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RESUMEN

Actualmente, las bacterias presentan una creciente resistencia a multiples farmacos
convencionales utilizados para controlar las enfermedades que provocan. Por ello, se ha
optado por la busqueda de nuevos métodos para combatirlas, especialmente a partir de
metabolitos secundarios de plantas empleadas tradicionalmente. En este estudio se evaluo
la actividad bactericida, hemolitica y antioxidante de Bernardia myricifolia, Pleurochaete
luteola y Manfreda virginica. Se realizd una extraccion secuencial con hexano y
posteriormente, con metanol. La actividad antibacteriana se determiné mediante difusion
en pozo, concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida
(CMB) por microplaca. Los extractos metandlicos de P. luteola y B. myricifolia mostraron
actividad contra Staphylococcus aureus BAA-44, con CMI de 2.5 mg/mL y CMB de 5
mg/mL. Ademads, el extracto metandlico de P. luteola presentd actividad contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212, con los mismos valores de CMI y CMB. La
evaluacion hemolitica resultd negativa en todos los extractos analizados. Por otra parte,
los extractos metanolicos mostraron actividad antioxidante con valores de Concentracion
Inhibitoria media (ICso) entre 1.8 y 4.3 mg/mL en la prueba de DPPH, y entre 1.9 y 18.9
mg/mL en la prueba de ABTS. Estos resultados se expresaron en equivalentes de acido
galico (EAG), con un rango de 0.73 a 2.47 mg EAG por 100 g de planta seca, y en
equivalentes de Trolox (TEAC), con valores entre 0.07 y 0.72 mg TEAC por 100 g de
muestra. Los extractos metanoélicos de P. luteola y B. myricifolia presentan una alternativa
para el desarrollo de farmacos; por otro lado, M. virginica presenta una opcion para

aplicarse como antioxidante coadyuvante en farmacos y/o suplementos alimenticios.



ABSTRACT

Currently, bacteria exhibit increasing resistance to multiple conventional drugs used to
control the diseases they cause. Therefore, the search for new methods to combat them
has become a priority, particularly through secondary metabolites derived from
traditionally used plants. In this study, the bactericidal, hemolytic, and antioxidant
activities of Bernardia myricifolia, Pleurochaete luteola, and Manfreda virginica were
evaluated. A sequential extraction was carried out using hexane, followed by methanol.
Antibacterial activity was determined through well diffusion, minimum inhibitory
concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC) using microplate
assays. The methanolic extracts of P. luteola and B. myricifolia showed activity against
Staphylococcus aureus BAA-44, with MIC values of 2.5 mg/mL and MBC values of 5
mg/mL. Additionally, the methanolic extract of P. luteola showed activity against
Enterococcus faecalis ATCC 29212, with the same MIC and MBC values. All extracts
tested negative in the hemolytic assay. On the other hand, the methanolic extracts
demonstrated antioxidant activity with half maximal inhibitory concentration (ICso) values
ranging from 1.8 to 4.3 mg/mL in the DPPH assay, and from 1.9 to 18.9 mg/mL in the
ABTS assay. These results were expressed in gallic acid equivalents (GAE), ranging from
0.73 to 2.47 mg GAE per 100 g of dry plant, and in Trolox equivalents (TEAC), with
values between 0.07 and 0.72 mg TEAC per 100 g of sample. The methanolic extracts of
P. luteola and B. myricifolia represent a potential alternative for drug development, while
M. virginica offers a promising option for use as an antioxidant adjuvant in

pharmaceuticals and/or dietary supplements.



INTRODUCCION

Desde tiempos ancestrales, las plantas medicinales han sido utilizadas en diversos
tratamientos grabado en el conocimiento de la mayoria de las culturas en donde se ha
encontrado registros de su empleo en ritos curativos, administracion de diversas plantas
en infusiones, tinturas etc. Hoy se conoce como la medicina tradicional, (CONABIO,
2020; Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales 2021). México cuenta con una
basta fitodiversidad de plantas medicinales en donde se conocen alrededor de 4,500
especies, que se han utilizado para el tratamiento de distintos malestares. Existen reportes
en los cuales afirman que el 90% de la poblacién mexicana ha recurrido alguna vez a la
herbolaria medicinal desde malestares generales hasta casos més especificos, como el
tratamiento de enfermedades causados por infecciones bacterianas (SEMARNAT 2021).
En la actualidad la resistencia antimicrobiana es uno de los mayores problemas de salud
publica, esto debido a la prevalencia de las bacterias patdgenas ante diferentes
tratamientos, ademéas del desarrollo de defensas efectivas que contrarrestan a los
antibidticos convencionales, aumentando asi su resistencia lo que se refleja en
tratamientos menos efectivos, mayores costos de cuidado médico y mayores tasas de
mortalidad (Velazquez-Meza 2024). Entre estos microrganismos encontramos a
Escherichia coli, comunmente conocida por generar diarrea entérica siendo unas de las
bacterias infecciosas mas comunes a nivel mundial, con una frecuencia clinica de
aproximadamente 630 millones y entre 5 a 6 millones de decesos anuales a nivel mundial
(Molina-Lopez y Eslava-Campos 2015); Staphylococcus aureus con una tasa de
mortalidad del 18-29% y una prevalencia del 13 al 38 % (Feng-Yee 2003), y Enterococus
faecalis con una prevalencia que oscila de 24% a 77% (Charles 2006). ademéas que
desarrolla resistencia despues del tratamiento que varia entre el 0.6% y el 97% segln el
farmaco (Jabbari-Shiadeh et al. 2019). Asi mismo por la adaptabilidad, capacidad
epidemioldgica y prevalencia, las organizaciones mundiales enfocadas al sector salud las
han catalogado segun su nivel de amenaza, de tal manera se han publicado listas prioridad
de estudio en el cual se busquen de nuevos tratamientos farmacoldgicos que las
contrarresten. En los ultimos afios en las plantas medicinales se ha visto su potencial como
fuente natural de antioxidantes para prevenir los dafios realizados por los radicales libres

gue comunmente son llamados especies reactivas del oxigeno (ERO) o Reactive Oxygen
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Species (ROS) (Nufiez 2011), éstas son sustancias quimicas que presentan en su estructura
uno o mas electrones no apareados, haciéndolas altamente reactivas y fécil de reaccionar
con moléculas cercanas, dafiando macromoléculas como el ADN y conjuntos de proteinas
participando asi, en enfermedades degenerativas como el cancer (Zamora 2007 y Rivas-
Morales et al. 2016). Estas moléculas suelen generarse durante el metabolismo natural,
aungue también pueden ser producidos por contaminantes ambientales (atmosfera, agua,
suelo), radiaciones ionizantes (UV, gamma), consumo de drogas, dietas desbalanceadas,
fertilizantes, pesticidas, estrés fisico o psiquico (Coronado 2015). A pesar de que estos
remedios, como las infusiones de té, son ampliamente utilizados tanto por la poblacion en
general, como médicos (Taddei-Bringas et al. 1999), son los escasos estudios que
confirmen sus propiedades curativas y describan la dosis segura de aplicacion, un uso

desmedido del recurso puede ocasionar toxicidad (Moreno-Pérez et al. 2020).



ANTECEDENTES

Las plantas han sido utilizadas a lo largo de la historia para satisfacer diversas
necesidades del ser humano, desde las mas bésicas, como el alimento y la construccion de
herramientas y viviendas, hasta otras mas complejas, como la elaboracion de textiles,
tintes, el cumplimiento de tradiciones religiosas y el tratamiento de enfermedades. Esto
refleja la estrecha relacion que ha existido entre las plantas y las personas desde tiempos

antiguos (Sahagun 1938).

Plantas en estudio

1.1.1 Los musgos

Los musgos son pequefias plantas que suelen habitar en zonas himedas y secas, en
oscuridad o parcialmente expuestas que suelen crecer al margen del suelo; en México se
conocen 984 especies de musgos, 325 géneros y 75 familias (Delgadillo-Moya 2014). Los
musgos se han empleado en la manufactura de lechos, almohadas, gorros, y en la
decoracion de los nacimientos tradicionales de Navidad. EXisten registros de usos
medicinales en el tratamiento de afecciones cardiacas en la época de la colonia y
actualmente se ha demostrado a través de estudios fitoquimicos que estas plantas
presentan compuestos quimicos prometedores en medicina como antitumorales,
anticancerigenos, antifangicos y antialérgicos (Delgadillo-Moya 2021). Velji¢ et al. 2008
publicaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana de extractos metandlicos de los
musgos colectados en Serbia entre los afios 1998 y el 2005 los cuales fueron: Pleurozium
schreberi, Palustriella commutata, Homalothecium philippeanum, Anomodon attenuatus,
Rhytidium rugosum, Hylocomium splendens, Dicranum scoparium y Leucobryum
glaucum, encontrando actividad contra las bacterias: Staphylococcus aureus(ATCC
25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Micrococcus flavus (ATCC 9341),
Bacillus subtilis (ATCC 10707), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterobacter cloacae
(aislado clinico), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), encontrando una
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) entre
2.5y los 25 mg/mL



Se realiz6 un estudio sobre la etnoboténica de las comunidades de San Pablo
Macuiltianguis y San Juan Luvina dentro del municipio de San Pablo, Macuiltianguis,
Oaxaca, México, aplicando encuestas a 179 locatarios desde juveniles, adultos y adultos
mayores, encontrado un total de 237 especies Utiles, dentro del cual se menciona a
Pleurochaete squarrosa, como una planta medicinal utilizada para limpiar/desinfectar
heridas y como té de infusidn para el dolor estomacal (Lopez-Santiago, 2015). En Italia,
Basile y colaboradores en 1998 publicaron un estudio donde se observo la actividad
antibacteriana y toxicidad del extracto cetonico de P. squarrosa, dentro del cual se separd
el extracto mediante centrifugacion y buffer fisiologico de Tris, el extracto obtenido
mediante el buffer presentd actividad contra Staphylococcus epidermidis (ATCC 10875),
S. aureus (ATCC 13709), Escherichia coli (ATCC 11229), Enterobacter cloacae (ATCC
10699), Bacillus subtilis (ATCC 10774), Proteus mirabilis (ATCC 12454) y Citrobacter
diversus (ATCC 25408); ademaés para la prueba de toxicidad se realizaron soluciones con
el sobrenadante recuperado siendo aplicado en ratones Balb C. Durante el monitoreo no
se observaron sintomas de dolor ni cambios de habitos de vida de los ejemplares, con lo
que concluyeron que los extractos cetonicos de P. squarrosa presenta actividad efectiva
contra bacterias Gram negativas y no presenta toxicidad notable. Por otro lado, Gonca y
colaboradores en 2014 publicaron un estudio sobre la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de P. squarrosa, colectado en Macka, Turquia. La
extraccion se efectud por hidrodestilacion para posteriormente ser disueltos en hexano
grado HPLC posteriormente realizaron una cromatografia de gases y espectrometria de
masas (GC-FID/MS), encontrando que estaba principalmente conformado de aldehidos,
monoterpenos e hidrocarbonos, con los compuestos Nonanal (CgHig0) y Heptanal
(C7H140) como los mas abundantes, aunado a lo anterior obtuvieron respuesta
antimicrobiana contra, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Mycobacterium smegmatis
(ATCC607), Candida albicans (ATCC 60193) y Saccharomyces cerevisiae (RSKK 251),
concluyendo que el extracto de P. squarrosa presenta una moderada actividad
antimicrobiana. Por Gltimo, Jiménez y colaboradores en 2011 reportaron cualitativamente
la actividad antioxidante en los extractos acuosos y etandlicos del musgo P. luteola por

medio de pruebas con ABTS, ademas de esto se determiné de la presencia de polifenoles.



1.1.1.1 Pleurochaete luteola (B.)

Bryophyta perteneciente a la familia Pottiaceae, de un color verde claro o de tonos
amarillentos, mide hasta 4 cm de alto, tienen habito de cojin, los filidios miden entre 3-5
mm de largo, con células basales marginales hialinas alargadas con una seta de 13 mm.
Se encuentra sobre suelo arcilloso o arenoso expuesto, roca calcarea, en zonas de
exposicién moderada a totalmente expuestas, en ciertos casos se puede presentar sobre
otras plantas. Se distribuye desde el Sur de Estados Unidos, México, Guatemala,
Colombia, Ecuador, Venezuela, Peru, Bolivia, Argentina y Haiti. En México se encuentra
en los estados de Chiapas, Coahuila, Guerrero, Hidalgo, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
San Luis Potosi.

Tabla 1 Taxonomia de Pleurochaete luteola (Besch.) Thér.

Reino: Plantae
Division: Bryophyta
Clase: Bryopsida
Orden: Pottiales
Familia: Pottiaceae
Género: Pleurochaete

Especie: Pleurochaete luteola (B.)

1.1.2 Los amoles

Los amoles son plantas agrupadas por un término tradicional originario del ndhuatl
y se les atribuye a las plantas utilizadas por sus propiedades saporiferas, englobando desde
agaves y parientes, hasta arbustos y arboles (Montemayor et al., 2008). Dentro del grupo,
se encuentra el género Manfreda conformado de 50 especies dentro de las cuales se ha
reportado, su uso tradicional con potencial medicinal. Sus usos datan de hace siglos
(Verhoek 1978) siendo el registro mas antiguo, el estudio de La llave (1885) donde reporta
a las manfredas popularmente en el norte de México como “Manfreda” y en el sur como
“Huaco” utilizadas contra los efectos de las mordeduras de serpientes de cascabel, donde

masticaban y/o bebian los jugos de los rizoides de, M. maculosa. Hartman (1892) reporta
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el uso de las manfredas como barcaso para la pesca esto en Guajochic, Chihuahua. Palmer
(1898) reporta otro “huaco” en Saltillo, México donde se utilizaban las hojas mallugadas
M. brunnea sumergiéndolas en la bebida alcohdlica conocida como “agua ardiente” para
posteriormente, el extracto ser aplicado de forma tdpica y/o ingerido; también otro uso de
la especie es que el extracto se liofiliza y se utiliza como yeso sobre heridas para su
curacion. Rose (1899) reporta el uso de M. scabra para obtener jabdn, shampoo y fibras
para ropa por la etnia de los Huicholes al Sur de la Sierra Madre Occidental ademas de los
Raramuri. También se tienen registros en Estados Unidos de America donde Gattinger
(1894) menciona el uso del rizoide de M. virginica como remedio contra los célicos y la
dispepsia, en el sur de Tennesse, Estados Unidos de America; después Taylor (1940) nos
menciona sus usos por la tribu de los Catawba, en Carolina del Sur; donde se colocaba el
rizoma mallugado con una cucharada de whiskey como remedio para la hidropesia.
Ademas de sus usos como remedio para el malestar de estdmago, carminativo y actividad
antiespasmadica. Marker et al. (1943) reporta la presencia de gitogenina el cual es un
triterpeno en las raices de M. viginica. Por ltimo, Jacobs y Burlage (1958) reporta su
propiedad como tonico amargo en Carolina del Norte. En tiempos actuales se han
reportado estudios de las especies M. maculata y M. brachystachys como barbasco para
la pesca, dado a su potencial de liberar metabolitos que aturden a la ictiofauna (Orellana,
2012). También se han reportado por Vargas-Vizuet y colaboradores (2022) el uso de M.
variegata triturado como tépico contra el malestar de espalda y pulmonia en el municipio

de Teziutlan, Puebla, México.

1.1.2.1 Manfreda virginica (L.)

Es una planta herbacea, perenne de 8 a 40 cm de altura, hojas de 15-45 cm de largo
lanceoladas, onduladas, semisuculentas, de un color verde claro con tonos rojizos a
purpuras, inflorescencia de 90-150 cm de alto, de un color verde, porcion fértil de 15-68
cm de alto, flores de 1.8-3.1 cm de largo de coloracion amarilla con tonos rojos o pardos,
semillas de 0.3-0.4 cm de largo y 0.3 cm de ancho, plano-concava de un color negro opaco;
se encuentra a elevaciones entre 0-600 msnm, ampliamente distribuida en el oeste de los

Estados Unidos de Ameérica, en México, solo se reporta en los estados de Coahuila,



México, Nuevo Leon y Tamaulipas (CONABIO 2019a; Red de Herbarios del Noreste de
México 2022a).

Tabla 2 Taxonomia de Manfreda virginica (L.)

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae
Género: Manfreda

Especie: Manfreda virginica (L.)

1.1.3 Familia Euphorbiaceae

Esta familia posee 300 géneros y alrededor de 8,000 especies distribuidas en todo
el mundo, son representadas por herbaceas, arboles y arbustos. Dentro del grupo se han
reportado géneros con varias propiedades medicinales como lo son Acalyphaindica,
Acalypha, Euphorbia, Croton, Jatropha, Ricinus, destacando la aplicacion de estas plantas
para el tratamiento de malestares de piel, sensoriales, respiratorios, embarazo,
envenenamiento, dolor general, nutricion, sistema nervioso, enfermedades musculares,
esqueléticas, enfermedades mentales, cirugias, infecciones, inflamaciones, tratamiento del
sistema endocrino, tratamiento en el sistema digestivo y malestares del sistema sanguineo
(Ernst et al. 2015; Islam et al. 2019). Dentro del género Bernardia se ha reportado a B.
mexicana con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y reumatismo (Wamucii 2023b).
Asi mismo B. myricifolia se ha utilizado como tratamiento para enfermedades de piel,

fiebre y como antiespasmaodico (Wamucii 2023a).

1.1.3.1 Bernardia myricifolia (S.)
Es un arbusto que mide 1.4-2 m de altura, de foliaje perenne con hojas

relativamente pequefias de un tamafio entre 1.5 a 3 cm con una forma ovalada y de
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contorno serrulado, presenta inflorescencias de 15 mm durante los periodos de primavera-
verano, se suele encontrar a una elevacion entre 100-1300 msnm. Esta especie esta
reportada para los estados de Baja California Sur, Coahuila de Zaragoza, Chihuahua,
Durango, Hidalgo, Jalisco, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sonora,
Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas (CONABIO 2019b; Red de Herbarios del Noreste de
México 2022b)

Tabla 3 Taxonomia de Bernardia myricifolia (S.)
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Bernardia

Especie: Bernardia myricifolia (S.)

1.1.4 Importancia microbiol6gica

Durante la investigacion que se realiza con microorganismos patdgenos, se debe
tomar medidas de precaucion para evitar brotes de contaminacion que puedan llegar a
representar un peligro a la salud tanto del investigador como de terceros, ya que
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado el nivel de riesgo potencial que

representa manejar estos organismos:

Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o nulo).
Microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en humanos
0 animales.

Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo poblacional bajo), son los
agentes patogenos que pueden provocar enfermedades en humanos o animales pero que
tienen pocas probabilidades de causar un riesgo grave para el personal de laboratorio, la
poblacién, el ganado o el medio ambiente. La exposicidn en el laboratorio puede provocar
una infeccion grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo
de propagacion es limitado.
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Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacional bajo), se
presentan los agentes patégenos que suelen provocar enfermedades en humanos o
animales graves, de manera ordinaria no se propagan de un individuo a otro. Existen

medidas preventivas y terapéeuticas eficaces.

Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado) que son los agentes
patdgenos que suelen provocar enfermedades graves en humanos o animales y que se
transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o indirectamente. Normalmente no
existen medidas preventivas y terapeuticas eficaces (Organizacion Mundial de la Salud
2005).

1.1.5 Resistencia microbiana

Debido al uso indiscriminado de farmacos los microorganismos han desarrollado
resistencia los medicamentos convencionales, ya que han generado mecanismos que le
permiten sobrevivir a las acciones de los medicamentos disefiados para tratar las diversas

enfermedades ocasionadas por el o los microorganismos en cuestion.

Cepas farmacorresistentes
Bacterias Gram negativas

1.1.6 Escherichia coli

Es una de las causantes mas comunes de enfermedad diarreica o gastroenteritis,
siendo el publico infante y geriatrico los grupos mas afectados. Este microorganismo se
transmite por la ingesta de agua contaminada con heces humanas o animales; si bien esta
especie en la mayoria de los casos es inofensiva, existen algunas sepas que pueden causar
graves malestares debido a la capacidad de producir toxinas similares a la toxina Shinga,
siendo catalogadas como Shinga tipo 1 (Stx-1), las cuales puede encontrarse proliferando
a temperaturas de 7-50 °C y resistiendo pH &cidos (Fasano et al. 1995; Fedes-Salido 2004;
Wang, 2007).

Escherichia coli 25922: Esta cepa se ha secuenciado completamente, clasificada

con un nivel de bioseguridad BSL 1, no produce serotoxinas, ni toxinas termolabiles (LT)
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y se utiliza para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, aplicaciones bioinformaticas,
asi como controles de calidad (Tabla 4) (ATCC 2023b).

Tabla 4 Taxonomia de Escherichia coli (E.)

Reino Bacteria

Division Pseudomonadota

Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacterales

Familia Enterobacteriaceae

Género Escherichia

Especie Escherichia coli (E.)

Bacterias Gram positivas

1.1.7 Staphylococcus aureus

Causante de intoxicacién alimentaria se encuentra en una amplia variedad de
alimentos como: las carnes rojas, embutidos, carne de aves de corral, huevo, ensaladas,
productos de panaderia; son capaces de producir enterotoxinas estafilocécicas clasificadas
como (TSST-1) las cuales producen inflamacion y cambios moleculares en los tejidos,
provocando sintomas repentinos/violentos causante de nauseas fuertes, dolor célico,
vomitos y diarrea (Chang-Yee et al. 2003; Paredes-Salido et al. 2004; Cervantes-Garcia
et al. 2014).
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Staphylococcus aureus BAA44: Cepa farmacorresistente a Azitromicina,
Cefoxitina, Ciprofloxacino, Clindamicina, entre otros. Clasificada con un nivel de
bioseguridad BSL 2, es utilizada en la investigacion sobre su resistencia hacia
antimicrobianos, desarrollo de nuevos farmacos, estudio de las enfermedades entéricas,
entre otros(Tabla 5) (ATCC 2023c).

Tabla 5 Taxonomia de Staphylococcus aureus (R.)

Reino Bacteria

Division Bacillota

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia | Staphylococcaceae

Género Staphylococcus

Especie Staphylococcus aureus (R.)

1.1.8 Enterococcus faecalis

Bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa, que forma parte de la microbiota.
Esta bacteria causa endocarditis, ademas de infecciones de vejiga, prostata, epididimo,
ademaés farmacorresistente a varios antibioticos como nafcilina, oxacilina, dicloxaicilina,
entre otros (Paredes-Salido et al. 2004; Conde-Estévez et al. 2010; Arredondo-Garcia et
al. 2018; Bin-Kim 2019).

Enterococcus faecalis 29212: Cepa del cual su genoma ha sido secuenciado
completamente, clasificada con un nivel de bioseguridad BSL 2, es utilizada para pruebas
de calidad de alimentos, medicamentos y medios de cultivo (ATCC 2023a) (Tabla 6).

Tabla 6 Taxonomia de Enterococcus faecalis

Reino Bacteria

Division | Bacillota

Clase Bacilli

Orden | Lactobacillales

Familia | Enterococcaceae

Género | Enterococcus

Especie | Enterococcus faecalis (O.)
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Antioxidantes

Los antioxidantes tienen como funcion neutralizar los radicales libres en las células
bioldgicas, los cuales dafian a los organismos vivos, ocasionando estrés oxidativo. Este
ultimo esta relacionado con enfermedades crénico-degenerativas. La actividad
antioxidante no debe evaluarse con un solo método, por que dificulta comparar un método

con otro (Munteanu et al. 2021).

1.1.9 Prueba ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Esta prueba mide la capacidad de los antioxidantes para neutralizar el catidn
radical estable (ABTSe+), un cromoforo azul-verde de maxima absorcion a 734 nm, cuya
intensidad disminuye en presencia de antioxidantes. ABTSe+puede generarse a partir de

ABTS en presencia de poderosos agentes antioxidantes (Munteanu et al. 2021).

Figura 1 Esquema de la reaccion de ABTS con Trolox. Imagen tomada de Moraes-de-Souza et al. (2021).
© 2021 by the authors. Licensed under CC BY 4.0.

1.1.10 Prueba del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo),

El radical es soluble en diferentes disolventes organicos, pero no en agua. La
prueba de neutralizacion de DPPH se basa en la donacién de electrones de los
antioxidantes para neutralizar el radical DPPH. La reaccion genera un cambio de color del
DPPH medido a 517 nm, y la decoloracion, nos indica la actividad antioxidante

(Munteanu et al. 2021).
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Figura 2 Esquema de la reaccion de DPPH con compuestos antioxidantes. Imagen adaptada de Moraes-de-
Souza et al. (2021). © 2021 by the authors. Licensed under CC BY 4.0.

Toxicidad

Conocer la toxicidad es muy importante para la inocuidad de los productos que se
administran, y puede ser evaluada por diversos métodos. Una técnica sencilla es por medio
de hemolisis, la cual puede ser ocasionada por diversos factores tales como:
medicamentos, toxinas, substancias quimicas o incluso problemas genéticos, que liberan
la hemoglobina y otros componentes al torrente sanguineo, lo que desencadena una serie

de respuestas adversas en el organismo.

La toxicidad de plantas medicinales puede variar dependiendo de la especie, la
forma de preparacion, la dosis y la condicion del individuo, ya que contienen metabolitos
secundarios bioactivos, con multiples actividades bioldgicas de importancia médica. Sin
embargo, dichos compuestos pueden ocasionar efectos nocivos sobre diversos 6rganos
como higado, rifiones y pancreas, entre otros. Por lo tanto, es imprescindible evaluar la
toxicidad estos compuestos bioactivos extraidos de las plantas para validar una
administracion segura (Rivas et al., 2016).
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JUSTIFICACION

Un problema a nivel global es la farmacorresistencia que han desarrollado las
bacterias, las cuales han evolucionado de tal manera que no responden a los tratamientos
convencionales, lo que se refleja en tratamientos menos efectivos, mayores costos de
cuidado medico y mayores tasas de mortalidad; que han afectado tanto el sector salud,
social y economico; Por lo anterior, en este estudio se evalué la actividad antibacteriana,
antioxidante y hemolitica de plantas tradicionales de Meéxico: Bernardia myricifolia,
Pleurochaete luteola y Manfreda virginica, como una alternativas para el tratamiento

enfermedades ocasionadas por bacterias farmacorresistentes.
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HIPOTESIS

Los extractos hexanicos y metandlicos de Pleurochaete luteola, Manfreda
virginica y Bernardia myricifolia, presentan propiedad bactericida, actividad antioxidante

y una nula actividad hemolitica.
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General

OBJETIVOS

Evaluar la actividad bactericida, antioxidante, toxicidad y de los extractos de
Pleurochaete luteola (B.), Manfreda virginica (L.) y Bernardia myricifolia (S.)

sobre patgenos de importancia médica.

Obijetivos especificos

Obtener los rendimientos de los extractos hexanicos y metanolicos de
Pleurochaete luteola, Manfreda virginica y Bernardia myricifolia.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos, sobre patégenos
de importancia médica.

Obtener el perfil fitoquimico de los extractos con actividad antibacteriana.
Determinar el porcentaje hemolitico de los extractos con actividad antibacteriana.
Cuantificar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos con
actividad antibacteriana.

Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los extractos con
actividad antibacteriana.

Cuantificar la capacidad antioxidante de los extractos con actividad

antibacteriana.
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MATERIAL Y METODOS

Equipo

e Equipo de extraccion soxhlet

e Rotavapor (Yamato RE 200)

e Bafio de agua (Yamato BM 100)

e Centrifuga (SelectSpin 17R)

e Espectrofotometro (Thermo Genesys 20)
e Horno de secado (RIOSSA H-33)

e Incubadora (Felisa)

e Campana de flujo laminar (SEV CFL102)

Material bioldgico

1.1.11 Bacterias
Staphylococcus aureus BAA44
Enterococcus faecalis 29212
Escherichia coli 25922

1.1.12 Vegetales

Bernardia miricifolia
Manfreda virginica (L.)

Pleurochaete luteola (B.)

Recoleccion del material biolégico

Obtencidn del material vegetal: Se realiz6 una expedicion al Monumento Natural
Cerro de la Silla (MNCS) vy el area natural protegida (ANP) Cerro de las Mitras, Nuevo
Ledn, México. Se recolectaron las plantas: Bernardia myricifolia, Pleurochaete luteola y
Manfreda virginica, también se tomo la georreferencia del lugar de colecta y se depositd

una muestra para su clasificacion botanica en el herbario de la Facultad de Ciencias
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Bioldgicas. Las partes utilizadas de las plantas fueron las hojas para el caso de M. virginica

y B. myricifolia, para el caso de P. luteola se utilizd la parte fotosintética del gametofito.

Tabla 7 Coordenadas de los puntos de colecta de las plantas de estudio.

Planta

Coordenada

N

w msnm

M. virginia | 25°38'56 | 100°15'08 | 505

B. myricifolia | 25°38'58 | 100°15'08 | 804

P. luteola 25°38'35 | 100°14'39 | 1150

Tabla 8 Codigo de muestra de las plantas resguardadas en el herbario de la facultad de ciencias biolégicas,

UANL.
Planta Codigo de muestra
M. virginia 25611
B. myricifolia 25612
P. luteola MUSGO0214

Figuras de las especies

Figura 3 Ejemplares de P. luteola hidratados.

Figura 4 Filidio de P. luteola hidratado.
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Figura 5 Flor de Manfreda virginica. Figura 6 Ejemplar de Manfreda virginica
Adaptado de Amole de Virginia (Manfreda virginica),
por pufferchung, 2021, Naturalista,
(https://mexico.inaturalist.org/observations/85028675).
CC BY 4.0 DEED.

Figura 7 Hoja y fruto de Bernardia myricifolia.

Adaptado de Oreja de Raton (Bernardia myricifolia), ) ) )
] . Figura 8 Inflorescencia de Bernardia
por Kip_lary, 2023, Naturalista, .
L ) . myricifolia.
https://mexico.inaturalist.org/observations/158138746.

CC BY-NC 4.0 DEED.
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Las cepas farmacorresistentes: Se obtuvieron del Laboratorio de Quimica Analitica de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Obtencion de los extractos

Primeramente se limpié material vegetal, se secaron en oscuridad a temperatura
ambiente y se trituraron. Después se realizé una extraccion hexanica por Soxhlet, en la
cual se mantuvo el proceso de extraccion durante 5 h por 5 d, posteriormente se filtro la
solucion con papel filtro y se vertié en un matraz bola, se coloc6 en un rotavapor el cual
evaporo el hexano y permanecieron los compuestos extraidos. Este extracto se llevo a
desecacion a través de un horno de secado, se obtuvieron los rendimientos de extraccion
y finalmente se coloc6 en un frasco ambar, siendo almacenado a 5 °C. Al material vegetal
previamente extraido con hexano se le realizd una segunda extraccion con metanol
repitiendo el mismo procedimiento, posteriormente se calcularon los rendimientos a partir
de la siguiente formula.

g planta seca

% de rendimiento = — x 100
g de extracto obtenido

J .‘
.
N 'S =
mh oy -_—) .. gl
| \ !
— .
LEoy >
- -
Limpiar, secar y triturar Extraccion por Filtrar el Concentracion del
el mnterial vegetal soxhlet 5h por 5d. extracto extracto por rotavapor.
— ) .—-
_— . .
‘e . 'i
- o
- .
e | -
- ~
Determinar el rendimiento Lievar a sequedad
del extracto obteaido 040 °C

Figura 9 Procedimiento para la obtencién de extractos y determinacion del rendimiento
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Evaluacién actividad antimicrobiana

Las cepas farmacorresistentes: Se obtuvieron del Laboratorio de Quimica Analitica de

la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

1.1.13 Activacion de las cepas bacterianas

Se realiz6 un cultivo de las cepas en 4 mL de caldo nutritivo, se mantuvieron durante 24
h en una incubadora para probar su esterilidad. Posteriormente, con un asa bacterioldgica
que se esterilizo en el mechero, se tomo una asada de la cepa y se inoculé dentro de cada
uno de los respectivos tubos. El proceso se repitié para cada cepa a evaluar. Los tubos
inoculados procedieron a incubarse por un periodo de 24 h a 37 °C.

S¢ movkard o Se activaran las cepas
2% 22}
23k con b ayoda de un nsa

Macienaldgics en uns

campana de fhan
L.

Figura 10. Procedimiento para la reactivacion de las cepas bacterianas

1.1.14 Método de difusién en disco

Se inocularon las bacterias a evaluar en placas con agar Mueller-Hinton (MHA) con
100 pL de la solucion de bacterias a una concentracion de 0.5% de la escala de
McFarland (1x10® UFC/mL) y se extendid en la superficie de la placa MHA con un
asa Digralsky . Se impregnaron los discos de papel filtro Whatman N° 42 con el
extracto a estudiar, utilizando 10 pL de extracto para cada lado y colocando 5 discos
por placa, en la cual 4 tuvieron el extracto y un disco control en el centro con el
solvente utilizado para disolver el extracto. Una vez realizado esto, se invirtieron las
placas y se llevaron a incubacién por un periodo de 24 h a 37 °C. Se midieron las

zonas de inhibicion (Hudzicki 2009). Las pruebas se realizaron por triplicado, se
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obtuvieron las medias de los halos de inhibicion por repeticion y se aplico una prueba
de Dunnet con p<0.05 para determinar la diferencia significativa.
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Figura 12 Prueba de difusion en disco.

1.1.15 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

A los extractos que presentaron halos de inhibicién por el método de difusién en
placa se les determin6 la CMI, utilizando una microplaca de 96 pozos por cada cepa a
estudiar. Para su procedimiento, en los pocillos numerados del 1 al 6 de la fila (A) se
agregaron 100 uL de caldo Mueller-Hinton, después se afiadieron 200 pL de extracto en
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el primer pocillo. Posteriormente, se tomaron 100 puL del primer pocillo y se colocaron en
el segundo pocillo de la misma fila; esta dilucion se repitié hasta llegar al pocillo 7, en el
cual fueron depositados los ultimos 100 uL. como desecho. De esta manera, se obtuvieron
diluciones de 1:1, 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16. También se agregaron los controles de referencia.
En la columna 11, se agregd una solucion de 100 pL de la cepa estandarizada y 100 pL
del medio de cultivo (caldo Mueller-Hinton) para observar el crecimiento comdn de la
bacteria. Finalmente, en la columna 12 se agregaron 100 uL del extracto y 100 pL del
medio de cultivo (caldo Mueller-Hinton), que actué como blanco. Esta prueba se realizo
por triplicado, aplicando el mismo procedimiento con las filas B y C. En el caso de que
los dos extractos a estudiar presentaran actividad antimicrobiana, se designaron las filas
F, G y H para las pruebas del segundo extracto (Figura 13 y 14). Posteriormente, la
microplaca se incubd por 24 h a 37 °C. (Verde-Star 2016).

® b ® 66
® L 00
® ® 00
® L
w ®
® o

Figura 13. Representacién de placa de 96 pozos y sus divisiones para las pruebas de concentracién minima

inhibitoria
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Figura 14. Metodologia de la prueba de concentracién minima inhibitoria

1.1.16 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Se realizo la técnica propuesta por (Garcia-Hernandez 2016) con algunas modificaciones,
Después de la prueba CMI, se tomd una asada de los tratamientos que mostraron
inhibicidn en la placa de 96 pozos y se colocaron en una caja de Petri con agar Mueller-
Hinton, se dejo incubar a 36 °C durante 24 h'y se observo si existia crecimiento bacteriano,
determinando asi, si la concentracion del tratamiento era bactericida. También se realizo
una segunda prueba comprobatoria por medio de goteo en el cual se tomo6 15 uL de la

CMI y se incubo en las mismas condiciones.

i ! . !

— , |

‘ B =) -1 o lo |

) |

Se ncubd a O O O
Se tomo 15 pL o uiss asada 37°C/24h N
del pocillo del CMI adenads T4 7,
del nutersor y postenor del
mlsaio. Recopilacidn de
Se agrego Ia mmestr resultados.

en una placa de Petri
com agar Muelber-
Hinton

Figura 15 Metodologia de la prueba de concentracion minima bactericida
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Caracterizacion fitoquimica de los extractos

1.1.17 Alcaloides

Se realiz6 una prueba de Dragendorff, la cual contenia yoduro de bismuto y
potasio, en la cual se coloco el extracto disuelto en etanol y se le agregaron dos gotas del
reactivo generando un precipitado naranja o rojo anaranjado. Si la prueba fue positiva para

alcaloides.

1.1.18 Carbohidratos

Se realiz6 la prueba de Antrona, en la cual se colocaron 1-2 mL del extracto
disuelto en agua en un tubo de ensayo, y se vertid lentamente una solucion de Antrona al
0.2 % en acido sulfurico (H2SOa4) concentrado. Si en la interfaz se cred un anillo azul-

verdoso o violeta, la prueba fue positiva para carbohidratos.

1.1.19 Cumarinas

Se prepararon 1-2 mL del extracto y se disolvieron en una solucién de hidréxido
de sodio al 10 % en agua. Si se formo una coloracion amarilla, la cual desaparecio al

agregar acido clorhidrico, la prueba fue positiva para cumarinas.

1.1.20 Esterolesy triterpenos

Se prepararon 1-2 mL de extracto disuelto en 1 mL de cloroformo; después se
agregd una gota del reactivo de Liebermann-Burchard. Si la solucién adquirié una
coloracion azul o morada, la prueba fue positiva para esteroles; si present6 una coloracion
rojiza en el transcurso de una hora, fue positiva para triterpenos, particularmente los

insaturados.

1.1.21 Flavonoides

Se realiz6 una prueba de Shinoda, en la cual se disolvieron 1-2 mL del extracto
en 1 mL de etanol; luego se agregaron unas gotas de acido clorhidrico (HCI) y una o dos
limaduras de magnesio. Si la solucién torn6 a color rojo intenso, la prueba fue positiva;
también colores como anaranjado, verde o azul indicaron la presencia de flavonas,

flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.
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1.1.22 Saponinas

En un tubo de ensayo se colocaron de 1 a 2 mL del extracto disuelto en 1 mL de
agua, se agitd y se observa si se formo una espuma abundante que permaneciera durante

una hora; en ese caso, la prueba fue positiva.

1.1.23 Quinonas

Se prepararon 2 mg del extracto y se afiadieron de 1 a 2 gotas de acido sulfdrico
(H2S0.); si la solucién se tornd de color rojo, la prueba fue positiva para quinonas. Para
confirmar, se anadieron de 2 a 3 gotas de Na>S>0a4 (hidrosulfito de sodio) al 5 %, lo que
decoloro la solucidn, y ésta retornoé a su tono rojo al afiadir 2-3 gotas de agua oxigenada
al 30 %.

1.1.24 Sesquiterpenlactonas:

Se prepararon 3—4 mL del extracto y se afiadieron de tres a cuatro gotas del reactivo
de Baljet. Si la solucion se tornd de una coloracion naranja o rojo oscuro, la prueba fue

positiva para sesquiterpenlactonas (Rivas-Morales et al. 2016).

= M ;‘ —— - B W - <N

Se prepard el extracto en un Se agregd el reactivo y se observa la
tubo de ensayo. reaccion quimica

Se anoto el resultado.

Figura 16. Procedimiento general de la caracterizacion fitoquimica de los extractos.
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Actividad antioxidante

1.1.25 Ensayo con ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)):

Para la prueba de actividad antioxidante por la inhibicion del radical de ABTS, se
siguié la metodologia de Garcia-Hernandez (2016) con algunas modificaciones. Se
preparo el radical ABTS<" a partir de la solucion de ABTS (Sigma-Aldrich, 7 mM). Para
esto, se pesaron 19.1 mg de ABTS vy se afiadieron 3.31 mg de persulfato de potasio.
Después, se llevé a una solucion de 5 mL con agua destilada y se dejo incubar en oscuridad
durante 16 h a 37 °C. Posteriormente, se tomd una alicuota de la solucion, se llevo a un
espectrofotdmetro donde se leyd y ajustd la absorbancia en un rango de 0.7 £ 0.05 a una
longitud de onda de 734 nm, utilizando etanol como blanco. Para la prueba, se depositaron
990 pL del reactivo ABTSe" y 10 pL del tratamiento en una celda a diferentes
concentraciones las cuales fueron de 10, 7, 5, 3, 1 y 0.5 mg/mL, posteriormente se toméd
una lectura de absorbancia en un espectrofotdmetro en el minuto 0 (antes de la reaccion)
y en los minutos 1, 4 y 6. Por Gltimo, se realizé una curva de calibracion de Trolox (Sigma-
Aldrich) y se determiné la equivalencia extracto-Trolox. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

1.1.26 Ensayo con DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Se prepar6 una solucién madre del radical DPPH a 1.3 mM. Para esto, se tomaron
12.8 mg del reactivo DPPH (Sigma-Aldrich) y se llevé a una solucion de 25 mL con
metanol absoluto. Posteriormente, se prepard una solucién de trabajo tomando una
alicuota de 2.5 mL de la solucién madre y se ajusto a una solucién de 25 mL con metanol.
Para la prueba de captura de radicales, se depositaron 600 pL de solucion DPPH en una
celda y se midi6 la absorbancia en un espectrofotdémetro monocromador. Después, se
agregaron 100 pL de la muestra a diferentes concentraciones las cuales fueron de 10, 7,
5,3,1y0.5mg/mL y se midio la absorbancia en el min 30, obteniendo asi la absorbancia
en el minuto 0y 30, a una longitud de onda de 517 nm. Por otra parte, se realizé una curva
de calibracion de Trolox y se determiné la equivalencia extracto-Trolox. Las pruebas se

realizaron por triplicado. Se prepar6 una curva de TROLOX® (Sigma-Aldrich) 1M vy se
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realiz6 una curva de calibracidn segun las diferentes concentraciones de 50 a 375 mM de

Trolox. Se determind el porcentaje de inhibicion con la siguiente formula.

o abs final — abs inicial
% de inhibiciéon = pryE—— x 100

Se preparo6 una curva de calibracion para ambas pruebas de actividad antioxidante
a partir de Trolox 10 mM, para ello pesaron 62.57 mg de TROLOX® (Sigma-Aldrich) y
se aford a un volumen de 25 mL con etanol absoluto, posteriormente se tomo 2.5 mL de
la solucion madre de TROLOX y se afor6 a 25 mL llevando asi la solucion a una
molaridad de 1 mM; de esta solucién madre se tomaron alicuotas para preparar soluciones
a diferentes concentraciones de Trolox 0-100 uM y se obtuvo el valor del porcentaje de
inhibicidn de radicales por medio de la misma formula. Con estos datos se realiz6 una
prueba Probit obteniendo asi el ICso mediante el programa SPSS, posteriormente se obtuvo

la equivalencia en Trolox mediante la siguiente formula.

mg ) I1C50 Trolox

TEAC (T l
rotox 100g planta

= X
IC50 tratamiento

Toxicidad

1.1.27 Ensayo de hemolisis

Esta prueba tiene la finalidad de cuantificar la actividad hemolitica de los extractos
obtenidos para esto primero debe de prepararse la solucién buffer fosfato salino (PBS), la
solucion de extracto metandlico o hexanico y el paquete globular (P.G.), las pruebas se
realizaron por triplicado tomando los porcentajes de hemdlisis y se comparan las medias
por prueba de Dunnet p<0.05. Para la preparacion del P.G. por prueba: Primero se
obtiene una muestra de 2.5 mL de sangre O+ y se coloca en un tubo de ensayo después se
centrifuga a 3,000 rpm durante 15 min posteriormente se marca el nivel de la solucion y
se extrae el sobrenadante, se realizan 3 lavados con PBS, para esto se vierte la solucion al
tubo de ensayo hasta el nivel original y se centrifuga a 3,000 rpm durante 5 min, después
se extrae el sobrenadante y se vuelve a colocar PBS al nivel original, por Gltimo se toman
los 2.5 mL de solucion sanguinea y se vierten a un matraz de aforacion de 10 mL y por
ultimo se afora con PBS. Para la preparacion del extracto suspendido: Primero se

pesaron 5 mg de los extractos que mostraron actividad antimicrobiana y se disolvieron en
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1 mL de solvente, siendo 1 mL de metanol para los extractos metandlicos, con esto
obtendremos una solucion a 5,000 ppm. Prueba de hemdlisis: Se utiliz6 una microplaca
de 96 pozos, y tubos conicos de 1.5 pL. Primero se colocaron dentro de 6 tubos conicos
de 1.5 pL, las diferentes cantidades de PBS, Posteriormente el extracto y por dltimo el

P.G. en ese orden con las concentraciones marcadas en la Tabla 9.

Tabla 9 Concentracidn de las soluciones para pruebas de hemdlisis.

Concentracion | Tratamiento PBS P.G.
(pPpm) (ML) (ML) (ML)
1000 25 975 250

800 20 980 250

600 15 985 250

400 10 990 250

200 5 995 250

100 25 997.5 250

Posterior a preparar los tratamientos, se llevaron los tubos conicos de 1.5 pL a la
incubadora durante 30 min a 37 °C en oscuridad. Posteriormente se realiz6 la
centrifugacion de los tubos conicos a 13,000 rpm durante 5 min a4 °C, después se tomaron
100 uL de cada tubo y se depositaron en la microplaca de 96 pocillos para determinar el

porcentaje de hemolisis mediante una lectura de absorbancia a 550 nm.

Se realizd una preparacion blanco en 6 tubos conicos con las siguientes

concentraciones

Tabla 10 Concentracién de las soluciones del control blanco de la prueba de hemolisis.

Tratamiento PBS PBS
(uL) (uL) (uL)

25 975 250

20 980 250

15 985 250

10 990 250

5 995 250

25 997.5 250
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Por ultimo, se realiz6 una preparacion de control positivo en 6 tubos cénicos de

1.5 pL utilizando 1 ml de agua destilada y 250 pL de paquete globular

Después de preparar el control positivo se llevo a la incubadora durante 30 min a
37 °C en oscuridad. Posteriormente se realizo la centrifugacion de los tubos conicos a
13,000 rpm durante 5 min a4 °C, después se tomaron 100 uL de cada tubo y se depositaron
en la microplaca de 96 pocillos para determinar el porcentaje de hemdlisis mediante una

lectura de absorbancia a 550 nm (Galido-Contreras 2022).

Interpretacion de potencial hemolitico: Para su interpretacion se utilizaron los
valores de Mesdaghinia et al. (2019) para determinar el potencial hemolitico de los

extractos probados.

Tabla 11 Interpretacion de potencial hemolitico.

Hemolisis . .
Actividad hemolitica
(%)
>5 Hemolitico
2-5 Ligeramente hemolitico
<2 No hemolitico

®
=

e & J"
. ‘\;.

-

Sangre O Se cenrifugd a 3000 rpm Se retird el sobrenadante. se agregd PBS v se Paquete globular & uss
25 ml 15 min centrifugd & 3000 rpm S min, coacentracidn del 5%

Figura 17 Preparacién del paquete globular para la prueba de hemodlisis.
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Figura 18 Prueba de hemdlisis, H: pocillos de prueba de hemdlisis, C+: Control positivo, B: Blanco

Analisis de datos

Se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para observar la normalidad de los datos,
después un andlisis estadistico utilizando la prueba ANOVA de un factor, posteriormente
se realiz6 una prueba post-hoc segun el tipo de prueba.

Tabla 12 Tipo de respuestas registradas en las pruebas y modelo estadistico utilizado.

Respuesta para estadistico

Prueba

Respuesta

Respuesta comparativa

Modelo estadistico

Halo de inhibicién

Halo de inhibicion del

Difusidn en disco Dunnet
del extracto solvente C-
Concentracion minima Inhibicién de ) o
o o ) Negativo (crecimiento) Dunnet
inhibitoria (CMI) crecimiento bacteria
Concentracion minima Presencia o ausencia ) o
o o Negativo (crecimiento) Dunnet
bactericida (CMB) de crecimiento
e Porcentaje de Negativo (P.G.
Hemolisis . . Dunnet
hemolisis hemolizado)
DPPH Porcentaje de Respuesta esperada de Probit (razén de
inhibicién inhibicion absoluta verosimilitud)
Porcentaje de Respuesta esperada de Probit (razon de
ABTS

inhibicion

inhibicién absoluta

verosimilitud)
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Rendimiento de extraccion

RESULTADOS

Tabla 13 Rendimientos de extraccidn por soxhlet de las plantas en estudio

Material Rendimiento del extracto (%)
vegetal Hexanico Metandlico
B. myricifolia 4.3 25.2
M. virginica 6.8 10.9
P. luteola 15 2.1

Caracterizacion fitoquimica

Tabla 14 Caracterizacion fitoquimica de los extractos hexanicos y metanolicos de B. myricifolia, M.

virginica y P. luteola.

Plantas en estudio
Prueba B. myricifolia M. virginica P. luteola
guimica Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
Hexanico Metanolico Hexanico Metandlico Hexanico Metandlico
Esteroles y
) + + - - +
triterpenos
Curmarinas + - - + +
Sesquiterpenla
- - - + +
ctonas
Quinonas - - - + -
Saponinas - - - - -
Flavonoides + - + + -
Taninos - + + - -
Antrona + + - + +
Alcaloides - - - + +

Presencia del metabolitos = +, Ausencia de metabolitos = -
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Prueba de difusion en disco

Tabla 15 Inhibicién (mm) de los extractos metandlicos y hexanicos de las plantas de estudio contra S.
aureus BAA44 y E. faecalis 29212.

Plantas de estudio
B. myricifolia M. virginica P. luteola
Bacteria
Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
Hexanico Metanolico Hexanico Metanolico Hexanico Metandlico
E. coli
0 0 0 0 0 0
25922
S. aureus
0 10+0.3 0 8+0.2 0 9+0.1
BAA44
E. faecalis
0 0 0 0 0 47+0.3
29212
n:3

Solo se muestran los extractos bioactivos del punto anterior (metandélicos)

Tabla 16 Inhibicidn de los extractos metandlicos de las plantas en estudio contra S. aureus BAA44 y E.
faecalis 29212.

Halos de inhibicion
Extracto metandlico (mm)
S. aureus BAA44 | E. faecalis 29212

B. myricifolia 10+3 -
M. virginica 8+0.2 -
P. luteola 9+0.1 47+03

n = 3 (prueba Dunnet con una significancia p<0.05).
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Toxicidad por hemdlisis

Tabla 17 Resultados de las pruebas de toxicidad por hemélisis de los extractos metanolicos de las plantas

de estudio con una significancia p< 0.05 en prueba Dunnet.

Concentracion Hemolisis
(%)

(pPm) P. luteola | B. myricifolia | M. virginica
1000 0 0 100+ 0
500 0 0 100£0
250 0 0 100 £0
125 0 0 100 £0
62 0 0 30.9+27
31 0 0 3.2 £0.44

n: 3 (prueba Dunnet con una significancia p<0.05), desviacion estandar: +.

Cantidad minima inhibitoria (CMI) y cantidad minima bactericida (CMB)

Tabla 18 Concentracién minima inhibitoria (CMI) y Concentracién minima bactericida (CMB) de los

extractos metandlicos de las plantas de estudio contra S. aureus BAA-44 y E. faecalis 29212.

Extracto Actividad antibacteriana contra S. Actividad antibacteriana contra E.
metanolico aureus BAA44 faecalis 29212
- CMI mg/mL CMB mg/mL CMI mg/mL CMB mg/mL
P. luteola 25%0 5+0 25%0 50
B. myricifolia 25%0 5+0 - -

n = 3 (prueba Dunnet con una significancia p<0.05). desviacion estandar: +

Prueba de actividad antioxidante

Tabla 19 Actividad antioxidante (ICso) de los extractos metandlicos por los métodos DPPH y ABTS.

) DPPH (ICso) ABTS (ICx0)
Extracto metandlico
( mg/mL)) ( mg/mL)
B. myricifolia 3.2+0.05 1.9+0.10
M. virginica 1.4+0.13 6.7+0.18
P. luteola 4.7+0.50 18.9+0.34

Valores de ICso calculados mediante analisis Probit con una significancia p <0.95, n: 3,

desviacion estandar: =+.
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Tabla 20 Actividad antioxidante 1Cso de las curvas de calibracion en DPPH y ABTS.

DPPH ICso ABTS ICso
Compuesto
(ng/mL) (ng/mL)
TROLOX®
. ) - 13.6 yM
(Sigma-Aldrich)
Acido Galico 34.7 uM -

Valores de ICso calculados mediante analisis Probit con una significancia p <0.95, n: 3

Tabla 21 Actividad Equivalente de Acido Galico (EAG) y la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) de

los extractos metandlicos.

Extracto EAG TEAC
metanolico | mg/100g de planta | mg/100g de planta

P. luteola 0.73 +0.07 0.07+0.00
M. virginica 1.06 £0.01 0.20+0.00
B. myricifolia 247 +0.23 0.72+0.03

n:3, desviacion estandar: +.
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DISCUSION

Rendimiento de extraccion

La extraccion mas baja fue de Pleurochaete luteola esto se debe a que estos
vegetales destacan por ser organismos que presentan parénquima simple y estructuras de
células muertas lo cual lo caracteriza con una menor densidad metabolitos (Velazquez-
Castillo et al. 2023). Por otra parte, se observa que el mayor rendimiento de extraccién
hexanica se dio con Manfreda virginica dado a su naturaleza de agave los cuales presentan
considerables cantidades de ceras (Monja-Mio et al. 2019). Por ultimo el mayor
rendimiento de extraccion metandlica fue por parte de B. myricifolia el cual nos indica

una alta concentracion de compuestos polares.
Caracterizacion fitoquimica
P. luteola

En comparacion con el hidrodestilado de P. squarrosa de (Gonca et al. 2014), se
encontré la similitud con nuestro extracto metabolico en presencia de esteroles y
triterpenos con diferencia en cuestion de los otros metabolicos encontrados a los de
nuestro extracto como lo son curmarinas, sesquiterpenlactonas, antronas y alcaloides esto
podria atribuirse al tipo de extraccién, ya que los hidrodestilados suelen arrastrar
compuestos volatiles el cual excluye a las curmarinas, también se puede deber a la misma
produccién de metabolitos secundarios intrinsecos de la especie. Por Gltimo también esta
el factor del estrés ambiental dado a que los ejemplares del estudio de Gonca y
colaboradores pertenecen a Macka (2014), Trabzon, Turquia, las cuales son zonas de
condiciones frias y himedas, ademas de que su vegetacion se presenta como bosque de
pino mientras que el clima en donde se encuentran nuestros ejemplares presenta un clima
arido, temperaturas mas elevadas y menos humedas, esto representa tanto diferencias de
estes biotico, como abidtico. Finalmente, los resultados discrepan entre nuestro extracto
metanolico y los reportados por Jiménez et al, 2019 ya que su estudio reporta presencia
de fenoles en extractos acuosos y etanolicos de la misma especie, esto puede deberse a la
especificidad de los fenoles por los solventes o por los factores de estrés mencionados

anteriormente.
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M. virginica

En varios estudios se ha reportado la presencia de saponinas en el género de
Manfreda sin embargo los extractos de nuestros ejemplares no presentaron saponinas
comparando los estudios anteriores que reportan estos compuestos, tanto de manera
tradicional como in vitro (Rose 1899; Verhoek 1978; Montemayor et al 2008). Podemos
observar que estan enfocados en las raices y rizomas de las plantas, a diferencia de nuestro
estudio el cual se enfoco en las hojas fotosintéticas (vivas) de los ejemplares, esto también
aplica en la ausencia de terpenos dentro de nuestros extractos en comparacion por los
reportados por Marker et al. 1943 para M. virginica los cuales también fue un estudio de

elucidacion de estructuras extraidas de las raices de la planta.
Actividad antibacteriana

Los extractos hexanicos no presentaron actividad antibacteriana, asi mismo ningun
extracto metandlico present6 actividad contra E. coli 25922. La actividad antibacteriana
de P. luteola obtenidos en nuestro estudio mostraron comportamientos similares con los
reportados por Gonca et al. (2014) para el extracto acuoso de la especie hermana P.
squarrosa, donde se reportd una concentracion minima inhibitoria de 4.65 mg/mL contra
S. aureus 25923, en comparacion, nuestro extracto metanélico presenta una CMI de 2.5
mg/mL, ademas también reportamos una CMB de 5 mg/mL contra S. aureus BAA-44,
ademas se observo actividad antibacteriana contra E. faecalis 29212, con una CMI de 2.5

mg/ml y una CMB de 5 mg/mL.
Toxicidad por hemolisis

Los extractos metandlicos no presentaron actividad hemolitica exceptuando el
extracto de M. virginica, el cual muestra altos valores de actividad hemolitica a un valor
de ligeramente hemolitico en la Gltima concentracion de 31 ppm. Esto puede deberse a la
presencia de quinonas las cuales pueden presentar actividad hemolitica (Exeni-Matiuzzi
2020). Los bajos valores de hemotoxicidad resultados del extracto metandlico de P.
luteola pueden compararse con los reportados por Basile et al. (1998), quienes evaluaron

la toxicidad del extracto ceténico de P. squarrosa en ratones Balb C a los que se les
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administré una dosis de 1 g/kg del extracto cetonico y no se observaron signos de toxicidad

ni cambios en el comportamiento de los animales tratados.
Actividad antioxidante

Los extractos metandlicos presentaron actividad antioxidante con un ICsq entre
1.8-4.3 mg/mL para la prueba de DPPH y 1.9-18.9 mg/mL en la prueba de ABTS. Lo
anterior se reflejo en equivalentes de &cido galico (EAG) entre 0.73 'y 2.47 mg por 100 g
de planta y en equivalentes de Trolox (TEAC) con 0.72-0.07 mg por cada 100 g de planta.
Los extractos de B. myricifolia y M. virginica presentaron una mayor capacidad reductora
en las pruebas de DPPH y ABTS en comparacion con el extracto de P. luteola, esto puede
deberse a la presencia de flavonoides y/o quinonas en el caso del extracto de M. virginica
los cuales suelen presentar actividad antioxidante, la actividad presentada por P. luteola
se complementa el estudio de Jiménez et al., 2019 el cual nos reporta actividad
antioxidante del extracto etandlico de la misma especie expresando su capacidad reductora

de manera cualitativa.
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CONCLUSIONES

Los extractos de las plantas de estudio presentaron rendimientos de extraccion
diferentes. EI mayor rendimiento de extraccion se dio con la extraccion metandlica de B.

myricifolia con un 25 %.

Se realizaron los tamizajes fitoquimicos de los extractos Bernardia myricifolia (s.)

y Manfreda virginica (l.) obtenidos por primera vez a nivel de especie.

Los extractos hexanicos de las plantas en estudio no presentaron actividad

antibacteriana contra las bacterias evaluadas.

Los extractos metandlicos de P. luteola y B. myricifolia presentaron actividad
contra S. aureus BAA44 con una CMI de 2.5 mg/mL y una CMB de 5 mg/mL,
adicionalmente el extracto metanolico de P. luteola presento actividad antimicrobiana

contra E. faecalis 29212 con las mismas concentraciones de CMI y CMB.

El extracto metandlico de M. virginica mostré una alta actividad hemolitica a
moderada en todas las concentraciones evaluadas siendo del 100% en concentraciones de

1000 a 62 ppm y siendo ligeramente hemolitica a una concentracion de 31 ppm.

Los extractos bioactivos de las plantas en estudio presentaron diferencias notables
en su actividad antioxidante probablemente debido a los compuestos presentes en las
mismas como lo son los flavonoides en M. virginica, esteroles y/o triterpenos en el caso

de B. myricifolia y P. luteola.
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PERSPECTIVAS

Los extractos metandlicos de P. luteola y B. myricifolia presentan una alternativa para
el desarrollo de fArmacos dado a sus actividades antibacterianas y su baja actividad hemolitica,
ademas del considerable rendimiento de extraccion por parte de B. myricifolia. Por otro lado M.
virginica presenta una opcion para aplicarse como antioxidante coadyuvante en farmacos y/o
suplementos alimenticios. Por Gltimo, en base a todas las caracteristicas benéficas, el extracto
metanolico de B. myricifolia es una alternativa para continuar con la investigacién como un posible

farmaco antibacteriano y/o coadyuvante antioxidante.
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