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RESUMEN

Los productos naturales son importantes a nivel mundial ya que son utilizados por sus
propiedades en diferentes ambitos como el farmacéutico, alimentario, etc. Por otro lado,
el uso indiscriminado de antibidticos ha hecho que los microorganismos causantes de
infecciones en seres humanos generen resistencia haciendo dificil combatir dichas
enfermedades, por lo que es vital desarrollar nuevas terapias antimicrobianas. En los
dltimos afios se ha incrementado el interés en los efectos benéficos de gran variedad de
productos de origen natural, no solo por las propiedades antimicrobianas sino también
por los efectos antioxidantes y citoprotectores, entre otros. En el presente trabajo se
determinaron propiedades antimicrobianas, antioxidantes y citoprotectoras en las plantas
colectadas en el municipio de Santiago, Nuevo Ledn, México; obteniendo extractos
etandlicos crudos de hoja, tallo y raiz (en su caso) de A. xalapensis, M. malacophylla y
T. cubense los cuales fueron probados contra cepas de importancia nosocomial: S.
aureus, P. aeruginosa y S. maltophilia; observandose mayor actividad antimicrobiana
contra S. aureus obteniendo una CMB de 2.6 + 0.3 mg/mL y 2.9 + 0.5 mg/mL de los
extractos de tallo y hoja de A. xalapensis respectivamente, ademds fueron los que
presentaron mayor actividad antioxidante mediante los métodos de DPPH de 1,112.1 +
70.6 umoles ET/g y 1,206.6 + 68.6 umoles ET/g respectivamente y ABTS™ de 1,864.0 +
135.6 umoles ET/g y 1,750.7110.1 pmoles ET/g respectivamente. Ningun extracto de
los seleccionados por su buena actividad antimicrobiana y antioxidante presentd
actividad hemolitica significativa, observandose el valor mds alto de 3.1 £ 0.4 % en el de
tallo de A. xalapensis a una concentraciéon de 1,000 ppm; mientras que la capacidad
citoprotectora de este extracto para eritrocitos humanos contra la hemolisis inducida por
AAPH estuvo de manifiesto con un 98.5 + 0.9 % a una concentracién de 400 ppm,
siendo a esa concentracion la mayor actividad protectora que presentaron los extractos
de hoja de A. xalapensis, y de hoja, tallo y raiz de T. cubense. En base a los resultados
obtenidos de los extractos de tallo y hoja de A. xalapensis, se recomienda continuar con
estudios posteriores contra otros microorganismos de importancia médica, lineas
celulares y modelos animales; asi como el aislamiento e identificaciéon de los
compuestos bioactivos con la finalidad de su posible utilizacién como farmacos en

beneficio para el ser humano.



ABSTRACT

Natural products are important around the world because they are used for their
properties in different areas such as pharmacist, food, etc. Furthermore, indiscriminate
use of antibiotics has induced microorganisms cause infections in humans generate
resistance making it difficult to control such diseases, so it’s vital to develop new
antimicrobial therapies. In recent years, interest in beneficial effects of a great variety of
products of natural origin has increased, not only for antimicrobial properties but also
antioxidant and cytoprotective effects, among others. In the present study,
antimicrobial, antioxidant and cytoprotective properties were evaluated in plants
collected in municipality of Santiago, Nuevo Le6n, Mexico; obtaining the leaf, stem and
root (if any) ethanol extracts of A. xalapensis, M. malacophylla and T. cubense against
strains of nosocomial importance such as S. aureus, P. aeruginosa and S. maltophilia;
the greatest antimicrobial activity against S. aureus were the A. xalapensis stem and leaf
extracts, MBC of 2.6 + 0.3 mg/mL and 2.9 + 0.5 mg/mL respectively, and the highest
antioxidant activity by the methods of DPPH (1,112.1 + 70.6 pmol ET/g 1,206.6 + 68.6
umol ET/g respectively) and ABTS™ (1,864.0 + 135.6 umol ET/g 1750.7 + 110.1 umol
ET/g respectively). Those extracts selected in this study, for their good antimicrobial and
antioxidant activity were not hemolytic, the highest value was 3.1 + 0.4 % of A.
xalapensis stem at a 1,000 ppm of concentration; while cytoprotective capacity of this
extract for human erythrocytes against AAPH-induced hemolysis was 98.5 = 0.9% at
400 ppm of concentration, being to that concentration the best protective activity (100%)
presented by the A. xalapensis leaf extract, and the T. cubense leaf, stem and root
extracts. The results obtained suggest the extracts of stem and leaf of A. xalapensis for
further studies against other microorganisms of medical importance, in cell lines and
animal models, as well as for the isolation and identification of the active compounds in

order to establish the principles for its possible use as beneficial drugs for the human.
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1. INTRODUCCION

Los productos naturales son de gran importancia en todo el mundo a nivel industrial,
médico, farmacéutico y alimentario. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que el 80% de la poblacion en vias de desarrollo utiliza la medicina tradicional
para cubrir sus necesidades primarias de salud. Durante las dltimas décadas se ha
incrementado el interés hacia los productos naturales y sus posibles usos en la industria
farmacéutica, debido a que son posible fuente de nuevos medicamentos que sean mas
seguros y eficaces; ya que alrededor del 30% de los farmacos utilizados en paises
industrializados proceden o se han sintetizado a partir de productos vegetales, por lo que
los extractos de plantas son una fuente interesante de nuevos medicamentos (Vega et al.

2013; Yanez 2014; Contreras 2015).

Esto es puesto de manifiesto en investigaciones cientificas de plantas medicinales y
comestibles, ademds se ha observado que los efectos benéficos reportados podrian
atribuirse a la presencia de compuestos quimicos o sustancias que son biolégicamente
activas llamados fitoquimicos. Su estudio ha demostrado que los principios activos de
algunos especimenes resultan ser mucho més eficaces que los compuestos sintéticos,
ademds son quimicamente biodegradables y de bajo impacto ambiental; por otro lado,
muchos de los metabolitos obtenidos para su estudio no presentan efectos secundarios
sobre el organismo, ya que en la mayoria de los casos, al utilizar las dosis adecuadas no
presentan toxicidad, es por esto y por la gran diversidad de plantas con las que cuenta
Meéxico, que los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana son un campo

relevante de investigacion (Garcia et al. 2010; Madrigal et al. 2014; Contreras 2015).

Por otro lado, los antioxidantes que se encuentran en las plantas tienen la propiedad
de participar en el control del estrés oxidativo que afecta a sistemas biolégicos que han
sido sometidos a una prolongada exposicion a agentes oxidantes como: la radiacién
(UV, v), la alimentacién, diversos contaminantes, drogas, toxinas, productos del
metabolismo, y procesos isquémicos entre otros. Por lo antes mencionado los productos
naturales pueden servir de fuente para la obtencién de compuestos antioxidantes que

tengan efectos benéficos como los antiinflamatorios y antitumorales, ya que diferentes



estudios e investigadores estin de acuerdo en que los efectos anticancerosos de los
compuestos bioactivos se debe parcialmente a su capacidad de contrarrestar, reducir y
también reparar el dafio causado por el estrés oxidativo y la inflamacién (Kohen y Nyska

2002; Enciso et al. 2010; Madrigal-Santillan et al. 2012; Contreras 2015).

Los compuestos fendélicos como los taninos, flavonoides y algunos terpenos, actian
como antioxidantes, infiriendo asi un efecto citoprotector; con respecto a esto, los
compuestos fenodlicos aislados de diversas plantas han mostrado efecto gastroprotector,
antisecretor, antiinflamatorio e inhibidor de la migracién de las células inflamatorias
ademds de actividad inhibitoria de radicales libres (Ancheta y Guzman 2011). Moléculas
como la quercetina, que presenta propiedades antioxidantes, se le han atribuido efectos
citoprotectores como: hepatoprotector, cardioprotector y neuroprotector, por lo que
puede reducir el riesgo de enfermedades asociadas a higado, corazon o sistema nervioso

(Maalik et al. 2014).

En México, el uso y conocimiento de plantas medicinales se desarroll6 en las culturas
prehispdnicas debido principalmente a 3 razones: 1) la atencion a sus enfermedades, 2)
la extensa flora, 3) la amplitud en ndmero de grupos indigenas que conservan sus

propias tradiciones (Castro et al. 2014).

En el presente estudio se determinaron las propiedades antimicrobianas de los
extractos etandlicos de hoja, tallo y raiz (en su caso) de las plantas Arbutus xalapensis,
Mimosa malacophylla y Teucrium cubense por medio de la técnica de difusién en pozo
en agar y el método de dilucién en microplaca de 96 pozos contra microorganismos de
importancia nosocomial; se realiz6 la cuantificacion de su capacidad antioxidante con
los métodos 1,1-difenil 2-picrilhidracil (DPPH) y 2,2-Azino-bi-3-etilbenzotiazolino-6-
4cido sulfénico (ABTS™); se evalué su toxicidad preliminar de los extractos que
presentaron buena actividad antimicrobiana y antioxidante mediante la prueba de
hemolisis; y se determind su efecto citoprotector utilizando el método 2,2’-Azobis (2-
metilpropionamidina) diclorhidrato (AAPH); todo con la finalidad de incrementar el
conocimiento cientifico sobre las propiedades benéficas de dichas plantas y establecer

los principios para su posible utilizacién como farmacos benéficos para el ser humano.



2. ANTECEDENTES

2.1. Actividad antimicrobiana
Los compuestos antimicrobianos de origen vegetal son eficaces en el tratamiento de
enfermedades infecciosas y al mismo tiempo pueden mitigar muchos de los efectos

secundarios que se asocian a menudo con antimicrobianos sintéticos (Yanez 2014).

La actividad antimicrobiana de productos provenientes de las plantas tiene un enorme
potencial terapéutico, dicho efecto es atribuido a la presencia de compuestos
fitoquimicos como los fenoles, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, entre
otros. Los cuales pueden actuar como reguladores del metabolismo intermedio, activar o
bloquear reacciones enzimadticas, afectar directamente una sintesis enzimdtica o alterar

estructuras de membrana (De Saravia et al. 2012).

Dentro de los metabolitos encontrados en plantas estdn los flavonoides que son
metabolitos secundarios de tipo fendlico, entre los que se incluyen flavanonas,
flavanonoles, flavonas y flavonoles entre otros, con actividad farmacoldgica variada
entre las que destacan: antioxidante, antiinflamatoria, antiespasmddica, antimicrobiana,

citoprotectora, analgésica, antiespasmoddica (Aguilar 2014).

Yénez 2014 determind que los extractos de paico, tomillo, matico, ortiga, hierba
luisa, albahaca, ambo y guayaba, poseen actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli y Candida albicans y también encontraron que los extractos vegetales que
presentaron mayor cantidad de metabolitos secundarios capaces de inhibir el crecimiento

de estos dos microorganismos fueron los extractos etandlicos de paico y tomillo.

La actividad antimicrobiana presentada por los aceites esenciales de Piper auritum,
una planta aromatica tropical, se debe a la presencia de terpenoides, fundamentalmente
los que contienen grupos oxigenados. De igual forma, se demostré el efecto
antimicrobiano de fenilpropanoides presentes en los aceites esenciales, su cardcter
lipofilico es capaz de afectar la fluidez y permeabilidad de las membranas celulares y

pueden inhibir enzimas o procesos celulares especificos (Sanchez et al. 2013).



2.2. Antioxidante

El estrés oxidativo de los sistemas bioldgicos es causado por un lado por prolongadas
exposiciones a agentes oxidantes, y por otro lado a una disminucién de la capacidad
antioxidante del sistema, y en ocasiones el estrés oxidativo se presenta por la
combinacion de ambos efectos; ademas esta asociado frecuentemente a la formacion de
radicales libres los cuales se caracterizan por ser dtomos o moléculas que tienen un
electrén libre desapareado, esto lo convierte en una especie muy reactiva que es capaz de
reaccionar con otras especies quimicas de su entorno, causando dafos en los tejidos
vivos. A este respecto las especies reactivas del oxigeno (ROS), presentan gran
incidencia en la patologia de diversas enfermedades tales como: céncer, cardiacas,
cerebrales, arterioesclerosis y envejecimiento prematuro, entre muchas otras (Mesa et al.
2010). Los ROS producen danos considerables a compuestos celulares vitales como los
carbohidratos, lipidos, proteinas y dcidos nucleicos. Uno de los trastornos mas comunes
provocados por los desérdenes del estrés oxidativo son los tumores cancerigenos,

algunos tratables si se descubren a tiempo y otros irreversibles (Contreras 2015).

Los compuestos antioxidantes tienen la capacidad de inhibir o interrumpir las
reacciones de transformacion que causan dafios a las mencionadas biomoléculas (Mesa
et al. 2010). La citoproteccion es en gran medida debida a los polifenoles que tienen
capacidad antioxidante como agentes quelantes de iones de metales de transicion,
uniéndose a estos y reduciendo su capacidad de generar radicales libres; ademds, tienen
capacidad de inhibir, activar o proteger enzimas especificas que inhiben oxigenasas

celulares y por tanto la produccién de especies oxidantes del oxigeno y del nitrogeno.

Los compuestos fendlicos como taninos y flavonoides; y algunos terpenos, actian
como antioxidantes, infiriendo asi un efecto citoprotector, que en diferentes plantas ya se
ha comprobado su efecto gastroprotector, antisecretor, antiinflamatorio e inhibidor de la
migracion de las células inflamatorias y actividad ante los radicales libres; los
flavonoides son considerados protectores celulares, conociendo su actividad como
antioxidantes, ademds del incremento de prostaglandinas, las principalmente disminuidas

a la hora de la inhibicion de la ciclooxigenasa (COX) posterior al uso de



antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (Sandoval et al. 2010; Ancheta y Guzman

2011; Manrique 2014).

Flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epl. “wayra mufa” fueron
caracterizados como apigenina y naringenina, siendo la apigenina el flavonoide mds
importante. Estos demostraron tener actividad antioxidante superior al 90% y actividad
antiinflamatoria a la dosis de 200 mg/kg similar al diclofenaco; y esta actividad es

dependiente de su estructura quimica, por tener grupos fendlicos libres. (Aguilar 2014).

Las hojas de Marrubium vulgare conocido vulgarmente como "marrubio” contienen
34 componentes incluidos a-eudesmol, B-citronelol, formiato de citronelilo y
germacreno D, que son considerados antioxidantes muy eficientes (Kadri et al. 2011).
Hay evidencia de que el extracto de M. vulgare contiene ciertas cantidades de
flavonoides con actividad antioxidante, como la luteolina, apigenina, 2"-O-8
glucuronido y 2"-O-B glucésidos, ademds de vicenina y vitexina (Castro et al. 2014;

Elberry et al. 2015).

Diferentes estudios realizados en variedades de nopal europeos y asidticos han
demostrado actividad antioxidante, con reducciones en significativas de ROS en

pacientes y prevencion de patologias cronicas (Madrigal et al. 2014).

2.3. Citotoxicidad
En lo que respecta al andlisis citotdxico, la investigacion de la accidn de extractos de

plantas sobre eritrocitos de sangre humana es importante para determinar cualquier
actividad hemolitica, ya que es un indicador de citotoxicidad general y bioactividad. El
ensayo de hemdlisis in vitro ha sido empleado por diferentes grupos de investigacion
para la evaluacién toxicoldgica de diversas plantas (Gandhi y Cherian 2000; Oliveira et
al. 2009). Las propiedades de la membrana de los eritrocitos son el resultado de
proteinas especializadas del citoesqueleto y de la membrana, asi como de altas
concentraciones de dcidos grasos poliinsaturados. Por otra parte, la energia obtenida de
la degradacién anaerébica y la reduccién compleja de NADP a NADPH via de pentosa
fosfato, asi como el transporte de oxigeno molecular y el hierro de la hemoglobina (Hb),
las hace susceptibles a los dafios por la formacion de ROS, lo que finalmente conduce a

una pérdida de Hb desde el interior, pero la proteccion contra los ROS y la reparacion

5



del dafio oxidativo son muy sélidas. De hecho, se conoce una diversidad de sistemas
antioxidantes para proteger y reparar los hematies (Zwieten et al. 2014); la medicién de
la hemdlisis oxidativa en las membranas eritrocitarias representa un buen modelo para
estudiar compuestos antioxidantes y pro-oxidantes (Sulaiman y Hussain 2012; Garcia et

al. 2016).

Los fitoquimicos presentes en un extracto pueden mostrar actividad hemolitica ya
que pueden cambiar estructuralmente la membrana de los eritrocitos (Kumar et al.
2011). Oliveira et al. 2009 probaron un total de 71 extractos de plantas amazdnicas
encontradas en la Reserva Forestal Adolpho Ducke del Instituto Nacional para la
Investigaciéon Amazoénica (INPA) (Manaus, Amazonas, Brasil) y sélo 3 de Elaeoluma
nuda presentaron acciéon hemolitica, el extracto metandlico de la hoja a una
concentracion de 500 pg/mL y los extractos acuoso y metandlico de las ramas a

concentraciones de 250 pg/mL.

Vinjamuri et al. 2015 realizaron ensayos hemoliticos y de viabilidad celular del
extracto hexanoico de hojas de Bridellia ferruginea Benth resultando hemolitico a
concentraciones >20 ng/mL mediante la prueba de hemdlisis, pero no tuvo efecto
citotoxico a estas concentraciones en las lineas celulares MCF-7 mediante el ensayo

MTT.

Mediante hemdlisis, Lakshmi et al. 2014, reportaron que el extracto metandlico de la
hoja de Nymphaea nouchali no mostr6 actividad hemolitica ya que a concentraciones de

40, 60, 80 y 100 pg/mL obtuvieron esta actividad a < 2.5 %.

2.4. Efecto citoprotector
La citoproteccion es la habilidad de los farmacos, originalmente de las
prostaglandinas, para prevenir lesion en la mucosa géstrica, producida por una variedad

de agentes ulcerogénicos y necrotizantes (Ancheta y Guzman 2011).

El efecto citoprotector de las sustancias, protege a las células del organismo frente a
los efectos dafiinos del estrés oxidativo provocado por radiacién ionizante vy

quimioterapia principalmente. Diversos productos naturales han sido estudiados, en los



intentos de identificar efectos protectores contra los agentes que causan el efecto nocivo

(Madrigal et al. 2014).

Varghese et al. 2013 investigaron la actividad nefroprotectora de extractos
hidroalcohdlicos del fruto de Benincasa hispida en ratas con nefrotoxicidad inducida con
paracetamol, encontrando que los extractos de la fruta a dosis de 200 y 400 mg/kg
prevenia la nefrotoxicidad inducida, los resultados fueron confirmados por
observaciones histopatoldgicas donde se demostré que los dafios degenerativos causados
por el paracetamol se restablecieron con el tratamiento de los extractos hidroalcohdlicos

de B. hispida (Al-Snafi 2015).

Jin et al. 2014 estudiaron el efecto citoprotector de extractos metandlicos de Moringa
oleifera en células neuronales, observando que la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno fue menor en los cultivos de células tratadas con el extracto. En otro estudio en
2016 Babaee et al. mostraron el efecto citoprotector de Pinus eldarica contra el estrés
oxidativo de células endoteliales de cordon umbilical humano, observando un alto

contenido de compuestos fendlicos en dicha planta.

Al-Hashem 2010 investigaron los efectos gastroprotectores de un extracto acuoso de
Chamomilla recutita (ACE) que se administrd por via oral contra las ulceras gastricas
inducidas con etanol en ratas macho Wistar y se proporcionaron evidencias de la
regulacion de la proteccion gastrica (Madrigal et al. 2014). En el estudio de Huamaén et
al. 2009, el extracto hidroalcohdlico liofilizado de hojas de Bixa orellana presenta
actividad antiulcerosa frente a etanol 96° a 400 mg/kg con un porcentaje de inhibicién
de 28.3 %. Sandoval et al. 2010 demostraron en el estudio de actividad antioxidante y
citoprotectora de Solanum tuberosum, variedad tomasa, que la fraccion sobrenadante
posee actividad antioxidante en dosis de 5 mL/kg de peso y que la fraccion del
precipitado brinda citoprotecciéon a la mucosa géstrica de manera dosis dependiente

(Manrique, 2014).

La hemdlisis de los eritrocitos ha sido ampliamente utilizada como un modelo ex vivo

en el estudio de ROS inducida por la interrupciéon de las membranas celulares. La



propiedad inhibitoria de muchos antioxidantes sobre la hemdlisis inducida por AAPH

esta bien documentada (Pieroni et al. 2011; Costa et al. 2016).

Los extractos acuosos (300, 400 y 800 ug/mL) y etandlicos (150, 200 y 400 pg/mL)
de Nigella sativa; y acuosos (100, 150, 200 y 400 pg/mL) y etandlicos (1200, 1800
ug/mL) de Portulaca oleracea mostraron efectos citoprotectores en eritrocitos de ratas
Wistar, dependientes de la concentracion. La adicion de los extractos una hora después

del AAPH redujo pero no elimind las actividades protectoras de los extractos (Karimi et

al. 2011).

Pieroni et al. 2011 observaron en eritrocitos humanos el efecto protector, ante la
hemolisis inducida por AAPH, de la fraccion n-BuOH y del extracto metandlico de
hojas de Miconia albicans a una concentracion de 0.59 mg/mL y 4.3 mg/mL

respectivamente.

Sulaiman y Hussain 2012 mostraron que las antocianinas atenuaron, de forma
dependiente de la concentracion, la hemdlisis inducida por compuestos azo, como el
AAPH; y los efectos citoprotectores de las mismas se observaron cuando se agregaron
simultdneamente con los compuestos azo, mientras que su adicion tardia durante 2y 3 h

disminuy6 pero no aboli6 su efecto protector.

2.5. Plantas utilizadas en este estudio
2.5.1. Arbutus xalapensis Kunt

2.5.1.1. Clasificacion botanica
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae

Género: Arbutus



Especie: xalapensis

Figura 1. Arbutus xalapensis Kunth.
© Carlos Velazco.

2.5.1.2. Estudios previos
Uso tradicional de las ramas de A. xalapensis Kunth (syn A. peninsularis Rose y

Golman) para problemas de circulacién, cardiovasculares, fiebre y enfermedades

gastrointestinales (Dimayuga et al. 1998; Sharma et al. 2016).

Meckes et al. 1995 probaron varios extractos incluyendo el metandlico crudo de la
corteza de A. xapalensis contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans donde mostré actividad antimicrobiana frente al estafilococo reportando halos
de inhibicién entre 10 mm y 15 mm, pero no asi contra la Gram (-) y el hongo. El
extracto etandlico de las ramas de Arbutus peninsularis, conocido como madrofio
(Dimayuga et al. 1998) y reportado por Sharma et al. 2016 como A. xalapensis por
considerarse sinénima, ha sido probado contra microorganismos en la prueba de difusién
en papel filtro (2.8 mg) obteniéndo zonas de inhibicién con didmetros de 10 a 15 mm
para S. aureus, Bacillus subtilis y C. albicans y valores menores a 10 mm para
Streptococcus faecalis, mientras que para E. coli no present6 inhibicion (Dimayuga et al.

1998; Sharma et al. 2016).

Especies de Arbutus, como A. unedo, es ampliamente utilizado en la medicina
tradicional alrededor del mundo, popularmente se le reconoce por sus propiedades
diuréticas, antisépticas y su uso en enfermedades cardiovasculares e hipertension.
También realizaron una revision para conocer la composicion quimica y las aplicaciones
bioldgicas de A. unedo para establecer su potencial en el tratamiento de enfermedades

infecciosas y crénicas, y determinaron la riqueza quimica en compuestos fendlicos y la
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variedad de actividades bioldgicas por lo que amplia la posibilidad de su uso como
fuente de compuestos antioxidantes, antibacteriales, antihipertensivos y antiagregante

plaquetario, entre otros (Herndndez et al. 2015).

2.5.2. Mimosa malacophylla Gray

2.5.2.1. Clasificacion botanica
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Mimosa

Especie: malacophylla

Figura 2. Mimosa malacophylla Gray.
© Carlos Velazco.

2.5.2.2. Estudios previos
Hasta el momento no se tienen estudios de M. malacophylla sobre su actividad

antimicrobiana, antioxidante o citoprotectora; sin embargo, la parte aérea (hojas) se ha
utilizado medicinalmente, como diurética y para célculos renales (Alvarado et al. 2010).
En especies de Mimosa como M. pudica se ha reportado su uso para el tratamiento de
varias dolencias y la parte mas comtinmente usada es la raiz; mas la corteza, flor y fruto
también se han utilizado y se ha evaluado su actividad antimicrobiana (Gandhiraja et al.

2009). Tamilarasi y Ananthi 2012 reportaron que la actividad antimicrobiana de
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extractos de hoja de esta planta contra patdgenos como B. subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus flavus y Trycophyton rubrum es debida
a la presencia de alcaloides y taninos produciendo halos de inhibicién entre 10 mm y 21
mm mediante el método de difusién en pozo. Otras, como los extractos etandlicos de las
ramas de M. brandegeei y M. xantii, han mostrado actividad antimicrobiana mediante la
prueba de difusiéon en papel filtro (2.8 mg/mL) contra S. aureus generando zonas de
inhibicién entre 10 y 15mm; M. bandegeei <10 mm para B. subtilis, pero ninguna de las
Mimosa de este estudio mostraron actividad para S. faecalis, E. coli y C. albicans

(Dimayuga et al. 1998; Sharma et al. 2016).

2.5.3. Teucrium cubense Jacquin

2.5.3.1. Clasificacion botanica
Reino: Plantae

Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Teucrium

Especie: T. cubense

_I‘V i {’ & j \' ; FJ‘. « i 1, \ o 5% 2
Figura 3. Teucrium cubense Jacquin.
© Brush F.
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2.5.3.2. Estudios previos
Es usada extensivamente en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de

diabetes tipo 2. Romadn et al. 1991 reportaron que los extractos acuosos de esta planta
reducian los niveles de glucosa en plasma de conejos saludables (Alonso et al. 2010). En
un estudio de etnobotédnica Godinez y Volpato 2008 registraron que la infusioén de las
hojas se emplea para el tratamiento de la influenza y los resfriados. El jugo de las hojas
se aplica para curar el dolor de oidos. Las hojas fritas se toman para curar la bronquitis.
La decoccién se usa externamente contra los edemas e hinchazén de las piernas. En otro

estudio, Pérez et al. 2009 registraron su uso como antidermatofitico.

Jacobo et al. 2011, evaluaron varios extractos acuosos de plantas medicinales
mexicanas contra 3 especies de Gram (+), 5 Gram (-) y 3 especies de hongos y el
extracto acuoso de 7. cubense presentd actividad antimicrobiana con la prueba de
difusioén en papel filtro a una concentracion de 375 pg/mL contra Acinetobacter Iwoffii y
a 750 pg/mL de concentracion contra P. aeruginosa y Candida albicans generando
zonas de inhibicién con didmetros de 22 + 3 mm, 10 £ 2 mm y 12 + 3 mm para cada
microorganismo respectivamente; pero no tuvo actividad a 75, 375 y 750 pg/mL de
concentracion contra especies como Enterococcus faecalis, S. aureus, Staphylococcus
haemolyticus, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli; y los hongos Candida
tropicalis y Trichosporon belgeii; y en el mismo estudio fue evaluada la citotoxicidad
del extracto mencionado utilizando la prueba 3-(4,5-dimeriltiazol-2-il)-2,5-difenil
bromuro de tetrazolio (MTT) en lineas celulares cancerigenas humanas MCF-7 y HeLa
con una dosis efectiva 50 (DEsp) > 30 ug/mL resultando no ser citotoxico (Jacobo et al.

2011; Sharma et al. 2016).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la creciente resistencia de los microorganismos patogenos hacia los
antibidticos convencionales y a la tendencia de consumir productos benéficos para la
salud humana, en la actualidad, se hace notoria la necesidad de seguir explorando y
descubriendo nuevos productos de origen natural con propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y citoprotectoras, entre otras; por lo que es importante continuar con la

investigacion de nuevos especimenes para su posible uso.
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4. HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de las plantas A. xalapensis, M. malacophylla y T. cubense
presentan actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa 'y Stenotrophomonas maltophilia, microorganismos de importancia
nosocomial, asi como efecto antioxidante ante radicales DPPH y ABTS™ y capacidad

citoprotectora de eritrocitos humanos contra la hemdlisis inducida por AAPH.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana contra  Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus y Stenotrophomonas maltophilia, microorganismos resistentes a

antibidticos de importancia nosocomial, ademds del efecto antioxidante y la capacidad

citoprotectora de los extractos etandlicos de Arbutus xalapensis, Mimosa malacophylla y

Teucrium cubense.

5.2. Objetivos especificos

1.

Obtener los extractos etandlicos de las plantas de A. xalapensis, M. malacophylla y

T. cubense asi como su rendimiento.

Determinar de forma preliminar el efecto antimicrobiano de los extractos etandlicos
obtenidos contra P. aeruginosa, S. aureus y S. maltophilia mediante la técnica de

difusién en pozo.

Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria y Minima Bactericida de los

extractos etandlicos activos contra las cepas antes mencionadas.

Cuantificar el efecto antioxidante de los extractos obtenidos con los métodos 1,1-
difenil  2-picrilhidracil (DPPH) y 2,2-Azino-bi-3-etilbenzotiazolino-6-dcido
sulfénico (ABTS™).

Evaluar la toxicidad preliminar de los extractos que presentaron mayor actividad

antimicrobiana y antioxidante mediante la prueba de hemdlisis.

Medir el grado citoprotector de los extractos que no presentaron toxicidad mediante

el método 2,2°-Azobis (2-metilpropionamidina) diclorhidrato (AAPH).

Identificar de forma cualitativa compuestos y grupos funcionales presentes en los

extractos etandlicos obtenidos mediante tamizaje fitoquimico preliminar.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas que se utilizaron en este estudio fueron aislados clinicos resistentes a
antibidticos: P. aeruginosa, S. aureus y S. maltophilia. Estas se mantuvieron en tubos
con Agar Mueller-Hinton (MH; DIFCO) a 4°C. Para la activaciéon de cada una de las
cepas se tom6 una asada del medio de reserva y se sembré en 5 mL de caldo MH. Los
tubos activados fueron incubados en una incubadora (FELISA® FE-291) durante 18 h a

37 °C.

6.2. Material vegetal
Para la realizacion del presente proyecto, las plantas fueron colectadas en los

alrededores de la comunidad de la Cieneguilla, Santiago, Nuevo Ledén [25.388239,-
100.143886] (Tabla 1). Una parte de los especimenes colectados fueron colocados en
prensas botdnicas, para después ser depositados en el herbario de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, para su posterior identificacion. La otra parte de las plantas se dejaron secar
a temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente fueron trituradas en molino
manual para grano y pulverizadas en una licuadora, por tltimo fueron almacenadas en

sobres de papel manila, a temperatura ambiente en un lugar fresco y seco, hasta su

utilizacion.
Tabla 1. Plantas utilizadas en el estudio.
Planta Nombre cientifico Nombre comiin ’ Parte Utilizada
1 Arbutus xalapensis Kunt Madrofio Hoja
Tallo
. Charrasquilla Hoja
2 Mimosa malacophylla Gray Tallo
Verbena blanca Hoja
3 Teucrium cubense Jacquin Tallo
Raiz

! Citados de Alvarado et al. 2010.

6.3. Obtencion de los extractos etanolicos
Para la obtencion de los extractos, se pesaron 100 g de la planta seca y triturada en un

matraz Erlenmeyer, utilizando una balanza (NIMBUS® NBL-214e), a los cuales se le
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agregaron 500 mL de etanol (EtOH). La extraccion del material vegetal se llevé a cabo
por maceracion en agitacion constante a temperatura ambiente por un periodo de 24 h.
Posteriormente el extracto obtenido se filtré con la ayuda de papel filtro (WHATMAN
No.1). Después se procedidé a evaporar el solvente a presion reducida utilizando un
rotavapor (YAMATO BM 100). Finalmente, el extracto seco se almacend en frascos de
vidrio resguardados de la luz hasta su utilizacion y el solvente recuperado fue utilizado

para realizar una nueva extraccion de la planta donde fue utilizado (2 X).

6.3.1. Rendimiento del extracto
Una vez eliminado el solvente en su totalidad, se procedié a obtener el rendimiento

del extracto utilizando la siguiente férmula:

PE
(%) Rendimiento = BT X 100

Donde:
PE = Peso obtenido despues de la extraccién

PI = Peso inicial del material vegetal a extraer
6.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

6.4.1. Evaluacion preliminar de la actividad antimicrobiana

Para esto se utilizo el método de difusion del pozo en agar (Das et al. 2010), el cual
consistio en sembrar por extension con la ayuda de un asa de Driglasky, 100 uL de las
cepas previamente activadas, sobre placas de Petri con 20 mL de agar MH.
Posteriormente se realizaron pozos en el agar, utilizando un tubo estéril invertido (aprox.
8 mm de diametro), el agar fue retirado con la ayuda de una espétula estéril y en cada
pozo se agregaron 100 puL de los extractos a evaluar; se utiliz6 como blanco 100 puL de

etanol absoluto, solvente en el cual fueron resuspendidos los extractos.

Las placas fueron incubadas durante 24 h a 37°C. El efecto antimicrobiano del
extracto se evidencié mediante la presencia o ausencia de un halo de inhibiciéon de
crecimiento observado alrededor del pozo. Este ensayo se realizé por duplicado en tres

ocasiones.
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6.4.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Minima
Bactericida (CMB)
La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se determiné en los extractos de las

plantas que mostraron actividad antimicrobiana preliminar en contra de las bacterias de

estudio.

Para esto, se utiliz6 el método de dilucién en microplaca de 96 pozos, en la cual
diferentes concentraciones de los extractos fueron colocados en diferentes volimenes de
caldo MH previamente inoculado al 1 %, considerado un volumen final en el pozo de
200 pL. Como controles se utilizaron: caldo MH, caldo MH con el microorganismo y
caldo MH con el microorganismo y la cantidad de etanol absoluto correspondiente a
cada una de las concentraciones evaluadas. La microplaca fue incubada a 37 °C por 24 h
para P. aeruginosa y S. aureus, y por 48 h para S. maltophilia. La CMI fue interpretada
como la concentracién en la cual se inhibe el crecimiento visible de la bacteria, para lo

cual fue necesario comparar esto con los controles.

Para determinar la CMB se tomaron 20 puL de cada pozo donde no se observo
crecimiento aparente, los cuales fueron sembrados mediante la técnica de goteo de Miles
y Mishra, en placas Petri con agar MH, debidamente rotuladas con la concentracion
correspondiente. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h para las cepas P.
aeruginosa 'y S. aureus 'y a 30°C por 48 h para S. maltophilia. La CMB fue definida
como la concentracion de los extractos que elimind al 99.9 % de los microorganismos

evaluados.

6.5. Capacidad antioxidante mediante el método de DPPH

Para la medicién de la actividad antioxidante se utilizd el método de 1,1-difenil 2-
picrilhidrazil (DPPH) con ligeras modificaciones, en la cual se prepard una solucién de
trabajo de DPPH a una concentracion de 0.13 mM. Ademas, se utilizé una solucién
diluida de Trolox™® a una concentracién de 1 mM, la cual se guardé en un frasco

protegido de la luz a temperatura ambiente para usarse el mismo dia.

Todo el procedimiento se llevd a cabo en condiciones de baja iluminacién
(penumbra), el mismo dia y en muestras frescas (no almacenadas), ya que los

compuestos antioxidantes cambian su concentracién con la exposicién a la luz y al
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oxigeno. Tanto las curvas de calibracion como el andlisis de las muestras se realizaron

por triplicado.

Las curvas de calibracién se generaron colocando 100 puL de las soluciones de trabajo
previamente preparadas, de 0 a 250 uL de la solucién diluida de Trolox™® con MetOH
absoluto a un volumen final de 1 mL, para obtener una concentracién final de 0, 5, 10,
15, 20 y 25 nmol de Trolox™® en tubos Eppendorf, posteriormente se agregaron 600 uL

de la solucién DPPH 0.13mM. Los tubos fueron tapados y mezclados por rotacion.

Para las muestras bioldgicas, se colocaron diferentes concentraciones de los extractos
en tubos Eppendorf completando con metanol absoluto para alcanzar un volumen final
de 100 pL. Una vez hecho esto se agregaron 600 puL del reactivo DPPH 0.13 mM, los

tubos se taparon y mezclaron por rotacion.

Los tubos preparados de la manera previamente descrita fueron incubados durante 20
min en oscuridad total a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, todos los tubos
fueron leidos a 515 nm en un espectrofotémetro (Thermo Spectronic GENESIS 20)

habiendo calibrado a cero de absorbancia con metanol absoluto.

Los datos obtenidos fueron graficados para obtener la ecuacién de la recta “y = mx +
b” con la que se calcul6 la cantidad (nmol) de equivalentes de Trolox™™" de la alicuota de
la muestra problema. Conociendo este ultimo dato, asi como el volumen del extracto del
cual dicha alicuota fue tomada, y el peso de la muestra seca que dard origen al volumen
total del extracto, se calculé y se reporté la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox™® (TEAC) como pmoles equivalentes de Trolox™" de la muestra por gramo de
peso seco (nmoles ET/g) (Blois, 1958; Brand et al. 1995; Frankel y Meyer 2000;
Fukumoto y Mazza 2000).

6.6. Capacidad antioxidante mediante el método de ABTS™
Adicionalmente, la determinaciéon de la actividad antioxidante se realizé con el

método 2,2-Azino-bi-3-etilbenzotiazolino-6-dcido sulfénico (ABTS™), descrito por Re
et al., 1999, con ligeras modificaciones. La solucién de ABTS™ fue preparada en partes
iguales (1:1) de dos soluciones previamente elaboradas en agua destilada: ABTS (7 mM)

y solucién de persulfato de potasio (K;S,0g) a 2.45 mM. La mezcla se dejo reposar por
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16 h en oscuridad a temperatura ambiente. También se preparé una solucién diluida de

MR

Trolox™™ a 1 mM las cuales fueron guardadas en un frasco protegido de la luz a

temperatura ambiente para usarse ese mismo dia.

El procedimiento se llevé a cabo en condiciones de baja iluminacién (penumbra),
todo el mismo dia y en muestras frescas (no almacenadas). De la solucién del radical
catiénico, se tom6 1 mL y se afor6 a 50 mL con metanol absoluto, posteriormente se
ajusté a una absorbancia de 1+0.1 a 734 nm. Una vez ajustado, se generaron curvas de
calibracién colocando 100 puL de la solucién de trabajo previamente preparadas, de 0 a
350 pL de la solucién diluida de Trolox™® con MetOH absoluto a un volumen final de 1
mL, para obtener una concentracioén final de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 nmol de
Trolox™® en tubos Eppendorf, posteriormente se agregaron 1400 uL de la solucién
ABTS™ a cada tubo. Los tubos fueron tapados y mezclados por rotacién. Tanto las

curvas de calibracion como el andlisis de las muestras se realizaron por triplicado.

Para las muestras bioldgicas se tomaron 1400 pL del reactivo previamente preparado,
los cuales se mezclaron con 100 pL de las diferentes concentraciones de los extractos
activos obtenidos ajustando a un volumen final de 1 mL, los tubos fueron incubados
durante 30 min, protegidos y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, todos los tubos
fueron leidos a 734 nm en un espectrofotometro (Thermo Spectronic GENESIS 20)

habiendo calibrado a cero de absorbancia con metanol absoluto.

Los datos obtenidos fueron graficados y procesados de la forma previamente descrita,
reportando el resultados final del andlisis como nmoles ET/g (Re et al. 1999; Tawaha et

al. 2007).
6.7. Capacidad citoprotectora

6.7.1. Evaluacion de la toxicidad preliminar de los extractos etanélicos
seleccionados mediante la prueba de hemolisis
Para el bioensayo de hemdlisis, se obtuvo sangre humana de donadores sanos, la

sangre fue mezclada con EDTA (1.5 mg/mL de sangre) para luego ser separada del
suero centrifugandola en una centrifuga CLAY ADAMS® SERO-FUGE® a 1,000 rpm

por 5 min a 37°C. El paquete celular obtenido fue lavado cuatro veces en solucién
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amortiguadora de fosfatos (PBS) a un pH = 7.4, elimindndose el sobrenadante por
succion cuidadosa con una pipeta Pasteur. Los eritrocitos se utilizaron posteriormente

para preparar una suspension (SCR) al 5% v/v en amortiguador de fosfatos (pH = 7.4).

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos sobre los eritrocitos, los glébulos rojos
previamente obtenidos se incubaron con diferentes concentraciones de los extractos
durante 30 min a 37 °C protegidos de la luz. El control negativo fue establecido por los
eritrocitos sin tratamiento alguno y para el control positivo se anadié agua destilada para
producir hemdlisis osmética de los eritrocitos. Una vez transcurrido el tiempo de
incubaciodn, el grado de hemdlisis se determiné mediante lecturas espectrofotométricas a
540 nm de la absorcién de la Hb liberada en el sobrenadante, en el lector de microplacas
(BIOTECK EPOCH); estas lecturas fueron registradas como ‘“Absorbancia del
tratamiento a la concentracién dada en partes por millén (Abs Tx)”. Por ultimo, se
calcul9 el porcentaje de hemolisis utilizando la férmula:

Abs Tx — Abs Ctrl (-)
Abs Ctrl (+)— Abs Ctrl (-)

% Hemodlisis = [ 1X100

(Pérez et al. 2003; Cantillo et al. 2007; Oliveira et al. 2009; Kumar et al. 2011; Lakshmi
et al. 2014; Garcia et al. 2016).

6.7.2. Bioensayo de citoproteccion de los extractos no hemoliticos mediante el
método de AAPH
Se empled el método propuesto por Karimi et al. 2011, con ligeras modificaciones.

Para esto, se obtuvo una suspension de eritrocitos de la manera previamente descrita. En
este caso la suspension fue ajustada al 10% v/v en amortiguador de fosfatos (pH = 7.4).
Esta suspensién de glébulos rojos se preparé para ser utilizada ese mismo dia. La
hemolisis inducida fue mediante la adicién del reactivo 2,2’-Azobis (2-
metilpropionamidina) diclorhidrato (AAPH) a 150 mM preparado en amortiguador de
fosfatos (pH = 7.4).

Para evaluar el efecto citoprotector de los extractos sobre la hemdlisis inducida por
AAPH, los glébulos rojos previamente obtenidos se incubaron con diferentes
concentraciones de los extractos mas el compuesto azo AAPH a 200 rpm durante 5 h a

37 °C en una incubadora de rotacién LUZEREN® THZ-100. Como control negativo de
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la hemdlisis se utilizé el amortiguador de fosfatos con la solucién de eritrocitos sin

incluir el AAPH vy el control positivo al compuesto azo.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién (5 h), el grado de hemodlisis se
determiné en los sobrenadantes mediante lecturas espectrofotométricas a 540 nm en el
lector de microplacas BIOTECK EPOCH, estas lecturas fueron registradas como
“Absorbancia del tratamiento a la concentracion dada en partes por millon (Abs Tx)”.
Por dltimo, se calculé el porcentaje de citoproteccion utilizando la férmula:

Abs Tx — Abs Ctrl (-)
Abs Ctrl (+)— Abs Ctrl (-)

% Citoproteccion = [ 1 — 1X100

6.8. Tamizaje fitoquimico preliminar
También se llevé a cabo un andlisis fitoquimico cualitativo con el fin de identificar

metabolitos y grupos funcionales presentes en cada uno de los extractos etandlicos; para
esto se utilizaron las siguientes pruebas quimicas: Permanganato de potasio (dobles
enlaces), el 2,4-dinitrofenilhidrazina (grupo carbonilo), Liebermann-Burchard (esteroles
y triterpenos), Baljet (sesquiterpenlactonas), Antrona (carbohidratos), Bicarbonato de
sodio (grupo carboxilo), Cloruro férrico (taninos), Dragendorff (alcaloides), Shinoda

(flavonoides), asi como para cumarinas, quinonas y saponinas (Verde et al. 2016).

Prueba de permanganato de potasio (Dobles enlaces): Se disolvieron 1-2 mg de la
muestra en 1 mL de agua, acetona o metanol (MetOH) y se adiciond, gota a gota, la
soluciéon de KMNO, (permanganato de potasio) al 2 % en agua; la prueba es positiva si

se observa decoloracién o formacion de un precipitado café de di6xido de manganeso.

2 ,4-dinitrofenilhidrazina (Grupo Carbonilo): Se prepar6 la solucién de reaccién con
100 mg de 2,4-DFNH (dinitrofenilhidrazina) + 10 mL de etanol (EtOH) + 3 mL de HCI
(4cido clorhidrico) y se aforé a 100 mL con agua destilada, de ésta se afiadieron unas
gotas a la muestra disuelta en etanol, la formacién de un precipitado amarillo, rojo o

naranja indic6 la presencia de un grupo carbonilo.

Prueba de Liebermann-Burchard (Esteroles y Triterpenos): El reactivo se prepard
mezclando 1 mL de anhidrido acético mds 1 mL de CHCI; (cloroformo) y 3 gotas de

H,SOy4 (4cido sulfirico) concentrado. Una gota del reactivo se le anadi6 a la muestra (1-
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2 mg) disuelta en 1 mL de cloroformo o sin disolver; la presencia de una coloracién azul
0 morada serd positiva para esteroles y si es rojiza para triterpenos, esto en el lapso de 1

h, particularmente los insaturados.

Prueba de Baljet (Sesquiterpenlactonas): Se emplearon 2 soluciones que se mezclaron
en volimenes iguales antes de su utilizacién. La solucién A se prepard pesando 1 g de
dcido picrico (C¢H3B307) y disolviéndolo en 100 mL de etanol; para la solucién B se
pesaron 10 g de NaOH (hidréxido de sodio), disolviéndolos en 100 mL de agua. Para la
prueba se colocaron de 3 a 4 mg de compuesto de prueba, afiadiendo 3 a 4 gotas del

reactivo, siendo positiva si se forma una coloracidn anaranjada o rojiza oscura.

Antrona (Carbohidratos): En un tubo de ensayo se colocaron 1-2 mg de la muestra
disuelta en agua, se adicioné por las paredes del tubo una solucién recientemente
preparada de antrona al 0.2 % en &cido sulfurico concentrado; la prueba es positiva si en

la interfase se presenta un anillo color azul-verdoso o violeta.

Prueba de Shinoda (Flavonoides): Se disolverd 1-2 mg de la muestra en 1 mL de
etanol agregando unas gotas de HCI (4cido clorhidrico) concentrado y una o dos
limaduras de magnesio; si la solucion se torna de color rojo intenso, la prueba es
positiva, otro color como anaranjado, verde o azul pueden estar presentes, flavonas,

flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.

Prueba de bicarbonato de sodio (Grupo Carboxilo): Se agregaron unas gotas de la
soluciéon de NaHCOs (bicarbonato de sodio) al 10 % en agua a la muestra (1-2 mg)
disuelta en 1 mL de agua o etanol. La prueba es positiva al observarse el

desprendimiento de burbujas de anhidrido carbonico.

Prueba de cloruro férrico (Taninos): Se disolvié la muestra (1-2 mg) en 1 mL de
etanol, afiadiendo unas gotas de FeCls (cloruro férrico) al 5 % en etanol; la prueba es

positiva si produce una coloracién verde obscura o negra.

Prueba de Dragendorff (Alcaloides): Se corre una cromatografia en capa delgada con

el extracto y se revela con reactivo de Dragendorff, siendo positiva si se produce una
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mancha anaranjada que debe persistir mds de 24 h; y también se realiza la prueba
directamente en el extracto: se coloca una pequefia cantidad de muestra disuelta en
etanol y se agrega una o dos gotas del reactivo Dragendorff, la prueba es positiva si se

produce un precipitado anaranjado.

e Preparacion del reactivo:
o Solucién A: Se disolvieron 0.85 g de Bi(NOs); (nitrato de bismuto) en
una mezcla de 10 mL de 4cido acético y 40 mL de agua.
o Solucién B: Se disolverdn 8.0 g de KlIs (yoduro de potasio) en 20 mL de

agua destilada.

Cumarinas.- Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en una solucién de NaOH (hidréxido
de sodio) al 10 %; si se produce una coloracion amarilla, la cual desaparece al acidular,

la prueba es positiva.

Quinonas: 2 a 3 mg de muestra se le afiadirdn 1 o 2 gotas de H,SO4 (4cido sulftrico),
serd positiva para quinonas se colorea de rojo y se confirma al afadir 2-3 gotas de
Na,S,04 (hidrosulfito de sodio) al 5% decolorando la solucién y se regenera el color

afladiendo de 2-3 gotas de H,O, (agua oxigenada) al 30 %.

Saponinas: En un tubo de ensayo se colocard la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 mL de
agua, y si al agitarse se forma una espuma abundante y permanente por mds de 15 min,

la prueba se considera positiva.

6.9. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizo con el paquete SPSS, ver 20.0 (SPSS Inc., Chicago IL)
mediante el cual se comprobaron todos los supuestos de la estadistica paramétrica
mediante ANOVA simple de 2 factores con la prueba de Tukey y Dunnet (en su caso),

con un valor de significancia de p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Obtencion de extractos y su rendimiento

Las plantas A. xalapensis, M. malacophylla y T. cubense fueron separadas en hojas,

tallo y raiz (en su caso), y se obtuvieron 7 extractos etandlicos (Tabla 2).

Tabla 2. Extractos etanolicos obtenidos de las plantas con actividad antimicrobiana.

Planta Nombre cientifico
1 A. xalapensis Kunt
2 M. malacophylla Gray
3 T. cubense Jacquin

? Citados de Alvarado et al. 2010.

Nombre comin 2

Madrofo

Charrasquilla

Verbena

Extracto

1

~N O\ L B W

Parte
Hoja
Tallo
Hoja
Tallo
Hoja
Tallo
Raiz

Clave
Ax-h
Ax-t

Mm-h
Mm-t
Tc-h
Tc-t
Tc-r

En este estudio, el extracto de hoja de T. cubense fue el de mayor rendimiento con un

20.4 %, mientras que el de menor fue el tallo de M. malacophylla con 4.9 % (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento porcentual de los extractos etanélicos.

Extracto ’ Rendimiento porcentual (%)
Ax-h 19.6
Ax-t 6.1
Mm-h 10.3
Mm-t 4.9
Tc-h 20.4
Tc-t 6.3
Te-r 9.7

IA. xalapensis (Ax), M. malacophylla (Mm), T. cubense (Tc), -h (hoja), -t (tallo) y -r (raiz).

7.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

En la prueba de difusiéon del pozo en agar, el extracto que presenté mayor zona de

inhibicién contra S. aureus y S. maltophilia fue el de raiz de T. cubense con un halo de

inhibicién de 16.7 £ 0.6 mm y 16.3 + 0.6 mm respectivamente, y para P. aeruginosa fue

el extracto con mayor actividad fue el de tallo de A. xalapensis con 17.2 £ 1.0 mm

(Tabla 4).
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Tabla 4. Halos de inhibicion (mm) de los extractos evaluados.

Extractos * S. aureus” P. aeruginosa“ S. maltophilia™
Ax-h" 164 £ 0.5 16.3+£0.5 124 +£0.5
Ax-t’ 16.5 £ 0.6 17.2 £ 1.0 13.7+£0.6

Mm-h? 12.6 £0.5 108 £1.0 12.3+£0.6
Mm-t* 11.7£0.5 11.2+£1.1 11.7 £ 0.6
Te-h? 13.3+0.6 11.7+14 13.1+1.0
Te-t” 12.7 £0.6 12.0£0.7 150£1.0
Te-r” 16.7+0.6 12.7+0.6 16.3 £ 0.6

“Los valores se muestran como Media + DE de al menos 3 experimentos por triplicado. El didmetro del
pozo (@ = 8 mm) fue incluido. ANOVA. Tukey. Diferencia significativa p<0.05.

7.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB)

Los resultados obtenidos del ensayo de CMI/CMB indican que los extractos de A.
xalapensis hoja y tallo, fueron los que presentaron la mayor actividad antimicrobiana
con rangos de CMI de 2.5 + 0.2 mg/mL a 2.6 = 0.5 mg/mL y de CMB de 2.6 + 0.3
mg/mL a 2.9 + 0.5 mg/mL. Seguido de los extractos de 7. cubense y al final los de M.

malacophylla no presentaron buena actividad en el presente estudio (Tabla 5).

Tabla 5. CMI y CMB (mg/mL) de los extractos seleccionados.

Extracto’ S. aureus"” P. aeruginosab S. maltophiliab
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Ax-h™ | 2605 2905 >16£00 >16£00 >16+00 >16+0.0
Ax-t"  25+02 26%03 >16+00 >16+0.0 >16+x00 >16+0.0
Mm-h® >30+0.0 >30+00 >30%0.0 >30+0.0 >30+0.0 >30=x0.0
Mm-t*  29.0+1.7 >30+00 >30%0.0 >30+0.0 >30+0.0 >30%0.0
Te-h" 73+£03 7404 >16+£0.0 >16x00 >16+0.0 >16%0.0
Te-t 11.3+£08 114+07 >16+£00 >16+x00 >16+00 >16+0.0
Te-r™ 3.8+£0.8 39+1.0 >16x00 >16+x00 >16+x00 >16=+0.0

’ Los valores se muestran como la media + desviaciones estindar de al menos 3 experimentos por
triplicado. ANOVA. Prueba de Tukey. Diferencia significativa p<0.05. El promedio del indculo inicial y
final fue de 5.4 x 10%y 9.7 x 10" UFC/mL respectivamente.

7.4. Capacidad antioxidante
Mediante el método DPPH, los resultados obtenidos de la curva de calibracion

promedio (y= -0.0305x + 1.27, R2= 0.9978), mostraron que los extractos de hoja y tallo
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de A. xalapensis presentaron mayor capacidad de secuestrar el radical DPPH con valores
de 1,206.6 + 68.6 umoles equivalentes de Trolox/g (umoles ET/g) y 1,112.1 £ 70.6
umoles ET/g respectivamente. Por otra parte, la actividad antioxidante de los demds
extractos resulté ser mucho menor presentando rangos entre 67.2 + 3.3 umoles ET/g a

319.3 + 16.3 umoles ET/g dependiendo el extracto analizado (Figura 4).
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Figura 4. Capacidad antioxidante de los extractos frente al radical DPPH. Los valores representan
Media + DE de los datos del experimento (n=6). ANOVA con Tukey. Significancia p<0.05.

Con respecto al bioensayo de actividad antioxidante con el reactivo ABTS™, se
confirma la capacidad antioxidante de los extractos de hoja y tallo de A. xalapensis de
captar el radical ABTS™" con valores de 1,750.7 + 110.1 umoles ET/g y 1,864.0 + 135.6
umoles ET/g respectivamente, asi mismo la actividad de los demas extractos fue similar
a la reportada con el reactivo DPPH con rangos entre 143.4 umoles ET/g a 447.8 umoles
ET/g (Figura5).
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Figura 5. Capacidad antioxidante de los extractos frente al radical ABTS™. Los valores
representan Media = DE de los datos del experimento (n=6). ANOVA con Tukey. Significancia
p=<0.05.

27



7.5. Citotoxicidad preliminar
Mediante la prueba de hemdlisis, se probaron los extractos que resultaron con buena

actividad antimicrobiana y antioxidante, descartando los de M. malacophylla.

El extracto del tallo de A. xalapensis mostré el mayor porcentaje de dafio a los
eritrocitos suspendidos en PBS con 3.1 + 0.4 % a una concentracién de 1,000 ppm. A
una concentracion de 100 ppm ningun extracto presenté hemolisis. En todos los casos se
observé una leve hemolisis dependiente de la concentracidn, con excepcion del extracto

de tallo de T. cubense que no generé hemdlisis en las concentraciones probadas en este

estudio (Figura 6).
100
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® Control - (PBS) 2
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Figura 6. Comparacion del porcentaje de hemdlisis entre los extractos. Los valores se muestran
como la Media + DE. Al menos 3 experimentos por triplicado. ANOV A Dunnet. Significancia p<0.05.

7.6. Citoproteccion
Los extractos que no presentaron hemolisis significativa fueron analizados mediante

el método de AAPH.

Los extracto de hoja y tallo de T. cubense a concentraciones entre 400 y 1000 ppm, el
extracto de hoja de A. xalapensis entre 400 y 800 ppm, y el extracto de raiz de T.
cubense entre 400 y 600 ppm se observo un 100 % de citoproteccion ante la hemdlisis

inducida por AAPH. El extracto de tallo de A. xalapensis present6 su valor mds alto de
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citoproteccion a 400 ppm con 98.5 £ 0.9 % y el menor con 79.1 = 5.3 % a una

concentracion de 100 ppm ante el compuesto azo (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion del porcentaje de citoproteccion entre los extractos. Los valores se muestran
Media + DE. Al menos 3 experimentos por triplicado. ANOVA Dunnet. Significancia p<0.05.

7.7. Tamizaje fitoquimico cualitativo
Mediante pruebas fitoquimicas se pudieron identificar metabolitos y grupos funcionales

presentes en los extractos (Tabla 6).

Tabla 6. Metabolitos o grupos funcionales presentes en los extractos etandlicos.
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8. DISCUSION

Los resultados de la actividad antimicrobiana preliminar muestran que todos los
extractos probados presentaron actividad contra los aislados clinicos seleccionados,
obteniendo halos de inhibicién de entre 10.8 mm y 17.2 mm, dependiendo del extracto y
de la cepa. Estos resultados son similares a los observados por Meckes et al. 1995 al
probar el metandlico crudo de la corteza de A. xapalensis observando halos de inhibicién
de entre 10 mm y 15 mm contra S. aureus mediante la técnica de pozo en agar; y
también a Dimayuga et al. 1998 que aunque utilizaron la técnica de difusion del papel
filtro, reportaron los mismos resultados contra esta bacteria utilizando el extracto
etandlico de las ramas de Arbutus peninsularis (madrofo), el cual, de acuerdo a Sharma
et al. 2016, es sinénimo de A. xalapensis. En otro estudio, Orak et al. 2011 mediante la
técnica de difusién en pozo observaron que el extracto acuoso de Arbutus unedo generd
halos de inhibicién similares a los reportados para A. xalapensis en un rango entre 10.5
mm a 21.1 mm, siendo poco mayor (1.28 veces) éste tltimo resultado al observado en el
presente estudio contra estos estafilococos pero también no observaron actividad contra
E. coli y Salmonella enteritidis; sin embargo, Jurica et al. 2017 reportaron que el
extracto acuoso y metandlico de la hoja A. unedo mostraron halos de inhibicién contra
P. aeruginosa de 10 mm y de entre 12.4 mm y 14 mm respectivamente, siendo poco
menores a los que observamos contra la pseudomona utilizando la misma técnica. En lo
que respecta a la planta 7. cubense, en un estudio previo Jacobo et al. 2011 utilizaron el
extracto acuoso de esta planta mediante la técnica de difusion de papel filtro y
reportaron halo de inhibicion de 10 mm contra P. aeruginosa y sin actividad contra S.
aureus, siendo menor a los resultados obtenidos en este estudio con el etandlico;
ademds, observamos actividad contra el estafilococo, siendo comparables los resultados
con los que obtuvieron Vlase et al. 2014 con el extracto etandlico de Teucrium
chamaedrys (20 mm) y con los reportados por Chedia et al. 2013 con el extracto
metanodlico de Teucrium polium contra P. aeruginosa (15-16 mm) y S. aureus (10-13
mm) mediante el método de difusién en papel filtro. Asi mismo, los resultados son
comparables con los reportados por Sarac y Ugur 2007 donde probaron varios extractos
etandlicos del género Teucrium tales como T. chamaedrys, T. polium, T. divaricatum

spp. villosum mediante la técnica de difusion en papel filtro contra S. maltophilia ya que
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ninguno tuvo actividad contra esta Gram negativa, aunque mediante la misma técnica,
Zampini et al. 2005 utilizando el extracto etandlico de Zuccagnia punctata perteneciente
a la familia Fabaceae si observaron actividad antimicrobiana contra la misma bacteria
obteniendo halos de inhibicién entre 15 a 25 mm. En el caso de la planta M.
malacophylla no se han reportado estudios previos pese a que es utilizada la parte aérea
(hojas) como medicinal (Alvarado et al. 2010). En especies de Mimosa como M. pudica
si se ha evaluado su actividad antimicrobiana (Gandhiraja et al. 2009), como Tamilarasi
y Ananthi 2012 mediante el método de difusidon en pozo reportando halos de inhibicion
en un rango entre 13 mm y 17 mm utilizando el extracto etandlico de su hoja contra P.
aeruginosa; estos resultados son mayores a los reportados contra la pseudomona
utilizando los extractos de M. maltophylla en este estudio. En otras Mimosa, como los
extractos etandlicos de las ramas de M. brandegeei y M. xantii, han mostrado actividad
antimicrobiana contra S. aureus, que aunque emplearon la prueba de difusién en papel
filtro, generaron zonas de inhibicién similares con rango entre 10 mm y 15 mm

(Dimayuga et al. 1998; Sharma et al. 2016).

Con respecto a los resultados obtenidos en los ensayos CMI/CMB la cepa més
sensible a los extractos fue S. aureus obteniendo rangos de CMI de 2.5 mg/mL a >30
mg/mL y de CMB de 2.6 mg/mL a >30 mg/mL de acuerdo al extracto probado, por otro
lado, no se determiné la CMI/CMB de las cepas P. aeruginosa y S. maltophilia debido a
que la concentracién requerida para inhibir a dichos microorganismos superd los 16
mg/mL y los 30 mg/mL de acuerdo a la cepa probada. Resultados similares de la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de A. unedo fueron reportados por
Bouyahya et al. 2016, quienes obtuvieron CMI/CMB de 1 mg/mL y 4 mg/mL contra S.
aureus 'y 8 mg/mL y >8 mg/mL contra P. aeruginosa; asi como con los obtenidos por
Jurica et al., en 2017 para el extracto acuoso 25.6 mg/mL y 51.2 mg/mL y para el
metandlico >25.6 para ambas concentraciones respectivamente, de la hoja de A. unedo
contra la dicha pseudomona. Por su parte, Chedia et al. 2013, utilizando el extracto
metandlico de 7. polium obtuvieron CMI/CMB de 25 mg/mL y 50 mg/mL contra S.
aureus, siendo mayores a las reportadas en nuestro trabajo, sin embargo similares contra
P. aeruginosa con valores de 12.5 mg/mL y 25 mg/mL respectivamente; y comparables

con los resultados de Sghaier et al. 2007, trabajando con el aceite esencial de Teucrium
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ramosissimum obteniendo una CMB de 2.5 mg/mL contra los estafilococos. Con
respecto a los resultados obtenidos en esta investigacion con P. aeruginosa y S.
maltophilia, la poca actividad de los extractos seguramente es debida al tipo de
envoltura celular de dichos microorganismos ya que estos son del grupo de los Gram
negativos los cuales tienen como limite una membrana externa que les confiere
resistencia a la mayoria de los compuestos antimicrobianos tanto de origen
quimico/sintético como de origen natural, esta estructura rodea la pared celular cual
restringe la difusién de compuestos hidréfobos a través del lipopolisacarido, es decir, la
hace impermeable a los solutos lip6filos, sin dejar de mencionar a las porinas que son
proteinas que producen poros o canales inespecificos que permiten el paso a pequeiias
moléculas a través de la membrana externa por lo que constituyen una barrera selectiva
ya que permiten el paso a solutos hidrofilicos <600 daltons (Nikaido y Vaara 1985);
ademds, presentan otra estructura denominada espacio peripldsmico la cual contiene
enzimas que son capaces de descomponer moléculas extrafias introducidas desde el
exterior por lo que las hace mds insensibles al efecto antimicrobiano (Duffy y Power
2001; Laciar et al. 2009; Bouyahya et al. 2016). Resultados similares han sido
reportados por diversos investigadores como Meckes et al. 1995, quienes probaron
varios extractos incluyendo el extracto metandlico de la corteza de A. xapalensis y Orak
et al. 2011 con el extracto metandlico de la hoja de A. unedo, ambas investigaciones
contra S. aureus y E. coli donde reportaron actividad antimicrobiana contra el
estafilococos pero no contra el coliforme, y mencionan que la pared de los
microorganismos Gram positivos poseen una pared de peptidoglicano, que aunque
gruesa, las moléculas antimicrobianas pueden filtrarse con cierta facilidad (Tortora et al.
2013). Ademas, concordando con Akrout et al. 2010 y Chedia et al. 2013 existen
bacterias que muestran zonas de inhibicion importantes por el método de difusion pero
no siempre son las que presentan CMI y CMB mas bajos, como se observo en el caso de
P. aeruginosa y S. maltophilia, en el presente estudio y esto puede ser debido a la
solubilidad del extracto, el rango de difusién en agar, la evaporacion, la dosis, entre

otros.

Los resultados antes mencionados también pueden estar condicionados en algunos

casos al tipo de solvente utilizado en la extracciéon de los metabolitos secundarios

32



presentes en las plantas, ya que del acuoso se pueden obtener algunos como los taninos y
los terpenoides, pero del etandlico se pueden obtener, aparte de los ya mencionados,
flavonoles, polifenoles, esteroles y alcaloides (Pandey y Tripathi 2014) que son
compuestos que pueden presentar actividad antimicrobiana, de acuerdo con Espinoza
2003, pues estos compuestos pueden inhibir o dafiar la sintesis de la pared celular asi
como inhibir la sintesis de ADN/ARN por poseer estructuras similares a las purinas y
pirimidinas que se intercalan con los 4cidos nucleicos formando puentes de hidrégeno,
alterando de esta forma su estructura tridimensional (Yanez 2014). Sin embargo, no
garantiza la obtencién de mayor contenido fendlico, por lo mencionado por Orak et al.
2011, pues en su investigacion encontré que fue mds alto dicho contenido el extracto
acuoso de hojas de madrofio de A. unedo que en su etandlico, siendo el mas bajo éste
ultimo. En otro estudio, Jurica et al. 2017 han mencionado que el contenido fendlico
total mds alto que midieron podria explicarse por el uso de extraccidén asistida por
ultrasonido, que facilita la extraccion de compuestos fendlicos rompiendo las paredes de
las células de hoja de A. unedo. Cabe mencionar también que con el solvente metandlico
se pueden extraer mayor diversidad de componentes que del etanol incluyendo
antocianinas, lactonas, flavones, saponinas y fenoles entre otros; sin embargo, Tawaha et
al. 2007 no observaron diferencias significativas entre los extractos acuosos Yy
metanodlicos para la actividad antioxidante o contenido fendlico total, donde incluye a
Arbutus andrachne. En contraste, Khoddami et al. 2013 demostraron que el metanol era
un mejor disolvente para la extraccion de compuestos fendlicos que el agua, como se
esperaba segun los datos de la literatura. En el presente trabajo se eligié el etanol como
solvente por los diferentes componentes que se pueden extraer a diferencia del acuoso,
asi como su baja toxicidad en el proceso del bioensayo con respecto al metanol (Pandey

y Tripathi 2014).

Es importante mencionar por lo anterior que el efecto antimicrobiano reportado en
esta investigacion puede deberse a la presencia de diferentes tipos de compuestos
fendlicos. Se sabe que una amplia variedad de fenoles y flavonoides poseen propiedades
antimicrobianas y, en muchos casos, esta actividad se debe a la presencia de
constituyentes activos (Bouyahya et al. 2016) como los polifenoles. Las actividades

bioldgicas de estos componentes estdn relacionadas con las estructuras de las moléculas;
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por sus grupos hidroxilo o por los anillos fendlicos que contienen, los compuestos
fendlicos tienen la capacidad de unirse con las proteinas y la membrana bacteriana para
formar complejos (Zongo et al. 2011). Por ejemplo, los flavonoides, son metabolitos
secundarios y la mayoria de estos tienen multiples propiedades medicinales (Harborne y
Williams 2000) ya que son sintetizados por las plantas en respuesta a infecciones
microbianas y son efectivos contra una amplia gama de microorganismos (El et al. 2013)
por lo que tienen actividades antivirales, antibacterianas, antifingicas, entre otras
actividades bioldgicas tales como inhibicién de enzimas hidroliticas y oxidativas
(fosfolipasa A2, cicloxigenasa, lipoxigenasa) (Zongo et al. 2011; Tovar 2013). Exhiben
sus acciones a través de efectos sobre la permeabilidad de la membrana y la inhibicién
de enzimas unidas a la membrana como la ATPasa y fosfolipasa A2 (Akinpelu et al.
2009). Otros componentes son los taninos que estan constituidos por un amplio grupo de
compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas
macromoléculas, esta capacidad es la base para sus dos propiedades principales:
capacidad de curtir la piel y poder astringente (Manrique 2014) son polifenoles que estan
ampliamente en plantas y que se ha demostrado que poseen fuerte actividad
antimicrobiana contra bacterias y hongos (Ho et al. 2001). En nuestro estudio los
metabolitos secundarios mencionados anteriormente fueron detectados de en las pruebas
fitoquimicas preliminares y presumiblemente se les atribuyen la actividad
antimicrobiana en los extractos de hoja y tallo de A. xalapensis, y en la raiz de T.
cubense principalmente. Resultados similares son reportados por El et al. 2013 en el
examen fitoquimico de 3 fracciones de la raiz de A. unedo donde detectaron presencia de
quinonas, antraquinonas reductoras, compuestos, antocianinas, taninos y flavonoides
confirmando alto contenido de polifenoles asi como otros investigadores que
previamente mediante estudios fitoquimicos han demostrado que el extracto de hoja de
esta especie contiene compuestos antioxidantes fendlicos, como flavonoides, taninos,
glucésidos fendlicos, antocianinas, entre otros (Males et al. 2006; Fiorentino et al. 2007).
Sin embargo, no se detectaron alcaloides, saponinas y cumarinas (El et al. 2013) siendo
similar a lo observado en nuestro estudio, a excepcion de las cumarinas. Los alcaloides
son un grupo de metabolitos secundarios conocido para usos medicinales desde hace

siglos y una de sus propiedades biolégicas comunes es su toxicidad contra las células de
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organismos extrafios (Akinpelu et al. 2009), estos metabolitos poseen estructuras
complejas de propiedades alcalinas con dtomos de nitrégeno en anillos heterociclicos
que se encuentran normalmente en las hojas de especies vegetales (Jara 2013); sin
embargo, no se detectaron con el reactivo de Dragendorff (Verde et al. 2016) en nuestros
extractos y de acuerdo con Zongo et al. 2011 su ausencia tiende a indicar que las
actividades antimicrobianas podrian atribuirse a compuestos fendlicos. Otras como las
saponinas, que son compuestos con actividad hemolitica, causando la ruptura y la
liberacién de pigmentos de hemoglobina caracteristicos, tampoco fueron detectadas en la
prueba preliminar para saponinas (Pandey y Tripathi 2014; Verde et al. 2016) pero en
otras especies como Elaeoluma nuda se pueden encontrar en hojas y ramas y en cuyo
extracto metanodlico estan presentes otros como fenoles, flavonoides y taninos, también
cabe mencionar que en su estudio con Paypayrola grandiflor demostraron que posee
compuestos fendlicos, pero no taninos ni saponinas (Oliveira et al. 2009). El anélisis
fitoquimico realizado sobre el extracto de Jatropha curcas reveld presencia de taninos,
alcaloides, esteroides y saponinas, mientras que el extracto de hoja de Newboulda laevis
contiene flavonoides, taninos y alcaloides (Akinpelu et al. 2009). Existen otros estudios
como el que realiz6 Jara 2013 con el extracto etandlico de las hojas de la especie Piper
imperiale donde fueron detectados en pruebas fitoquimicas preliminares las cumarinas
ademds de alcaloides, flavonoides, taninos. En el presente trabajo se detectaron
cumarinas en todos los extractos, éstas son sustancias fenodlicas hechas de anillos de
benceno fusionados y a-pyrone poseen un olor caracteristico y varios de ellos tienen
propiedades antimicrobianas (Das et al. 2010) por lo que no se descarta su actividad en
la presente investigacion. En lo que respecta a la familia Fabaceae, a la que pertenece el
género Mimosa, se han detectado compuestos fendlicos, saponinas y terpenoides, que
podrian ser responsables de algunas de sus propiedades medicinales (Bhalodia y Shukla
2011). Tamilarasi y Ananthi 2012 mencionaron que el efecto producido en P.
aeruginosa utilizando el extracto metandlico de M. pudica fue debido a la actividad de
alcaloides y taninos presentes en el extracto y en el andlisis fitoquimico preliminar del
extracto de etanol mostr6 la presencia de esteroides, carbohidratos, saponinas,
flavonoides y taninos, exhibiendo actividad antimicrobiana, mientras que Gandhiraja et

al. 2009 mediante el tamizaje fitoquimico preliminar del extracto de esa especie mostrd
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la presencia de componentes bioactivos como terpenoides, flavonoides, glucésidos,
alcaloides, quininas, fenoles, taninos, saponinas y cumarinas. Esto contrastando con lo
detectado en nuestro estudio con los extractos de hoja y tallo de M. malacophylla. Por
otra parte, la familia Lamiaceae que incluye mds de 3000 especies de plantas
(principalmente pastos y arbustos) distribuidos en las regiones célidas y tempestuosas
del mundo y a la que pertenece el género Teucrium deben su fragancia y algunas de sus
propiedades medicinales principalmente a la presencia de compuestos terpénicos como
cineol, limoneno, mentol o timol, entre otros (Sharma et al. 2016). Las especies del
género Teucrium son muy ricas en compuestos fendlicos con una actividad bioldgica
muy fuerte (Chedia et al. 2013). Desde el punto de vista fitoquimico, varios estudios han
informado de que este género es rico en diterpenoides, flavonoides, saponinas, taninos y
aceite volatil han sido identificados (Vera et al. 2010). Esto es demostrado en un estudio
previo Alonso-Castro et al., en 2010 donde realizaron la caracterizacién quimica inicial
extracto acuoso 7. cubense mostrando que estas preparaciones contienen niveles mas
altos de alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos que los contenidos reportados
para otras plantas antidiabéticas, siendo similares a los detectados en los extractos
etandlicos de hoja, tallo y raiz de esta planta excepto por la presencia de alcaloides.
Chedia et al. 2013 comprobaron altos contenidos de compuestos fendlicos totales en el
extracto metandlico de 7. polium que mencionan pueden contribuir a importantes
actividades antirradicales y antimicrobianas refiriéndose ademds a que los hallazgos
justifican el uso de diferentes 6rganos de plantas de las especies estudiadas en general,
su drea de distribucién en el mundo por poblaciones humanas locales antiguas y reales.
Con respecto al contenido de polifenoles, el extracto de especies de Teucrium de
Rumania fue mas rico que los extractos de hoja T. chamaedrys de Serbia, Montenegro y
Turquia aunque ésta ultima tuvo una mayor concentraciéon de flavonoides en
comparacion a la de Rumania (Stankovi¢ et al. 2010; Vlase et al. 2014). Por lo que de
acuerdo con lo anterior, la presencia de principios activos depende de una serie de
factores que incluyen la especie de la planta, los factores genéticos, la ubicacion
geografica, condiciones de crecimiento, el tipo de suelo, la época y la temporada de
cosecha, la forma en que se prepara, seca y almacena (Vlase et al. 2014). En nuestra

investigacion se detectaron ciertas diferencias con respecto a los metabolitos o grupos
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funcionales identificados en relacién a la parte de la planta en cuestién similar a
Martinez et al. 2002, donde los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el
exterior de las plantas, apareciendo sélo rastros de ellos en las partes de la planta por
encima de la superficie del suelo, con excepciones de gran cantidad de estos
componentes en los tubérculos de las cebollas, nosotros detectamos estos en tallo de A.
xalapensis y T. cubense, también en la raiz de la Lamiaceae, y solo en hoja de M.
malacophylla. Por lo tanto, varios estudios han reportado actividades antimicrobianas de
extractos de plantas de varias partes como hojas, semillas y flores (Zongo et al. 2011).
Flavonas, flavonoides y flavonoles son estructuras fendlicas con un grupo carbonilo. Son
sintetizados por las plantas en respuesta a la infeccién microbiana y con frecuencia se
encuentran efectivos in vitro como sustancia antimicrobiana contra una amplia gama de
microorganismos (Das et al. 2010). También las fitoalexinas que comprenden un amplio
espectro de polifenoles, flavonoides y otros compuestos antimicrobianos de tipo proteico
se sintetizan en las células y lugares de la planta sometidos al ataque microbiano directo,
pero puede extenderse a las células adyacentes y a toda la planta. Por tanto, ayudan a
controlar la infeccion original y también protegen a la planta contra nuevas infecciones
microbianas como las raices que liberan materiales orgdnicos tales como aminodcidos,
cetodcidos, vitaminas, azucares, taninos, alcaloides, fosfolipidos y otras sustancias

(Atlas y Bartha 2002).

Por lo que a través de las pruebas fitoquimica de los extractos, es posible determinar
la presencia de diferentes clases de metabolitos secundarios que muestran una amplia
variedad de actividades bioldgicas, como antimicrobianos (Zongo et al. 2011). Por lo
expuesto anteriormente, los compuestos antimicrobianos de las plantas pueden inhibir el
crecimiento bacteriano por diferentes mecanismos por lo que pueden tener un valor
clinico significativo en el tratamiento de cepas microbianas resistentes. En especial los
aceites y extractos vegetales son base de muchas aplicaciones, incluidas la conservacién
de alimentos tanto crudos como procesados, los productos farmacéuticos, la medicina
alternativa y las terapias naturales (Chedia et al. 2013). Por lo tanto, respaldan las

actividades antimicrobianas de los extractos utilizados en este estudio.
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En los dltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, muestras
bioldgicas y extractos vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes in vitro utilizan
un captador de radicales libres y son relativamente sencillos de realizar. Entre los
ensayos de captacion de radicales libres, el método DPPH es el mds rdpido, es simple
(no incluye muchos pasos) y de menor costo en comparacion con otros modelos. Por
otro lado, el ensayo de decoloracién ABTS™ se puede aplicar a antioxidantes
hidrofilicos y lipofilicos (Alam et al. 2013). Por lo anterior, estos dos métodos son los

mas utilizados (Tovar 2013).

El radical DPPH es conocido como un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, no se dimeriza
como en el caso de la mayoria de los radicales libres (Mishra et al. 2012); ademas es un
radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud con los radicales peroxilo
altamente reactivos y transitorios involucrados en la peroxidacion lipidica (Tovar 2013).
La prueba con DPPH mide la capacidad de una sustancia para donar radicales de
hidrégeno a este radical, por lo tanto, cuanto mayor sea el nimero de hidroxilos
presentes en la muestra, mayor seré su actividad antioxidante (Duarte et al. 2006; Pieroni
et al. 2011); también el mecanismo de reacciéon del DPPH con los antioxidantes esta
directamente relacionado con la conformacién estructural de los mismos; es decir un
antioxidante pequefio con mayor acceso al radical mostrard mejora actividad
antioxidante, teniendo presente que el DPPH estd impedido estéricamente (Beserra et al.
2011). Por lo anterior, es probable que algunos componentes presentes en el extracto no
hayan captado al radical DPPH pero si al radical ABTS™, ya que este tltimo es captado
por los electrones transferidos de los diferentes compuestos antioxidantes presentes en
los extractos (Wootton et al., 2011) lo que hace que se pueda medir una mayor

capacidad antioxidante.

En lo que respecta a la capacidad antioxidante, se encontrd una alta correlacion entre
ambos ensayos (DPPH y ABTS™), tal como se observé en otras investigaciones (Babbar
et al. 2011; Floegel et al. 2011), lo cual muestra que los extractos evaluados tienen

actividades comparables por ambos métodos y por tanto que estos son reproducibles al
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momento de medir la actividad antioxidante (Tovar 2013). Atendiendo esta ultima
observacion, los extractos de hoja y tallo de A. xalapensis presentaron mayor capacidad
para captar tanto el radical DPPH como el radical ABTS™, siendo los de menor
capacidad antioxidante los extractos de hoja y tallo de M. malacophylla en comparacion
con los demds extractos en este estudio. Cabe mencionar que fue mayor la captacion del
radical ABTS™ con respecto al del radical DPPH en todos los extractos, lo cual
concuerda con lo antes mencionado y con los resultados reportados por Floegel et al.
2011, donde compararon los métodos ABTS™ y DPPH probando 50 frutas, vegetales y
bebidas ricas en antioxidantes de la dieta de los Estados Unidos de Norteamérica,
reportando que en el extracto metandlico de la espinaca encontraron hasta 2.06 veces
més capacidad antioxidante con el reactivo ABTS™ con respecto al DPPH, esto también
concuerda con el trabajo hecho por Tovar 2013 donde determind la actividad
antioxidante mediante los reactivos DPPH y ABTS™ de 30 plantas recolectadas en la
Ecorregion Cafetera de Colombia, en este estudio se reportd que para el extracto
metandlico de Alchornea grandis se encontr0 hasta 19.57 veces mds la captacion del

radical ABTS™ con respecto al DPPH.

Con respecto a esto, en el presente trabajo se determiné que la captacion del radical
ABTS™ fue de 1.68 veces mayor a la del DPPH, para el extracto de A. xalapensis, 1o
cual se puede explicar debido a que este método se basa en la transferencia de
electrones; por lo que los diferentes compuestos antioxidantes presentes en los extractos,
donan uno o dos electrones para reducir el radical catiéon, dando una medida precisa de
la capacidad antioxidante total en el punto final de reaccion (Wootton et al. 2011; Tovar
2013) y ademds a que puede medir la actividad de compuestos antioxidantes tanto de
naturaleza lipofilica como hidrofilica (Madrigal et al. 2013) o a que la actividad
antioxidante fendlica como el 4cido cumérico y el 4cido isoferulico, posiblemente
presentes en el extracto, se encuentran inactivos hacia el DPPH y se pueden encontrar de
manera significativa activos hacia ABTS™ e incluso més activos que ciertos homélogos

difendlicos (Nenadis et al. 2004).

Nuestros resultados también son comparables con los de Borchardt et al. 2008 donde

evaluaron, mediante el método de DPPH, la capacidad antioxidante de semillas
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(trituradas y algunas diluidas en polvo de celulosa) de 150 especies de plantas diferentes
de la cuenca del rio Mississippi pertenecientes a 45 familias entre las que incluyen
Lamiaceae y Fabaceae reportando resultados desde 85.91 umoles ET/g hasta 257.89
pmoles ET/g para la primera y desde 32.80 umoles ET/g hasta 584.48 umoles ET/g para
la segunda familia; cabe sefialar que en nuestro caso los extractos de 7. cubense (hoja,
tallo y raiz), que pertenece a la familia Lamiaceae, arrojaron valores de 201.2 + 8.0
pmoles ET/g hasta 319.3 + 16.3 umoles ET/g y los extractos de M. malacophylla (hoja y
tallo), perteneciente a la familia Fabaceae, tuvieron valores desde 67.2 + 3.3 umoles
ET/g hasta 136.0 £+ 3.0 umoles ET/g. Los extractos etandlicos de hoja, tallo y raiz de 7.
cubense, en este estudio, tuvieron valores de 201.2 + 8.0 umoles ET/g, 288.6 + 31.7
umoles ET/g y 319.3 + 16.3 pmoles ET/g respectivamente para captar el radical DPPH,
que son mas elevados que el del extracto etandlico de la planta Teucrium chamaedrys
con valor de 87.77 + 0.33 umoles ET/g de captacion de éste radical (Vlase et al. 2014),
argumentando que es muy probable que sea debido a un mayor contenido de polifenoles

principalmente.

En otro estudio Tawaha et al. 2007 reportaron que los extractos acuoso y metandlico
de Arbutus andrachne mostraron los mds altos niveles de actividad antioxidante contra
el radical ABTS™ con valores de 731 + 5.4 umoles ET/g y 720 + 2.7 umoles ET/g de
peso seco; mientras que los mds bajos niveles fueron de los extractos, acuoso y
metandlico de Cicer aretinum (15.3 pmoles ET/g y 10.1 pmol ET/g de peso seco), y del
extracto acuoso de Linum pubescens (12.9 umol ET/g de peso seco) de un total de 51
especies de plantas seleccionadas de Jordania; ademads, Legssyer et al. 2004
mencionaron que esta actividad es debida a la presencia de compuestos polifendlicos
como los taninos condensados y galatos de catequina, los cuales ya han sido reportados
en el género Arbutus. En este estudio se confirma que dicho género tiene muy buena
actividad antioxidante debido a los altos niveles de captacién del radical ABTS™
presentados por A. xalapensis, fueron casi 3 veces mayores que los reportados por
Legssyer et al. 2004 en la planta A. andrachne. También obtuvieron resultados del
extracto acuoso y metandlico del género Teucrium, reportando la capacidad antioxidante
de T. polium frente al radical ABTS™, con valores de 42.3 + 1.5 umoles ET/g y 84.4 +

2.8 umoles ET/g respectivamente; mientras que en este trabajo se reporta que los
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extractos etandlicos de hoja, tallo y raiz del mismo género pero de la especie, T.

cubense, presenta valores 5 a 10 veces mayores.

Ademds en la presente investigacion se observa relacion entre la actividad
antimicrobiana y la antioxidante, lo que también estd directamente relacionado a la
polaridad del solvente utilizado para obtener el extracto (Contreras 2015), ya que la
capacidad antimicrobiana y antioxidante observada es atribuida a compuestos de tipo
fendlico, como los flavonoides, los cuales se caracterizan por tener una polaridad alta
debido a la gran cantidad de electrones en resonancia alrededor de su estructura. Por otro
lado, los flavonoides interactian con las membranas celulares, modificando las
propiedades fisicoquimicas y termodindmicas de éstas, alterando su permeabilidad y los
procesos dependientes de la misma, ademds pueden cambiar la composicién de los
acidos grasos o el contenido de fosfolipidos e incluso interactuar con las proteinas de
membrana. Los cambios celulares, como los antes mencionados inducidos por
flavonoides, pueden ser cruciales para su actividad farmacoldgica empleada en el

tratamiento de ciertas enfermedades (Saija et al. 1995; Sulaiman y Hussain 2012).

En cuanto a la citotoxicidad de los extractos seleccionados por su capacidad
antioxidante y antimicrobiana, se observd que los extractos probados a 1000 ppm
presentaron una toxicidad baja de acuerdo con el criterio de Karimi et al. 2011, que
reportaron una hemolisis leve (< 6 %) en eritrocitos de machos Wistar, suspendidos en
PBS, ya que dicha hemdlisis, mencionan, podria estar relacionada con el estrés mecdnico
de la agitacion (3000 rpm, 10 min, 22°C ) pues los extractos acuoso y metandlico de las
plantas Nigella sativa y Portulaca oleracea no indujeron ninguna hemolisis significativa
en comparacion con el PBS en su estudio. En un estudio similar, Vinjamuri et al., en
2015, realizaron ensayos del extracto hexdnico de hojas de Bridellia ferruginea Benth
reportando efecto hemolitico en concentraciones >20 ng/mL, por lo que al comparar
dichos resultados con los obtenidos en la presente investigacion donde probamos
concentraciones de 5 a 500 veces mayores, podemos considerar que ninguno de nuestros
extractos es significativamente hemolitico (p<0.05), lo cual concuerda con Lakshmi et
al. 2014, donde reportaron que el extracto metandlico de hoja de Nymphaea nouchali no

mostré actividad hemolitica en concentraciones de 40, 60, 80 y 100 pg/mL (< 2.5%). En
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otro estudio, Oliveira et al. 2009 reportaron que el extracto metandlico de hoja de
Elaeoluma nuda presentd accion hemolitica a una concentracion de 500 pg/mL (6 500
ppm), mientras que los extractos metandlico y acuoso de las ramas de la misma especie
presentaron accion hemolitica a concentraciones de 250 ug/mL (6 250 ppm) debido
presumiblemente a la actividad hemolitica de las saponinas ya que estos metabolitos
producen cambios en la membrana eritrocitaria causando ruptura y liberacién de los
pigmentos caracteristicos de la hemoglobina; y en el examen fitoquimico preliminar se
reveld que las hojas y ramas de E. nuda contenian este tipo de compuestos. Cabe
mencionar que de los solventes como metanol y el agua se pueden obtener compuestos
activos como las saponinas, mientras que del etanol no necesariamente (Pandey vy
Tripathi 2014) esto explica posiblemente el por qué no presentan actividad hemolitica de

forma significativa (<3.1 %) los extractos etandlicos en la presente investigacion.

En lo que respecta a la citoproteccion de los eritrocitos humanos, los extractos
seleccionados tuvieron importante actividad protectora de hasta un 100 %; estos
resultados son comparables con los obtenidos en el estudio realizado por Garcia et al.
2016, donde midieron el efecto protector de los extractos metandlicos del orujo de uva,
ante la hemdlisis inducida por el generador de radicales (AAPH), observando una
inhibicidn significativa dependiente de la concentracion y alcanzando valores de 85 - 95
%, explicando que la mayor actividad protectora del extracto se puede atribuir a los altos
valores de contenido fendlico total y a que los extractos poseen efectos antioxidantes que
se reducen al eliminar los radicales libres; por otro lado Chiang et al. 2013, probaron el
efecto protector del extracto acuosos de tallo de Flemingia macrophylla frente a la
hemolisis inducida por AAPH, en eritrocitos de ratas macho Sprague-Dawley,
obteniendo resultados en la segunda y tercer hora de su periodo de incubacién del 85 al
95 % y 95 al 100 % de inhibiciéon de hemdlisis respectivamente, en este estudio se
menciona que el efecto protector depende de la dosis y del tiempo de incubacion,
ademds se hace una correlacion del efecto protector con la potente capacidad
antioxidante de los extractos; por lo que cabe mencionar que, aunque el extracto de tallo
de A. xalapensis presenté una excelente capacidad antioxidante mediante los métodos de
DPPH y ABTS™, en el ensayo de AAPH no alcanzé el 100 % de proteccién, debido

probablemente al tipo de radicales generados, por lo que es importante recalcar que los

42



compuestos azoicos, como el AAPH, son dtiles para estudiar el dafio inducido por
radicales libres en moléculas, membranas bioldgicas, y en la inhibicién de la formacién
de radicales libres en sistemas modelo aun cuando no estén presentes en sistemas
bioldgicos (Pieroni et al. 2011), ya que la descomposicién de este compuesto da lugar a
nitrégeno molecular y radicales alquilo (R") que reaccionan con el oxigeno molecular
para dar lugar a radicales peroxilo (ROO") (Chisté et al. 2014); los cuales son los
responsables de atacar predominantemente las membranas eritrocitarias y en una cierta
etapa durante la oxidacién, estos radicales permean las células (Shankar et al. 2007)
provocando hemdlisis. Por otro lado, el efecto citoprotector de los extractos
seleccionados parece estar relacionado con su capacidad antioxidante ya que Chaudhuri
et al. mencionan que los polifenoles parecen ser los responsables de la resistencia de los
eritrocitos al estrés oxidativo in vitro € in vivo y se ha sugerido la capacidad de ciertos
polifenoles, como los flavonoides, que por su lipofilia, pueden repartirse en las
membranas celulares y la restricciéon resultante de su fluidez pudiera obstaculizar
estéricamente la difusion de radicales libres, disminuyendo asi la cinética de las
reacciones de los radicales libres (Chaudhuri et al. 2007). Ademads los polifenoles
pueden extraerse con los solventes adecuados, y por el hecho de que los extractos no
resultaron toxicos para eritrocitos humanos se sugiere que los extractos con actividad

antimicrobiana relevante puedan ser considerados con fines farmacoldgicos.
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9. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en los extractos etandlicos de las plantas en

estudio en la presente investigacion se concluye que:
El extracto de hoja de T. cubense fue el que presenté mayor rendimiento (20.4%).

El extracto de raiz de T. cubense fue el que presenté mayor inhibicién contra S.
aureus 'y S. maltophilia con un didmetro de inhibicién de 16.7 £ 0.6 mm y 16.3 + 0.6
mm respectivamente y para P. aeruginosa fue el de tallo de A. xalapensis con 17.2 £ 1.0

mm.

El extracto de tallo de A. xalapensis mostrd la mayor actividad antimicrobiana contra
la cepa de S. aureus con CMI y CMB de 2.5 + 0.2 mg/mL y 2.6 £ 0.3 mg/mL

respectivamente.

Los extractos de hoja y tallo de A. xalapensis fueron los de mayor capacidad
antioxidante frente al radical DPPH y ABTS™ con valores de 1,206.6 + 68.6 umoles
ET/gy 1,112.131 + 70.6 umoles ET/g, y 1,750.7 £ 110.1 umoles ET/g y 1,864.0 + 135.6

umoles ET/g respectivamente.

El extracto de tallo de A. xalapensis fue el que presenté mayor hemdlisis con un 3.1

+ 0.4 % a una concentracion de 1,000 ppm, no siendo significativa.

Los extractos de A. xalapensis y T. cubense tuvieron importante actividad protectora
de hasta un 100 % a concentraciones de 400 y 600 ppm contra la hemdlisis inducida por

AAPH.

Las plantas A. xalapensis y T. cubense mostraron resultados prometedores
antimicrobianos y antioxidantes como posibles tratamientos y/o coadyuvantes para el

control de enfermedades infecciosas causadas por estos microorganismos.
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10. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda continuar con
el estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos de las plantas de A. xalapensis
y T. cubense para otras bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como para otros

microorganismos tales como levaduras, hongos y pardsitos de importancia médica.

Se sugieren realizar andlisis quimicos cuantitativos de los extractos con mayor
capacidad antioxidante para determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides,

taninos y cumarinas principalmente.

Es importante que se pueda llevar a cabo la separacion y fraccionamiento
principalmente del tallo de A. xalapensis y la raiz de T. cubense para un posible

aislamiento e identificacién de los compuestos bioactivos.

Es relevante determinar la funcién plaquetaria y antiinflamatoria de los extractos que

tuvieron importante actividad antimicrobiana y antioxidante.

Los extractos de tallo y hoja de A. xalapensis y la raiz de T. cubense por sus
propiedades antimicrobianas, antioxidantes, no hemoliticas y citoprotectora son
sugeridos para posteriores estudios en lineas celulares, modelos animales, y con fines

farmacologicos.
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