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RESUMEN

Hemiphylacus novogalicianus es una planta endémica del Estado de Zacatecas, México, y
pertenece a la subfamilia Hyacinthaceae, la cual quimicamente se ha caracterizado por
contener compuestos que poseen actividad antimicrobiana, razén por lo cual, en este
trabajo se determiné la actividad antimicrobiana de los extractos aceténico, etandlico,
hexanico y metandlico de Hemiphylacus novogalicianus en bacterias (B. subtilis, S. aureus,
E. coli y P. aeruginosa) y levaduras (C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis), mediante la
técnica de microdilucién en placa. Los resultados mostraron que los extractos aceténico y
metandlico fueron capaces de inhibir el crecimiento de B. subtilis con una Concentracion
Minima Inhibitoria de 20 mg/mL, mientras que el extracto etandlico presenté una
Concentracién minima inhibitoria de 10 mg/mL, por otro lado, el extracto hexanico inhibid el
crecimiento de E. coli y P. aeruginosa con una Concentracion Minima Inhibitoria de 20
mg/mL respectivamente y de 5 mg/mL para B. subtilis. Respecto a la evaluacién antifungica,
Unicamente el extracto hexanico mostré inhibicion del crecimiento de C. albicans y C.
tropicalis con una concentracion minima inhibitoria de 20 mg/mL, y de 10 mg/mL para C.

glabrata.

Finalmente se realizé Microscopia Electronica de Barrido y Microscopia Electrénica de
Transmision con la finalidad de determinar los dafios morfolégicos y ultraestructurales sobre
los microorganismos expuestos al extracto hexanico; en bacterias (P. aeruginosa y B.
subtilis) se observaron alteraciones a nivel de material genético y citoplasma, mientras que
los cultivos de levaduras (C. albicans) expuestos al extracto hexanico mostraron
alteraciones en el ndcleo, mitocondrias y vacuolas, todo ello en comparacion con los

cultivos no tratados, los cuales mostraron morfologia caracteristica sin alteraciones.



Abstract

Hemiphylacus novogalicianus is an endemic plant of Zacatecas, Mexico, and belongs to the
Hyacinthaceae subfamily, which are chemically characterized by containing compounds
possessing antimicrobial activity. In this work the antimicrobial effect of the extracts was
determined acetonic, ethanolic, hexanic and methanolic of Hemiphylacus novogalicianus in
bacteria (B. subtilis, S. aureus, E. coli and P. aeruginosa) and yeasts (C. albicans, C.
glabrata and C. tropicalis), using the plate microdilution technique. The results showed that
the acetonic and methanolic extracts were able to inhibit the growth of B. subtilis with a
minimum inhibitory concentration of 20 mg/mL, while the ethanolic extract showed a
minimum inhibitory concentration of 10 mg/mL, on the other hand, the hexanic extract
inhibited the growth of E. coli and P. aeruginosa with a minimum inhibitory concentration of
20 mg/mL and 5 mg/mL for B. subtilis. About the antifungal evaluation, only the hexane
extract showed growth inhibition of C. albicans and C. tropicalis with a minimum inhibitory

concentration of 20 mg/mL, and 10 mg/mL for C. glabrata.

Finally Scanning Electron Microscopy and Transmission Electron Microscopy was
performed in order to determine the morphological and ultrastructural damage on
microorganisms exposed to hexane extract; in bacteria (P. aeruginosa and B. subtilis)
changes the level of genetic material and cytoplasm were observed, while yeast cultures (C.
albicans) exposed to hexane extract showed alterations in the nucleus, mitochondria and
vacuoles, all in compared to untreated cultures, which showed characteristic morphology

unaltered.



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE Hemiphylacus novogalicianus.

1.0 Introduccion.

Durante siglos, los seres humanos nos hemos auxiliado de la naturaleza para satisfacer las
necesidades basicas como: vestimenta, uso de fertilizantes, condimentos, fragancias,
alimentacion y medicamentos (Aoki y cols., 2005; Atanasov y cols., 2015). Las plantas
medicinales se utilizan en diferentes paises y en México han constituido la base para el
desarrollo de la medicina tradicional aplicada desde hace miles de afios. Dentro de la
medicina tradicional, las especies con propiedades curativas juegan un papel importante.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a una planta medicinal como “Aquella
planta que en uno o mas de sus érganos, contenga sustancias que pueden utilizarse con
fines terapéuticos o que sean precursores para la semi-sintesis quimio- farmacéutica”
(Shing, 2011). Las plantas medicinales son una buena fuente para la obtencion de nuevos
farmacos que pudieran ser utilizados para el tratamiento de numerosas enfermedades,
cabe destacar que representan una rica fuente de agentes antimicrobianos, lo cual resulta
conveniente debido al aumento en la resistencia a ellos, lo cual ha conducido a la selecciéon
de numerosas plantas medicinales para evaluar su actividad antimicrobiana (Aoki y cols.,
2005; Araby y Tablaw, 2016; Abdelaaty y cols., 2017).

Los servicios de salud son una de las necesidades mas sentidas en las comunidades en
México, debido a que son insuficientes, o porque las personas que viven en las regiones
rurales no tienen los recursos econémicos como para utilizar un servicio médico particular
por tal situacién tienen que recurrir al uso de las plantas medicinales. Ante esto las plantas
medicinales juegan y han jugado a través de la historia de la humanidad un papel importante
en la solucion de un nimero considerable de problemas inmediatos a la salud (Magafa y
cols., 2010).

Un producto natural es un compuesto quimico de bajo peso molecular (generalmente menor
de 1500 uma) que es sintetizado por organismos biol6gicos (Breinbauer y cols., 2002), en
un sentido mas restrictivo un producto natural sélo es un metabolito secundario (Gutiérrez
y Estévez, 2009).

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de los

organismos. Se trata de aminoécidos, nucledétidos, azucares y lipidos, presentes en todas
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las plantas a ellos se les denominan metabolitos primarios (Figura 1) (Avalos y Pérez, 2009).

A diferencia de otros organismaos, las plantas destinan una cantidad significativa del carbono

asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas orgénicas que

no parecen tener una funcién directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion

de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y son

denominados metabolitos secundarios (Figura 1). Los metabolitos secundarios ademas de

no presentar una funcion definida en los procesos mencionados, difieren también de los

metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribucién restringida en el

reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los

grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada,

estando a menudo su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una

familia, o incluso a algunas especies (Avalos y Pérez, 2009; Avendafio, 2010.).

CO2 + H20

!

METABOLISMO PRIMARIO

|

METABOLISMO Fotosintesis
SECUNDARIO l
Glucosa ——
Fenilpropanoides Unidades l
. —
Flavonoides constituyentes «————
L
| u
C
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L
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Figura 1. Elementos basicos del metabolismo primario y en

plantas (Modificado de Avalos y Pérez, 2009).
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1.1 Metabolismo primario.

El metabolismo primario compromete aquellos procesos quimicos que cada planta debe

llevar a cabo cada dia para sobrevivir y reproducirse, como son:

e Fotosintesis Sintesis de enzimas y coenzimas

e Gilicolisis e Duplicacion del material genético
¢ Ciclo del 4cido citrico ¢ Reproduccién de células
e Sintesis de aminoacidos (crecimiento)

e Transaminacion e Absorcién de nutriente

e Sintesis de proteinas

Las biomoléculas que son constituyentes fundamentales en procesos vitales como los ya
mencionados son denominados metabolitos primarios. Estos metabolitos tienen distribucion
taxondmica amplia. Se puede considerar que los metabolitos primarios por excelencia son
la glucosa, la ribosa, la fructosa, el acido piravico, el gliceraldehido, el acido acético
(Esterificado como acetil coenzima A), el acido oxaloacético, el acido malico, el 4cido 2-
oxoglutarico, el acido palmitico, el acido estearico, el acido oleico, el porfibilinégeno, el
pirofosfato de isopentenilo, los 20 aminoacidos proteinicos, las bases puricas, las bases

pirimidinicas y las Vitaminas del grupo B (Dewick, 2009).

1.1 Metabolismo secundario

El metabolismo secundario a aquél conjunto de reacciones bioquimicas que se producen
de forma paralela al metabolismo primario. Estos compuestos se caracterizan por presentar
una distribucién muy limitada y la clase de compuestos sintetizados en ella son conocidos
como metabolitos secundarios, que son encontrados solo en cierto tipo de organismos, por
lo que su produccion se encuentra restringida a un determinado género, familia e incluso

especies(Dewick, 2009).
1.2.1 Produccién de metabolitos secundarios.
La produccion de metabolitos secundarios deriva del metabolismo primario. Los bloques de

produccion necesarios para la sintesis de metabolitos secundarios pueden ser pocos, pues

la mayoria de los empleados deriva de intermediarios del metabolismo primario como acetil-
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CoA, acido shikimico, acido mevalénico y 1-desoxixilulosa-5-fosfato, que son empleados
en las vias del acetato/ mevalonato, acido shikimico, y fosfato-desoxixilulosa
respectivamente. Las moléculas de acetil-CoA, son formadas en la glicolisis como producto
de descarboxilacion oxidativa del acido piruvico, al igual que en la oxidacién de los acidos
grasos. Existen metabolitos secundarios que son formados a partir de la via del acetato,
como es el caso de fenoles, prostaglandinas y macrélidos. El &cido shikimico, permite la
formacion de metabolitos como fenoles, derivados del &cido cinamico, lignanos (estrégenos
de las plantas) y alcaloides. El &cido mevaldnico participa en la produccion de los mismos
metabolitos que se forman en la via del acetato. En cuanto a la desoxixilulosa-5-fosfato,
resulta de la combinacion de dos intermediarios de la glicdlisis, el acido piravico y el
gliceraldehido-3-fosfato, y es responsable de la biosintesis de una gran cantidad de
terpenoides y esteroides (Dewick, 2009).

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas
como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color
a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccién atrayendo a insectos
polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento,
contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas. Otros compuestos tienen funcion
protectora frente a predadores, actuando como repelentes, proporcionando a la planta
sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. También intervienen en los
mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos, actuando como

pesticidas naturales (Avalos y Pérez, 2009).
Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales:

1. Terpenos: entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
Compuestos fendlicos: cumarinas, flavonoides, lignanosa y taninos.
Glicésidos: saponinas, glicésidos cardiacos, glicdsidos cianogénicos Yy
glucosinolatos.

4. Alcaloides: alcaloides verdaderos, protoalcaloides, pseudoalcaloides, alcaloides

imperfectos (Avalos y Pérez, 2009; Arango, 2008).

1.2.1 Terpenos.

Los terpenos son un amplio grupo de compuestos que se caracterizan por estar formados

por la unién de unidades pentacarbonadas ramificadas relacionadas con el 2-metil-1,3-
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butadieno (Isopreno, Figura 2.). Segun formen parte de su esqueleto hidrocarbonado, 1, 2,
3, 4, 5, 6 6 8 unidades pentacarbonadas (C5), los terpenos se clasifican en hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos y tetraterpenos,
respectivamente (Bonkanka, 2006, Bennett y Wallsgrove, 2006).

Los terpenos de las plantas son extensamente usados por sus cualidades aromaticas.
Juegan un rol importante en la medicina tradicional y en los remedios herbolarios, y se estan
investigando sus posibles efectos antibacterianos y otros usos farmacéuticos. Estan
presentes, por ejemplo, en las esencias del eucalipto, los sabores del clavo y el jengibre
(Bennett y Wallsgrove, 2006).

H3C CH
C—C
/ 0\
H,C H

Figura 2. Estructura quimica de Isopreno

1.2.1.1 Biosintesis de Terpenos.

Los terpenos se biosintetizan mediante un cierto numero de repeticiones de una molécula
de cinco atomos de carbono (C5): el pirofosfato de isopentenilo (IPP) o isopreno activo. El

IPP puede ser sintetizado por dos rutas diferentes:

e Laruta clasica, citosélica, del mevalonato que parte de Acetil CoA.

e Laruta alternativa, plastidica, que consiste en la condensacion de gliceraldehido-3-
fosfato e hidroxietiltiamina (producto de la descarboxilacion del piruvato) (Bonkanka,
2006).

1.2.2 Compuestos fendlicos.

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos en cuyas estructuras

moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a al menos un
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grupo funcional. Los compuestos fenélicos de las plantas son un grupo heterogéneo de
productos con mas de 10.000 compuestos. Algunos son solubles en solventes organicos,
otros son glucoésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son
polimeros muy grandes e insolubles. Este grupo también juega una variedad muy
heterogénea de roles en las plantas, roles que son atribuidos en general a los productos
secundarios de las plantas: muchos son productos de defensa ante herbivoros y patégenos,
otros proveen soporte mecanico a la planta, otros atraen polinizadores o dispersores de
frutos, algunos de ellos absorben la radiacion ultravioleta, o actian como agentes

alelopéticos (Bennett y Wallsgrove, 2006).

1.2.2.1 Biosintesis de compuestos fendlicos.

Hay dos vias principales a través de las cuales se sintetizan los compuestos fenélicos en
la naturaleza: via del acetato/mevalonato y via del &cido shikimico. Ambas vias pueden
generar compuestos con el mismo esqueleto, como por ejemplo las quinonas, o pueden
conjugarse formando compuestos de origen mixto, como ocurre con los flavonoides

(Marcano y Hasegawa, 2002).

1.2.3 Glucosidos.

Los glucdsidos son moléculas compuestas por un glicido (generalmente monosacaridos) y
un compuesto no glucidico. Muchas plantas almacenan los productos quimicos importantes
en forma de glucésidos inactivos; si estos productos quimicos son necesarios, se hidrolizan
en presencia de agua y una enzima, generando azUcares importantes en el metabolismo
de la planta. Muchos glucésidos de origen vegetal se utilizan como medicamentos
(Hernandez, 2015).

Los glucésidos son sustancias altamente activas. Teniendo en cuenta su composicion
quimica y su accion fisiolégica los podemos clasificar en: Glucésidos antocianinicos,
antraquinonicos, cianogenéticos, cardiotonicos, fendlicos, flavonoides, cumarinicos,

saponinicos y sulfurados (Hernandez, 2015).

1.2.4 Alcaloides.

Son compuestos organicos de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenados (el

nitrdgeno se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de

L)
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aminoacidos, de caracter mas o menos basico, de distribucion restringida, con propiedades
farmacologicas importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes de
precipitacion. La mayoria de los alcaloides poseen accidn fisioldgica intensa en los animales
incluso a bajas dosis con efectos psicoactivos, por lo que son muy usados en medicina para
tratar problemas de la mente y calmar el dolor. Ejemplos conocidos son la cocaina, la
morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, cafeina, la estricnina y la nicotina. De acuerdo
a las caracteristicas de esta definicion, algunos autores han dividido a los alcaloides en

cuatro clases (Arango, 2008):

1. Alcaloides verdaderos cumplen estrictamente con las caracteristicas de la
definiciébn de alcaloide, son formados a partir de aminoacidos, tienen siempre un
nitrégeno intraciclico, son de caracter basico y existen en la naturaleza

normalmente en estado de sal.

2. Protoalcaloides son aminas simples con nitrégeno extraciclico, de caracter basico

y son productos del metabolismo de los aminoacidos.

3. Pseudoalcaloides presentan algunas de las caracteristicas de la definicion de

alcaloide, pero no son derivados de aminoacidos.

4. Alcaloides imperfectos son derivados de bases puricas, no precipitan con los

reactivos especificos para alcaloides.

1.3 Productos naturales en la industria farmacéutica.

La importancia de los productos naturales radica en la propia funcion biolégica en la que
son biosintetizados. Pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos, pueden servir como modelos para la preparacion de sustancias bioactivas,
como materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacoldgico y/o industrial
(Gutiérrez y Estévez, 2009).

La medicina moderna, a través de los analisis quimicos, ha conseguido precisar la validez
de aquellas plantas que la medicina tradicional habia utilizado con base en el método de
ensayo y error. Han sido precisamente los andlisis quimicos los que han podido determinar
cuales son los componentes principales de las plantas medicinales; y los llamados
“principios activos”. Se estima que unos 120 productos farmacéuticos derivan directamente
de las plantas medicinales y también un 25 % de las medicinas actuales contienen algun

principio activo que deriva de plantas medicinales (Martinez, 2005).
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De los 1010 nuevos farmacos aprobados por la FDA desde enero de 1981 hasta junio de
2006, 43 eran productos naturales inalterados y 232 (un 23%) eran derivados de productos
naturales encuadrados en la denominada segunda generacién. Dentro de éstos
encontramos al docetaxel (Taxotere®), un analogo de paclitaxel (Taxol®) mas potente y
mas soluble, y a los antibi6ticos claritromicina (Biaxin®) Y azitromicina (Zitromax®), ambos

derivados de eritromicina (Avendafio Lopez, 2010).

Los productos naturales son estructuras privilegiadas en la busqueda de nuevos farmacos
porque son excelentes cabezas de serie, verificados biolégicamente en el disefio de
gquimiotecas de compuestos con el fin de originar un nuevo farmaco (Jiménez, 2013). El
éxito de los productos naturales radica en que son compuestos que ya han sido validados
por la evolucién, han sido biosintetizados, degradados, y transformados por sistemas
enzimaticos. Por tanto a la hora de interactuar con las moléculas dianas lo realizaran de
una manera privilegiada. De esta forma los productos sintéticos sélo tendran éxito cuando

imiten a los Productos Naturales (Gutiérrez y Estévez, 2009).

1.4 Métodos de obtencion de extractos vegetales.

Los extractos se preparan separando la materia soluble de los tejidos vegetales mediante
la aplicacion de un disolvente adecuado como alcohol, agua o éter. El liquido resultante se
concentra por evaporacion para obtener un extracto liquido o se concentra casi a sequedad
para obtener el extracto solido. Depende del disolvente utilizado, los extractos se clasifican
como alcohdlicos, etéreos o acuoso. La materia prima para tal proceso puede ser: flores,
hojas, ramas, corteza, rizomas, semillas y frutos. Los productos fitoterapéuticos tienen una
composicion quimica variable y por consiguiente son definidos por el proceso de extraccion.
(Shing, 2011).

El extracto de plantas estandarizado es una preparacion, que contiene determinada
proporcion del componente activo. El aspecto mas obvio de la estandarizacion es el
contenido garantizado de uno o mas constituyentes activos, sin embargo la normalizacion
implica mucho mas que los niveles garantizados de constituyentes. La estandarizacion tiene
un gran impacto en la calidad de los productos y ayuda a ajustar la formulacién de farmacos
a base de plantas (Shing, 2011).

Existen diferentes factores que influyen en la composicién quimica de los productos

fitoterapéuticos. Dentro de ellos encontramos a los factores intrinsecos tienen que ver con
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la planta en si misma. La presencia o ausencia de sustancias farmacoldégicamente activas
pueden variar bastante dentro de las especies. La composicion quimica cambia también de
acuerdo con el lugar donde fue realizada la recoleccion, condiciones climéticas y del suelo,
la época del afio, asi como las diferentes técnicas de cultivo. La técnica mas comun para
extraer o separar los componentes activos a partir de plantas, es conocida como extraccion
(Shing, 2011).

1.4.1 Extraccion.

La extraccion consiste en la separacion de las sustancias biolégicamente activas de los
materiales inertes o inactivos de una planta, a partir de la utilizacién de un disolvente
seleccionado y de un proceso de extraccién adecuado; donde siempre se obtienen, por lo
menos, dos componentes: la solucién extraida en su disolvente (extracto) y el residuo
(bagazo). En la figura 3 se observan las principales formas de extraccion (Molina Murillo,
2012).

Por presion

Mecanica Con calor

Destilacion Con incision

Extraccion con
gases

Maceracion

Digestion

Discontinua

Infusion

Extraccion con

. Decoccidn
disolventes

Soxhlet

Percolacion

Figura 3. Principales formas de extraccion de productos naturales.
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Respecto a la extraccion con disolventes, esté se pone en contacto con los sélidos de la
planta, y penetra por capilaridad, el disolvente entra en las células vegetales y disuelve
parte de los componentes. Aquellos que presenten buena solubilidad, se disuelven
facilmente y son extraidos, mientras que otros permanecen atrapados en los capilares
vegetales o son absorbidos por las mismas estructuras celulares. De tal manera que los
componentes disueltos son transferidos del interior de la célula a los capilares y de los
capilares hacia el disolvente que permanece fuera de la planta, lograndose asi una

transferencia de masa (Shing, 2011).

La eleccién de un disolvente adecuado depende principalmente del tipo de compuesto que
se quiera extraer. En la tabla 1 se encuentran algunos de los principales disolventes

utilizados para la extraccion de compuestos fitoquimicos (Murphy, 1999).

Tabla 1. Disolventes mas utilizados para la extraccion de metabolitos secundarios

Disolventes

Agua Etanol Metanol Cloroformo Eter Aceténa Hexano

Antocianinas Taninos Antocianinas  Terpenoides Alcaloides Flavonoles Alcanos

Almidones Polifenoles Terpenoides Flavonoides = Terpenoides Acidos

grasos

Paninos Poliacetilenos Saponinas Cumarinas Ceras
Bl Saponinas Flavonoles Quasinoides Acidos Esteroides

grasos

Terpenoides Terpenoides Flavonas Terpenoides
Polipéptidos Esteroides Polifenoles Cumarinas
Lectinas Alcaloides Taninos Alcaloides

Una de las principales técnicas de extraccion con uso de disolventes es la maceracion, la
cual es un proceso de extraccion soélido- liquido, donde la materia prima posee una serie de
compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que se pretende extraer. El
proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de
las necesidades de uso, el solido ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza
de los compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como del liquido
de extraccion (Shing, 2011; Murphy, 1999; Becerra, 2011).
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1.5 Metodologias para la evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de
compuestos de origen vegetal.

Los microbidlogos clinicos tienen dos razones importantes para estar interesados en el
tema de los extractos de plantas con posible actividad antimicrobiana. En primer lugar es
muy probable que dentro de estos fitoquimicos se encuentre el arsenal de farmacos
antimicrobianos que puedan ser utilizados para el tratamiento de enfermedades infecciosas
resistentes a los antimicrobianos utilizados hoy en dia, ya que la vida util efectiva de los
antimicrobianos utilizados es limitada. En segundo lugar, las personas estdn mas
consientes cada vez de los problemas con la prescripcion excesiva y el mal uso de los
antibiéticos tradicionales, por ello muchas de ellas estan interesadas en tener mas
autonomia sobre su atencion médica. Una multitud de compuestos vegetales (a menudo de
pureza no confiable) esta facilmente disponible sin receta de proveedores de hierbas y
tiendas de alimentos naturales, y la automedicacion con estas sustancias es algo habitual
(Murphy, 1999, Mounyr y cols., 2016).

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser utilizados para determinar in vitro la
susceptibilidad de los microorganismaos ante diferentes agentes antimicrobianos, pero estos
métodos no son igualmente sensibles o se basan en los mismos principios (Ramirez y
Castafio, 2009).

La seleccidn inicial de posibles compuestos antibacterianos y antifingicos de plantas puede
realizarse con sustancias puras o extractos crudos (Murphy, 1999, Afolayan, 1997, Mounyr
y cols., 2016). Las metodologias utilizadas para la evaluacién antibacteriana y antifingica
de extractos de origen vegetal son muy similares, estas técnicas se pueden clasificar
principalmente en métodos de difusion, métodos de dilucién y bioautografia (Ramirez y
Castafio, 2009; Murphy, 1999). La seleccion de extractos de plantas para la actividad contra
protozoos y helmintos puede ser mas complicada que la deteccion de actividad contra
bacterias, hongos o virus. El cultivo de los organismos es a menudo mas dificil y se obtienen
menos organismos. Los ensayos son generalmente especificos para el microorganismo.
Aunque en teoria cualquiera de los métodos anteriores podria utilizarse para hallar la
actividad antimicrobiana de extractos vegetales cada uno posee ciertos inconvenientes,
razon por la cual en el momento de realizar las pruebas se deben hacer modificaciones
para que estas metodologias sean adecuadas, reproducibles y fiables (Rojas y cols., 2005,
Faisal y cols., 2010, Calzada y cols., 2017) .
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1.5.1 Métodos de difusion.

Los métodos de difusion han sido ampliamente utilizados para evaluar extractos de plantas
con actividad antimicrobiana. En general se propone usar los métodos de difusién para
estudiar compuestos polares y no polares (Ramirez y Castafio, 2009).

1.5.1.1 Difusion en agar.

El método de difusién en agar, es simple y practico, ademas presenta la ventaja que sus
resultados son altamente reproducibles ya que ha sido bien estandarizado, de los métodos
de sensibilidad antibacteriana es el que tiene un menor costo. La técnica esta basada en el
método originalmente descrito por Bauer (método de Kirby- Bauer) y es uno de los métodos
gue el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda para la determinacion
de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. El fundamento de esta determinacion
es, establecer de forma cualitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayadas
individualmente sobre las cepas bacterianas. Este método consiste en depositar, en la
superficie de agar de una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo,
discos de papel secante impregnados con los diferentes compuestos a evaluar. Tan pronto
el disco impregnado se pone en contacto con la superficie hUmeda del agar, el filtro absorbe
aguay el compuesto difunde al agar. El compuesto difunde radialmente a través del espesor
del agar a partir del disco formandose un gradiente de concentracion, transcurrido el tiempo
de incubacioén los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicién (Figura 4) (Ramirez
y Castafio, 2009; Mounyr y cols., 2016). La susceptibilidad del microorganismo en prueba
esta relacionada con el tamafio de la zona de inhibicién en milimetros. Los microorganismaos
se denominan susceptibles, intermedios o resistentes segun sea el tamafio del halo de
inhibicion (L6pez- Malo y cols., 2005; Mounyr y cols., 2016; Jorgensen y Ferraro, 2009).

N
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Figura 4. Aislado de Escherichia coli probado por el método de
difusion en agar. Tomada de Ferraro, 2009.

1.5.1.2 Método del gradiente antimicrobiano: Epsilon test (Etest)

Este método combina el principio del método de difusion y dilucién, utiliza el principio de
establecimiento de un gradiente de concentracién antimicrobiana en un medio de agar
como un medio para determinar la susceptibilidad. El Etest (bioMérieux AB BIODISK)
(Figura 5) es una version comercial disponible que emplea finas tiras de prueba de plastico
gue se impregnan en la parte inferior con un gradiente de concentracion de antibioticos
secos y se marcan en la superficie superior con una escala de concentracion. Pueden
colocarse hasta 5 0 6 tiras de forma radial en la superficie de una placa de agar apropiada
gue haya sido inoculada con el microorganismo como en el caso de la prueba de difusion
en disco. Después la incubacion, las pruebas se leen observando las tiras desde la parte
superior de la placa. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determina por la
interseccioén de la parte inferior del &rea de inhibicién del crecimiento en forma de elipse con
la tira de ensayo (Mounyr y cols., 2016; Jorgensen y Ferraro, 2009). El E-test se considera
como un método alternativo para el estudio cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana
del que cabe destacar su sencillez y buena correlacion con la técnica estandar de dilucion

en agar para el estudio de la CMI (Picazo, 2000).

U
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Figura 5. Aislado de S. aureus probado por el método de difusién de
gradiente de Etest con vancomicina (VA), daptomicina (DM), y linezolid
(LZ) en agar Mueller-Hinton. Tomada de Jorgensen y Ferraro, 2009.

1.5.2 Métodos de Dilucion.

Los métodos de dilucién en agar o en caldo son utilizados para la determinaciéon de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la cual se define como la concentracién mas baja
del agente antimicrobiano analizado que inhibe el crecimiento visible del microorganismo
ensayado, y es reportado en mg/mL o pg/ mL. Estos métodos pueden utilizarse para medir
cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias y hongos (Mounyr y
cols., 2016).

1.5.2.1. Dilucioén en agar

En el método de dilucibn en agar, las cajas se siembran por profundidad con una
determinada concentracion del agente antimicrobiano (incluyendo los extractos vegetales),
luego se inoculan con el microorganismo a evaluar y se incuban, pasando el tiempo de
incubacién se examina si el microorganismo crece o no en cada una de las cajas, la principal
desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra a evaluar (Figura 6)

(Ramirez y Castafio, 2009).
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Dilucién en agar.

Figura 6. Dilucion en agar.

1.5.2.2 Dilucion en caldo.

La dilucién en caldo es uno de los métodos mas basicos de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, en estos métodos se puede analizar el efecto antibacteriano, antifangico e
incluso el efecto antiparasitario de diferentes compuestos incluyendo los extractos

vegetales (Jorgensen y Ferraro, 2009; Mounyr y cols., 2016).

Uno de los primeros métodos de prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos fue la
macrodilucién en tubos. Este procedimiento implica la preparacién de dos diluciones de
antibidticos (por ejemplo, 1, 2, 4, 8 y 16 yg / mL) en un medio de crecimiento liquido
dispensado en tubos de ensayo. Los tubos que contienen antibiéticos se inoculan con una
suspension bacteriana estandarizada a 0.5 en la escala del nefelémetro de Mc Farland
(1x108 UFC/mL). Después de una incuban durante la noche a 35 ° C, se examinan los tubos
para determinar el crecimiento bacteriano visible por turbidez. La menor concentracion de
antibiéticos que inhiba el crecimiento representa la concentracion minima inhibitoria (CMI).
La ventaja de esta técnica es la generacion de un resultado cuantitativo (es decir, la CMI).
Las desventajas principales del método de microdilucion son la tediosa tarea manual de

preparar las soluciones antibiéticas para cada ensayo, la posibilidad de errores en la
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preparacion de las soluciones antibiéticas y la cantidad relativamente grande de reactivos

y el espacio necesario para cada ensayo (Jorgensen y Ferraro, 2009; Mounyr y cols., 2016).

La miniaturizacion y mecanizacion de la prueba mediante el uso de pequefias bandejas de
microdilucién de plastico desechables (Figura 7) ha hecho que la prueba de dilucién en
caldo sea practica y popular. Las bandejas estandar contienen 96 pocillos, cada uno
contiene un volumen de 0,1 ml que permite que aproximadamente 12 antibiéticos sean
probados en un rango de 8 diluciones de dos veces en una sola bandeja. Los paneles de
microdilucién se preparan tipicamente usando instrumentos dispensadores que alicuotan
volimenes precisos de posibles agentes antimicrobianos pre-pesados y diluidos en caldo
en los pocillos individuales de bandejas de vasos de gran volumen. Después de la
incubacién, las CMI se determinan usando un dispositivo de visualizacibn manual o
automatizado para la inspeccién de cada uno de los pocillos del panel para crecimiento

(Jorgensen y Ferraro, 2009).

Figura 7. Evaluacién antibacteriana de Trimetoprim con Sulfametoxazol (E, F,
G y H) contra P. aeruginosa a una concentracion de 64 pg/mL probado por
el método de microdilucién en placa de 96 pozos.
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1.5.3. Bioautografia

Este ensayo puede representar una herramienta util para la purificacion de sustancias
antibacterianas, o como una técnica de tamizaje fotoquimico preliminar 6 un
fraccionamiento biodirigido, realizando el ensayo a través de cronogramas, que permitan la
localizacién de los compuestos activos, incluso en matrices complejas como los derivados
de productos naturales. Se puede definir como una variacion de los métodos de difusion en
agar , donde el analito es absorbido dentro de una placa de cromatografia en capa fina
(TLC), el método consiste en colocar las muestras a evaluar en placas de TLC, seleccionar
la fase mévil que de mejor separacién, posteriormente esta placa es llevada y colocada de
forma invertida sobre una caja Petri previamente inoculada con el microrganismo a evaluar,
se coloca a una temperatura de 4-12 °C durante algunas horas, para facilitar la difusién de
las sustancias en el medio, luego se retira la placa y se lleva la caja a incubacién segun los
requerimientos del microorganismo, finalmente se observa la zona de inhibicion donde esté
el compuesto activo, para visualizar mejor los resultados se puede afiadir alguna sal de

tetrazolio (Figura 8) (Ramirez y Castafio, 2009).

Esta técnica ha sido aplicada exitosamente para la deteccion de las sustancias
antimicrobianas de extractos de plantas en tejidos de 6rganos animales como higado y

rifién y en alimentos como la leche (Ramirez y Castafio, 2009; Colorado y cols., 2007).

Inoculo de S. aureus (24 horas)

. O

Inoculo de S. aureus (48 horas)

5.0 mg/mL 1.0 mg/mL

0.2 mg/ml.

0 0O

e O

Figura 8. Bioautografia obtenida usando diferentes concentraciones de sales de
tetrazolio (indicador), en indculos de S. aureus. Tomada de Valgas y cols., 2007.
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2.0 Antecedentes.

Dado que muy a menudo las plantas se recogen directamente de su habitat natural, la
identificacion y la nomenclatura correctas son la base para cualquier investigacion respecto
a la actividad biolégica que se le pudiera atribuir a dicha planta. Para una identificacién
inequivoca, es necesaria la combinacién de métodos, como el analisis genético y quimico,
ademas de la caracterizacion morfolégica y anatémica (Dominguez, 1985, Bucar y cols.,
2013, Atanasov y cols., 2015). Cabe sefialar que la recoleccion del material vegetal,
Identificacién botanica, asi como la preparacién del extracto, son tareas que no pueden ser
automatizadas y se necesitan especialistas capacitados para realizar estas labores (David
y cols., 2015).

La familia Liliaceae es una de las familias de plantas mas grandes existentes en el mundo.
Se encuentra formada por un grupo heterogéneo de plantas que consisten principalmente
en hierbas con una gran variedad de 6rganos subterrdneos de almacenamiento, como
rizomas, bulbos, tubérculos y raices tuberosas (Dahlgren y cols., 1985, Stevens, 2006). En
las ultimas dos décadas los estudios de ADN y los datos morfolégicos (particularmente
aguellos relacionados con la morfologia reproductiva) sumados a los andlisis filogenéticos,
han permitido dividir a la familia en dos 6rdenes diferentes: Asparagales y Liliales (Pires y
cols., 2006). Una de las subfamilias formadas, es la Hyacinthaceae que se encuentra
incluida en el orden Asparagales, y se calcula que incluye aproximadamente 70 géneros y
cerca de 1000 especies, que se encuentran principalmente distribuidas en Europa y las
regiones extra tropicales de Asia y Africa, aunque también se les encuentra en el Continente
Americano (Mwafongo y Magombo, 2010). Se caracterizan por presentar un elevado
namero de especies endémicas, localizadas en su mayoria en la region de Sudafrica, el
norte de Europa y América, un ejemplo de ello es Hemiphylacus novogalicianus (H.

novogalicianus) (Pohly cols., 2000).

2.1 Composiciéon quimica de la subfamilia Hyacinthaceae.

Las plantas pertenecientes a la subfamilia Hyacinthaceae son plantas de hoja perenne con
raiz bulbosa y crecimiento elevado a partir de un tallo cilindrico muy estrecho. Una
proporcion relativamente pequefia de la familia Hyacinthaceae ha sido investigada
fitoquimicamente. Los componentes que se han logrado identificar pueden ser clasificados

en cuatro grupos: homoisoflavononas, esteroides, bufadiendlidos y compuestos
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considerados como de tipo miscelanea (Acidos grasos, compuestos fendlicos, estilbenos,
alcaloides) (Du Toit y cols., 2007). Las plantas incluidas en esta subfamilia desde hace
mucho tiempo se utilizan en la medicina tradicional, cominmente por tribus africanas como
remedio para el tratamiento de muchas enfermedades: fiebre reumatica, sifilis, resacas,
entre otras (Mulholland y cols., 2013). Ademas las plantas pertenecientes a esta subfamilia
contienen saponinas esteroidales y alcaloides de alta toxicidad, lo cual las relaciona con el

envenenamiento de mamiferos (Flores-Morales y cols., 2014).

2.2 Hemiphylacus novogalicianus

H. novogalicianus, tiene como nombre comudn cebolleta, y su jerarquia taxondémica se
presenta en la tabla 2 (1.B., 2011). H. novogalicianus es endémica de la localidad de San
Pedro Piedra Gorda, Ciudad Cuauhtémoc, Zacatecas (Figura 9). Esta especie representa
un problema para los ganaderos de la region, ya que la ingesta de la misma por parte de
los animales (principalmente vacunos) ocasiona la muerte de éstos en un lapso de unas
pocas horas. No se sabe qué es lo que ocasiona la muerte del ganado, y el problema se
acrecienta porque actualmente no se dispone de reportes en los cuales se mencione la

composicién quimica de H. novogalicianus (Flores-Morales y cols., 2014).

Figura 9. Morfologia de H. novogalicinaus. A) Planta en su ecosistema, B) Hojas, C) Tallo y D)
Fruto y semilla.
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Tabla 2. Jerarquia TaxonOmica de H.

novogalicianus

Reino Plantae
Division Angiospermae
Clase Liliopsida

Subclase Liliidae
Orden Asparagales
Familia Liliaceae
Subfamilia Hyacinthaceae
Género Hemiphylacus
Especie novogalicianus

Dentro del analisis fitoquimico que se ha realizado en los Ultimos afios en H. novogalicianus,
destaca el trabajo de Flores- Morales y colaboradores, quienes en el afio 2014 realizaron
el andlisis fitoquimico preliminar del extracto hexanico de hojas de H. novogalicianus, como
resultado en este andlisis detectaron la presencia de lo que pudiesen ser compuestos de
tipo indol y sus derivados, asi como esteroides, acidos grasos insaturados, y compuestos
con grupos carbonilo, lo cual demuestra que H. novogalicianus tiene en su composicion
compuestos de naturaleza no polar, extraibles en hexano. Por otro lado se ha realizado el
estudio Quimico-Bioldgico del extracto acetdnico de las hojas de H. novogalicianus teniendo
como objetivo determinar la Dosis Letal 50 (DLso) en un modelo murino, en los resultados
obtenidos en este trabajo la DLso en ratones fue de 259.5 + 1.06 mg/ Kg, sin embargo aln
no se encuentra la especie quimica responsable de dicho efecto (Flores- Morales y cols.,
2016).

Respecto a la actividad biolégica descrita para la subfamilia Hyacinthaceae, Eucomis
autumnalis perteneciente a esta subfamilia, es endémica del sur de Africa, es conocida por
sus propiedades antiinflamatorias, antiespasmadicas y antibacterianas, que son atribuidas
a componentes tales como homoisoflavonas y flavonoides. Eucomis autumnalis también
contiene algunos triterpenoides esteroideos que se sabe que son beneficiosos en la terapia
de heridas. Sin embargo, el bulbo de dicha planta es altamente toxico. Eucomis es uno de

los géneros mas comercializados en Africa dentro de la medicina tradicional, por tal motivo
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es de vital importancia estudiar la actividad biolégica que posee (Notten y Kirstenbosch,
2002; Bisi-Johnson y cols., 2011). En el afio 2002 se reporté que Eucomis autumnalis,
inhibe en un 88% a la ciclooxigenasa tipo 1, ademas de tener un efecto antibacteriano sobre
B. subtilis con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 0.2 mg/mL (Gaidamashvili y
van Staden J, 2002). En investigaciones recientes se ha evaluado el efecto antibacteriano
y citotoxico de Eucomis autumnalis sobre sobre E. coli resistente a ampicilina y células de
hepatoma humano (Huh-7 por sus siglas en inglés) respectivamente. La técnica de
microdilucién en placa fue la utilizada para determinar el efecto antibacteriano del extracto
metandlico mostrando una CMI de 0.27 mg/mL, respecto al efecto citotoxico se obtuvo una

Concentracién Inhibitoria media (Clso) de 7.8 mg/mL. (Bisi-Johnson y cols., 2011).

Ledebouria ovatifolia de igual manera perteneciente a esta subfamilia se ha utilizado para
el tratamiento de gastroenteritis e influenza en el sur de Africa a pesar de presentar toxicidad
en ovejas. En investigaciones recientes los extractos con metanol, acetato de etilo y
diclorometano del bulbo de Ledebouria ovatifolia presentaron actividad antibacteriana sobre
bacterias Gram positivas teniendo una CMI en el rango de 0.8 — 12.5 mg/mL. Ademas
mostraron actividad antihelmitica y antiinflamatoria, dicha actividad es atribuida a los

compuestos de tipo homoisoflavona que posee (Mulholland y cols., 2013).

Leopoldia comosa es utilizada en el sur de Italia para el tratamiento de infecciones en la
piel o0 mucosas, el principal agente causal de estas infecciones es S.aureus, por lo cual se
han probado extractos de esta planta contra S. aureus resistente a meticilina, obteniendo
Clso de 16 pg/mL. Las investigaciones quimicas respecto los compuestos presentes en L.
comosa muestran una alta cantidad de triterpenos a los cuales puede ser atribuible esta
actividad antibacteriana (Quave y cols., 2008).

Continuando con la actividad bioldgica que presentan las plantas pertenecientes a la
subfamilia Hyacinthaceae en el afio 2013 se reportd que el bulbo de la planta Muscari
racemosum, perteneciente a esta subfamilia posee actividad antioxidante, antimutagenica

y anticancerigena. (Mulholland y cols., 2013).

Debido a la poca informacion que existe de H. novogalicianus y teniendo como antecedente
la actividad antimicrobiana que poseen algunas plantas pertenecientes la subfamilia
Hyacinthaceae, en este trabajo se propuso determinar el efecto antimicrobiano de extractos

de H. novogalicianus en microorganismos de interés clinico.

N
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3.0 Justificacion

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde hace miles de afios en diferentes partes
del mundo para el tratamiento de multiples enfermedades, dentro de las cuales destacan

las enfermedades infecciosas.

En México la amplia variedad de especies vegetales ha permitido la presencia de especies
endémicas, muchas de ellas han sido utilizadas dentro de la medicina tradicional; sin
embargo carecen de estudios biolégicos que corroboren el efecto terapéutico que se les
atribuye. Las plantas medicinales son una buena fuente para la obtencion de nuevos
agentes antimicrobianos, lo cual resulta conveniente debido al aumento en la resistencia a
ellos, en este contexto las plantas pertenecientes a la subfamilia Hyacinthaceae a la cual
pertenece H. novogalicianus, se han caracterizado por poseer compuestos con propiedades

antimicrobianas.

Por lo tanto, en este trabajo se llevar4 a cabo la evaluacion del efecto antimicrobiano de
extractos de la planta H. novogalicianus sobre agentes patégenos de interés clinico, como
bacterias y levaduras lo que resultara relevante por su contribucién hacia la busqueda de
nuevos compuestos que pudieran ser utilizados de manera natural, para la sintesis o semi-
sintesis de compuestos con actividad antimicrobiana mas eficaces y seguros para el ser

humano.

N
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4.0 Hipotesis

Los extractos acetonico, etandlico, hexanico y metandlico de H. novogalicianus,
presentaran actividad biolégica por medio de la inhibicion del crecimiento de

microorganismos de interés clinico.

5.0 Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano de cuatro extractos de H. novogalicianus, en bacterias y

levaduras mediante la técnica de microdilucion.

6.0 Objetivos Particulares

o Determinar la CMI de los extractos: acetonico etandlico, hexanico y metandlico de
H. novogalicianus en bacterias Gram positivas (S. aureus, B. subtillis) y Gram
negativas (E. coli y P. aeruginosa), mediante la técnica de microdilucion en placa.

e Determinar la CMI de los extractos: acetonico etandlico, hexanico y metandlico de
H. novogalicianus en levaduras (C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis), mediante la
técnica de microdilucién en placa.

e Analizar cualitativamente los cambios morfolégicos y ultraestructurales de los
extractos con actividad antimicrobiana sobre bacterias y levaduras, mediante
Microscopia Electrénica de Transmisién (MET) y Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB).
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7.0 Metodologia.

7.1 Estrategia experimental

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE H. novogalicianus

Evaluacién antimicrobiana de los extractos aceténico, etanélico,
hexanico v metandlico mediante microdilucién en placa.

Microscoiia electronica de
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7.1 Origen de los extractos vegetales: acetdnico, etandlico, hexanico y

metanolico de H. novogalicianus.

La obtencion de los 4 extractos evaluados en el presente proyecto se realizé en el
Laboratorio de Sintesis Asimétrica y Bioenergética de la Universidad Autébnoma de

Zacatecas, bajo la direccion de la Dra. Virginia Flores Morales.

La recoleccion de las muestras de H. novogalicianus se realizé en la localidad de San Pedro
Piedra Gorda del municipio de Ciudad Cuauhtémoc, Zacatecas, el dia 9 de Junio del 2013.
Fue identificada con la colaboracién de ganaderos locales, asi como la participacion del
taxébnomo Dr. en C. David Enriquez Enriquez. Las muestras que fueron recolectadas se
secaron a temperatura ambiente, libre de humedad y a la sombra. Una vez seco y molido
el material vegetal se sometié a un proceso de maceraciones sucesivas, con los siguientes
disolventes: acetona, etanol, hexano y metanol, se cambié el disolvente usado por
disolvente nuevo 3 veces: 24 h, 48 h 'y 72 h. Los extractos organicos obtenidos fueron

concentrados con el uso de un rotaevaporador.

7.1.2 Soluciones Stock de los extractos aceténico, etandlico, hexanico y
metandlico.

Se prepararon soluciones stock de los cuatro extractos de H. novogalicianus, asi como de
los controles positivos Trimetoprima con sulfametoxazol para la evaluacién antibacteriana
y Fluconazol para la evaluacién antifungica en Dimetilsulféxido (DMSO) al 1 % y medio de

cultivo liquido fresco. Las soluciones se almacenaron a -20 °C para su uso posterior.
7.2 Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano.

7.2.1. Cepas.

Se emplearon cepas de bacterias Gram positivas (B. subtillis y S. aureus) y Gram negativas
(E. coli y P. aeruginosa) aisladas de hemocultivos del cepario del laboratorio 9 de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia U.A.E.M, las cuales se
encontraban congeladas. Para su descongelacion se sembraron 50 uL de cepa en caldo
Soya Tripticaseina (TSB) y se incubaron por 24 h. Transcurrido este tiempo se sembraron

en Agar Soya Tripticaseina (TSA) y se corrobor6 la pureza del cultivo.

N

(0,
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7.2.2. Preparacion del inoculo de las cepas bacterianas.

Se emplearon cultivos de 18 h de las bacterias en Medio de cultivo Miller Hinton (BDBixon),
y se prepar6é una suspension ajustada a 0.5 en la escala de Mc Farland (1x10% UFC/mI)
(Neslihan y cols., 2013; Andrade y cols., 2011).

7.2.3. Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de los extractos
acetonico, etanadlico, hexanico y metanodlico de H. novogalicianus.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 mediante la técnica de microdilucion
en placa de 96 pozos (Corning Costar) de acuerdo con los lineamientos establecidos por el
CLSI (m100, CLSI, 2017).

Se evaluaron tres concentraciones de los 4 extractos. En primer lugar, se adicionaron a
cada pozo 100 pL de medio de cultivo Mieller Hinton (BDBixon). Posteriormente se
adicionaron los extractos a evaluar y se hicieron diluciones seriadas dobles para obtener el
rango de concentraciones a evaluar que fueron en primer lugar de 64 pg/mL a 0.125 ug/mL,
posteriormente el rango fue de 1 mg/mL hasta 1.95 pg/mL y el dltimo rango de
concentraciones evaluado fue de 20 mg/mL a 39 pg/mL. Finalmente se adicionaron 100 pL

de la suspension bacteriana ajustada a 0.5 en la escala de Mc Farland.

En cada ensayo se incluyé un grupo control sin tratamiento (suspensién bacteriana mas
medio de cultivo), un grupo control positivo de inhibicion empleando Trimetoprima con
sulfametoxazol y un blanco solo con medio de cultivo. Se incubaron las placas durante 48
h a 37°C. Posterior a ello, se determind la absorbancia en un lector de placas (ELx808
BioTek) a una longitud de onda de 630 nm, y se determiné la CMI que es la concentracion

mas baja a la cual se inhibié el crecimiento bacteriano, y fue reportada en mg/mL.

Cabe mencionar que también se incluy6é un ensayo en el cual se simul6 digestion a los 4
extractos para ser evaluados en las concentraciones de 1 mg/mL a 1.95 pug/mL, para el cual
se utilizé fluido gastrico simulado sin enzimas, en primer lugar se disolvioé 1 g de cloruro de
sodio (NaCl) en 300 mL de agua destilada, y se adicionaron 3.5 mL de acido clorhidrico
(HCI), posterior a ello se afor6 a 500 mL con agua destilada y se guardé a 4°C para su uso
posterior (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (F.E.U.M.) Métodos generales de

andlisis).

N
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Para comenzar la evaluacion de los extractos se utilizaron 2 mL de fluido gastrico simulado
y se adicionaron a la solucién patron de los extractos. Se incubaron durante 1 h a 37 °C,
transcurrido el tiempo se ajust6 el pH de las soluciones a 7.4 y se procedi6 a preparar la
solucién de trabajo para comenzar con la evaluacion de la actividad antibacteriana que se
realiz6 de igual manera que los ensayos anteriores bajo la técnica de microdilucion en placa
de 96 pozos (Corning Costar) de acuerdo con los lineamientos establecidos por la CLSI
m100 (CLSI, 2017).

7.2.4 Preparacion de los extractos acuosos de hojas, flores y frutos de H.
novogalicianus.

Se pesaron 150 g de hojas, flores y frutos de H. novogalicianus, y se adicionaron 300 mL
de solucion salina al 0.85%, se dej6 reposar durante 30 min y posteriormente se trituraron
y filtraron para retirar el exceso de planta, posterior a ello se centrifugo a 3500 rpm durante
15 min, se recuperd el sobrenadante, el cual se prefiltr6 con membranas 0.45 uym y
finalmente con membranas 0.22 um estériles. Los extractos se almacenaron a -20 °C para

Su uso posterior.

7.2.5 Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de los extractos acuosos de

hojas, flores y frutos de H. novogalicianus.

Se utilizaron cultivos de 18 horas de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtillis ajustados
a 0.5 en la escala de Mc Farland y se sembraron en placas de agar Mueller Hinton
(BDBiIxon) por la técnica de doble placa. Los extractos acuosos fueron evaluados mediante
la técnica de difusion en placa con ayuda de penicilindros, en cada uno de los penicilindros
se colocaron 100 uL de los extractos acuosos para cada una de las bacterias. Por otro lado,
se evaluaron los extractos acuosos por la técnica de difusién con ayuda de un sacabocados
estéril con un didmetro de 6 mm, con el cual se perforo el agar y en el orificio se colocaron
100 pL de los extractos para cada una de las bacterias. Posteriormente se incubaron las

placas a 37°C por 24 h'y se determin0 la presencia o ausencia de un halo de inhibicion.

7.3 Evaluacion in vitro del efecto antifingico.

7.3.1. Cepas.
Se emplearon cepas de levaduras: C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis, aisladas de casos

clinicos del cepario del laboratorio 9 de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
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Farmacia U.A.E.M, las cuales se encontraban congeladas. Para su descongelacién se
sembraron 50 pL de cada una de las cepas en caldo Dextrosa Sabouraud (DS) y se
incubaron por 24 h. Transcurrido este tiempo se sembraron en Agar DS y se corrobor6 la

pureza del cultivo.

7.3.2. Condiciones de cultivo de las levaduras.

Se utilizaron cultivos de 18 h de C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis en Medio de cultivo
RPMI- 1640 (BioWhittaker), pH 7.2. Se prepard una suspension de levaduras ajustada a
0.5 en la escala de Mc Farland (Backes y cols., 2014).

7.3.3. Evaluacion in vitro del efecto antifingico de los extractos acetonico,
etanodlico, hexanico y metandlico de H. novogalicianus.

La evaluacién antifungica de los 3 extractos se realiz6 bajo la técnica de microdiluciéon en
placa de 96 pozos (Corning Costar) bajo los requerimientos establecidos por el CLSI M27
(Canton y Mazuelos, 2007, CLSI M27, 2012).

Se adicionaron 100 pL de medio de cultivo RPMI- 1640 (BioWhittaker) a cada pozo de la
microplaca. Posteriormente se adicionaron los extractos a evaluar y se hicieron diluciones
seriadas dobles para obtener el rango de concentraciones a las cuales se evaluaron dichos
extractos (20 mg/mL a 0.039 mg/mL). Posteriormente se adicionaron 100 pL de la
suspension de cada una de las levaduras ajustada a 0.5 en la escala de Mc Farland. Cada
ensayo incluyé un grupo control sin tratamiento (medio de cultivo mas suspension de
levaduras), un grupo control positivo de inhibicion en el cual se utiliz6 Fluconazol como
farmaco estandar, asi como un blanco de medio de cultivo. Las placas se incubaron durante
48 h a 37°C. Posterior a ello se determiné la absorbancia en un lector de placas (ELx808
BioTek) a una longitud de onda de 490 nm, y se determin6 la CMI, que fue reportada en

mg/mL.

7.4 Analisis cualitativo del efecto de los extractos de H. novogalicianus con
actividad antimicrobiana sobre los cambios morfolégicos y ultraestructurales

de bacterias y levaduras.

Para el andlisis cualitativo del efecto de los extractos sobre la morfologia ultraestructural de

los microorganismos, se selecciond el extracto que mostré mayor actividad antimicrobiana
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en cada uno de los modelos evaluados con base a la CMI (mg/mL) obtenida en comparacién

con los farmacos control.

7.4.1 Preparacion de las muestras para la Microscopia Electronica de

Transmision (MET) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

7.4.1.1 Bacterias y Levaduras.

Para la preparacion de las bacterias se seleccion6é una bacteria Gram positiva (B. subtilis)
y una Gram negativa (P. aeruginosa) como representantes de cada uno de los grupos, en
el caso de las levaduras de igual manera se seleccion6 una de ellas (C. albicans) como

representante de este grupo.

Se utilizaron una serie de tubos coénicos de 15 mL (Corning Costar) que contenian 3 mL
medio de cultivo Miller Hinton (BDBixon) / RPMI- 1640 (BioWhittaker), al cual se adiciono
1 mL de in6culo de cultivos de 18 h que contenia bacterias / levaduras; posteriormente se
adicion6 1 mL de las soluciones de extractos evaluados empleando las siguientes
concentraciones: 1 CMI, 2 CMI y 4 CMI, y se incubaron a 37°C durante 48 h. Se incluy6 un
control de crecimiento sin tratamiento, asi como un control con solvente DMS0 1 % y un
control positivo con Trimetoprima con sulfametoxazol y Fluconazol. Al transcurrir el tiempo
de incubacion, los cultivos se agitaron suavemente y se centrifugaron a 3000 rpm durante
5 min y se decant0 el sobrenadante. Posterior a ello las bacterias o las levaduras se lavaron
con PBS (pH 7.4) estéril, y se fijaron con Glutaraldehido al 2.5 % por 3 h a 4°C. Transcurrido
este tiempo, se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm durante 5 minutos y se decanté el
sobrenadante. Se realizaron 3 lavados mas con PBS y los microorganismos se conservaron

en la misma solucion a 4°C hasta su uso posterior.

7.4.2 Microscopia Electronica de Transmision (MET).

Los microorganismos previamente fijados, se lavaron 3 veces por 5 min con el mismo
amortiguador. Transcurrido ese tiempo las muestras se post—fijaron con tretréxido de osmio
(0Os0.) en agua en porciones 1:1 por 2 h a 4°C. Las muestras se lavaron 10 veces con
PBS, se deshidrataron con un gradiente de etanol del 30 al 90% por 10 min realizando un

cambio, y etanol al 100% con tres cambios de 10 min.

Posteriormente, se les aplico un tratamiento de transicién con oxido de propileno con dos

cambios de 20 min; un periodo de pre—inclusién con resina Epon 812- 6xido de propileno
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1:2, 1:1 y 3:1, con un cambio de 1 h. La inclusién se realiz6 con resina al 100% con dos
cambios de 4 h y la polimerizacién se realiz6 a 60°C por 72 h. Los cortes de 70 nm de
grosor se realizaron en un ultramicrotomo con una cuchilla de diamante y se colocaron en
rejillas de cobre de malla 200 sin recubrimiento. Se contrastd con acetato de uranilo al 1%
por 5 min y citrato de plomo Reynolds durante 5 min. Las muestras se observaron en un
Microscopio Electronico de Transmision marca Jeol modelo 1010 con voltaje de aceleracion
de 60 Kv.

7.4.3. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Los microorganismos previamente fijados, se lavaron 2 veces por 5 min con el mismo
amortiguador. Posteriormente, las muestras se deshidrataron en un gradiente de etanol del
30 al 90% por 10 min realizando un cambio, y etanol al 100% con tres cambios de 10 min.
Las muestras deshidratadas se secaron con CO; al punto critico, en una secadora marca
Tousimi. Posteriormente las muestras se montaron en los porta especimenes de aluminio
y se cubrieron con oro coloidal en una ionizadora marca Denton Vaccum. Las muestras se
observaron en un Microscopio Electronico de Barrido (MEB) marca Jeol JSM-5800LV, con

un voltaje de aceleracion de 15 Kv.
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8.0 Resultados.

8.1 Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de los extracto acuosos de
hojas, flores y frutos.

En la evaluacion del efecto antibacteriano mediante la técnica de difusién en placa con
ayuda de penicilindros de los extractos acuosos de hojas, flores y frutos de H.
novogalicianus en bacterias no se logro observar ningun halo de inhibicién, debido a que el
extracto no difundié sobre el agar de la manera adecuada en ninguna de las 4 bacterias
evaluadas (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtilis), en la figura 9 se puede observar
que después del tiempo de incubacién el extracto ain permanece dentro del penicilindro en
la placa de agar con E. coli y por tal motivo no pudo observarse ningun halo de inhibicién

en caso de que hubiera actividad antimicrobiana.

Figura 10. Evaluacion en placa de los extractos acuosos de H.
novogalicianus en E. coli. Los extractos de frutos, flores y hojas no
presentaron actividad antibacteriana.
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Respecto a la evaluacién del efecto antibacteriano mediante la técnica de difusién en placa
con ayuda de un sacabocados estéril de los extractos acuosos de hojas, flores y frutos de
H. novogalicianus en bacterias los resultados fueron los siguientes:

e P. aeruginosa: Transcurrido el tiempo de incubacion en la placa de agar no se logré
observar ningln halo de inhibicion (Figura 10), para ninguno de los 3 extractos.

e E. coli: Posterior al tiempo de incubacién en la placa de agar no se logr6é observar
ningun halo de inhibicién (Figura 11), en los 3 extractos.

e B. subtilis: Transcurrido el tiempo de incubacion de los extractos en la placa de agar,
se logré observar un halo de inhibicion de los extractos de flores y hojas sin embargo
del extracto de frutos no se observé ningun halo (Figura 12).

e S. aureus: Al pasar el tiempo de incubacién Unicamente se logré observar un halo
de inhibicién para el extracto acuosos de hojas sobre esta bacteria (Figura 13).

Figura 11. Evaluacién en placa de los extractos acuosos de H.
novogalicianus en P. aeruginosa. Los extractos de frutos, flores y
hojas no presentaron actividad antibacteriana.
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Figura 12. Evaluacién en placa de los extractos acuosos de H.
novogalicianus en E. coli, los extractos de frutos, flores y hojas no
presentaron actividad antibacteriana.

Figura 13. Evaluacion en placa de los extractos acuosos de H.
novogalicianus en B. subtilis. Los extractos de flores y hojas
presentaron actividad antibacteriana, mientras que el extracto de
frutos no presento actividad antibacteriana.
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Figura 14. Evaluacién en placa de los extractos acuosos de H.
novogalicianus en S.aureus. Los extractos de frutos y flores no
presentaron actividad antibacteriana, sin embargo el extracto de hojas
si mostr6 actividad antibacteriana.

8.1 Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de los extractos acetonico,
etandlico, hexanico y metandlico.

Respecto a la evaluacion del efecto antibacteriano de los 4 extractos (acetonico, etanolico,
hexanico y metandlico) de H. novogalicianus, en primer lugar, se realiz6 la evaluacion de
estos extractos en el rango 64 pg/mL a 0.125 pg/mL. Estos extractos no presentaron efecto
antibacteriano en comparacion con el farmaco control positivo de inhibicién utilizado
Trimetoprima con sulfametoxazol (Tabla 3). Posterior a ello se realiz6 la evaluacion de estos
extractos en un rango de 1 mg/mL hasta 1.95 pg/mL y en este rango de concentraciones
los extractos tampoco mostraron efecto antibacteriano en comparacién con el farmaco
control positivo de inhibicion Trimetoprima con sulfametoxazol (Tabla 4).

Respecto a la evaluacion antibacteriana de los extractos acetonico, etandlico, hexanico y
metandlico de H. novogalicianus, con digestién simulada el rango de concentracion fue de
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1 mg/mL hasta 1.95 ug/mL, en ninguna concentracion y en ninguna cepa bacteriana
empleada se present6 actividad antibacteriana en comparaciéon con el farmaco control

positivo de inhibicion empleado Trimetoprima con sulfametoxazol (tabla 5).

Tabla 3. Evaluacion del efecto antibacteriano de Extractos de H. novogalicianus
64 pg/mL - 0.125 pg/mL.

Extracto Extracto Extracto Extracto Trimetoprima
Bacteria acetonico etandlico hexanico metanolico con
CMI (ug/mL)  CMI (pg/mL) CMI (pg/mL) CMI (pg/mL)  sulfametoxazol
CMI (ug/mL)
S. aureus S.E S.E S.E S.E 8 +0.57
B. subtillis S.E S.E S.E S.E 1 +0.07
E. coli S.E S.E S.E S.E 32+2.1
P. aeruginosa S.E S.E S.E S.E 32 +0.89

Tabla 4. Evaluacion del efecto antibacteriano de Extractos de H. novogalicianus
1 mg/mL - 1.95 pg/mL

Extracto Extracto Extracto Extracto Trimetoprima
Bacteria acetonico etandlico hexanico metanolico con
sulfametoxazol
CMI (mg/mL) CMI (ug/mL)
S. aureus S.E S.E S.E S.E 8+0.32
B. subtillis S.E S.E S.E S.E 1+0.19
E. coli S.E S.E S.E S.E 32 £0.96
P. aeruginosa S.E S.E S.E S.E 32 +0.62

Tabla 5. Evaluacion del efecto antibacteriano de Extractos de H. novogalicianus
1 mg/mL - 1.95 ug/mL con digestién simulada.

Extracto Extracto Extracto Extracto Trimetoprima
Bacteria acetonico etanolico hexanico metandlico con
CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)  sulfametoxazol
CMI (ug/mL)
S. aureus S.E S.E S.E S.E 8+3.11
B. subtillis S.E S.E S.E S.E 1+043
E. coli S.E S.E S.E S.E 32 +0.98
P. aeruginosa S.E S.E S.E S.E 32 +0.47

Cada valor corresponde al promedio de tres ensayos independientes por duplicado + D.E.; S.E = Sin
efecto antibacteriano a las concentraciones evaluadas.
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Finalmente en la evaluacion del efecto antibacteriano de los extractos acetonico, etanalico,
hexanico y metandlico de H. novogalicianus en el rangos de concentracion de 20 mg/mL a
0.039 mg/mL contra B. subtillis, el extracto aceténico presento una CMI de 20 mg/mL,
mientras que el extracto etandlico presento una CMI de 10 mg/mL, el extracto hexénico de
5 mg/mL y el extracto metandlico tuvo una CMI de 20 mg/mL, mientras que el farmaco
control empleado Trimetoprima con sulfametoxazol presento una CMI de 4 pug/mL.
Respecto a la evaluacion antibacteriana contra P. aeruginosa, posterior al tiempo de
incubacién el extracto hexanico presentd una CMI de 20 mg/mL, mientras que los extractos
acetonico, etandlico y metandlico no presentaron actividad antibacteriana en este rango de
concentracion evaluado, por otro lado el farmaco control positivo de inhibicién Trimetoprima
con sulfametoxazol tuvo una CMI de 64 pg/mL. En la evaluacién antibacteriana contra E.
coli, los extractos acetoénico, etanélico y metandlico no presentaron efecto antibacteriano,
sin embargo, el extracto hexanico presento una CMI de 20 mg/mL, por otro lado,
Trimetoprima con sulfametoxazol utilizado como farmaco control positivo de inhibicion tuvo
una CMI de 32 ug/mL. Por su parte en la evaluacion antibacteriana contra S. aureus,
ninguno de los extractos mostro efecto antibacteriano a las concentraciones evaluadas,
mientras que Trimetoprima con sulfametoxazol presento una CMI de 0.125 pg/mL, los
resultados se resumen en la tabla 6, cabe sefialar que los resultados presentados son el

reflejo de 3 ensayos independientes por duplicado.

Tabla 6. Evaluacion del efecto antibacteriano de Extractos de H. novogalicianus
20 mg/mL a 0.039 mg/mL

Extracto Extracto Extracto Extracto Trimetoprim con
Bacteria acetonico etanolico hexanico metandlico sulfametoxazol
CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (ug/mL)
S. aureus S.E SE S.E S.E 0.125
+0.14
B. subtilis 20 10 5 20 4
+0.98 +2.74 +0.59 +0.24 +1.89
E. coli S.E S.E 20 S.E 32
+0.15 +1.27
P. aeruginosa S.E S.E 20 S.E 64
+3.19 +1.17

Cada valor corresponde al promedio de tres ensayos independientes por duplicado + D.E.; S.E = Sin
efecto antibacteriano a las concentraciones evaluadas.
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8.2 Evaluacion in vitro del efecto antifungico.

En relacion con la actividad antifungica de los extractos aceténico, etandlico, hexanico y
metandlico de H. novogalicianus, se realizaron 3 ensayos independientes por duplicado, los
extractos fueron evaluados en un rango de concentracion de 20 mg/mL a 0.039 mg/mL. El
extracto acetonico, etanolico y metandlico no presentaron actividad antifungica en el rango
de concentracion evaluados; por otro lado, el extracto hexanico mostro efecto antifingico
sobre las levaduras evaluadas con una CMI de 20 mg/mL para C. albicans y C. tropicalis,
mientras que para C. glabrata mostré una CMI de 10 mg/mL. El farmaco estandar para este
ensayo fue Fluconazol, que tuvo una CMI de 64 ug/mL para C. albicans y C. tropicalis,
mientras que para C. glabrata presentdé una CMI de 32 pg/mL, dichos resultados se

resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion del efecto antifUngico de Extractos de H. novogalicianus
20 mg/mL a 39 pg/mL

Extracto Extracto Extracto Extracto Fluconazol
Levadura acetonico etandlico hexanico metandlico  CMI (ug/mL)
CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)
C. albicans S.E S.E 20 S.E 64
+0.11 +0.68
C. glabrata S.E S.E 10 S.E 32
+0.20 +0.34
C. tropicalis S.E S.E 20 S.E 64
+0.88 +0.59

Cada valor corresponde al promedio de tres ensayos independientes por duplicado + D.E.; S.E = Sin
efecto antifiingico a las concentraciones evaluadas.
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8.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Microscopia Electrénica de
Transmision (MET).

La microscopia Electrénica de Barrido y Transmisién, son técnicas que nos ofrecen
informacién morfoldgica y ultraestructural de los efectos que pueden ser producidos en una
célula después de realizar determinado experimento. En el presente trabajo se emplearon
ambas técnicas para observar los cambios morfologicos y ultraestructurales asociados al
efecto antimicrobiano de del extracto hexanico de H. novogalicianus sobre bacterias (B.

subtilis y P. aeruginosa) y levaduras (C. albicans).

8.4.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Con la finalidad de obtener una mayor comprension del efecto antimicrobiano del extracto
hexanico en la topografia de bacterias y levaduras, se realizé un estudio microscopico
mediante MEB de los microorganismos tratados con el extracto a 1 CMI, 2 CMI y 4 CMI, asi

como del fArmaco control positivo de inhibicién, control de crecimiento y control disolvente.

En las micrografias electrénicas de barrido de B. subtilis, P. aeruginosa y C. albicans
procedentes del control de crecimiento, control disolvente DMSO 1 %, Control positivo de
inhibicibn Trimetoprima con Sulfametoxazol / Fluconazol, asi como de las diferentes
concentraciones del extracto hexanico, en las figuras 14 y 15 podemos observar que no
hay alteraciones aparentes en la topografia de los microorganismos, los resultados pueden

ser debidos a la resolucién que posee el microscopio electrénico de barrido.
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Figura 15. Microscopia electronica de Barrido en Bacterias; B. subtilis y P. aeruginosa.
A) Control de crecimiento; B) Control Solvente DMSO 1%; C) Control positivo de inhibicion Trimetoprima con sulfametoxazol
1 CMI; D) Extracto hexanico 1 CMI; E) Extracto hexanico 2 CMI; F) Extracto hexanico 4 CMI.
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Figura 16. Microscopia electrénica de Barrido en C. albicans.
A) Control de crecimiento; B) Control Solvente DMSO 1%: C) Control positivo de inhibicién Fluconazol 1MIC; D)
Extracto hexénico 1 CMI; E) Extracto hexanico 2 CMI; F) Extracto hexanico 4 CMI.

8.4.2 Microscopia Electrénica de Transmision (MET).

8.4.2.1 Bacterias.

Para la MET se utiliz6 B. subtilis y P. aeruginosa como bacterias representativas, las
concentraciones empleadas del extracto hexanico se basaron en los valores de CMI
obtenidos, en el orden de mg/ mL, de acuerdo a lo establecido en el CLSI se tomaron los
valores de 1, 2 y 4 veces la CMI, por otro lado, se incluyé un control de crecimiento, un

control con el disolvente utilizado DMSO 1 % y Trimetoprima con sulfametoxazola 1 CMI.
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Respecto al andlisis ultraestructural de B. subtilis provenientes del control de crecimiento y
control de disolvente DMSO 1 % podemos observar la forma bacilar caracteristica de esta
bacteria sin alteraciones, asi como la integridad del citoplasma, membrana y pared celular;
sin embargo en las micrografias provenientes del control positivo Trimetoprima con
sulfametoxazol, se logran apreciar alteraciones del citoplasma y del material genético, asi
como una lesion en la pared y membrana celular, por otro lado se puede observar una
cantidad considerable de endoesporas y varios restos celulares provenientes de bacilos
que ya han sido destruidos en su totalidad. Respecto al andlisis ultraestrucural de cultivos
expuestos al extracto hexanico a 1 CMI se observo una gran cantidad de endoesporas, asi
como un alto contenido de restos celulares provenientes de la destruccion bacteriana. En
las micrografias de los cultivos expuestos a 2 CMI se observa una clara destruccion de las
células, los bacilos han perdido su forma caracteristica y disminuyd la cantidad de
endoesporas presentes, de igual manera en cultivos expuestos a 4 veces la CMI se logra
observar una pérdida del contenido intracelular, no se observa la formacion de endoesporas
(Figura 16).

En cuanto al andlisis ultraestructural de P. aeruginosa, en las micrografias pertenecientes
al control de crecimiento y control disolvente DMSO 1% se observa la forma bacilar
caracteristica de esta bacteria, asi como la integridad del citoplasma, membrana y pared
celular, por otro lado, en las micrografias de la bacteria expuesta a 1 CMI del extracto
hexanico se observa la destruccion el dafio en la pared y membrana celular; asi como
alteraciones en el citoplasma y material genético. En las micrografias pertenecientes a
cultivos expuestos a 2 CMI se observa que las células han perdido su forma bacilar, se
observa un dafio en la membrana y pared celular; asi como una clara condensaciéon del
citoplasma, de igual manera en los cultivos expuestos a 4 CMI del extracto hexanico se
observa una deformaciéon en la morfologia celular, asi como una clara alteracién del

citoplasma (Figura 17).
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Figura 17. Microscopia Electronica de Transmision de B. subtilis.

A) Control de crecimiento; B) Control disolvente DMSO 1%; C) Control positivo de inhibicion Trimetoprima con
sulfametoxazol 1CMI; D) Extracto hexanico 1CMI; E) Extracto hexanico 2 CMI; C) Extracto hexanico 4 CMI.
*Membrana Celular (M); Citoplasma (C); Ribosoma (R), Pared Celular (P); Material genético (Mg); Endoesporas (Ep);

Degradacion celular (Dc); Restos celulares (Rc).
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Figura 18. Microscopia Electronica de Transmisién de P. aeruginosa.

A) Control de crecimiento; B) Control disolvente DMSO 1%; C) Control positivo de inhibicién Trimetoprima con
sulfametoxazol 1CMI; D) Extracto hexanico 1CMI; E) Extracto hexanico 2 CMI; C) Extracto hexanico 4 CMI.
*Membrana Celular (M); Citoplasma (C); Ribosoma (R), Pared Celular (P); Material genético (Mg).

N
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8.3.1.2. Levaduras.

Para la MET se utilizé C. albicans como levadura representativa, al igual que en la MEB
para bacterias las concentraciones empleadas del extracto hexanico se basaron en los
valores de CMI obtenidos, en el orden de mg/ mL, de acuerdo con lo establecido en el CLSI
se tomaron los valores de 1, 2 y 4 veces la CMI, por otro lado, se incluyé un control de
crecimiento, un control con el disolvente utilizado DMSO 1% y Fluconazol como control

positivo de inhibicién a 1 vez la CMI.

El analisis ultraestructural de la levadura que proveniente del control de crecimiento mostré
morfologia caracteristica sin alteraciones en el ndcleo, con presencia de cromatina
periférica, se observa perfectamente la membrana nuclear, asi como mitocondrias en el

citoplasma, se puede observar la integridad de la membrana y pared celular (Figura 18).

En las micrografias provenientes del control disolvente DMSO 1%, se puede observar
nuevamente la morfologia caracteristica de la levadura, sin alteraciones en el nucleo, se
logran apreciar un gran niumero de mitocondrias en el citoplasma, asi como una vacuola
que abarca gran parte de él. Por otro lado, se observa la preservacion de la membrana y
pared celular (Figura 18).

Con el Fluconazol logramos observar una desnaturalizacién del ndcleo, asi como una
mayor cantidad de cuerpos intravacuolares, por otro lado, se observa una ligera

irregularidad en la membrana celular (Figura 18).

Respecto al analisis ultraestructural de la levadura proveniente de cultivos expuestos al
extracto hexanico se observo a una CMI, la integridad de la membrana y pared celular, sin
embargo hay una elevada cantidad de cuerpos intravacuolares, asi como una ligera
degradacion de las mitocondrias y del nicleo. Con la exposicion a dos CMI del extracto se
observan alteraciones en el citoplasma, mitocondrias y ndcleo, asi como una deformacion
en la membrana y pared celular. Respecto a la exposicion a 4 veces la CMI, es evidente el
dafio que sufre el citoplasma, mitocondrias y nacleo, asi como la ruptura de la membrana

celular y la consecuente liberacion de componentes intracelulares (Figura 18).
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Figura 19. Microscopia Electronica de Transmision de C. albicans.

A) Control de crecimiento; B) Control disolvente DMSO 1%; C) Control positivo de inhibicién Fluconazol 1CMI; D) Extracto

hexanico 1CMI; E) Extracto hexanico 2 CMI; C) Extracto hexanico 4 CMI.
*Membrana Celular (M); Citoplasma (C); Pared Celular (P); Mitocondria (MT), Nucleo (N); Vacuola (V).
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9.0 Discusion.

Desde hace muchos afios se han utilizado los productos naturales en el tratamiento y cura
de enfermedades, no solo en México si no en el mundo entero. La importancia de los
productos naturales en la industria farmacéutica radica en que pueden ser Utiles por sus
posibilidades directas como agentes terapéuticos, pueden servir como modelos para la
preparacion de sustancias bioactivas, 0 como materia prima para la sintesis de sustancias

de interés farmacolodgico (Gutiérrez y Estévez, 2009).

En la literatura se reporta que platas pertenecientes a la subfamilia Hyacinthaceae tal es el
caso de H. novogalicianus, se caracterizan por contener compuestos que poseen actividad
antioxidante, antinflamatoria, antibacteriana entre otras (Notten y Kirstenbosch, 2002;
Gaidamashvili y Van Staden J, 2002; Bisi-Johnson y cols., 2011; Mulholland y cols., 2013;
Flores-Morales y cols., 2014).

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad antimicrobiana
de sustancias sintéticas y productos naturales, los principales métodos de evaluacién son
los métodos de difusién y dilucién. Ambos métodos han sido utilizados por varios afios, en
los métodos de difusidn se evalla la actividad antibacteriana de una manera cualitativa,
mientras que en los métodos de dilucion se hace de una manera cuantitativa (Murphy, 1999;

Ramirez y Castafio, 2009).

Con base a lo anteriormente expuesto en este trabajo se determiné la actividad
antibacteriana y antifingica de 4 extractos organicos (aceténico, etandlico, hexanico y

metandlico) de H. novogalicianus.

En primer lugar, se determind la actividad antibacteriana sobre: B. subtilis, S. aureus, E. coli
y P. aeruginosa, en un rango de concentracion de 64 pg/mL a 0.125 pg/mL, ninguno de los
4 extractos presento actividad antibacteriana. Los resultados obtenidos en este ensayo
fueron comparados con el control positivo de inhibicion Trimetoprima con sulfametoxazol,
para el caso de E.coliy P. aeruginosa presentaron una CMI de 32 pg/mL, mientras que para
para B. subtillis y S. aureus fue de 1 pg/mL y 8 ug/mL respectivamente (Tabla 3.), estos
resultados pueden ser atribuibles a que las concentraciones a las cuales fueron evaluados
los extractos eran relativamente bajas si hablamos de productos naturales, por lo cual fue
necesario aumentar la concentraciébn para saber si los extractos mostraban efecto

antibacteriano a una concentracion superior, ya que lo reportado en la literatura demuestra
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gue las concentraciones utilizadas para la evaluacién de los productos naturales son muy

variadas van desde los microgramos hasta miligramos.

De Bellis en 2013 evalud la actividad antibacteriana de extractos y aceites vegetales de
diferentes plantas de la region de Uruguay en un rango de concentraciones de 10 a 0.125
mg/mL, de igual manera Mojica y cols., en 2015 evaluaron la actividad antibacteriana de
extractos vegetales contra E. faecalis resistente a vancomicina en el cual el rango de
concentraciones de los extractos vegetales fue de 10 mg/mL a 0.156 mg/mL. Por otro lado,
Abadie y cols., en 2014 aumentaron el rango de concentraciones de los extractos de
Alchornea triplinervia, Annona muricata, Caraipa grandifolia, y Brunfelsia grandiflora
evaluados contra cepas intrahospitalarias hasta 250 mg/mL. Vega y cols., por el contrario,
evaluaron la actividad antibacteriana de los extractos de Leucophyllum frutescens contra
S.aureus de aislados clinicos en un rango de concentraciones de 1 mg/mL a 250 mg/mL,
teniendo como resultados la inhibicién de las cepas de S. aureus. Por esta razén se
procedié a aumentar la concentracion de los extractos de H. novogalicianus hasta 1 mg/mL,
sin embargo tampoco presentaron actividad antibacteriana en este nuevo rango de
concentraciones, por ello se aument6 una vez mas el rango de concentraciones a evaluar
en esta ocasion la concentracion mas alta fue de 20 mg/mL, con lo cual el extracto acetdnico
present6 una CMI de 20 mg/mL en B. subtillis, mientras que el extracto etandlico solé mostro
actividad antibacteriana en B. subtillis con una CMI de 10 mg/ mL, sin embargo el extracto
metandlico no mostrd actividad antibacteriana en ninguna de las bacterias evaluadas, por
otro lado el extracto hexanico presento actividad antibacteriana sobre B. subtillis, E. coli y
P. aeruginosa con una CMI en el rango de 20 mg/mL a 5 mg/mL. Cabe sefialar que el
farmaco control positivo de inhibicién para cada una de las evaluaciones Trimetoprima con
sulfametoxazol tuvo una CMI de 32 pg/mL para E. coli, de 64 ug/mL para P. aeruginosa, de

0.125 32 pug/mL para S. aureus Yy finalmente de 4 pg/mL para B. subtillis.

Por otro lado, los resultados también pueden ser el reflejo de que algin metabolito o
conjunto de ellos, que pudieran ser los relacionados con la actividad antimicrobiana en la
planta H. novogalicianus se encuentran en menor cantidad en esta especie en comparacion
con algunas otras de la misma subfamilia, incluso puede haber una concentracién menor
de estos metabolitos en los diferentes extractos, la elaboracion de los extractos asi como
los disolventes utilizados para la extraccion de los metabolitos secundarios de las plantas
juegan un papel importante ya que de ellos dependeran los metabolitos a extraer, por tal

motivo se realiz6 la evaluacion antibacteriana de H. novogalicianus de un extracto acuoso
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de la planta sin que esta pasara por el proceso de secado y concentracion, con la finalidad
de encontrar algin metabolito con actividad antibacteriana que pudiera degradarse en estas
etapas de elaboracién. En primer lugar, se determiné el efecto antibacteriano de los
extractos acuosos en las 4 bacterias previamente evaluadas, mediante el método de
difusion en agar con ayuda de penicilindros, para el cual no se logré observar ningun halo
de inhibicion en las placas, debido a que los extractos no lograron difundirse en la placa de
agar después del tiempo de incubacion, por tal motivo se buscé una alternativa para
determinar el efecto antibacteriano. La alternativa més factible fue la perforaciéon del agar
con ayuda de un sacabocados estéril, la adicion del extracto en los pocillos realizados en
el agar es un método, que a diferencia del uso de discos de papel, concentra una mayor
cantidad de extracto, facilitando la evaluacién antibacteriana (Magallanes y cols., 2003,
Rojas y cols., 2005). Transcurrido el tiempo de incubacion se logré observar en primer lugar,
gue los extractos si lograron difundirse en el agar, sin embargo, solo el extracto acuoso de
flores y hojas logré inhibir el crecimiento de B. subtilis (Figuras: 9- 13). Los métodos de
difusién en agar han sido ampliamente utilizados para evaluar la actividad antibacteriana
de extractos de plantas (Padilla y Gil, 2012; Magallanes y cols., 2003, Cruz y cols., 2010).
En general se propone utilizar los métodos de difusion para estudiar compuestos polares
(Ramirez y Castafio, 2009). Dentro de los estudios que se han realizado encontramos a
Magallanes y cols., quienes en 2003 utilizaron la técnica de difusion en agar con ayuda de
un sacabocados estéril, ellos determinaron la actividad antibacteriana de extractos
etandlicos de macroalgas marinas en bacterias Gram positivas y Gram negativas, teniendo
como resultados que 5 de los 12 extractos presentaron un halo de inhibicién en las bacterias
Gram positivas. Al igual que Avello vy cols., quienes en 2012, evaluaron el efecto
antimicrobiano de aceites esenciales de plantas chilenas de las familias Lauraceae y
Atherospermataceae bajo la técnica de difusiébn en agar con ayuda de un sacabocados
estéril, teniendo como resultado la inhibicion de las cepas bacterianas utilizadas (B. subtilis,

S. aureus, E. coliy P. aeruginosa).

Por otro lado se determind la actividad antifingica del extracto acetonico, etandlico,
hexanico y metandlico de H. novogalicianus, las concentraciones en las que fueron
evaluados estos extractos son de 20 mg/mL a 0.039 mg/mL, ya que se tenia como
antecedente los rangos de concentracion en los cuales se observé una inhibicion del
crecimiento en bacterias, para la determinacion del efecto antifiingico se emplearon 3

diferentes levaduras del género Candida ; C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis.
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El extracto acetdnico, etandlico y metandlico no mostraron actividad antifingica contra las
levaduras evaluadas, sin embargo, el farmaco control positivo de inhibiciobn Fluconazol
mostro una CMI de 64 pug/mL para C. albicans y C. tropicalis, mientras que para C. glabrata
mostro una CMI de 32 pg/mL, por otro lado, el extracto hexanico, inhibio el crecimiento de
C. albicans y C. tropicalis teniendo una CMI de 20 mg/mL, mientras que para C. glabrata
mostro una CMI de 10 mg/mL. La busqueda de nuevos agentes con posible actividad
antifingica se ha centrado recientemente en los productos naturales, ya que han
demostrado poseer compuestos que son capaces de inhibir el crecimiento de levaduras y
otros hongos, dentro de estos compuestos de encuentran los terpenoides, saponinas,
compuestos fendlicos, alcaloides e incluso algunos péptidos y proteinas (Spampinato
Leonardi, 2013). Tal es el caso de Shaista y cols.(2017),quienes ante la emergente
resistencia a los antifingicos que presentan diferentes especies de Candida en 2017
evaluaron el efecto antifingico de 6 extractos etandlicos procedentes de plantas utilizadas
en la india dentro de la medicina tradicional (A. sativum, C. dichotoma, C. dichotoma, S.
cumini y T. feonum- grecum), sobre 50 aislados clinicos de Candida spp, resistentes a los
antifingicos comunmente utilizados, los resultados que obtuvieron mostraron que los
extractos presentaron actividad antifungica con una CMI en el rango de 25- 1.56 mg/mL,
concentraciones muy similares a las obtenidas en este trabajo. Por otro lado, Sampaio y
cols. (2017), evaluaron la actividad antifingica del extracto hidroalcohdlico y etandlico de
S. obtusifolium, que ha sido utilizada dentro de la medicina tradicional para un gran nimero
de enfermedades como son: diabetes, infecciones genito-urinarias, inflamacion del ovario,
problemas cardiacos entre otros. La evaluacion antifiingica se realizé sobre C. albicans
teniendo una CMI de 0.5 mg/mL para ambos extractos (Araujo-Netol y cols., 2010, Sampaio
y cols., 2017).

El perfil fitoquimico de las plantas depende de numerosos factores como el genotipo, la
edad fisiol6gica de la planta, el tipo de 6rgano, las condiciones edafoclimaticas, el momento
del corte y el procesamiento de la muestra, y de ello dependera también la actividad

biol6gica que posean (Rubio y cols., 2018).

Los mecanismos mediante los cuales los metabolitos secundarios inhiben el crecimiento se
han vinculado con cambios en las propiedades fisico-quimicas de la membrana celular y la
interferencia con procesos metabdlicos vitales en los microorganismos patégenos. Los
flavonoides pueden afectar el crecimiento microbiano por inhibicion de la biosintesis de

acidos nucleicos y otros procesos metabdlicos; mientras que las sustancias de naturaleza
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terpenoide pueden interferir con la sintesis de los componentes de las membranas
biol6gicas (Nayak y cols., 2010). De igual manera, los taninos y los compuestos fendlicos
pueden inhibir el crecimiento bacteriano, debido a la capacidad que tienen estas sustancias
de formar complejos irreversibles con proteinas, lo cual afecta sus propiedades biol6gicas
y ocasiona la muerte de los microorganismos (Cowan, 1999). Los taninos también pueden
disminuir la actividad de enzimas bacterianas mediante la quelatacion de iones

imprescindibles para la funcidn catalitica de estos polipéptidos (Rubio y cols., 2018).

Es importante sefialar que la actividad antimicrobiana relacionada con H. novogalicianus
no ha sido descrita aun, pero existen algunos trabajos donde se describe esta actividad
para otras especies pertenecientes a la subfamilia Hyacinthaceae a la cual pertenece H.
novogalicianus (Notten y Kirstenbosch, 2002; Bisi- Johnson y cols., 2011). De igual manera
en la literatura se han descrito algunos metabolitos secundarios presentes en esta
subfamilia, dentro de los cuales destacan compuestos de tipo flavonoide, homoisoflavonas,
esteroides, bufadiendlidos, estilbenos, alcaloides y acidos grasos (Du Toit y cols., 2007).
En estudios fitoquimicos preliminares del extracto hexanico de H. novogalicianus se
identificaron diferentes metabolitos secundarios como indoles y sus derivados, compuestos
carbonilicos, esteroides y acidos grasos insaturados (Flores — Morales y cols., 2014). Los
acidos grasos forman parte de los fosfolipidos, que son componentes estructurales de las
membranas celulares, fungen como reservas de energia, al ser metabolitos primarios
participan en la sintesis de otros componentes, y estudios han demostrado que algunos
acidos grasos presentan actividad contra agentes patdgenos de las plantas y se ha
demostrado en estudios in vitro la actividad antibacteriana de algunos de ellos sobre
diferentes agentes patégenos (Agoramoorthy y cols., 2007), si bien el extracto hexanico fue
el gue mostro inhibicién en el crecimiento de los dos microorganismos evaluados (bacterias
y levaduras), los extractos acetdnico y etandlico también mostraron inhibicion del
crecimiento bacteriano sobre B. subtilis, aunque no hay estudios fitoquimicos hasta este
momento de estos extractos es posible que en ellos se encuentren metabolitos secundarios
con actividad antimicrobiana; como flavonoides y terpenoides. Debido a la poca informacion
fitoquimica de H. novogalicianus, no es posible hacer una correlacion directa de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos, con la actividad antibacteriana que
presentaron, sin embargo es posible realizar una comparacion con lo que se encuentra

reportado en la literatura acerca de la subfamilia a la cual pertenece.
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Finalmente, se realiz la caracterizacion de los cambios morfolégicos y ultra estructurales
mediante MEB y MET, que presentaron los microrganismos después de ser expuestos al
extracto hexanico con la finalidad de conocer los posibles blancos afectados que ocasionan

la inhibicion del crecimiento e inclusive la muerte celular.

Respecto al analisis ultra estructural en bacterias (B. subtilis y P. aeruginosa), se observo
en las micrografias electronicas de transmision y de barrido correspondientes al control de
crecimiento y al control disolvente DMSO 1%, que no hay dafio visible en la célula
bacteriana, ya que presentan una morfologia celular normal con una densidad electrénica
homogénea en el citoplasma y las estructuras celulares internas eran normales, de igual
manera se observdé una membrana celular intacta y una pared con una densidad de
electrones uniforme. En contraste, en las células bacterianas que fueron expuestas al
control positivo de inhibicion Trimetoprima con sulfametoxazol se observaron alteraciones
en el citoplasma y material genético de la célula, lo cual es concordante con el mecanismo
de accion de estos compuestos ya que son inhibidores potentes y selectivos de dos enzimas
clave en la ruta biosintética del folato; dihidrofolato reductasa (DHFR) y dihidropteroato
sintasa (DHPS), la alteracion de las vias de folato inhibe la produccion de intermediarios
clave para la sintesis de proteinas y nucledsidos de ADN, lo que finalmente conduce a la
muerte celular (Figura 14, 16 y 17) (Napon y cols., 2018).

Por otro lado, en los cultivos de B. subtillis expuestos a diferentes concentraciones del
extracto hexanico, se observo el dafio que esté provocé sobre la célula bacteriana, a 1 CMI
(5 mg/mL) se aprecia en las micrografias electrénicas la presencia de endoesporas, sin
embargo con forme se aumentd la concentracion la cantidad de estas disminuy6 en su
totalidad, con lo cual se puede sugerir que el extracto posee efecto esporicida, también se
pudo observar una gran cantidad de restos celulares presentes, y células bacterianas
dafiadas que eran transllicidas de electrones en comparacién con el control de crecimiento
(Woo Kyung y cols., 2008) (Figura 16). Los cultivos de P. aeruginosa, expuestos al extracto
hexanico mostraron células lisadas con paredes y membranas rotas, y por lo tanto se
presentd una disminucién en la densidad electronica del citoplasma, de igual manera se
observo la condensacion del material genético en la célula bacteriana (Figura 17) (Myung-
Jiny cols., 2019).

De igual manera en el cultivo de C. albicans expuesto a diferentes concentraciones del
extracto hexanico se observa claramente el dafio a nivel citoplasmatico, y una alta cantidad

de cuerpos intravacuolares, ademas de alteraciones a nivel de nucleo y mitocondrias, que
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aumenta conforme aumenta la concentracion del extracto, con lo cual podemos suponer
que el extracto afecta la integridad del material genético y por ende el material
citoplasmético de los microorganismos expuestos (Figura 18). Respecto a los cultivos
expuestos al control positivo de inhibicion Fluconazol, se logré observar una alta cantidad
de cuerpos intravacuolares, asi como una deformacién de la membrana citoplasmatica, ya
que esté farmaco tiene como mecanismo de accion la inhibicién de la enzima lanosterol 14-
alfa demetilasa en el complejo citocromo P-450 de los hongos. El resultado es la inhibicion
de la conversion de lanosterol a ergosterol, con la consecuente deplecion de ergosterol,
acumulacién de precursores y una pérdida de la integridad de la membrana flngica (Diaz
y Garcés, 2012).

Estos fendmenos sugieren los posibles mecanismos antimicrobianos por los cuales el
extracto hexanico inhibe el crecimiento de estos microorganismos, asi como la respuesta

celular en bacterias (Gram positivas y Gram negativas) y levaduras.

Aungue los mecanismos subyacentes a las acciones antimicrobianas del extracto hexanico
todavia no se comprenden completamente, es importante resaltar los resultados obtenidos
en este trabajo ya que pueden ser utilizados como referencia para otras investigaciones
dado que en la literatura no hay estudios similares con extractos de plantas.
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10.0 Conclusiones.

e Los extractos organicos de H. novogalicianus presentan actividad antimicrobiana
sobre bacterias y levaduras de interés clinico.

e El extracto aceténico de H. novogalicianus present6 actividad antibacteriana sobre

B. subtilis con una CMI de 20 mg/mL.

e El extracto etandlico de H. novogalicianus presentd actividad antibacteriana sobre

B. subtilis con una CMI de 10 mg/mL.

e El extracto hexanico de H. novogalicianus presentd actividad antibacteriana sobre
E. coli, P. aeruginosa y B. subtilis con una CMI en el rango de 20 mg/mL a 5 mg/mL,
ademas mostro inhibicién sobre el crecimiento de C. albicans, C. glabrata y C.
tropicalis, mostrando una CMI en el rango de 20 -10 mg/mL.

e El extracto hexanico provocé cambios ultra estructurales en el citoplasma y material
genético en bacterias, mientras que en levaduras se presentan alteraciones a nivel

de membrana, citoplasma, mitocondrias y ndcleo.
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13.0 Perspectivas

e Realizar la evaluacién antimicrobiana de los extractos que no presentaron actividad
antibacteriana y antifingica en un rango de concentracibn mayor al evaluado en
este trabajo.

o Realizar ensayos de citotoxicidad de los extractos evaluados, principalmente del
extracto hexanico, sobre diferentes lineas celulares (VERO,IPEC- J2), para obtener
los indices de selectividad.

¢ Evaluar en distintos modelos in vivo, las propiedades toxicoldgicas del extracto con
mayor actividad antimicrobiana.

o Debido a la actividad antiparasitaria de algunas plantas pertenecientes a la
subfamilia Hyacinthaceae: Determinar la CMI de los extractos en parasitos
protozoarios de interés clinico; como Entamoeba histolytica y Giardia lamblia.

o Aislar e identificar el o los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana
del extracto hexanico de H. novogalicianus.
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