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Resumen

Prosthechea michuacana es una orquidea terrestre que crece en bosque de pino-
encino, altamente cotizada en el mercado de la central de abasto de la ciudad de
Oaxaca en los meses de noviembre y diciembre. Se utiliza de manera comun para
la decoracion del “nacimiento” tradicional en esa época del ano. Otros usos
regionales incluyen su consumo para saciar la sed, aliviar la “cruda” (resaca post-
ingesta alcohdlica) al masticar los seudobulbos y uso en la medicina tradicional
como antiinflamatorio de rifiones y depurativo del sistema circulatorio. Esto ultimo
indica la presencia de compuestos con actividad fisiolégica que presuponen un
uso farmacoldgico importante. Este estudio se dilucidé la actividad antiinflamatoria,
hipoglucemiante y cicatrizante de los extractos de hexano, cloroformo y metanol a
partir de hojas, rizomas y seudobulbos de P. michuacana, empleando para ello el
modelo de edema inducido con TPA, heridas quirdargicas y ratones
normoglucemicos, respectivamente. Los resultados mostraron propiedades
antiinflamatorias de los extractos provenientes de hojas-cloroformo, rizoma-
hexano, seudobulbo-hexano y seudobulbo-metanol; las propiedades cicatrizantes
se encontraron de los extractos de rizoma y seudobulbos con cloroformo, hexano
y metanol, asi como propiedades hipoglucemiantes de los extractos de hojas-
cloroformo, hojas-hexano, rizoma-cloroformo, rizoma-hexano, rizoma-metanol,
seudobulbo-cloroformo y seudobulbo-agua. En las comunidades de San Pedro
Tidaa (distrito de Nochixtlan) y Santa Catarina Ixtepeji (distrito de Ixtlan de Juarez),
lugares donde la especie es cosechada para su venta, se realizé un analisis de la
estructura poblacional y se definieron cuatro categorias (plantula, juvenil, adulto no
reproductivo y adulto reproductivo). Los resultados indican menor edad de la
poblacién de P. michuacana en San Pedro Tidaa demostrada por la presencia de
un porcentaje elevado (36) de la categoria plantulas y colonias predominantes de
seis a 10 individuos. En cambio, la categoria de adulto reproductivo de Santa
Catarina Ixtepeji tuvo el mayor porcentaje (31.1), mostrando que la extraccién
afecta la reproduccion sexual de individuos, con colonias formadas por 16 a 20

individuos, indicando una mayor edad de estas.



Abstract

Prosthechea michuacana is a terrestrial orchid that grows in forest pine-encino,
highly listed on the market of central supply in the city of Oaxaca in the months of
November to December. It is used as a common for the decoration of the "birth"
traditional at that time of year. Other uses include regional consumed to satiate the
thirst, to alleviate the "raw" (hangover post-intake alcoholic) to the chewing
pseudo-bulbs and use in traditional medicine like anti-inflammatory of kidneys and
purifying the circulatory system. The latter indicates the presence of compounds
with activity physiological that presuppose a medicinal use. This study determined
the anti-inflammatory-, healing- and hypoglycemic- activities of the hexane-,
chloroform- and methanol- extracts from leaves-, rhizomes- and pseudo-bulbs- of
P. michuacana, using the model of edema induced with TPA, surgical wounds and
normal diabetic mice, respectively. The results show anti-inflammatory proprieties
in the extracts from leaves-chloroform, rhizome-hexane, pseudo-bulbs-hexane and
pseudo-bulbs-methanol; healing proprieties in the extracts of rhizome and pseudo-
bulbs chloroform, hexane y methanol extracts; and hypoglycemic proprieties in the
extracts of leaves-chloroform, leaves-hexane, rhizome-chloroform, rhizome-
hexane, rhizome- methanol, pseudo-bulbs- chloroform and pseudo-bulbs-water. In
the communities of San Pedro Tidaa (district of Nochixtlan) and Santa Catarina
Ixtepeji (district Ixtlan of Juarez) places where the species is collected for sale, was
conducted an analysis of the population structure and identified four categories
(seedling, juvenile, adult not reproductive and adult reproductive). The results
indicate lower age of the population of P. michuacana in San Pedro Tidaa
demonstrated by the presence of a high percentage (36) of the category seedlings
and colonies predominant six to 10 individuals. The clones colonies showed
predomination from 6 to 10 individuals for each one. In contrast, the category of
adult reproductive of Santa Catarina Ixtepeji had the highest percentage (31.1),
showing that the extraction affects sexual reproduction of individuals, with colonies

formed by 16 to 20 individuals, indicating greater age of these.



l. Introduccioén

Oaxaca es conocido por su pluralidad cultural, sus recursos naturales y ser uno de
los estados con mayor diversidad vegetal a nivel nacional (Torres, 2004) y se
caracteriza por su gran riqueza cultural, donde se encuentran distribuidos 16

grupos étnicos que aun mantienen sus tradiciones (Alvarez, 1994).

Uno de los sitios donde se reunen la diversidad biologica y cultural son los
mercados antiguos y tradicionales, fundados por los pueblos prehispanicos en
donde diariamente o semanalmente se reunen productores o recolectores de sitios
aledanos al lugar para vender, comprar e intercambiar sus productos (Rodriguez y
Gdmez, 1996). La principal importancia de estos mercados es que promueven el
intercambio de conocimiento favoreciendo la difusidon del uso de plantas y de
rasgos culturales entre las diversas comunidades. Los estudios en los mercados
nos permiten conocer la distribucion, venta de plantas cultivadas y silvestres,
variabilidad genética de las plantas asi como, los diferentes usos que se dan a los
recursos vegetales como lo mencionan Martinez-Alfaro (1984) y Manzanero

(1995) y las relaciones entre gente y plantas (Bye y Linares, 1983).

Dentro de los multiples usos se encuentra el aspecto medicinal, donde se produce
un efecto farmacolégico debido a la presencia de metabolitos, que son
substancias reactivas, aptas para ingresar en los sistemas vivos, interactuar y
cambiar la estructura de un receptor o blanco molecular, de modo que al penetrar
en las células pueden afectar varios procesos fisiologicos (Anaya y Espinosa,
2006), causando la prevencion, atenuacién o alivio de algun padecimiento. Las
plantas producen decenas de miles de metabolitos secundarios, algunos se

consideran drogas o farmacos, pero no todos pueden ser utilizados.

En los ultimos afos las plantas medicinales han tenido gran demanda en estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos con objeto de encontrar nuevos productos naturales

para realizar terapias y tratamientos.



Desde épocas prehispanicas las orquideas en México se les ha dado aplicacion
medicinal, artesanal, comestible, narcético, saborizante, aromatizante, veneno,
adhesivo, alimenticio, ceremonial, talismanes y afrodisiacos (Téllez-Velasco,
2001). Sin embargo, de acuerdo a la informacion bibliografica en México son las
menos conocidas en la medicina tradicional. En cambio, la mayor parte de las
orquideas en América y Europa son distinguidas principalmente por su valor
ornamental, no asi en Asia donde tienen una larga historia en la medicina. Esta
familia es cosmopolita, con cerca de 30,000 especies de las cuales 20,000 son
epifitas, distribuidas en las zonas tropicales (Madison, 1977; Atwood, 1986;
Aguirre-Ledn, 1990; y Romero, 1996). En México se conocen cerca de 1,300
especies de orquideas distribuidas en 159 géneros, el 60% son epifitas (Soto-
Arenas, 2007). Oaxaca alberga casi 700 especies en 144 géneros, numeros que
son mayores cuando se comparan con paises de Norteamérica, las Antillas y
Centroamérica, a excepcion de Costa Rica y Panama (Soto-Arenas y Salazar,
2004). Las orquideas en el estado de Oaxaca tienen una alta diversidad de
especies y usos. En los mercados tradicionales de los valles centrales como lo
reporta Rees (1976) sobresale el uso de muchas especies epifitas, entre ellas las
orquideas para adornar el conocido “nacimiento” en la época decembrina, sin

embargo, muchas de estas pueden tener un uso comestible o0 medicinal.

Un gran numero de plantas silvestres tienen importancia econdmica y cultural,
debido a que proporcionan alimentos, medicamentos, combustibles, ropa y
material de construccion a personas en todo el mundo. Sin embargo, en muchos
casos la sobrecolecta y extraccion intensa de sus poblaciones pone en peligro su
conservacion y entre otros, es la perdida y transformacién de su habitat lo que

amenaza a estas especies.

Por lo mencionado anteriormente, es importante llevar a cabo estudios para
conocer el estado actual de las poblaciones de especies que se encuentran en
tales situaciones, para asi conocer parametros de densidad, tasa de natalidad y

mortalidad, edad, distribucion, dispersién y forma de desarrollo. Con ello se podra



saber si la poblacion aumenta, disminuye o si permanece constante en una zona
determinada (Odum, 2003).

Las orquideas epifitas por tener requerimientos especializados de habitat, pueden
utilizarse como indicadores de la integridad o nivel de fragmentacién ecolégicos de
las comunidades vegetales donde estas crecen (Espejo et al., 2005). Otra
estrategia para conservar especies de orquideas la menciona Divakaran et al.
(2006) con el cultivo in vitro de la vainilla, especie catalogada en peligro de
extincion en el 2003, por el Congreso Internacional de la Vainilla, debido a que
esta especie es econdmicamente importante y de gran demanda en todo el

mundo.



Il. Objetivos
2.1. Objetivo general

Evaluar los efectos farmacolégicos (antiinflamatorios, cicatrizantes e
hipoglucemiantes), obtener conocimientos etnobotanicos y determinar Ila
estructura poblacional de la especie Prosthechea michuacana, orquidea con
potencial agronomico en dos poblaciones de Oaxaca (San Pedro Tida3,

Nochixtlan y Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan de Juarez).

2.2. Objetivos especificos
e Determinar la actividad farmacolégica antiinflamatoria, cicatrizante e
hipoglucemiante de los extractos de hexano, cloroformo, metanol y agua

obtenidos de la especie Prosthechea michuacana.

e Registrar el conocimiento etnobotanico de Prosthechea michuacana que se
comercializa en el mercado de la central de abasto de la ciudad de Oaxaca.

e Determinar la estructura poblacional de Prosthechea michuacana en las
localidades de San Pedro Tidaa (distrito de Nochixtlan) y Santa Catarina

Ixtepeji (distrito de Ixtlan) del estado de Oaxaca.



[l. Antecedentes

3.1. Especie de estudio

Prosthechea es un género esencialmente centroamericano formado por unas 90
especies (Garcia-Cruz et al., 2003); en el estado de Oaxaca se presentan 34

especies de este género (Soto-Arenas y Salazar, 2004).

Prosthechea michuacana (La Llave & Lex.) W. E. Higgins, Phytologia 82(5): 379.
1997.

Epidendrum michuacanum La Llave & Lex., Nov. Veg. Descr. 2: Orchid. Opusc. p.
26. 1825. Encyclia michuacana (Lex.) Schltr., Beih. Bot. Centralbl. 36: 472. 1918.
Encyclia virgata (Lindl.) Schltr., Orchideen 212. 1914. Epidendrum virgatum Lindl.,
J. Bot. (Hooker) 3: 83. 1840, nomen illeg., non Vell., 1827.

Descripcion (basada en Garcia-Cruz at al., 2003): Planta herbacea, terrestre,
erecta, de 50 a 100 cm de largo. Seudobulbos agrupados, ovados o subglobosos
a piriformes, de 5 a 8 cm de largo, de 1.6 a 2.7 cm de ancho, cada seudobulbo
maduro pesando de 70 a 100 gr, cubiertos en su tercio basal por 2 bracteas
papiraceas de 4 a 6.5 cm de largo, pardas, agudas. Hojas 2 6 3, elipticas a
angostamente elipticas, de 10 a 35 cm de largo, de 2 a 5 cm de ancho, agudas,
coriaceas. Inflorescencia erecta, de 45 a 90 cm de largo, paniculada; cubierta en la
base por una bractea espatacea papiracea, de 3 a 7 cm de largo, conduplicada,
aguda; pedunculo, de 30 a 40 cm de largo, rollizo, ligeramente rugoso, con 3 a 5
bracteas abrazadoras, ovadas, de 4 a 7 mm de largo, agudas, papiraceas,
blanquecinas. Bracteas florales mucho mas pequefias que el ovario, abrazadoras,
papiraceas, triangulares, de 2 a 4 mm de largo, de 0.8 a 1 mm de ancho,
cortamente atenuadas, pardas. Ovario ligeramente rugoso, triquetro, de 10 a 14
cm de largo, de 5 a 6 mm de grosor, ligeramente ensanchado hacia el apice.
Flores numerosas, mas de 30, simultaneas; sépalos y pétalos pardo-oscuros o
pardo-rojizos, labelo blanco-crema a amarillento con escasos puntos rojos.
Sépalos elipticos a oblanceolados, de 11 a 12 mm de largo, de 3 a 4 mm de

ancho, agudos. Pétalos espatulados, de 10 a 11 mm de largo, de 2.5 a 3.5 mm de
7



ancho, obtusos. Labelo trilobado, de 10 a 11.5 mm de largo, de 7 a 8 mm de
ancho, los Iébulos laterales angostamente oblongos, obtusos, el I6bulo medio
unguiculado, con un seno amplio, transversalmente oblongo, apice entero a
ligeramente retuso; el callo suborbicular, carnoso, formanose por tres venas
gruesas, las laterales muy cortas, la central llegando hasta la mitad del labelo.
Columna corta, rolliza, de 5.5 a 6.5 mm de largo, con 3 dientes carnosos,
subiguales; el diente medio sobrepasando los laterales, subcuadrado, truncado;
dientes laterales redondeados. Capsula trigona, rugosa, de 1.8 a 2.5 cm de largo,

de 6.5 a 8.5 mm de ancho.

Tovar-Gijon et al., (2006) reportaron para esta especie la presencia de C-
glicosilflavona, la -C-(6-deoxy-B-D-glucopiranosil) apigenina, [-(3'-hidroxi-5'-
methoxiphenil)-2-(4"-hidroxi-5"-methoxiphenil) etano y 2-(4-hidroxibenzil) acido

malico.
3.2. Uso medicinal de orquideas en México

Algunos ejemplos de la utilizacion de las orquideas en el México precolombino son
las laelias, prosthecheas o bletias con las que se preparaba un pegamento o
engrudo llamado tzauhtli, por los aztecas o tatzingui, por los purépechas; éste se
obtenia de los seudobulbos deshidratados. Las raices utilizadas de estas
orquideas se consideraban medicinales por curar a los disentéricos (Hagsater et
al., 2005). Hagsater et al. (2005) menciona la utilidad de algunas orquideas
mexicanas citando estudios realizados por Berlin et al. (1974) y Wright (1963)
entre ellas Prosthechea michuacana, P. varicosa (denominados “camotes de
agua”) y Rhynchostele bictoniense (sets-sish) cuyos seudobulbos eran
consumidos para calmar la sed de los viajeros. Bye (1979) y, Schultes y Hoofman
(1980) mencionan el uso de Trichocentrum cebolleta como sustituto del peyote.
Urbina (1903) reporta que Stanhopea tigrina se usaba en la preparacién del
nixtamal. La vainilla es la orquidea mas conocida y comercializada, Téllez-Velasco

(2001) y Bythrow (2005) mencionan que sus frutos eran utilizados como alimento



por los mayas desde el afio de 1300, y después por los aztecas como saborizante

y aromatizante del “chocolatl” (chocolate).

Del Amo (1979) y Mendieta y del Amo (1981) reportaron el uso medicinal de varias
orquideas mexicanas, entre ellas Oncidium cavendishianum como antihistaminico
Brassavola digbyana contra el dolor de cabeza, Catasetum maculatum en
abscesos e hinchazén, Cyrtopodium punctatum, al igual que la anterior para
abscesos y usado como balsamico, Epidendrum xipheres contra inflamaciones,
Trichocentrum ascendens contra la inflamaciéon por cuerpos extranos y Vanilla
fragrans como toénico con propiedades afrodisiacas. En una compilacion de
informacion etnobotanica realizada por Aguilar et al., (1994) del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), se menciona el uso de Catasetum sp. como
anticonceptivo y para curar la hinchazén, Laelia anceps para componer la cintura
en el posparto, Laelia speciosa para eliminar la tos, Oncidium sp. para aliviar el
dolor de pie, Myrmecophila tibicinis contra dolor del embarazo y Vanilla planifolia

para el “mal de aire” y dolor de vientre.

Martinez-Alfaro et al. (1995) reportan un uso medicinal no especifico para Vanilla
planifolia en la Sierra Norte de Puebla. Hagsater et al., (2005) mencionan otros
usos medicinales de especies como Isochilus sp., Arpophyllum spicatum,
Epidendrum anisatum, Bletia campanulata, Bletia coccinea, Catasetum
integerrimum, Cyrtopodium punctatum, Bletia purpurea y Prosthechea citrina se
usan en la preparacion de cataplasmas. Hagasater et al., (2005) sefalan algunas
preparaciones en el caso de Catasetum integerrimum los seudobulbos son
pelados, salados y asados para aplicarlos a forunculos y heridas, y para preparar
infusiones contra la tos, los seudobulbos de Catasetum integerrimum son
mezclados con las flores de Laelia autumnalis. También mencionan que Malaxis
sp. es preparada por los tepehuanos en infusiones para aliviar el dolor de
estbmago, y Calanthe calanthoides y Rhyncholaelia digbyana son utilizadas para

detener hemorragias preparando una molienda de sus flores.



3.3. Farmacologia de especies de orquideas nativas de México

Pocos son los estudios farmacologicos hasta ahora realizados en orquideas
mexicanas: Epidendrum rigidum tiene actividad fitotdxica producida por bibenziles
derivados (Hernandez-Romero et al., 2005), Habenaria repens presenta actividad
antioxidante causada por el habenariol (Johnson et al., 1999); Los seudobulbos de
Laelia autumnalis mostraron actividad hemaglutinante causada por la lectina
(Zenteno et al., 1995); Maxillaria densa present6 actividad espasmolitica por su
contenido en fenantrenos (Estrada et al., 1999b y 2004), Nidema boothii también
presenta actividad espasmolitica, pero esta es producida por estilbenoides
(Hernandez-Romero et al., 2004), estos son compuestos fendlicos biolégicamente
activos que exhiben un amplio espectro de actividad antibiética y farmacoldgica;
también se han encontrado en Scaphyglottis livida donde producen la inhibicién de
la relajacion del endotelio-independiente de anillos en la aorta (Estrada-Soto et al.,
2006).

3.4. Otros estudios farmacoldgicos de orquideas

En las ultimas décadas se ha desarrollado un gran interés en el estudio
farmacolégico en orquideas de Oriente. En Cymbidium goeringii se ha reportado
actividad hipotensora y diurética o promotora de la eliminacién de agua y sodio en
el organismo a través de la orina (Watanabe et al.,, 2007), Dendrobium
densiflorum muestra actividad de agregacion antiplaquetaria (Fan et al., 2001;
Chen, 1994). D. monoliforme presenta efectos antiinflamatorios debido a una
fenantraquinona (FQ) llamada denbinobin (Lin et al., 2001). Gastrodia elata posee
una variedad de efectos farmacolégicos incluyendo actividades neuromodulatorias
GABAérgica (modifica la manera en que un nervio transmite), anticonvulsivante
(antiepiléptico), ansiolitica (con accion depresora del sistema nervioso central,
disminuye o elimina los sintomas de la ansiedad), antiagregante y antioxidante
(Choi y Lee, 2006). Pholidota chinensis muestra actividad antiinflamatoria (Wang
et al., 2006).
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3.5. Fisiologia de la inflamacion

Cuando se produce una herida en el tejido humano, si ésta es causada por
bacterias, traumas, sustancias quimicas, calor o cualquier otro fendmeno, son
liberadas multiples sustancias por el tejido herido y causan cambios secundarios
dramaticos en la zona cercana al area dafada, estos cambios son comunmente
conocidos como inflamacion, la cual es un proceso que tiene como obijetivo
obstruir la entrada de microorganismos, material extrano y tejido necrético para

destruirlos y regenerar nuevo tejido.

La inflamacién es caracterizada por (1) la vasodilatacion de los vasos sanguineos
locales, causando el exceso del flujo sanguineo, (2) incremento en la
permeabilidad de los capilares, permitiendo que la herida se llene de grandes
cantidades de fluidos en los espacios intersticiales, (3) a menudo el fluido se
coagula dentro de los espacios intersticiales debido al amontonamiento excesivo
de fibrinbgenos y otras proteinas desde los capilares; (4) existe una migracion de
un gran numero de granulocitos y monocitos dentro del tejido; (5) la hinchazén de

las células del tejido herido (Guyton y Hall, 2006).

En la experimentacién farmacolégica se induce o produce la inflamacion, para esto
se utilizan distintas sustancias. En experimentos in vitro generalmente es utilizada
la histamina, una amina biolégica producida naturalmente en el cuerpo humano
que combinandose con receptores celulares especificos ejerce una variedad de
acciones bioldgicas como neurotransmisor, vasodilatador, contraccion de musculo
liso, aumento de secrecion gastrica, taquicardia, mediador de hipersensibilidad
inmediata, induccion de mediadores tipo prostaglandinas, regulacion del suefio,
termorregulacion, regulacidn neuroendocrina, catalepsia y comportamiento
agresivo y es principalmente asociada a fendmenos alérgicos. En experimentos in
vivo habitualmente es utilizada la 12-O-Tetradecanoylforbol-13-acetato (TPA), es
también comunmente conocido como lo forbol 12-myristato 13-acetato (PMA), es
un tipo de éster de forbol y un potente promotor tumoral que generalmente es

utilizado en investigaciones biomédicas.
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3.6. Fisiologia de la cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso de reparacion o regeneracion de un tejido alterado,
ésta comienza en la herida donde se lleva a cabo una serie de complejos
fendmenos bioquimicos que son producidos para reparar el dano. Para su estudio
se divide en fases de inflamacion, proliferacion y remodelacion. En el area
afectada se produce la hemostasis o formacion de un coagulo que cierra los vasos
sanguineos lesionados produciendo una respuesta inflamatoria local. (1) En la
fase inflamatoria, se fagotizan y eliminan bacterias y suciedad, en esta primera
fase también se liberan factores que producen la migracion y division de las
células que toman parte en la siguiente fase. (2) La fase proliferativa se
caracteriza por la angiogénesis, la depositacion de colageno, la formacién de
tejido granular, la epitalizacién y la contraccion de la herida (Midwood et al., 2004).
En la angiogénesis crecen nuevos vasos sanguineos a partir de células
endoteliales (Chang et al., 2004). En la fibroplasia y formacién de tejido granular,
los fibroblastos crecen y forman una nueva matriz extracelular provisoria mediante
la excrecion de colageno vy fibronectina (Midwood et al., 2004). En la
epitelializacion, las células epiteliales se desplazan sobre la herida cubriéndola
(Garg, 2000). En la contraccién los miofibroblastos ayudan a reducir el tamafio de
la herida, ellos se toman de los bordes de la herida y se contraen utilizando un
mecanismo similar al que poseen células de los musculos lisos. Cuando las
células han cumplido con su cometido, las células no utilizadas son eliminadas
mediante apoptosis (Midwood et al., 2004). (3) En la fase de maduracién y
remodelado, el colageno es remodelado y realineado a lo largo de las lineas de
tensiéon y las células que ya no hacen falta son eliminadas. Sin embargo, este
proceso no solo es complejo sino que es fragil, y es susceptible de ser
interrumpido o de fallar, lo que conduce a la formacion de heridas cronicas con
problemas de cicatrizacién. Algunos factores que pueden contribuir a este
problema son la diabetes, enfermedades de las venas o arterias, edad avanzada,

e infecciones (Enoch y Price, 2004).
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3.7. Fisiologia de la hipoglucemia

Técnicamente, hipoglucemia significa que los niveles de glucosa se encuentran
abajo de los niveles estandares. Esta propiedad es utilizada para tratar los
sintomas de hiperglucemia en personas diabéticas que junto con la resistencia a la
insulina y a la obesidad son los principales factores de una de las enfermedades
mas comunes en el mundo. Especificamente, la diabetes tipo Il, también llamada
diabetes mellitus no dependiente de insulina o NIDDM por sus siglas en inglés
(non-insullin-dependent diabetes mellitus), la cual puede ser controlada en base a
dietas, medicamentos o inyecciones de insulina. Es importante mencionar que la
glucosa es el unico nutriente que puede ser usado por el cerebro, la retina y el
epitelio germinal de las gdénadas en las cantidades suficientes para

proporcionarles la energia 6ptima requerida habitualmente (Guyton y Hall, 2006).

En la experimentacidn se realizan pruebas hipoglucémicas o pruebas de reduccién
de glucosa sanguinea que son llevadas a cabo en ratones, ratas y conejos. Esta
prueba puede ser realizada de dos maneras; en la primera se induce la diabetes a
través de solucion de aloxana o estrettozotocina y en la segunda son utilizados

ratones con niveles normales de glucosa sanguinea o normoglucémicos.
3.8. Estudios poblaciones en orquideas

La mayoria de los estudios de ecologia de poblaciones en orquideas han sido
realizados en especies terrestres como Cleistes bifaria, Cypripedium calceolus, C.
reginae, Orchis militaris, O. morio, Pseudorchis albida, P. straminea, Herminium
monorchis por mencionar algunas. Los estudios en orquideas son particularmente
dificiles por su compleja y diversa biologia (Brzosko, 2002). En estas especies
terrestres se presentan fluctuaciones que no facilitan su estudio, debido a que
existen numerosos factores que envuelven la biologia de estas plantas, entre
estas el clima, suelo, micorrizas, hongos, competencia, depredacion y las
estrategias de sobrevivencia (Gregg y Kéry, 2006). El factor de importancia para
realizar un estudio poblacional es que las plantas sean visibles, generalmente en

las orquideas terrestres existe un estado de latencia en la que seudobulbos son
13



subterraneos, los especialistas frecuentemente han encontrado conveniente
caracterizar y estudiar esos estados de vida de estas especies (Kéry y Gregg,
2003; 2004; Gregg y Kery, 2006).
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V. Materiales y métodos
4.1. Sitios de estudio
4.1.1. Distribucion geogréfica de Prosthechea michuacana

Prosthechea michuacana se establece en bosques de pino-encino y encinares
humedos a una elevacion de 1900 a 2100 m s.n.m., con floracion de abril a julio.
Se distribuye en México, Guatemala y Honduras. En México se localiza en la
vertiente pacifica de Jalisco, Michoacan, Morelos, Guerrero y Oaxaca (Garcia-
Cruz et al., 2003).

4.1.2. Zonas de estudio
a) San Pedro Tidaa

El municipio de San Pedro Tidaa pertenece al Distrito de Asuncion Nochixtlan, en
la region de la Mixteca Alta de Oaxaca. Los pobladores mencionan que la palabra
Tidaa proviene del mixteco, que significa “lugar donde cantan las aves”. La
poblacion de San Pedro Tidaa se localiza aproximadamente a 20 km al Noroeste
de Nochixtlan. La cabecera municipal se encuentra en las coordenadas 17 ° 20’
latitud N y 97 ° 22' longitud O, a una altitud de 2 300 m s.n.m. y tiene una
superficie de 15.31 km?. Colinda con las poblaciones de Magdalena Yodocono,
San Francisco Nuxafio, San Juan Diuxi, Santiago Tilantongo y San Miguel Achiutla
(Figura 1) (INEGI, 2005).

Las tierras de este municipio son regadas por los rios Verde Atoyac. El clima es
C(E)(w), semifrio subhumedo con lluvias en el verano. La temperatura media
anual es de 17.2 °C, la precipitaciéon anual promedio es de 680 mm. Presenta
vegetacion de bosque de encino donde las principales especies son encino
(Quercus sp.), ocote (Pinus leiophylla), enebro (Juniperus flaccida) y madrofio
(Arbutus xalapensis). El tipo de suelo es arcilloso arenoso. El grupo étnico

predominante es el mixteco (INEGI, 2005).
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Figura 1. Ubicacion geografica de San Pedro Tidaa, Nochixtlan
b) Santa Catarina Ixtepeji

El municipio de Santa Catarina Ixtepeji se localiza en la regién de la Sierra Norte
de Oaxaca, en el Distrito de Ixtlan de Juarez. Recibe el nombre de Santa Catarina
en honor de una de las Virgenes de la religion Catdlica. Ixtepeji tiene la derivacion
Itztepexic, que significa “en el pefiasco de la obsidiana” (ltzti=obsidiana y tepexil=
pefnasco o pefa”). Se ubica en las coordenadas 17°16' latitud N y 96°34' longitud
O, a una altitud de 1,800 m s.n.m., con una superficie de 196.48 Km? (Figura 2)
(INEGI, 2005).

Los sitios mas altos del municipio son la Cumbre, Corral de Piedra, Pelado Grande
y Neveria de Paz. Los principales rios son El Estudiante, Yoriyoco, Yobaneli y El
Cebollal. Contiene veneros o manantiales que alimentan los arroyos El Otate y El
Estudiante. Los tipos de climas presentes son C(w), templado-subhumedo con
lluvias en verano; C(E)(w), semifrio-subhumedo en las partes altas y ACw,
semicalido-subhumedo hacia el sur. Presenta una vegetacion predominante de
pino-encino con especies como Pinus patula, P. pseudostrobus, P. ayacahuite,
Quercus sp., Abies religiosa (oyamel), P. strobus (pinabete). El tipo de suelo es el
luvisol vértico (INEGI, 2005).

16



J
\Zoquigpam [} e

" A,
\ San -‘-.1'aﬁas§7

Zodapan

q\:_J' i-

fa. Catarina

Lachatao |, T
id. I¥idi

\
.An

Figura 2. Ubicacion geografica de Santa Catarina Ixtepeiji, Ixtlan de Juarez.

4.2. Método

4.2.1. Estudio farmacoldgico

La farmacologia (del griego pharmakon=farmaco y logos=ciencia), es considerada
como la ciencia que estudia el origen, las acciones y las propiedades de los
farmacos como sustancias quimicas que se producen en organismos Vivos,
generalmente son de origen vegetal con actividad biolégica, como los metabolitos
secundarios de los que se conocen aplicaciones clinicas en el diagnostico,
prevencion, tratamiento y alivio de sintomas de alguna enfermedad. Estas
aplicaciones son ensayadas en animales de laboratorio para probar el efecto o
actividad bioldgica producida por los farmacos para luego aplicarlos en el ser
humano. La gran mayoria de estos estudios tienen como base la informacion de la
forma de empleo en la medicina tradicional por algun grupo étnico, la cual a su vez

es obtenida de los mercados tradicionales.

Los animales de laboratorio fueron proporcionados y mantenidos antes de cada
experimento en condiciones controladas en el Bioterio de la Unidad de Produccion
y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) (Figura 4). Los
experimentos se efectuaron en el Laboratorio de Fitofarmacologia de la
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Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (UAM-X); los
procedimientos con los animales y sus cuidados fueron realizados de acuerdo a

las normas y principios internacionales para animales de laboratorio.

Figura 3. UPEAL-Bioterio de la UAM-Xochimilco.
4.2.1.1. Material botanico para el estudio farmacoldgico

Se recolectaron aproximadamente 7 kg de material vegetal en el sitio EI Punto,
Santa Catarina Ixtepeji, en mayo de 2007. El material recolectado se separd en
hojas, seudobulbos y rizomas, luego fue cortado en trozos pequefios para un
mejor manejo. Las muestras fueron secadas a la sombra (la luz ultravioleta puede
producir reacciones con las sustancias quimicas presentes en la planta) sobre
papel periddico, el cual se cambidé diariamente para evitar la acumulacion de

humedad y formacion de hongos (Figuras 4a y 4b).
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Figura 4. a) y b). Cortado y secado de la planta.

4.2.1.2. Obtencién de los extractos para pruebas de efectividad

farmacologica

Las pruebas de extraccion se realizaron con muestras cortadas y deshidratadas
de hojas, seudobulbos y rizomas, 200 g de cada estructura. Cada una se colocé
por separado en un matraz con capacidad de 4 L, al cual se le agregaron 3 L de
hexano hasta cubrir el material seco. A cada matraz se le adapt6 un refrigerante,
se coloco sobre una parrilla y la muestra se sometié a reflujo durante tres horas
(Figura 5); al finalizar el proceso se filtré6 con papel Whatman No. 5 para separar
los residuos del material vegetal (Figuras 6a, 6b y 6¢). La solucién obtenida fue
destilada en un rotavapor al vacio a sequedad (Figura 7). Este procedimiento se
repitid con cloroformo, metanol y agua destilada. Los extractos acuosos se
secaron en un horno de corriente de aire a temperatura constante de 40°C durante
24 hrs.
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Figura 5. Dispositivo instalado en el laboratorio para realizar las extracciones.

Figura 6. a) Extracto de hojas. b) Extracto de rizoma. c) Extracto de seudobulbo.
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Figura 7. Rotavapor utilizado para destilar al vacio a sequedad.

4.2.1.3. Pruebas farmacologicas
4.2.1.3.1. Actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con
TPA

a) Animales para prueba antiinflamatoria

Se emplearon 95 ratones machos, cepa CD1, con peso promedio de 25 a 30 g.
Los animales fueron colocados en jaulas de acrilico transparente bajo condiciones
controladas de luz-temperatura, con un fotoperiodo de 12 hrs/12 hrs (7:00 a.m. a
7:00 p.m.), temperatura de 22+1°C y porcentaje de humedad relativa de 60£10%.
Los animales tuvieron acceso libre al agua y alimento (ad libitum) con una dieta
comercial ya preparada (Purina). Para cada prueba se utilizaron grupos de 5
ratones y como control positivo se utilizé el balsamo blanco (medicamento

comercial).
b) Preparacién de extractos

Para preparar la solucion etandlica se disolvio 0.25 mg de TPA en 1 mL de etanol,
ésta se almacend a -20 °C. De cada uno de los extracto de cloroformo, hexano y
metanol se tomd una muestra de 0.20 mg que se disolvio en 1 mL de metanol para
obtener las diferentes soluciones metandlicas. Por otro lado, también se tomé 0.20

mg de cada extracto acuoso y se disolvié en 1 mL de agua destilada para obtener
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las soluciones acuosas. Como control positivo se utilizd balsamo blanco® con la

siguiente formula:

Foérmula Balsamo Blanco®

Cada 100 g contiene:

Alcanfor 30 mg
Mentol 20 mg
Salicilato de Metilo 20 mg
Aceite de Cedro 10 mg
Oxido de Zinc 100 mg
Eucalipto 30 mg
Lanolina anhidra 25 mg
Excipiente c.b.p. 19

C) Aplicacion de extractos y medicién de la actividad

Todos los ratones fueron anestesiados con éter etilico (Figura 8a); a los animales
de todos los tratamientos se les aplico 10 yL de solucién etandlica de TPA (0.25
mg mL™") en la oreja derecha. Diez minutos después, se aplicé 20 L de una de las
soluciones metandlicas o acuosas preparadas (20 mg mL™") sobre la misma oreja
de todos los ratones de los tratamientos, para el grupo control solo se aplico la
solucion etandlica de TPA y en otro grupo se aplicé 2 mg del balsamo blanco
(Figura 8b). En la oreja izquierda de cada animal se aplicd solamente los
disolventes de etanol (10 puL) y metanol (20 pL). Cuatro horas después (Figura 9a)
se anestesiaron nuevamente los ratones con éter etilico, se sacrificaron por
dislocacion cervical, se tomé una muestra de 1 mm? de piel de ambas orejas y se
pes6é en una balanza analitica (Figura 9b). EI edema fue considerado como la
diferencia en peso entre la muestra de la oreja derecha y la izquierda, la cual
representa la inflamacion. El porcentaje de inhibicién de la inflamacion para los

grupos tratados se calculé con la siguiente férmula:
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% de inhibicion = [(C — E)/C] x 100
donde:
C = edema promedio del grupo tratado con TPA (grupo control)

E = edema promedio del grupo tratado con TPA y extracto

Figura 8. a) Camara de anestesia con éter etilico. b) Aplicacion de la solucion

etandlica de TPA en la oreja derecha de cada raton.

Figura 9. a) Inflamacion de la oreja derecha 4 horas después de la aplicacion. b)

Obtencion de 1 mm? de piel de ambas orejas.
d) Analisis estadistico

Las diferencias entre las muestras se expresaron graficamente mediante la media

y el error estandar de la media (ESM), para ello se efectud un analisis de varianza
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de una via (ANOVA) para comparaciones multiples usando el software SAS JMP
7. Los valores con una probabilidad menor a 0.05 se consideraron como

significativos.

4.2.1.3.2. Actividad cicatrizante
a) Animales para prueba cicatrizante

Se emplearon 40 ratas Wistar machos, cepa CD1, con peso promedio de 220 a
250 g (Figura 10) que fueron anestesiadas con éter etilico. Todos los animales
fueron depilados en el muslo de la extremidad inferior derecha, donde se efectud
un corte longitudinal de 15 mm con una hoja de bisturi. Se utilizaron grupos de 5
ratas por extracto y como control positivo se utilizé debrisan® con la siguiente

féormula:

Férmula Debrisan®

Cada 100 g contiene:

Dextranémero 100 g

Figura 10. Ratas Wistar en condiciones ambientales controladas.
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b) Aplicacion de extractos y medicién de la actividad

Los extractos de cloroformo, hexano y metanol para seudobulbos y rizomas se
aplicaron directamente por via tépica en la herida producida a los animales cada
24 hrs durante 7 dias. Cada 48 hrs se midid la evolucién del proceso de

cicatrizacion sobre la epidermis herida en las ratas.
c) Analisis estadistico

Los resultados se expresaron graficamente en diagrama de barras como la media
y error estandar de la media (ESM), se efectué un analisis de varianza de una via
(ANOVA) y una prueba de Tukey para comparaciones estadisticas usando el
software SAS JMP 7. Los valores de con una probabilidad menor a 0.05 se

consideraron como significativos.

4.2.1.3.3. Actividad hipoglucemiante
a) Animales para prueba hipoglucemiante

Se emplearon 70 ratones machos, cepa CD1, con peso promedio de 25 a 30 g. Se
utilizaron grupos de 5 ratones para los tratamientos con los diferentes extractos y

del grupo control.
b) Preparacién del extractos

Se prepard una suspension acuosa con 50 mg de cada uno de los diferentes
extractos de hojas, seudobulbos y rizomas (cloroformo, hexano, metanol y agua)
disueltos en 1.33 mL de agua destilada (Figura 11a), mas 2 mL de metanol, 1 mL
de cloroformo, 100 mg de polyvinyl-pyrrolidona (PVP) (Figura 11b). Esta

suspension fue luego expuesta al calor.
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Figura 11. a) Preparacion de las suspensiones. b) Aplicacion de PVP.
c) Aplicacion de extractos y medicién de la actividad

A todos los ratones de los tratamientos con los extractos se les administro la
suspension por via oral con la ayuda de una canula (Figura 12). Al grupo control
se les administr6 agua destilada. Las lecturas para cada raton fueron tomadas a
los O hrs (to), 2 hrs (t1) y 4 hrs (t2) después de que le fue administrada la
suspension. Para la obtencion de la sangre de cada raton se hizo un pequefio
corte en la punta de su cola con la ayuda de unas tijeras (Figura 13); con una tira
reactiva Dextroxtix® (método enzimatico) se tomé una gota de sangre, se espero
un lapso de 30 segundos para que ésta secara, se limpio y 90 segundos después
se comparo con una escala de colores definidos que indican el nivel de glucosa

en mg dL™" (Figura 14).
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Figura 12. Preparacion de las jeringas con canula para la administracion de las

soluciones a los ratones.

Figura 13. Pequeno corte en la punta de la cola del ratén para la obtencién de

sangre.
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Figura 14. Determinacién del nivel de glucosa sanguinea en ratones comparando
la muestra con colores establecidos que indican el nivel de glucosa en

mg/dl.
d) Andlisis estadistico

Los resultados de los niveles de glucosa sanguinea obtenidos a las 2 y 4 horas
después de la aplicacion de la suspension a los ratones se expresaron en tabla de
valores como la media y error estandar de la media (ESM); se efectu6é un analisis
de varianza de una via (ANOVA), asi como una prueba de Tukey para
comparaciones estadisticas usando el software SAS JMP 7. Los valores con una

probabilidad menor de 0.05 se consideraron como significativos.
4.2.2. Estudio etnobotanico

La ciencia que estudia la relacion hombre-planta, el manejo, uso vy
aprovechamiento con la transformacién de los recursos vegetales por un grupo
étnico es conocida como etnobotanica (etnos=grupo humano y Botdvn=planta).
Las plantas con uso en la medicina tradicional son estudiadas por Ila
etnofarmacologia, ésta se enfoca en la descripcibn de las propiedades

medicinales de los remedios utilizados en un grupo étnico, dirigiendo su estudio a
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la forma de seleccion, preparacion y administracion de las plantas o animales
medicinales (Martin, 2001).

42.2.1. Entrevistas en el mercado

Se realizaron entrevistas con el método propuesto por Martin (2001) a
vendedores-colectores del mercado de la central de abasto que venden
Prosthechea michuacana (Figura 15). Con la informacion de las entrevistas y de la
revision bibliografica se elaboré un cuadro comparativo de usos, partes utilizadas,
formas de uso, lugares de extraccion o recolecta, grupo étnico que realiza estas

actividades y nombres comunes empleados para la especie.

Figura 15. Entrevistas a vendedores-colectores.
4.2.2.2. Herborizacion y determinacion taxondmica

Se colectaron ejemplares de Prosthechea michuacana en puestos temporales, en
el mercado de la central de abasto en los meses de noviembre y diciembre, de
acuerdo a las técnicas de Aguirre-Ledn (1990). Para el reconocimiento y
determinacién de la especie se consultdé a Garcia-Cruz et al. (2003) y algunos

ejemplares se mantuvieron en vivero. Los ejemplares fueron depositados en el
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Herbario OAX del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo

Integral Regional-Unidad Oaxaca, Instituto Politécnico Nacional.
4.2.3. Estudio poblacional de Prosthechea michuacana

A través de los estudios poblacionales es posible determinar el estatus de
conservacion de una especie, la definicion de estrategias para su conservacion,
explotacion racional, control de plagas e incluso para conocer la accion de

seleccion natural (Odum, 2003).
4.2.3.1. Eleccion de las poblaciones a estudiar

Para este estudio se analizaron dos poblaciones se efectué en dos poblaciones,
una establecida en San Pedro Tidaa, Nochixtlan y la otra en Santa Catarina
Ixtepeji, Ixtlan, localidades donde se sabe son extraidas las plantas de

Prosthechea michuacana para su venta.
4.2.3.2. Muestreo poblacional

En cada poblacion se establecié al azar una superficie de muestreo formada por
un rectangulo de 50 x 10 m (Figuras 16a y 16b), el cual se subdividié en areas de
2 x 10 m; en cada una de ellas se registré el numero de individuos de la especie
por transecto; cada individuo fue considerado independiente, sin considerar si se
trataba de un individuo derivado de la reproduccion sexual o asexual. Para cada
individuo se registraron los parametros de altura del seudobulbo (de base a apice),
diametro del seudobulbo, numero de hojas por seudobulbo, altura de la hoja
mayor, numero de hijuelos (extension o brote sin seudobulbo y hojas
desarrolladas), presencia de inflorescencia (residuos o escapo presente), asi
como referencias del arbol mas cercano y si se encontraba en alguna planta o

roca.
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Figura 16. a) y b) Transectos para establecer el rectangulo de muestreo en las

localidades de estudio.

Figura 17. a) Medicidon de la altura del seudobulbo, diametro del seudobulbo,
numero por seudobulbo, altura de la hoja mayor, numero de
hijuelos, presencia de inflorescencia y referencias del objeto mas

cercano. b) toma de datos en campo.
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4.2.3.3. Categorizacion

Se hizo una categorizacion de los individuos de Prosthechea michuacana en base
en las estructuras morfologicas, que incluyé las siguientes categorias: plantula (sin
seudobulbo, si se presentaba con una altura entre 0 y 3.9 cm y diametro de Oy 1.9
cm, sin hojas bien desarrolladas); juvenil (presencia de seudobulbo con una altura
de 4 a 4.5 cm y diametro de 2 a 2.9 cm, en ocasiones con una hoja bien
desarrollada); adulto no reproductivo (presencia de seudobulbo con altura de 4.6 a
55 cm y diametro de 3 a 3.4 cm, en ocasiones con 2 6 3 hojas bien
desarrolladas); adulto reproductivo (presencia de seudobulbo con una altura de
5.6 a 11 cm, didmetro de 3.5 a 5 cm, con 4 6 5 hojas bien desarrolladas, escapo o
inflorescencia desarrolladas). Con estos datos se determiné la estructura de cada

poblacion y numero de individuos por colonia.
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V. Resultados

5.1. Estudio farmacolégico

5.1.1. Actividad antiinflamatoria determinada en el modelo de edema
inducido con TPA

El valor del peso del edema, su error estandar y el porcentaje de inhibicion de las
pruebas de la actividad antiinflamatoria se presentan en la Tabla 1. Los
porcentajes de inhibicion fueron negativos en los extractos de hojas-agua (-48.83),
hojas-hexano (-39.53), hojas-metanol (-30.23), rizoma-cloroformo (-20.93), rizoma-
agua (-58.14), rizoma-metanol (-39.53), seudobulbo-cloroformo (-20.93) vy
seudobulbo-agua (-58.14), por lo que fueron tomados como s/a, es decir, sin
actividad antiinflamatoria. Los extractos de hojas-cloroformo (34.88), rizoma-
hexano (34.88), seudobulbo-hexano (25.58) y seudobulbo-metanol (16.27)
mostraron valores de inhibicion positivos, es decir, con actividad antiinflamatoria.
El tratamiento con el balsamo blanco presento el porcentaje de inhibicidon mas alto
(72.09).

El promedio del peso del edema con balsamo blanco fue menor cuando se
compara con los demas extractos, presentandose una gran variacion dentro de
cada tratamiento y entre los tratamientos. Los extractos de hojas-cloroformo,
hojas-agua, hojas-hexano, hojas-metanol, rizoma-cloroformo, rizoma-agua,
rizoma-metanol, seudobulbo-cloroformo y seudobulbo-agua produjeron una mayor

inflamacion en lugar de desinflamar.

El analisis de varianza indicé que no existen diferencias significativas en el peso
promedio de edemas entre los diferentes tratamientos probados para la actividad
antiinflamatoria, valor de con una Fq3 7¢= 1.67. Asi mismo, el analisis de varianza
no mostré diferencias significativas entre los porcentajes de inhibicién de los

extractos con actividad antiinflamatoria, valor de F4 20= 0.65.
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Tabla 1. Valores promedio y error estandar para la actividad antiinflamatoria de los

extractos de Prosthechea michuacana.

Extractos Edema (mg, M £ ESM) Inhibicidn (% + ESM)
Control 0.215 + 2.84e-5
Balsamo blanco 0.06 £ 0.067 72.09 + 31.54
Hojas CHCI; 0.14 £ 0.06 34.88 £ 27.90
Hojas H,O 0.32 £ 0.058 s/a
Hojas Hexano 0.3+£0.083 s/a
Hojas MeOH 0.28 £ 0.091 s/a
Rizoma CHCl; 0.26 £ 0.074 s/a
Rizoma H,O 0.34 + 0.087 s/a
Rizoma Hexano 0.14 £ 0.050 34.88 + 23.71
Rizoma MeOH 0.3+£0.10 s/a
Seudobulbo CHCI3; 0.26 + 0.067 s/a
Seudobulbo H,O 0.34 £ 0.04 s/a
Seudobulbo Hexano 0.16 + 0.050 25.58 + 23.71
Seudobulbo MeOH 0.18 £ 0.048 16.27 £ 22.78

M: media, ESM: error estandar de la media, %: porcentaje inhibicién, s/a: sin actividad. n: 5

5.1.2. Actividad cicatrizante

En la prueba de cicatrizacion los efectos mas notables se presentaron en los
grupos de ratas tratados con extractos de seudobulbo-cloroformo, rizoma-
cloroformo y seudobulbo-metanol, presentando una cicatriz con menor abertura de

la herida respecto al grupo control (Tabla 2).

En la Tabla 2 se observa que hubo una mayor actividad de cicatrizacion sobre las
heridas en ratas con los extractos de P. michuacana en comparacion con los

tratamientos control y debrisan.

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas en el valor medio de la

longitud de la cicatriz entre los grupos tratados, valor de F7 3= 4.77.
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Tabla 2. Valores promedio y error estandar para la actividad cicatrizante de los

extractos de Prosthechea michuacana.

Longitud de cicatriz (mm)

Extracto

(M £ SEM)

Control 3.8 £ 0.9695

Debrisan 6 £1.2247
Rizoma CHCl; 11.8 £ 1.1576
Rizoma Hexano 10.6 £ 0.9798

Rizoma MeOH 8 +2.1448
Seudobulbo CHCl; 11.6 £ 1.6000
Seudobulbo Hexano 6.2 £ 1.4629
Seudobulbo MeOH 10.6 £ 1.0296

M: media, SEM: error estandar de la media. n: 5

Tabla 3. Prueba de Tukey para comparar los valores medios de la actividad

cicatrizante de los extractos de Prosthechea michuacana en heridas

ocasionadas a ratas.

q* Alpha

3.23930 0.05
Extractos Nivel Media
Rizoma CHCI3 A 11.80
Seudobulbo CHCI3 A 11.60
Rizoma Hexano A 10.60
Seudobulbo MeOH A 10.60
Rizoma MeOH A B 8.00
Seudobulbo Hexano A B 6.20
Debrisan A B 6.00
Control B 3.80

35



La prueba de Tukey (valor de 3.23 y nivel de significancia del 0.05) indicé tres
grupos de datos: el primero con un efecto cicatrizante alto formado por los
extractos de rizoma-cloroformo, seudobulbo-cloroformo, rizoma-hexano vy
seudobulbo-metanol; el segundo compuesto por los extractos de rizoma-metanol,
seudobulbo-hexano y debrisan, con un efecto cicatrizante medio; el tercero

formado solo por el grupo control que carece del efecto cicatrizante (Tabla 3).
5.1.3. Actividad hipoglucemiante

Los diferentes extractos de P. michuacana mostraron un efecto positivo en la
disminucién del nivel de glucosa sanguinea en ratones (Tabla 4). El efecto
hipoglucemiante en las primeras dos horas después de la aplicacion de los
extractos lo presentaron los grupos de ratones tratados con hojas-cloroformo,
hojas-hexano, rizoma-cloroformo, rizoma-hexano, rizoma-metanol y seudobulbo-
agua. A las cuatro horas después de la aplicacion del tratamiento el efecto
hipoglucemiante correspondié a los extractos hojas-cloroformo, rizoma-cloroformo,
rizoma-hexano, rizoma-metanol, seudobulbo-cloroformo y seudobulbo-agua.
Algunos extractos tuvieron efecto a las dos y cuatro horas después de la
aplicaciéon, aunque con pérdida de efecto en la ultima medicién (hojas-cloroformo,
rizoma-cloroformo, rizoma-hexano, rizoma-metanol y seudobulbo-agua). Los
extractos de rizoma, excepto rizoma-agua, mostraron un efecto constante en las

dos mediciones.

El analisis de varianza para los valores de la prueba de actividad hipoglucemiante,
a las dos horas de aplicado el tratamiento mostré diferencias significativas entre

los valores de la media, valor de F12, 52 =16.88.
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Tabla 4. Niveles medios de glucosa sanguinea y error estandar obtenidos en los
tratamientos para evaluar la actividad hipoglucemiante de los extractos

de Prosthechea michuacana.

Concentracién media (mg dI™") + ESM

Extracto 0 hrs 2 hrs 4 hrs
Control 1100 1100 110+ 0
Hojas CHCl; 1100 94 + 9.7980 106 £ 9.798
Hojas H,0 1100 1100 1100
Hojas Hexano 110£0 94 £ 9.7980 110£0
Hojas MeOH 11010 11010 1100
Rizoma CHCl; 1100 56 + 6 78 +4.899
Rizoma H,0 110+ 0 1100 1100
Rizoma Hexano 1100 700 700
Rizoma MeOH 1100 700 78+8
Seudobulbo CHCl; 1100 1100 106 £ 4
Seudobulbo H,O 1100 86 + 7.4833 90 + 14.142
Seudobulbo Hexano 1100 110+ 0 1100
Seudobulbo MeOH 1100 110+ 0 1100

Los valores estan dados en mg dI”', M: media, ESM: error estandar de la media. n: 5

El andlisis de medias por la prueba de Tukey (valor de q= 3.47) para los valores
de la actividad hipoglucemiante de los extractos, a las dos horas de aplicados los
tratamientos mostré cuatro niveles, en los que se reconocieron cinco grupos de
valores: un grupo con efecto hipoglucemiante alto formado por el extracto de
rizoma-cloroformo; un segundo grupo integrado por los extractos de rizoma-
metanol y rizoma-hexano; un tercer grupo con un efecto hipoglucemiante medio
constituido por el extracto de seudobulbo-agua; un cuarto grupo con menor efecto
formado por los extractos de hojas-cloroformo y hojas-hexano; y un quinto grupo

que incluy¢ los extractos que no mostraron efecto hipoglucemiante (Tabla 5).

El analisis de varianza de la prueba para la actividad hipoglucemiante a las cuatro

horas de aplicado el tratamiento indicd que existen diferencias significativas en los

37



valores de las medias de los diferentes niveles de glucosa sanguinea, valor de F13,
52— 7.42.

La prueba de Tukey (q= 3.47) para los valores de la actividad hipoglucemiante de
los extractos a las cuatro horas de aplicados los tratamientos mostré dos niveles
con tres agrupaciones, uno para los extractos de rizoma-hexano, rizoma-
cloroformo y rizoma-metanol, otro para el extracto de seudobulbo-agua, y uno mas

integrado por el resto de los que no tuvieron efecto hipoglucemiante (Tabla 6).

Tabla 5. Prueba de Tukey para los valores de actividad hipoglucemiante a las dos

horas de aplicados los extractos a los ratones.

q* Alpha

3.47083 0.05
Extractos Nivel Media
Control A 110.00
Hojas MeOH A 110.00
Hojas H20 A 110.00
Seudobulbo CHCI3 A 110.00
Seudobulbo Hexano A 110.00
Rizoma H20 A 110.00
Seudobulbo MeOH A 110.00
Hojas CHCI3 A B 94.00
Hojas Hexano A B 94.00
Seudobulbo H20 B C 86.00
Rizoma MeOH cCD 70.00
Rizoma Hexano cC D 70.00
Rizoma CHCI3 D 56.00
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Tabla 6. Prueba de Tukey para los valores de actividad hipoglucemiante a las

cuatro horas de aplicados los extractos a ratones.

g* Alpha

3.47083 0.05
Extractos Nivel Media
Control A 110.00
Hojas MeOH A 110.00
Hojas H20 A 110.00
Hojas Hexano A 110.00
Seudobulbo Hexano A 110.00
Rizoma H20 A 110.00
Seudobulbo MeOH A 110.00
Hojas CHCI3 A 106.00
Seudobulbo CHCI3 A 106.00
Seudobulbo H20 A B  90.00
Rizoma MeOH B 78.00
Rizoma CHCI3 B 78.00
Rizoma Hexano B 70.00

5.2. Estudio etnobotanico

De la informacion obtenida en las entrevistas de mercado se sefalan tres usos
para P. michuacana, alimenticio, medicinal y ornamental. Se recomienda el uso
del seudobulbo como alimento, masticandolo en crudo para saciar la sed, de igual
manera el seudobulbo es recomendado para el uso medicinal de la especie, que
consiste en sus propiedades antiinflamatorias para los rifiones, como depurativo
del sistema circulatorio (diurético), calmante y para aliviar los efectos provocados
por una intoxicacion alcohdlica (cruda) con la preparacién de un licuado hecho con
los seudobulbos y un poco de agua. La planta completa como ornamental se usa
para adornar el conocido “nacimiento” en la época decembrina. La parte de la
planta de P. michuacana que mas se utiliza es el seudobulbo, los nombres
comunes que se aplican a esta especie es distinta en cada region y comunidad

(Tabla 7).
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Tabla 7. Cuadro comparativo con informacion de los usos y nombres comunes

reportados en la literatura para Prosthechea michuacana.

Zona
_ Referencia
Parte Forma de geografica . o o
Usos . Nombre comuan bibliografica
utilizada uso y grupo
étnico
Hagsater et al.
Masticado o Oaxaca (2005); Salazar et
) . Aguanoso )
Alimento Seudobulbo preparado en  (mixtecos y al. (2006), Padilla
} (zapotecos)
licuado zapotecos) (2007). Cervantes-
Reyes M. A. 30.
Masticado o Tin-du-teé: lirio
o Oaxaca Cervantes-Reyes
Medicinal  Seudobulbo preparado en ) de agua
) (mixtecos) ) M. A. 26 y 30.
licuado (mixtecos)
Aguanoso
(zapotecos) Rees (1976);
Oaxaca
Planta . Shrischi Caballero et al.
Ornamental Ornamental (mixtecos y )
entera (zapotecos) y (2004); Padilla
zapotecos) o
Bolas de viejo (2007).
(zapotecos)

5.3. Estudio poblacional

La muestra de la poblacién de P. michuacana en San Pedro Tidaa, Nochixtlan
esta formada por 798 individuos de los cuales fueron contabilizados 287 en
categoria plantulas (36%), 205 en la categoria juvenil (25.7%), 173 en adulto no
reproductivo (21.7%) y 133 categoria adulto reproductivo (16.6%) (Tabla 8 y

grafica 1).

En Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, la muestra poblacional esta formada por 653
individuos, 164 en la categoria plantulas (25.1%), 144 en juveniles (22%), 142 en
adulto no reproductivo (21.8) y 203 en categoria adulto reproductivo (31.1%)
(Tabla 8 y grafica 2).
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Tabla 8. Categorias de edad para las poblaciones estudiadas de Prosthechea

michuacana.
Seudobulbo Numero de individuos
Santa
) Rango de Rango de San Pedro )
Categoria Caracteristicas ) ) Catarina
altura (cm) diametro (cm) Tida&a -
Ixtepeji
Seudobulbo no
Plantula desarrollado 0-3.9 0-1.9 287 164
0 hojas maduras
Seudobulbo
Juvenil desarrollado 4-4.5 2-2.9 205 144
1 hoja madura
Adult Seudobulbo
ulto no
desarrollado 4.6-5.5 3-34 173 142
reproductivo
2-3 hojas maduras
Seudobulbo
Adult desarrollado
ulto
. 4-5 hojas maduras 5.6-11 3.5-5 133 203
reproductivo
Escapo
Inflorescencia

Total: 798 Total: 653

Las plantulas son las de mayor porcentaje en San Pedro Tidaa, por lo que existe
reclutamiento de individuos. En Santa Catarina Ixtepeji también es elevado el
porcentaje de plantulas, pero la categoria de adulto reproductivo tiene un

porcentaje mayor (31.1).
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Grafica 1. Porcentaje de individuos por categoria de edad en la poblacién de San
Pedro Tidaa.
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Grafica 2. Porcentaje de individuos por categoria de edad en la poblacion de

Santa Catarina Ixtepeji.
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Gréfica 3. Distribucién de tamafio (en numero de individuos) de las colonias en la

poblacion de San Pedro Tidaa.
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Gréafica 4. Distribucion de tamafio (en numero de individuos) de las colonias en la

poblacién de Santa Catarina Ixtepeji.
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A nivel de agrupamientos (posibles colonias o clones de individuos) la muestra de
la poblacién de San Pedro Tidaa tiene 60 colonias y la de Santa Catarina Ixtepeji
tiene 28. El numero de individuos que se integraron los grupos o colonias es
diferente en las dos poblaciones (Graficas 3 y 4). En San Pedro Tidaa
predominaron las colonias con un numero de 6 a 10 individuos (24), seguido de
colonias de 1 a 5 individuos (16) (Grafica 3). En la muestra de la poblacion de
Santa Catarina Ixtepeji predominaron las colonias integradas por 16 a 20

individuos (6), seguidas de colonias de 6 a 10 individuos (5) (Grafica 4).
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VI. Discusion

La actividad antiinflamatoria en orquideas ha sido poco estudiada. Entre los
estudios se encuentra el realizado por Zhao et al. (2003) para la purificacion de
fenantraquinonas y un bibenzil glicosido de Dendrobium monoliforme; el elaborado
por Lin et al. (2001), quienes aislaron Denbinodin (quinona) en la misma especie;
este compuesto también se ha encontrado en otras orquideas, como D. nobile,
Ephemerantha lonchophylla y E. fimbriata, que son utilizadas en la medicina
tradicional china; en tanto, Wang et al. (2006) aislaron estilbenos de Pholidota

chinensis.

Los extractos de hojas-cloroformo, rizoma-hexano, seudobulbo-hexano vy
seudobulbo-metanol mostraron que Prosthechea michuacana tiene actividad

antiinflamatoria, lo cual validan su uso en la medicina tradicional.

En este estudio el modelo de edema inducido por TPA fue aplicado por primera
vez con extractos de P. michuacana, considerando que varios de ellos
presentaron actividad antiinflamatoria, es conveniente que aislé e identifiqué a los
compuestos activos responsables para aplicarlos en distintas concentraciones,
pues en este trabajo los extractos probados no tuvieron ningun proceso de

separacion y aislamiento.

Las orquideas que han sido estudiadas hasta ahora por su actividad cicatrizante
son muy pocas. Solo se conoce el efectuado en una orquidea de México por
Zenteno et al. (1995), quienes aislaron una lectina con actividad hemaglutinante
(propiedad de aglomerar glébulos rojos) de los seudobulbos de Laelia autumnalis.

No se obtuvo conocimiento etnobotanico del uso cicatrizante para esta especie.

En el presente estudio los extractos de rizoma y seudobulbo de P. michuacana
realizados con cloroformo, hexano y metanol, mostraron actividad cicatrizante en
heridas de ratas mayor o igual a la del medicamento comercial debrisan,
presentando una mejor recuperacion del tejido epidérmico. Es factible que el

principio activo que es responsable de la actividad cicatrizante se encuentre en los
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organos de almacenamiento de la planta, rizoma y seudobulbo. Sin embargo,
también es posible que los extractos no tengan un efecto directo en la generacion
de la cicatriz, sino que éstos solo ayuden a obtener las condiciones Optimas de
limpieza del tejido y promover una buena cicatrizacion, debido a que el proceso de
cicatrizacion, como lo menciona Guyton y Hall (2006), es un proceso fragil y
susceptible de interrumpirse y fallar, pudiendo producirse heridas cronicas con
problemas de cicatrizacion por factores que ya han sido mencionados por Enoch y
Price (2004): diabetes, enfermedades de las venas o arterias, edad avanzada e
infecciones. Cabe mencionar que en nuestros experimentos no se indujo ninguna
de las condiciones antes mencionadas. Si bien los resultados validan la actividad
cicatrizante de Prosthechea michuacana, aun es necesario que se realice la

investigacion para aislar los compuestos responsables de la actividad.

Solo se conoce de un estudio que reporta la actividad hipoglucemiante en la
familia de las orquideas, el de Watanabe et al. (2007), quienes aislaron y
determinaron la estructura molecular de la cimbidina A y B, un peptidoglicano
monomeérico con actividad hipotensora y diurética que fue obtenida de Cymbidium
goeringii. Este estudio evalud la actividad hipotensora a través de la induccién de
estados hipertensivos en ratas provocados al aplicarles desoxycorticosterona
acetato (DCA).

Se ha demostrado en ensayos in vitro que las isoflavonas producen una
disminucién de los receptores hepaticos de insulina y una disminucién en su
afinidad por la insulina (Carretero, 2001). P. michuacana posiblemente no
presente este efecto ya que los resultados de todos los tratamientos para la
actividad hipoglucemiante mostraron que los niveles de glucosa serian mayores al

control.

Los extractos de rizoma (cloroformo, hexano y metanol) de la prueba
hipoglucemiante mostraron el mejor efecto a las 2 y 4 horas, indicando que los
compuestos responsables de dicha actividad posiblemente se encuentran en este

organo vegetal. Si bien el extracto de seudobulbo-agua mostré actividad
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hipoglucemiante, mientras que para las hojas solo se presenté esta actividad en el
extracto de cloroformo, ésta puede deberse a la movilidad de los compuestos
producidos, incluyendo los metabolitos en las hojas, los cuales son transportados
al seudobulbo, érgano de almacenamiento, y rizomas, estructuras de reserva en
orquideas terrestres. Cabe destacar que la pruebas con los extractos de rizomas
(excepto rizoma agua) mostraron actividad a los dos tiempos de lectura (2 y 4 hrs),
mientras que las de hojas solo a las 2 horas. Esto puede implicar que la
concentracion del (los) compuesto (s) responsable (s) sea mayor en los rizomas y
en las hojas a causa de la movilidad mencionada con anterioridad. Esa baja
concentracion ocasiona que los mecanismos de equilibrio del ratdn restablezcan
sus condiciones normales a las 4 horas. En el caso de seudobulbos, al ser una
estructura de almacenamiento, no fue suficiente el tiempo de 2 horas para

restablecer el equilibrio.

Como en este estudio no se aislaron las sustancias activas responsables de la
actividad hipoglucemiante de Prosthechea michuacana, se puede mencionar los
posibles grupos de compuestos causantes de esta actividad farmacologica. Las C-
glucosilflavonas han sido aisladas en miembros de la familia Orchidaceae y se
menciona que tienen uso como marcadores taxonomicos (Williams, 1979 y
Williams et al., 1994). Las flavonas y compuestos relacionados muestran actividad
frente a los microorganismos, probablemente forman complejos con las proteinas
solubles y extracelulares y con las células de la pared bacteriana, de forma similar
a las quinonas (Domingo y Lépez-Brea, 2003), produciendo un accién
antimicrobiana y antiviral. Las flavonas también pueden evitar la contaminacion
por hongos y por bacterias para evitar infecciones en la planta. Las C-
glucosilflavonas y flavonas pertenecen al grupo de los flavonoides que estan
ampliamente distribuidos entre las plantas con flor, abundan en las partes aéreas
jévenes y mas expuestas al sol, como hojas, frutos y flores, debido a que la luz
favorece su sintesis (Lépez, 2002); su accion farmacoldgica se lleva a cabo
principalmente sobre el sistema vascular con accién vitaminica P (efecto protector

de la pared vascular, debido a la disminucién de permeabilidad y al aumento de la
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resistencia de los capilares), tienen efecto antioxidante, puede inhibir la
peroxidacién lipidica, posee efectos antimutagénicos y capacidad para inhibir
diversas enzimas, se han reportado otras propiedades farmacoldgicas para las
flavonas como diurética, antiespasmaddica, antiulcerosa gastrica y antiinflamatoria
(Lépez, 2002).

Prosthechea michuacana mostré actividad antiinflamatoria unicamente en el
tratamiento de hojas-cloroformo, y en la actividad hipoglucemiante en los extractos
de hojas-cloroformo y hexano a las 2 hrs después de la aplicaciéon, mostrando que
las actividades farmacologicas no se presentaron en todos los extractos probados

de partes aéreas.

Los estilbenos son otro grupo de sustancias que se han identificado en Maxillaria
densa y Nidema boothii, orquideas mexicanas con actividad fitotoxica y
espasmolitica (Estrada et al., 1999a, 1999b, 2004 y Hernandez et al. 2004); éstas
sustancias tienen actividad antioxidante, antibacteriana y antifungica. P.
michuacana mostré actividad cicatrizante en todos los extractos de seudobulbo y
rizoma, por lo que puede ser probable que las sustancias responsables de esta

actividad sean los estilbenos.

Los fenantrenos son otras sustancias cuya presencia se ha reportado en
orquideas, al igual que los estilbenos con actividad espasmdlitica, son sustancias
que pertenecen al grupo de los alcaloides conocidos como apiodes (Stermitz et al.,
1983), los cuales se consideran como agonistas del sistema nervioso central como
la morfina, codeina y tubeina, que tienen un efecto analgésico esteroide. Los
resultados de las actividades antiinflamatoria, cicatrizante e hipoglucemiante de P.
michuacana no descartan que los fenantrenos sean los responsables de ellas, sin
embargo, los resultados del estudio etnobotanico no menciona que esta especie

sea utilizada como tranquilizante o agonista.

La informacion etnobotanica de P. michuacana se limita a los usos ornamental y
comestible de la planta. El uso ornamental y los nombres comunes de la especie

empleado por los zapotecos ya han sido reportados por Rees (1976) (“aguanoso”
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comercializado para adornar los conocidos “nacimientos”), Caballero et al. (2004)
(“aguanoso”, “shrischi”) y Padilla (2007) (“bolas de viejo”). El uso comestible de la
planta ha sido sefialado por Hagsater et al. (2005), Salazar et al. (2006) y Padilla
(2007). En las entrevistas de mercado, ademas de los usos ya reportados, se
menciona el uso medicinal y nombre en mixteco “tin-du-teé” por los pobladores y
mercaderes de San Pedro Tidaa por primera vez para la especie en estudio.
Durante las entrevistas fue evidente que los zapotecos sélo utilizan esta especie
con fines ornamentales y comestibles, mientras que los mixtecos la utilizan en la
medicina tradicional. Si bien, el interés principal de las orquideas como grupo es el
ornamental debido a la belleza y color de sus flores, ya se ha reportado su uso en
la medicina tradicional mexicana por del Amo (1979), Mendieta y del Amo (1981),
Aguilar et al. (1994), Hagsater et al. (2005) y Salazar et al. (2006).

Comparando las poblaciones de Prosthechea michuacana en San Pedro Tidaa y
Santa Catarina Ixtepeji, en la primera se presenté un menor numero de individuos
adultos en estado reproductivo. Esto puede deberse a que esta poblacion esta
sometida a una mayor extraccion de especimenes que la de San Pedro Tidaa,
donde son tomados los organismos de mayor tamafio sin importar flores,
posiblemente porque son pequefias, poco vistosas y la floracion apenas esta
surgiendo cuando son extraidas las plantas. El aparente mayor recuperacion de
individuos en San Pedro Tidaa puede relacionarse con esta extraccion de
organismos de categoria adulta, lo que promueve la propagacién sexual. En San
Pedro Tidaa predominan colonias de pocos individuos (< 10), lo que indica una
posible reproducciéon asexual a corto o mediano plazo, mientras que en Santa
Catarina Ixtepeji predominan colonias de mayor numero de individuos, lo que
puede indicar que un hecho similar de recuperaciéon de la poblacion esté
sucediendo en un periodo de tiempo mas prolongado. A eso puede deberse el
menor numero de individuos actual por unidad de area, al estar en proceso de
recuperacion. El bajo numero de individuos de la categoria de plantula en Santa
Catarina Ixtepeji también puede deberse a la extraccion de individuos (organismos

con semilla y con hijuelos) para su venta.
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VIl. Conclusiones

Los extractos de Prosthechea michuacana de hojas-cloroformo, rizoma-hexano,
seudobulbo-hexano y seudobulbo-metanol mostraron actividad antiinflamatoria, los
extractos de rizoma-cloroformo, rizoma-hexano, rizoma-metanol, seudobulbo-
cloroformo, seudobulbo-hexano, seudobulbo-metanol con actividad cicatrizante y
los extractos de hojas-cloroformo, hojas-hexano, rizoma-cloroformo, rizoma-

hexano, rizoma-metanol y seudobulbo-agua con actividad hipoglucemiante.

Se desconocen aun las sustancias responsables de la actividad antiinflamatoria,
cicatrizante e hipoglucemiante que estan presentes en P. michuacana, pero
probablemente éstos sean flavonoides y estilbenos, los cuales estan relacionados

con esas mismas propiedades en otras especies de orquideas.

P. michuacana es una orquidea que tiene usos ornamental (para decorar los
“nacimientos” de navidad), comestible (para saciar la sed y quitar la “cruda”) y
medicinal (antiinflamatorio de rifiones, depurativo y calmante). En Oaxaca esta
especie es extraida de su habitat y expendida en los mercados tradicionales
durante los meses de noviembre y diciembre. Es conocida comunmente como
aguanoso por poblaciones zapotecos, bolas de viejo por habitantes de San Pablo,

Etla, shrischi (zapoteco) y tin-du-teé (mixteco).

La poblacién de P. michuacana de San Pedro Tidaa presentd un mayor porcentaje
de individuos en la categoria de plantula y el menor porcentaje en la de adulto
reproductivo mientras que en la poblacion de Santa Catarina, Ixtepeji el numero de
individuos en la categoria adulto reproductivo fue mayor a la de plantulas. La
extraccion de individuos con hijuelos origina que las poblaciones de Santa
Catarina se reduzcan, debido a que no existe reclutamiento, ni colonias nuevas de

orquideas.
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Recomendaciones

Debido a que Prosthechea michuacana tiene un gran potencial farmacoldgico,
mostrado en las pruebas realizadas, esta especie solo se conoce como planta
silvestre y seria recomendable realizar Es importante conocer mas sobre su
biologia y estudios demograficos, tomando datos anuales y realizando matrices de
proyeccion poblacional. Se sugiere estudiar y definir el modelo de crecimiento,
forma de expansion vegetativa, cuando existe reproduccidén sexual y en que parte
de la planta, asi como reproducirla con técnicas in vitro y tradicionales, y realizar
estudios de germinacion, sobrevivencia, propagacion y conservacion con fines de

aprovechamiento.

En San Pedro Tidaa y Santa Catarina Ixtepeji se recomienda cuidar la extraccion

de individuos de categoria adulto reproductivo e individuos con capsulas.
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