenidos para la
dilucién 1 (D1) con 780 mg/mL oscilaron entre 15 y 17 mm de didmetro para la
cepa S. aureus, muy superiores a las diluciones 2 y 3 (D2 y D3) de los extractos
evaluados.
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Tabla 3. Resultados de |la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos
secos de las tinturas al 20 % en la corteza del fuste

Didmetro del halo de inhibicién {mm)

Staphylococcus Bacillus Escherichia Pseudomonas
Muestras aureus subtilis colf Feruginosa
(ATCC 29737) (ATCC 6633) | (ATCC 113-3) | (ATCC 27853)
Mo, de réplicas NG'.dE Mo, de réplicas | Mo, de réplicas
replicas
Extracto seco 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

D1 720 mg/mL 17 14 15 - - - - - - - - -
D2 360 mg/mL 15 14 15 - - - - - - - - -

D3 180 mg/mL 13 12 14 - - - - - - - - -
Gentamicina 20 22 21 -
Etanol 70 % - - - -
Dimetilsulféxido - - - -

DISCUSION

En la tabla 1 se muestra la gran diversidad de metabolitos secundarios identificados
en la especie Mammea americana, lo cual justifica la utilidad de esta planta en la
cura de diversas afecciones. Se ha demostrado cientificamente que la presencia de
taninos y fenoles alerta sobre la posible actividad antibacteriana de esta especie de
planta, ampliamente distribuida en la region.'” Se comprueba, ademas, la ausencia
de coumarinas en los extractos secos de las hojas.

En la tabla 2, los resultados obtenidos son importantes, porque hay que tener en
cuenta la diferencia de las concentraciones de los principios activos entre los discos
de los antibidticos comerciales y los que contienen los extractos secos. En tal
sentido, los discos comerciales contienen el principio activo con altos niveles de
pureza, mientras que los extractos secos de las hojas de la planta, solo contienen la
masa de las sustancias solubles en el solvente. Para lograr mejores resultados, se
debe trabajar en el aislamiento y la purificacion de los principios activos, también
probar su verdadero potencial antibacteriano.

Gurinder y Daljit*® realizaron un estudio fitoquimico de tres especies vegetales
(Anethum graveolens, Foeniculum vulgare y Trachyspermum ammi) y aislaron los
metabolitos secundarios presentes en estas plantas y demostraron que presentaron
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
asi como otras cepas patdgenas de interés clinico. Esos autores comprobaron,
ademas, que solo las saponinas resultaron efectivas frente a Staphylococcus
aureus. En tal sentido, es probable que en esta investigacion se diera un fenémeno
similar, aunque se conoce que las familias quimicas estan representadas por
compuestos disimiles en familias botanicas diferentes e incluso en especies
diferentes de un mismo género.

En varios estudios, Ahmet y otros® demostraron que los aceites esenciales
extraidos de Cyclotrichium niveum Boiss. poseen actividad antimicrobiana contra
bacterias grampositiva y gramnegativa, cuatro de ellos presentes en este trabajo.
Asimismo, comprobaron que la cepa bacteriana mas resistente fue la P. aeruginosa.
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En las cepas de E. coli, B. subtilis y P. aeruginosa no hubo actividad antibacteriana
para ninguna de las fracciones de la planta; se han descrito varios mecanismos de
resistencia de estas cepas que podrian explicar a su vez la ausencia de actividad de
los extractos evaluados frente a estos microorganismos, lo cual podria estar
relacionado con la baja permeabilidad de la pared celular a los agentes bacterianos,
la alta capacidad genética de expresar un amplio repertorio de mecanismos de
resistencia, por mutaciones en los genes cromosomales que regulan la expresion de
genes de resistencia y por la adquisicion de genes de resistencia foraneos via
plasmidos, transposones y bacteri6fagos.?°

En una amplia investigacioén realizada por Sukanya y otros®! en la India, con nueve
especies diferentes de plantas frente a cuatro cepas bacterianas, se muestran
resultados similares a los obtenidos en este trabajo. En ese sentido, no se
encontraron principios activos solubles en etanol con actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus.

Se comprobd la existencia de una alta diversidad de metabolitos secundarios en los
extractos secos de la planta M. americana, con predominio de los alcaloides, las
coumarinas, los fenoles y taninos, las quinonas y los flavonoides, los cuales
mostraron actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Staphylococcus
aureus (ATCC 29737).

Por los efectos biolégicos que han sido reportados, se sugiere realizar estudios mas
profundos sobre la actividad bioldgica de los extractos de esta planta, con el
objetivo emitir un criterio mas exhaustivo sobre su eficacia, como forma de
constatar sus usos en la medicina natural y tradicional.
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