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RESUMEN

Heliocarpus appendiculatus Turcz (jonote) es usado en la medicina tradicional en el centro, sur y sureste de México; sin em-
bargo, la informacioén cientifica de sus actividades biologicas especificas es escasa. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la actividad antioxidante, antimicrobiana y la toxicidad de extractos organicos de diferente polaridad obtenidos a partir
de hojas de esta planta. El extracto metandlico present6 la mayor actividad antioxidante (1251 +44 uM de TEAC para
ABTS y 565 +51 uM de TEAC para DPPH), asi como el mayor contenido de fenoles totales (48.3 mgEAg/ge). El extracto
obtenido con cloruro de metileno mostroé actividad antimicrobiana sobre E. coli (p<0.05). Este mismo extracto presento
la mayor actividad toxica en Artemia franciscana, el cual disminuyo la viabilidad hasta 70% y present6 una concentracion
minima téxica de 1 ppm (p<0.05).
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ABSTRACT

Heliocarpus appendiculatus Turcz (jonote) is used in traditional medicine in central, southern and southeastern Mexico; howe-
ver, scientific information on their specific biological activities is scarce. The objective of this work was to evaluate the antioxi-
dant, antimicrobial and toxicity activity of organic extracts of different polarity, obtained from the leaves of this plant. The
methanolic extract showed the highest antioxidant activity (1251 + 44 uM TEAC for ABTS and 565 + 51 uM TEAC for DPPH)
and the highest total phenolic content (48.3 mgEAg/ge). The extract obtained with methylene chloride showed antimicrobial
activity on E. coli (p<0.05). This same extract showed the highest toxic activity in Artemia franciscana, which decreased viability
up to 70% and presented a minimum toxic concentration of 1 ppm (p<0.05).
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INTRODUCCION

Heliocarpus es un género distribuido desde México
hasta Centro, Sudamérica y el Caribe (Standley y
Steyermark 1949); comprende un amplio grupo de
especies, conocidas de manera general como “jonotes”.
Antiguamente clasificados dentro de la familia
Tiliaceae, recientemente se han reclasificado dentro de
Malvaceae (Stevens 2001). Heliocarpus appendiculatus
Turcz es conocido con diferentes nombres coloquiales,
tales como: jonote, calagua, mozote, palo baboso, etc.
Es un arbol presente en selvas altas y medianas pe-
rennifolias y subperennifolias; este arbol comtinmente
se desarrolla en sitios que han sido perturbados por
actividades antropogénicas, por lo que se le considera
como especie pionera (Cunill-Flores comunicacion
personal).

Su area de distribucion va desde la zona de las
Huastecas, en San Luis Potosi, y el norte de Puebla,
hasta el sur de Veracruz, en la zona de los Tuxtlas, y del
norte de Oaxaca hasta el norte de Chiapas (Pennington
y Sarukhan 2005; Vibrans 2009). H. appendiculatus ha
sido descrito como un arbol de hasta 15 m, con hojas
de entre 14 y 16 cm de largo, por entre 12 'y 14 cm de
ancho, ovaladas, a veces trilobadas, glabras por el haz
y tomentosas por el envés; con dos apéndices foliares
en la parte basal de la [dmina (Macia 1999).

En cuanto a sus usos tradicionales, Frei et al. (1998) y
Leonti (2018) describieron que, en la Sierra de Oaxaca,
la corteza y la savia son usadas para el tratamiento
de enfermedades dermatolodgicas, asi como otras re-
lacionadas con el sistema musculoesquelético. Sin
embargo, extractos etandlicos de este arbol colectados
en Costa Rica fueron probados frente a diversas
especies de hongos que afectan la piel y mucosas, sin
mostrar actividad antiftingica (Svetaz et al. 2010).

En otro estudio, se evalu6 la actividad antimalarica
del extracto etandlico dela corteza de H. appendiculatus,
y la reportaron como activa-débil (Chinchi-
lla-Carmona ef al. 2004). Adicionalmente, el extracto
hidroalcohdlico muestra una actividad promisoria
anti-Leishmania. Por otro lado, en un sondeo et-
nofarmacobiolégico, efectuado en la region central de
Perti, se colectaron 249 especies de plantas con usos
medicinales, entre ellas Heliocarpus americanus L.; los
usos encontrados para esta especie son los siguientes:
la corteza se utiliza para aliviar el dolor de estémago;
las hojas calientes, en forma de cataplasma, alivian el
dolor de rifién, el dolor producido por los golpes, los
hematomas (moretones) y la hinchazén; un liquido
pegajoso obtenido al hervir la corteza del tronco, junto
con algunos brotes de los apices, se ingiere todas las
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mafanas durante los ultimos dias del embarazo para
ayudar al alumbramiento (Valadeau et al. 2010).

En México, la corteza del arbol de jonote se usa
comunmente en la elaboracién de artesanias y de papel
amate, los cuales son una fuente de ingresos para los
campesinos de la region (Patifio 2018). Cunill (2015)
registré que, en la comunidad totonaca de Ecatlan,
Puebla, México, la madera de H. appendiculatus se
usa en la construccion de casas, chiqueros, corrales,
etc.; en cuanto a su uso medicinal, es utilizado para
el tratamiento del asma, asi como para aliviar los
moretones y la inflamacion resultantes de golpes;
asimismo, con las hojas se preparan infusiones y
cataplasmas utilizados para acelerar el parto.

El jonote tiene un valor terapéutico empirico
interesante. Sin embargo, los reportes cientificos acerca
de su actividad biologica son escasos. Por lo tanto,
en el presente trabajo se llevo a cabo la evaluacion
de la actividad antioxidante, antimicrobiana y to-
xicoldégica de extractos organicos de diferente
polaridad obtenidos de hojas de H. appendiculatus.

MATERIAL Y METODOS

El material bioldgico se colecté en el municipio de
Jonotla, ubicado en la Sierra Nororiental del estado
de Puebla (20° 01' 24" y 20° 09' 12" de latitud norte y
97°26' 54"y 97° 36' 00" de longitud occidental) (INEGI
2015). Un ejemplar se identificd y fue depositado en
el Herbario y Hortorio Jorge Espinosa Salas “JES”, del
Area de Biologfa, del Departamento de Preparatoria
Agricola, de la Universidad Autéonoma Chapingo,
con el numero de registro 25498. Se obtuvieron
tres extractos de H. appendiculatus, con solventes de
diferente polaridad, usando una proporcién 4/1 v/v
(2.4 kg/5 L de solvente p/v).

Las hojas secas y molidas se maceraron con hexano
(CeHu), a temperatura ambiente (26 + 2 °C), durante
48 h; posteriormente, se filtraron y se retiraron las
grasas precipitadas. El residuo vegetal fue sometido a
dos extracciones mas con hexano; en cada ocasion, el
disolvente se evapor6 en un Rotavapor® R-210 (BUCHI
Labortechnik, Alemania), que cuenta con un bafo
calefactor B-491® (BUCHI Labortechnik, Alemania) y
se reservo el extracto. El residuo vegetal fue sometido
a extracciéon con cloruro de metileno y con metanol,
repitiendo el mismo procedimiento antes descrito.
Finalmente, se calculd el rendimiento de solidos totales
obtenidos con cada disolvente, promediando el peso
del extracto obtenido en cada maceracion.

Hernandez-Lépez et al.
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Preparacion de las soluciones de trabajo de extractos
de H. appendiculatus

Una cantidad adecuada de sélidos de cada uno de los
extractos se disperso en agua destilada con Tween®
80 (Sigma-Aldrich, EUA)! a 0.2% p/v, con ayuda de
una pipeta automatica, para obtener una solucion
madre con 10 mg/mL. La disoluciéon se mantuvo en
refrigeracion y protegida de la luz hasta su uso (Gue-
rra-Ramirez ef al. 2019).

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determindé mediante
dos técnicas: el ensayo de secuestro del radical di-
fenil-2-picril-hidrazol (DPPH) y el ensayo de de-
coloracion del radical 2,2"-azino-di (3-etilbenzotiazoli-
na-6-acido-sulfénico) (ABTSe+). En ambos casos, para
evaluarlaactividad antioxidante, se prepar6 una curva
estandar con 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mM de Trolox®
(Sigma Aldrich, EUA), a partir de una solucion madre
4 mM, disuelta en Buffer salino de fosfatos (PBS) a pH
7.4 (10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, 140 mM NaCl,
2 mM KClI). El ensayo de DPPH se efectu6 de acuerdo
con Sharma y Bath (2009), con algunas modificaciones
que se describen a continuacion (Roldan-Sabino
et al. 2018; Zou et al. 2014): la reaccion se realizd en
un volumen final de ImL y se usdé metanol como
disolvente. Se tomaron 800puL de una solucién 50 uM
de DPPH en metanol, se mezclaron con 200 pL de las
soluciones madre de cada extracto o las diferentes con-
centraciones de Trolox® y se incubaron por 30 min en
oscuridad. Se midio la absorbancia a 517 nm en un es-
pectrofotometro BIOTRAZA® 722 (Biotraza, China).
La probable actividad antioxidante del Tween® 80
fue descartada, evaluando diferentes concentraciones
de Tween® 80 (0. 1, 2, 3 y 5%), con DPPH, como se
describi6 previamente y monitoreando los cambios
en la absorbancia cada 5 min durante 30 min.

El ensayo de decoloracion del radical 2,2’-azino-di
(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)(ABTSe+),
se llevd a cabo de acuerdo con Mendoza-Jiménez
et al. (2018) y Re et al. (1999). Para la formacion del
radical ABTSe+, se mezclaron 10 mL ABTS (2 mM),
previamente disuelto en PBS a pH 7.4 (preparado
como se menciono arriba), con 40 uL de Persulfato de
potasio 70 mM. La mezcla se incubd a temperatura
ambiente (26 + 1°C), en oscuridad, por 16 h. Para
efectuar el ensayo, se ajustd el espectro a 734 nm y se
midid la absorbancia del ABTSe+; se diluyé con PBS

! Aditivo alimentario usado para emulsionar grasas y como
agente dispersante en farmacos.
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a pH 7.4 hasta llegar a una absorbancia (Absyzsnm) de
0.700 + 0.030. Posteriormente, se mezclaron 990 pL de
esta solucion ajustada, con 10 uL de soluciéon madre
(10 mg/mL) de cada extracto. La mezcla se incubd en la
oscuridad por 6 min, e inmediatamente se registré la
absorbancia a la longitud de onda antes mencionada.
Para ambos ensayos, los resultados se expresaron
como capacidad antioxidante equivalente a Trolox®
(TEAC, por sus siglas en inglés), empleando los
valores de la curva patrén de Trolox® respectiva, de
la siguiente manera: primero, se calculd el porcentaje
de inhibicién (%I) mediante la siguiente féormula:

% I=[(AB — AA)/AB] X 100
Donde:

AB =1la absorbancia del blanco a 517 nm para DPPH o
a 734 nm para ABTS

AA =la absorbancia de la muestra con antioxidante a
517 nm para DPPH o a 734 nm para ABTS

Posteriormente, con los valores, se genero una grafica
de %Ipppu vs Concentracidon de Trolox® y se calculd
la concentracion de uM TEAC usando la siguiente
férmula:

uM TEAC = (% Ipppa—b) / m
Donde:
% Ipppu = porcentaje de inhibicion de la muestra
b =1a interseccion
m = la pendiente

Finalmente, los valores de TEAC para DPPH vy
ABTS se corrigieron con la cantidad de extracto co-
rrespondiente y se reportaron como pM de TEAC/g
extracto.

El contenido de fenoles totales se determiné por el
método de Folin-Ciocalteu de la siguiente manera: a
0.2 mL de la solucién madre de extracto se le agregd
1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu® (MEYER,
Meéxico) a 10% (v/v) y 0.8 mL de NaCO; a 20%
(p/v). La mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 2 h. Se midio la absorbancia de la mezcla de
reaccion de los extractos a 760 nm. Los resultados se
interpolaron en una curva de calibracion de acido
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galico que se prepar6 a partir de una solucién madre
0.1 mg/mL. Las mediciones se hicieron por triplicado
y los resultados del contenido de fenoles totales se
expresaron en miligramos de fenoles equivalentes
a acido galico por gramos de extracto (mg EAG/ge.).
Adicionalmente, se llevd a cabo una determinacion
cualitativa de alcaloides, para lo cual se pesaron 10
mg de cada extracto y se disolvieron en 2 mL de
etanol; se filtré 1 mL de cada uno; se agregaron 10uL
de HCI 1IN, y se agrego, gota a gota, el reactivo de
Mayer, hasta la aparicion de un precipitado blanco.

Actividad antimicrobiana

Para probar la actividad antimicrobiana se emplearon
dos bacterias consideradas no patdgenas, una re-
presentativa del grupo Gram - (Escherichia coli) y otra
de las Gram + (Bacillus thuringiensis). La actividad
antimicrobiana se llevd a cabo por el método de
Kirby-Bauer (Bauer et al. 1996), con algunas modi-
ficaciones: los sensi-discos se prepararon usando
140 ug de cada extracto, se usé gentamicina (100 ug/
mL) como control positivo y Tween® 80 al 3 % como
control negativo (-). Las cajas Petri con 20 mL de
Luria- Bertani o Medio Mueller-Hinton se inocularon
con 100 uL de (Gram -) o B. thuringiensis (Gram +),
respectivamente. Las cajas se incubaron por 24 h a 37
+ 0.5 °C. El ensayo se hizo por triplicado. Cumplido
el tiempo de incubacion, las cajas Petri fueron foto-
documentadas en un escaner Brother® (Brother Corp,
China) modelo MFC-J475DW, con una resolucion de 1
200 ppp v se midieron los halos de inhibiciéon usando
el software Image J® (Rasband, 1997). Los resultados
se reportaron como didmetro de inhibicién relativo
al control (-). La probable actividad antimicrobiana
del Tween® 80 fue descartada, incubando a 37 °C, 5
mL de medio Laura-Bertiani inoculado con 100 uL
de un cultivo fresco de E. coli o B. thuringiensis y mo-
nitoreando los cambios en la absorbancia a 600 nm
cada hora durante 4 h.

Ensayos de toxicidad en Artemia franciscana

Para los ensayos de toxicidad se emplearon nauplis de
A. franciscana en estadio I; para ello, se eclosionaron
quistes de procedencia comercial, incubandolos en
solucidn salina + bicarbonato a 3.5% p/v a temperatura
ambiente por 24 h con iluminacion constante.

Paralaexposicidn alos diferentes extractos, Tween® 80
0 SDS, se siguio la metodologia reportada previamente
por Gonzalez et al. (2003), con algunas modificaciones
(Guerra-Ramirez et al. 2019). Se usaron cajas de cultivo
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de 24 pocillos, preparadas de la siguiente manera:
en cada pozo, se agregd el volumen necesario de la
solucion salina+bicarbonato a 3.5% p/v para ajustar las
concentraciones de extracto (0, 1, 5, 10, 50 y 100 ppm),
de Tween® 80 (0, 0.5, 1,2 y 3%) o de SDS (0, 1, 5, 10, 50
y 100 ppm) a un volumen final de 2 mL. En la primera
columna de la caja de cultivo solo se agregd salina+-
bicarbonato a 3.5% p/v (testigo de viabilidad). En las
columnas subsecuentes se agregaron las diferentes
concentraciones en orden creciente. Una vez ajustados
los pocillos, se adicionaron 20 nauplis por pocillo.
Las cajas de cultivo se incubaron a 22 °C durante 24
h. Finalizado el tiempo de exposicion, se determind
la viabilidad con el siguiente criterio: los nauplis que
se mantuvieron inmoviles por 10 s mientras estaban
expuestos a luz constante se consideraron muertos.
Cada concentracion se ensayo6 usando 4 repeticiones.
El efecto del Tween® 80 fue descartado en un cultivo
sumergido previo, usando 0, 0.5, 1, 2 y 3% de Tween®
80. Como control positivo se utilizé SDS.

Analisis estadistico

Para la actividad antioxidante, antimicrobiana y to-
xicoldgica, se utilizé un disefio experimental com-
pletamente al azar. Para la actividad antioxidante
y antimicrobiana en cada ensayo se llevaron a cabo
tres réplicas independientes, con tres repeticiones
cada una (nueve determinaciones por cada extracto).
Para la actividad toxicoldgica se hicieron tres réplicas,
cada una con cuatro repeticiones. Para la estadistica
descriptiva se calcularon el promedio y la desviacion
estandar, y con esos datos se construyeron las graficas
de actividad antimicrobiana y toxicoldgica; para la
actividad antioxidante, adicionalmente se calculd
el coeficiente de variacion. Se efectu6 un analisis
de variancia de una via y para detectar diferencias
entre los tratamientos se llevd a cabo el analisis de
Tukey, con un p<0.05. Todos los andlisis estadisticos
se hicieron en el software MINITAB® ver 17 (State
College, Pennsylvania, EUA).

Resultados y discusion

A vpartir de las hojas de H. appendiculatus se
obtuvieron tres extractos; el de mayor rendimiento de
solidos totales fue el de cloruro de metileno con 51.1
g, seguido del metandlico con 46.1 g y, finalmente,
el hexanico con 9.2 g. Estos datos sugieren que en
esta planta predominan las sustancias de polaridad
media y alta. Los extractos resultantes presentaron
consistencia gomosa poco soluble en agua; por ello,

Hernandez-Lépez et al.
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para efectuar las disoluciones se utilizé Tween® 80.
Con la finalidad de determinar el efecto de Tween®
80 en los ensayos, se hicieron las pruebas en presencia
de varias concentraciones de éste (figura la), donde se
observd que el incremento en la cantidad de Tween®
80 no indujo cambios significativos (P>0.05) en la
absorbancia del DPPH, durante los 30 min del ensayo,
lo que demuestra que el Tween® 80 no contribuye con
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la actividad de secuestro del radical. Asimismo, las
distintas concentraciones de Tween 80 no mostraron
diferencias significativas (P>0.05) en cinética de
crecimiento de E. coli (figura 1b). Finalmente, no se
detectaron diferencias significativas (P>0.05) entre las
distintas concentraciones evaluadas de Tween® 80
sobre el porcentaje de viabilidad de nauplis (figura
1c).
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Figura 1. Comportamiento de Tween® 80 en los ensayos bioldgicos. a) Actividad antioxidante DPPH; b) Actividad

antimicrobiana; ¢) Toxicidad.

Ninguno de los extractos logré inhibir 50% del
radical DPPH, por lo que no se pudo calcular la
concentracién inhibitoria 50 de DPPH (IC50ppph)
(cuadro 1). El extracto metandlico alcanzd los valores
mayores de %lpppu (34.3+2.8) y de TEAC en ambas
técnicas: 565.3 #£51.2 y 1241+45.1 uM TEAC/g extracto,
para DPPH y ABTS, respectivamente (cuadro 1).
En el extracto de cloruro de metileno, se alcanzé apro-
ximadamente la mitad de la actividad antioxidante
del extracto metanolico, el %Ipppn fue de 17+1.5 y los
valores de TEAC/g de extracto fueron de 260+26.7 y
634+12 para DPPH y ABTS, respectivamente (cuadro
1).

Hernandez-Ldpez et al.

Finalmente, el extracto hexanico mostrd los valores
menores de actividad antioxidante en todas las
técnicas. Los valores de %lIpppa obtenidos en este
trabajo, incluso en el extracto metandlico, muestran
valores de capacidad antioxidante similares a los
reportados para otras plantas, consideradas como
fuentes potenciales de sustancias con propiedades
antioxidantes, entre ellas los extractos de hoja de
mesquite (Prosopis velutina Wooton), donde se reporta
un %Ipppa de 34% (Ramirez-Rojo et al. 2019) y para
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) se reportan valores
de 1 598 equivalentes de Trolox (Ruelas-Hernandez
et al. 2014). El analisis del contenido de fenoles
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totales muestra tendencia similar, ya que el extracto
metanolico tiene la concentracién mayor de fenoles
con 48.3 mg EAG/g., seguido del extracto de cloruro
de metileno, donde el contenido de fenoles fue de
14.9+.7 mgEAG/g., y en el extracto hexanico solo se
cuantificaron 3.3 mgEAG/g. (cuadro 1). El contenido
de polifenoles totales del extracto metanolico del
jonote es mayor al reportado para el mismo tipo de

Actividades bioldgicas de Heliocarpus appendiculatus

extracto de hojas de cacao (30 mgEAG/g) (Quino-
nez-Galvez et al., 2013), de plantas jovenes de moringa
(10-12 mgEAG/g) (Cabrera-Carrion et al. 2017) y
amaranto (32.3mgEAG/g) (Kraujalis et al. 2013) o
extractos hidroalcohdlicos de frutas como la pifia, la
guayaba y la guanabana, que presentan 8.9, 56.9, 39.6
mg EAG/100 g de fruta fresca, respectivamente (Jorge
y Troncoso 2016).

Cuadro 1. Actividad antioxidante de extractos de Heliocarpus appendiculatus. Se comparan las diferencias de los valores de

DPPH, ABST y Fenoles totales entre los extractos.

Extracto de
Jonote DPPH ABTS POLIFENOLES TOTALES***
Promedioc DE CV (%) Promedio DE CV (%) Promedio DE CV (%)
Metanolico
%I * 342° 28 84 65.7° 22 34
TEAC=+ 565.3" +51.2 9.1 1251 +451 5.8 48.3° +0.6 1.3
Hexanico
%I 14.0° +098 7.0 153 +16  10.54
TEAC 206.2° +17.4 8.4 219° 126  11.92 3.3 +0.2 8.1
Cloruro de metileno
0 b ¢
6l 17.0b +15 89 34.1‘ +2.9 8.8 140 107 490
TEAC 260° +26.7 10.3 634°  +12 7.1

Letras diferentes en el sentido de las columnas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P=0.05). DPPH= difenil-2-picril-hidrazol,
ABTS=2,2"-azino-di (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico), DE= Desviacion estandar, CV(%)= Coeficiente de variacion, *: %I= Porcentaje de inhibicién después de
30 min,**: TEAC= Capacidad antioxidante equivalente a Trolox expresado en uM/ g Extracto, ***: Miligramos de fenoles equivalentes a 4cido galico por gramos de

extracto (mg EAG/ge).

El método de difusiéon en agar mostro actividad an-
timicrobiana inicamente en el extracto de cloruro de
metileno frente a E. coli (figura 2). La actividad an-
timicrobiana de extractos vegetales ha sido asociada
con el contenido de fenoles, flavonoides y con otros
compuestos no fenolicos, como los alcaloides (Es-
calona-Arranz et al. 2018); en el presente estudio, el
extracto metanolico mostrd el mayor contenido de
fenoles; sin embargo, no se observé actividad an-
timicrobiana. En cambio, el extracto de cloruro de
metileno con contenido de fenoles totales de sdlo
14.9 mg EAG/g. mostrd inhibicion del crecimiento
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en E. coli. Una prueba cualitativa con el reactivo de
Mayer mostrd presencia de alcaloides en el extracto
de jonote obtenido con dicho solvente (figura 2c),
por lo que podrian ser estos compuestos los que
participen en la inhibicion microbiana. El extracto
hexanico mostré una mayor cantidad de alcaloides en
el ensayo cualitativo del reactivo de Mayer, aunque
no actividad antimicrobiana; eso puede deberse a que
el tipo de alcaloide con actividad antimicrobiana no
se encuentra en este extracto o a que se requiere una
mayor concentracion.
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de extractos de H. appendiculatus. a) antibiograma representativo; b) efecto de los extractos
de jonote sobre la inhibicién del crecimiento de E. coli y B. thuringiensis, comparados con el control (+); ¢) determinacion
cualitativa de alcaloides. Gentamicina 7ug, Hx: hexano, Mt: metanol, Dcl: cloruro de metileno.

Finalmente, los ensayos de toxicidad en A. salina de
los extractos de jonote mostraron que en el extracto
metandlico no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas (P>0.05) en ninguna de las
concentraciones probadas (figura 3). El promedio de
viabilidad en los controles, sin la adicion de ningun
extracto, se mantuvo alrededor de 90%, mientras que,
con la adicién de las diferentes concentraciones, el
promedio se mantuvo por encima de 80% con una va-
riabilidad de 18% (figura 3).

En el caso del extracto obtenido con cloruro
de metileno (figura 3), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en todas las con-
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centraciones probadas (p<0.05) en comparaciéon con
el control. Sin embargo, con ninguna de las con-
centraciones probadas de los extractos se alcanzo
una viabilidad menor o igual a 50%, por lo que fue
imposible calcular de manera confiable la CLs. A
pesar de esto, en el caso del extracto de cloruro de
metileno (el de mayor mortandad), con la exposicion
a 100 ppm se alcanzo 70% de viabilidad en promedio
(figura 3). El promedio de viabilidad en los nauplis
expuestos al extracto hexanico fue similar al control
para los tratamientos de 1, 5, 10 y 30 ppm (90%). No
obstante, los tratados con 100 ppm disminuyeron sig-
nificativamente (p<0.05) la viabilidad (75%) respecto
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al control (Figura 3). Por ello, de acuerdo con la cla-
sificacion de toxicidad reportada previamente para
crustaceos, anfibios, peces e insectos (Nguta et al.
2012), se puede considerar que el extracto obtenido
con cloruro de metileno es ligeramente toxico.

Finalmente, los ensayos de toxicidad en A. salina
de los extractos de jonote mostraron que en el extracto
metanolico no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas (I>>0.05) en ninguna de las
concentraciones probadas (figura 3). El promedio de
viabilidad en los controles, sin la adiciéon de ningun
extracto, se mantuvo alrededor de 90%, mientras que,
con la adicion de las diferentes concentraciones, el
promedio se mantuvo por encima de 80% con una va-
riabilidad de 18% (figura 3).

En el caso del extracto obtenido con cloruro
de metileno (figura 3), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en todas las con-
centraciones probadas (p<0.05) en comparacion con
el control. Sin embargo, con ninguna de las con-
centraciones probadas de los extractos se alcanzo
una viabilidad menor o igual a 50%, por lo que fue
imposible calcular de manera confiable la CL50. A
pesar de esto, en el caso del extracto de cloruro de
metileno (el de mayor mortandad), con la exposicion
a 100 ppm se alcanz6 70% de viabilidad en promedio
(figura 3). El promedio de viabilidad en los nauplis
expuestos al extracto hexanico fue similar al control
para los tratamientos de 1, 5, 10 y 30 ppm (90%). No
obstante, los tratados con 100 ppm disminuyeron sig-
nificativamente (p<0.05) la viabilidad (75%) respecto
al control (figura 3).

Por ello, de acuerdo con la clasificacion de
toxicidad reportada previamente para crustaceos,
anfibios, peces e insectos (Nguta et al. 2012), se puede
considerar que el extracto obtenido con cloruro de
metileno es ligeramente toxico.
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de los extractos
de H. appendiculatus sobre la viabilidad de A. franciscana . *:
indica diferencias significativas respecto al control.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con el estudio, los extractos de jonote
de diferentes polaridades tienen actividades
bioldgicas diversas. El extracto metanolico de hojas
H. appendiculatus muestra capacidad antioxidante y el
mayor contenido de fenoles totales, ademds de una
toxicidad nula, mientras que el extracto de cloruro de
metileno exhibid una actividad tdéxica ligera, asi como
actividad antimicrobiana contra E. coli. Finalmente, el
extracto hexanico no muestra actividad antioxidante
ni antimicrobiana, aunque si mostro actividad toxica
ligera.
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