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RESUMEN

En este trabajo se evalud el efecto de extractos de plantas y de dos compuestos aislados,
sobre la integridad de la membrana, el pH citoplasmico, el potencial de membrana y sobre
la sintesis de ATP, en dos cepas de V. cholerae y dos cepas de C. perfringens. Ademas para
el caso de V. cholerae se evalud el efecto de los extractos y de los compuestos aislados
sobre la expresion del gen de la enterotoxina (ctx).

De acuerdo a los resultados preliminares de la actividad antimicrobiana se seleccionaron 4
extractos metanolicos de plantas, 2 medicinales (huizache y estafiate) y 2 comestibles
(albahaca y nopal), obteniendo CMB’s en rangos de entre 0.5 — 0.9 mg/ml y de 2 — 3
mg/ml respectivamente, de acuerdo a la cepa probada. Utilizando una concentracion de
10X la CMB, los extractos seleccionados afectaron significativamente la integridad de la
membrana, disminuyeron el pH citopldsmico, modificaron el potencial de membrana y

disminuyeron la sintesis de ATP celular.

En lo que respecta a los resultados obtenidos en el aislamiento y purificacion de
compuestos con actividad antimicrobiana, se emplearon técnicas como cromatografia en
capa preparativa, en columna y HPLC mediante las cuales se obtuvieron dos compuestos
puros, uno aislado del extracto de huizache, el cual fue caracterizado metil galato y el otro
aislado del extracto de nopal, el cual no ha podido ser caracterizado completamente, sin
embargo se sabe que al igual que el metil galato también es de naturaleza fendlica. Los
resultados obtenidos al evaluar el modo de accion de los compuestos aislados fueron
similares al de los extractos metandlicos afectando significativamente la integridad de la
membrana, disminuyendo el pH citoplasmico, modificando el potencial de membrana y
disminuyendo la sintesis de ATP celular.

Ninguno de los extractos evaluados ni de los compuestos aislados afectaron la expresion
del gen de la enterotoxina (ctx), en ambas cepas de V. cholerae.

Los resultados obtenidos durante esta investigacion confirman que al menos los extractos

metanolicos del huizache, estafiate, albahaca y nopal, son una fuente de compuestos

Xii



bioactivos los cuales pueden considerarse como alternativas para el tratamiento de V.
cholerae y C. perfringens, o por otro lado como alternativas en la prevencién de la

contaminacién de alimentos causada por estos microorganismos patdgenos
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ABSTRACT

The search for natural antimicrobials to use in foods is encouraged by the high prevalence
of food-borne diseases and the current popular preference of consuming all-natural foods.
The mechanisms of action of most plant extracts with antimicrobial activity have been
poorly studied.

In this work, changes in membrane integrity, membrane potential, internal pH (pHin), ATP
synthesis in V. cholerae and C. perfringens cells were evaluated after exposure to extracts
plants and isolated natural compounds. Expression of cholera toxin gene, was determined in

V. cholerae cells.

Preliminary antimicrobial properties of methanolic, ethanolic, and aqueous plant extracts
were evaluated using the hole-plate diffusion technique. A micro-dilution method was used
to determine the minimal bactericide concentrations (MBC) of extracts showing the higher
antimicrobial activity. For the experiments, 10X of MBC was used. Damage of V. cholerae
and C. perfingens membrane was evaluated using the LIVE/DEAD BacL.ight kit, cFDA-SE
was used to measure internal pH, membrane potential was determined with DiBAC,(3) and
ATP was measured using ELITEN ATP detection kit. Expression of the cholera toxin gene
was determined by gqRT-PCR

The methanolic extracts of basil, nopal cactus, sweet acacia, and white sagebrush, were the
most active against V. cholera and C. perfringens strains, with MBCs ranging from 0.5 to
3.0 mg/ml. Membrane integrity was affected by all selected extracts damaging 100% of the
cells. The pHi showed a clear decrease from approximately pHi, 7 to pHi, 4. Membrane
potential was affected; three plant extracts produced hiperpolarization and one extract
depolarization. Cellular ATP production was reduced by 55 to 89% depending on extract
and strain tested. The expression of V. cholerae enterotoxin gene was no inhibited during
the treatment. All extracts exerted profound physiological changes that lead to bacterial
death.
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These four plant extracts could be regarded as alternatives to control V. cholerae
contamination in foods, and in the treatment of diseases associated with this

microorganism.
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INTRODUCCION

Los cuadros de patologia digestiva transmitidas por agua y alimentos, siguen
siendo una causa importante de morbilidad e incluso mortalidad tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. EI Centro para el Control y Prevencion de las
Enfermedades (CDC) estima que en el 2011, cuarenta y ocho millones de personas en
EUA se enfermaron debido al consumo de alimentos contaminados, de los cuales
128,000 fueron hospitalizados y 3000 murieron como resultado de enfermedades
alimentarias. Por otro lado en Meéxico, el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE), reporta anualmente poco mas 4.7 millones de casos nuevos

de infecciones intestinales.

Vibrio cholerae el agente causal de la enfermedad diarreica denominada cdlera es
considerado el patdgeno mas importante del dltimo siglo y se le considera una amenaza
global actual a la salud del ser humano, debido a los incrementos de hasta un 115% en
los reportes de casos alrededor del mundo.

Clostridium perfringens es el patdgeno mas ampliamente distribuido en el medio
ambiente y el CDC estima que en los EU, C. perfringens ocupa el tercer lugar como
causante de enfermedades gastrointestinales siendo responsable de aproximadamente el
10% de las infecciones, solo superado por Salmonella (11%) y los Norovirus (58%).

En afios recientes, se ha incrementado el interés por parte de la industria de los
alimentos, en el uso de compuestos naturales como sustitutos de los antimicrobianos
sintéticos. La busqueda de estos compuestos se ha basado en métodos tradicionales de
plagueo en agares nutritivos, sin embargo estas técnicas no son del todo certeras debido
a la posibilidad de encontrar células en estado viable no cultivable.

Debido a esto se han propuesto varios métodos para determinar la viabilidad microbiana
que emplean colorantes fluorescentes, como el kit LIVE/DEAD BacLigth, el cual es (til
para diferenciar células que presentan dafio en la integridad de la membrana celular de

aquellas que mantienen la membrana intacta. Otra metodologia es la que emplea el



reactivo fluorescente CFDA-SE el cual es capaz de evaluar el pH celular, esta
informacion es de gran valor, ya que la capacidad de las células para mantener el
gradiente de pH (pH interno mayor al pH externo) puede ser utilizada para evaluar la
correcta actividad fisioldgica bacteriana. Por otro lado el DIBAC,(3), es utilizado para
determinar el potencial de la membrana microbiana, en este caso la distribucion del
colorante dentro de la célula es resultado de un efecto de despolarizacion o de una
hiperpolarizacion de la membrana celular bacteriana. Por Gltimo, dado la importancia del
ATP producido por una célula, se ha utilizado el sistema kit ENLITEN
luciferina/luciferasa para determinar cambios en la sintesis de esta molécula. Estas
técnicas también pueden ser utilizadas para determinar el mecanismo de accion de

compuestos naturales

Los programas sistematicos de desarrollo de nuevos antimicrobianos a partir de fuentes
naturales estan basados en bioensayos de aislamiento dirigido, en donde el aislamiento
de compuestos activos va acompafado de bioensayos de cada grupo de compuestos o de
cada compuesto aislado, para seleccionar cual de ellos es el que presenta la actividad
buscada, hasta obtener el compuesto activo puro y proseguir con su caracterizacion.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Debido a la necesidad de desarrollar antimicrobianos mas efectivos y con menos
efectos secundarios, aunado a la ya mencionada tendencia al consumo de productos
naturales, los antimicrobianos tales como los obtenidos de plantas, han ido ganando

importancia como alternativas reales para su aplicacion en productos alimenticios

La originalidad de este trabajo radica en la elucidacion del mecanismo de accién
de esos compuestos bioldgicamente activos en V. cholerae y C. perfringens y la
caracterizacién del o de los compuestos de plantas con actividad bioldgica.



3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo de accidon de extractos de plantas y de sus compuestos

activos sobre Vibrio cholerae y Clostridium perfringens

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

4. OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar extractos de plantas que presenten actividad antimicrobiana contra V.
cholerae y C. perfringens.

Determinar la Concentracién Minima Bactericida de los extractos activos contra

V. cholerae y C. perfringens.

Determinar el efecto de las concentraciones sub-inhibitorias sobre el crecimiento

de V. cholerae y C. perfringens.

Determinar la actividad bioldgica de los extractos, en la membrana celular de V.
cholerae y C. perfringens.

Establecer el efecto de los extractos activos sobre el pH citopldsmico de V.
cholerae y C. perfringens.

Establecer el efecto de los extractos activos sobre el potencial de membrana de
V. cholerae y C. perfringens.

Establecer el efecto de los extractos activos sobre la sintesis de ATP de V.
cholerae.

Determinar el efecto de los extractos sobre la sintesis de toxinas de V. cholerae y
C. perfringens.



9) Realizar la caracterizacion del o de los compuestos con actividad antimicrobiana
aislados de las plantas seleccionadas por su actividad

10) Determinar la concentracién minima bactericida de los compuestos aislados

contra V. cholerae y C. perfringens.

11) Establecer el efecto de los compuestos aislados sobre la viabilidad de la
membrana, el pH, el potencial de membrana y la sintesis de ATP.

12) Determinar el efecto de los compuestos aislados sobre la sintesis de toxinas de V.
cholerae.



5. HIPOTESIS

Los compuestos bioactivos aislados de extractos de plantas, tienen como sitio
blanco la membrana y la sintesis de proteinas de V. cholerae y C. perfringens.



6. ANTECENTES

6.1 Enfermedades transmitidas por alimentos.

Los cuadros de patologia digestiva transmitidas por agua y alimentos, siguen
siendo una causa importante de morbilidad e incluso mortalidad tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. (Helms, 2003). A estas patologias se les
denomina Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA’s) y son producidas por
la ingestion de productos alimenticios y/o bebidas contaminadas con microorganismos
patdgenos o sus toxinas, en cantidades tales, que afectan la salud del consumidor de
forma individual o colectiva. Las ETA’s, pueden ser producidas en cualquiera de las
etapas de la cadena alimentaria (produccién, transporte, almacenamiento, elaboracion,
distribucion y consumo de alimentos). Sus sintomas mas comunes son diarreas, dolores
abdominales, nausea y vomitos, (ICMSF, 1996), pero también se pueden presentar otros

como choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etc. (Rosas et al., 2001)

La transmision de enfermedades a través del consumo de alimentos es un
problema de salud publica ya conocido; sin embargo, recientemente y en todo el mundo
se ha constatado el aumento de su frecuencia, debido a cambios en las etiologias
predominantes y en la dindmica epidemiolégica. (Hyytia et al., 1999). Esto es
probablemente se debe a los cambios actuales en la alimentacion de la poblacion como a
los cambios en las técnicas de procesamiento de alimentos, el surgimiento de nuevas
formas de transmision, la aparicion de grupos poblacionales vulnerables y al aumento de
la resistencia de los patdgenos a los compuestos antimicrobianos. La incidencia de estas
enfermedades es un indicador directo de la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos,
y se ha demostrado que la contaminaciéon de éstos puede ocurrir durante su
procesamiento (Autio et al., 1999; Millemann et al., 2000) o por el empleo de materia
prima contaminada, (Hielm et al,. 1998; Fach, 2002) pues algunas bacterias patdgenas
para el hombre forman parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado.



La contaminacién de los alimentos es uno de los problemas de salud mas
extendida del mundo. EI Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades de
EUA (CDC) estima que en el 2011, cuarenta y ocho millones de personas en EUA se
enfermaron debido al consumo de alimentos contaminados, de los cuales 128,000 fueron
hospitalizados y 3000 americanos murieron como resultado de enfermedades
alimentarias, principalmente nifios, adultos mayores e inmunocomprometidos (CDC,
2011). Por otro lado en México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
(SINAVE 2010), reporta poco mas de 4.7 millones de casos nuevos de infecciones

intestinales.

Debido a la importancia de estas enfermedades diversas instituciones trabajan en
programas para aportar informacion detallada del diagnostico, tratamiento y prevencion
de estas enfermedades (Fasano, 2000; Satcher, 2000). Como ejemplo tenemos la
creacion en Marzo de 2004, de la Red Internacional de Autoridades en materia de
Inocuidad de los Alimentos (INFOSAN) la cual es una iniciativa conjunta de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), concebida para promover el intercambio
de informacién y la colaboracion entre autoridades responsables de la inocuidad de los
alimentos, en los planos nacional e internacional (INFOSAN, 2007). Dicho organismo
es administrado y gestionado por el Departamento de Inocuidad de los Alimentos,
Zoonosis y Enfermedades de Transmision Alimentaria de la OMS. La importancia de
este tipo de organismos radica en que las autoridades en materia de inocuidad de los
alimentos de todo el mundo han reconocido que el tema de la salubridad de los
alimentos no solo se debe abordar en el plano nacional sino que es necesaria una
colaboracion més estrecha de las autoridades nacionales en el plano internacional. Con
frecuencia, los incidentes que afectan la inocuidad de los alimentos que se detectan y
controlan en un pais interesan a otros paises; compartiendo experiencias es posible
encararlos de un modo mas eficaz y eficiente. Existen 177 paises miembros de
INFOSAN y México es miembro actual de dicho organismo. (INFOSAN, 2009)

En México con la finalidad de organizar y coordinar las actividades de vigilancia

epidemioldgica que involucran a los sectores publico, social y privado que integran el



Sistema Nacional de Salud, a través de la Norma Oficial Mexicana NOM-SSA2- 017-
1994 y del acuerdo nimero 130 de la Secretaria de Salud, se crea el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), que es el conjunto de estrategias y acciones de
vigilancia epidemioldgica que permiten la produccion de informacion epidemioldgica
atil para la salud publica y tiene como objetivo el generar y posicionar informacion de
inteligencia epidemioldgica relevante para la toma de decisiones en la promocion de la
salud y la prevencion y control de enfermedades de interés en salud publica (SINAVE,
2011).

6.1.1 Vibrio cholerae

El género Vibrio consiste en bacilos curvos Gram negativos, son anaerobios
facultativos ademas de moviles por medio de un flagelo polar (Todar, 2009). Se han
reportado 12 especies pertenecientes a este género, de las cuales Vibrio cholerae el
agente causal de la enfermedad diarreica denominada colera es la més importante (Tam
et al.,, 2010; Heymann, 2004). Este microorganismo es habitante comin de
medioambientes estuarinos, costeros y salobres (Colwell and Hug, 1994; Hendriksen et
al., 2011) donde generalmente permanece en un estado viable no cultivable (Alam et al.,
2007). El Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos
(CDC), menciona que aun que las infecciones causadas por Vibrio son raras en los
Estados Unidos, son también, sumamente serias ya que se ha reportado un incremento a
nivel mundial de un 115%, y pone en evidencia la carencia de medidas de control
disponibles (CDC, 2010).

V. cholerae puede ser dividido en serogrupos en base al antigeno O, y de los mas
de 200 serogrupos que han sido reconocidos (Piarroux, 2011), pero solo los aislados
pertenecientes a los grupos toxigénicos O1 y 0139 son reconocidos por ser las cepas
mas dominantes y patdgenas y principales causantes del cdlera epidémico (Maheshwari
et al., 2011). Sin embargo, los biotipos denominados “clasico” y El Tor, pertenecientes a
V. cholerae O1 son los agentes causales de la mayoria de las epidemias a nivel mundial
por lo que son reconocidos como los patdgenos mas importantes del tltimo siglo (WHO,
2010; Maheshwari et al., 2011). Sin embargo, existen serogrupos denominados no-O1 y

no-0139, los cuales han sido asociados a casos esporadicos de enfermedades



gastrointestinales, pero nunca han sido asociados a formas epidémicas de la enfermedad
(Heymann, 2004). V. cholerae produce varias toxinas, una de las cuales es su principal
factor de virulencia denominada enterotoxina del cdlera, la cual consiste en una
subunidad B no téxica y una subunidad enziméaticamente activa o subunidad A, la cual
estd localizada dentro de la subunidad B (Zuckerman et al., 2007). Ademas de la
enterotoxina, los biotipos epidémicos sintetizan un “pili” que se encuentra co-regulado a
la enterotoxina, el cual es fundamental para la colonizacion del epitelio intestinal
(Thompson et al., 2004; Miyata et al., 2011).

La infeccion causada por V. cholerae comienza cuando una persona consume
agua o alimentos contaminados con el patdgeno. Después de pasar por la acidez del
estobmago, la bacteria coloniza el intestino delgado mediante el pili corregulado con la
toxina (Taylor et al., 1987) donde se multiplica hasta alcanzar concentraciones muy
elevadas (Angelichio et al., 1999). Ya en estas condiciones y adherida a la mucosa
intestinal, produce la enterotoxina la cual es secretada a través de la membrana externa
de la bacteria hacia el medioambiente extracelular afectando el transporte de iones de la
celula epitelial (Maheshwari et al., 2011), este efecto es debido a que la subunidad A de
la toxina, entra a la célula del intestino, activando la enzima adenilto ciclasa, causando
un incremento en la produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), lo que
ocasiona que las células de la mucosa expulsen grandes cantidades de agua y electrolitos
(Zuckerman et al., 2007; Todar, 2009) produciendo una diarrea severa caracteristica del
cllera (Maheshwari et al., 2011).

El periodo de incubacién de la enfermedad varia de algunas horas a 5 dias con un
promedio de 2-3 dias. Los sintomas de la enfermedad son diarrea acuosa profusa
comunmente asociada a vomitos, calambres abdominales y musculares aunados a
sintomas relacionados con deshidratacion severa. Un paciente puede producir
aproximadamente 1 litro de heces por hora, lo que las transforma en un liquido
descolorido, sin olor y ademas viene acompafiada de escamas y moco de las células
epiteliales lo que la una apariencia de “agua de arroz”. (Steffen et al., 2003; Todar,
2009). Las complicaciones de la enfermedad se dan principalmente por la pérdida de
liguidos y la deshidratacion, causando rapida hipotension, taquicardia y colapso

vascular. Las complicaciones cardiacas y la falla en el sistema circulatorio son debidas a
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la pérdida de potasio. (Sanchez and Taylor, 1997; Weinke et al., 2008). Aunado a esto se
presenta severa acidosis por la pérdida de bicarbonato en las heces lo que es exacerbado
por hipotensidn relacionada con la acidosis lactica y por falla renal. (Morris, 2011) El
paciente se vuelve letargico, con ojos y mejillas hundidas, ademas de presentar
resequedad de mucosas y membranas. También se presenta un decremento en la
turgencia de la piel. (Sanchez and Taylor, 1997). Esto puede ocasionar la muerte del
paciente en menos de 24 hr (Weinke et al., 2008). Sin un tratamiento adecuado la tasa de
mortalidad puede ser de entre 50 y 60% (Guidolin and Manning, 1987).

Existen reportes de que la dosis infectiva de V. cholerae es de entre 10°-10°
microorganismos (Hunter, 2003; Zuckerman et al., 2007). Sin embargo, la literatura
reciente sefiala que el alimento o agua contaminados deben de tener en promedio 10°
microorganismos (Maheshwari et al., 2011).

La enfermedad del cdlera es frecuentemente transmitida por via fecal oral, por
medio de agua y alimentos contaminados (Steffen et al., 2003). Con respecto a esto, el
agua contaminada es generalmente el vehiculo primario de las epidemias del cdlera
(Thompson et al., 2004; Taxue and Blake, 1992; Chakraborty et al., 2000; Perez, 2003;
Chomvarin et al., 2007). Por otro lado, debido a que las especies de Vibrio son
abundantes en medioambientes acuaticos (Kaisner, 2000), los alimentos como pescados
y mariscos, resaltan en importancia, como vehiculos de transmisién del colera
(Maheshwari et al., 2011). Es comln que este tipo de alimentos sean contaminados por
V. cholerae cuando son descargadas a los embalses, aguas contaminadas provenientes
del drenaje (ICMSF, 1998). Existen reportes de brotes ocasionados por el consumo de
pescados y mariscos, incluyendo moluscos, crustaceos, cangrejos y ostras (Tobin-
D"Angelo et al., 2008; Senderovich et al., 2010; Garate-Lizarraga et al., 2006; Blake et
al., 1980). Otros alimentos involucrados en epidemias del célera son las frutas y
verduras, sobre todo cuando éstas son regadas con aguas no tratadas contaminadas con
heces fecales (Maheshwari et al., 2011).

El célera es una amenaza global a la salud del ser humano, y con los reportes de
incrementos en los casos de cOlera, cada pais pudiera enfrentar una posible epidemia que
puede afectar ademas de la salud de la poblacion, la estructura social y econémica de

muchos sectores del pais o paises afectados (WHO, 2010)
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6.1.2 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es un bacilo Gram positivo, no movil, anaerobio con
capacidad de formar esporas, las cuales se encuentran dentro del bacilo en forma
subterminal (McClane et al.,, 2006). De cualquier forma, C. perfringens tolera
exposicion moderada al aire, por lo que se le considera aerotolerante (O’Brien et al.,
2000). Se ha demostrado que este microorganismo posee el menor tiempo de generacion
ya que se tienen reportes de tiempo de generacion de menos de 10 min (Willardsen et
al., 1979). Se le considera uno de los principales patégenos del ser humano (Li et al
2011 ). De hecho el Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades (CDC)
estima que en los Estados Unidos, Clostridium perfringens ocupa el tercer lugar como
causante de enfermedades gastrointestinales siendo responsable de aproximadamente el
10% de las infecciones, solo superado por Salmonella (11%) y los Norovirus (58%)
(CDC, 2011).

C. perfringens es el patdgeno mas ampliamente distribuido en el medio ambiente
(Canard et al., 1992) lo que por un lado explica la frecuente ocurrencia de infecciones
causadas por este patdgeno (Juneja et al., 2010). Puede ser facilmente aislado de suelo,
agua, polvo, heces, alimentos (carne cruda de res y pollo), forma parte de la flora
intestinal del ser humano y de animales (Das et al., 2008; Juneja et al., 2006; Labee y
Heredia, 2001).

Los brotes de toxiinfecciones ocasionados por C. perfringens tipo A, son
usualmente asociados a alimentos contaminados los cuales fueron enfriados lentamente
o recalentados insuficientemente, cuando esto sucede las células vegetativas pueden
incrementar su namero rapidamente incluso a temperaturas de entre 40 y 50°C (Juneja et
al., 2010). La enfermedad es causada cuando el alimento consumido contiene
aproximadamente 10° UFC/g de células vegetativas de C. perfringens, los sintomas
tipicos incluyen dolor abdominal agudo, nausea, y diarrea la cual se presenta después de
6-24 horas de haber consumido el alimento contaminado, generalmente la enfermedad es
autolimitante y las muertes por la enfermedad son escasas (Brynestad et al, 2002)
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La virulencia de C. perfringens es atribuida a su capacidad de producir un
arsenal de potentes toxinas, se han reportado al menos 16 diferentes, sin embargo, los
aislados de C. perfringens nunca expresan todas las toxinas al mismo tiempo (McClane,
2007). Esto le da la capacidad de producir diferentes patologias que van desde lo
histotoxico hasta enfermedades gastrointestinales tanto en humanos como en animales
(Smedley et al., 2004). Esta caracteristica es comUnmente utilizada como un sistema de
clasificacién denominado toxinotipificacion, el cual agrupa a los aislados de C.
perfringens en 5 diferentes tipos (A, B, C, D, y E), basado en la produccion de al menos
una de las 4 principales toxinas letales alfa (o), beta (B), épsilon (g) e iota (1) (McClane,
2007). A este respecto mientras que todos los tipos de C. perfringes producen la a
toxina, los aislados del tipo B expresan ademas las toxinas B y la € el tipo C produce las
toxinas [} ademads de la a, los aislados del tipo D producen la & y por Gltimo los aislados

del tipo E producen la toxina 1 (McClane et al., 2006).

Aproximadamente el 5% de todas las cepas aisladas de C. perfringens tipo A
producen otra toxina importante desde el punto de vista patolégico, denominada
enterotoxina de C. perfringens (CPE) (Daube et al., 1996). Estos aislados tipo A, CPE
positivos son responsables de la toxi-infeccion ocasionada por C. perfringens,
provocando sintomas gastrointestinales como diarreas, en humanos y animales
(McClane, 2007). El primer reporte que se tiene de esta toxi-infeccion data de 1940,
(McClung, 1945) y a la fecha se considera como una de las infecciones
gastrointestinales mas comunes en paises industrializados (CDC, 2011b). Ademés de
esto las cepas CPA de C. perfringens, se han asociados a enfermedades
gastrointestinales no asociadas a alimentos, tales como diarrea esporadica y diarrea
asociada a antibioticos (Fisher et al., 2006). Estas diarreas no asociadas a alimentos,
producidas por aislados del tipo A, tipicamente poseen el gen cpe en un plasmido
mientras que las infecciones gastriointestinales asociadas a alimentos, el gen cpe se
encuentra en el cromosoma (Sparks et al., 2001). Existe cierta evidencia de que algunos
de los factores de virulencia codificados en plasmidos, pueden ser transferidos
horizontalmente (Parsons et al., 2007), esto explicaria la fuerte asociacion que existe
entre los casos de diarrea asociada a antibioticos y diarrea esporadica, las cuales son
causadas por cepas de C. perfringens que llevan el gen cpe en plasmido, a este respecto
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existe la teoria que el plasmido puede ser transferido in vivo a cepas de C. perfringens de
la microbiota normal del intestino (Sparks et al., 2001) sin embargo, la transferencia
conjugativa del plasmido ha sido demostrada in vitro pero la transferencia in vivo no se
ha demostrado (Brynestad et al 2001).

La enterotoxina tiene actividad letal, citotdxica y enterotdxica (Hatheway, 1990)
La biosintesis de la enterotoxina (CPE) esta temporalmente asociada a la esporulacién
(Duncan et al., 1973; Garcia-Alvarado et al., 1992). La CPE no es secretada, sino que se
acumula en el citoplasma y es liberada en el lumen intestinal cuando la esporulacion es
completada y la célula madre se lisa, liberando la espora madura y la toxina (Duncan et
al., 1973). Una vez liberada, la enterotoxina induce cambios morfoldgicos significativos
en el epitelio intestinal causando los tipicos sintomas de la diarrea caracteristica causada
por C. perfringens (Labee and Juneja, 2006). Para ocasionar esto la CPE se inserta en la
membrana plasmatica de los enterocitos uniéndose a un receptor celular proteico, de
aproximadamente 90 kDa, que podria incluir ciertas proteinas de la familia de las
claudinas (Veshnyakova et al, 2010), después de esto la CPE forma un par de complejos
mas grandes uno de 155 kDa y otra de 200 kDa (Smedley et al., 2007) el cual inicia las
alteraciones en la permeabilidad de la membrana, provocando flujo de calcio hacia al
interior de la célula, los niveles de calcio se incrementan rapidamente y la célula muere
ya sea por apoptosis o por necrosis (Smedley and McClane, 2004) dependiendo de la
concentracion de la toxina y de ciertos iones como el calcio (Chakrabarti et al., 2005).

6.2 Extractos de plantas como antimicrobianos

Las enfermedades transmitidas por alimentos, son uno de los principales
problemas de salud en México (Gonzélez y Rojas, 2005) El uso de antimicrobianos
(conservadores) en alimentos es una practica comun en la industria de los alimentos, por
muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente, que en
algunos casos han causado dafio en la salud de los consumidores, lo que redunda en un
rechazo por parte de los consumidores de alimentos procesados, por lo cual ha surgido la
necesidad de buscar otras opciones (Juneja et al., 2012). Una de las alternativas actuales

para el control de la proliferacion de microorganismos patdgenos o deteriorantes en

14



alimentos es el uso de sustancias derivadas de plantas debido a sus diversas aplicaciones
(Baris et al., 2006). Con respecto a esto las plantas medicinales y comestibles son una
fuente inagotable de medicamentos modernos, nutracéuticos, suplementos alimenticios,
medicina tradicional, intermediarios farmacéuticos y entidades quimicas para el
desarrollo de drogas sintéticas (Hammer et al., 1999). Por lo que en afios recientes, se ha
incrementado el interés por parte de la industria de los alimentos, en el uso de extractos
de plantas en alimentos procesados, debido a su potencial utilidad como sustitutos a los
antimicrobianos sintéticos y ademas a que pueden incrementar las propiedades benéficas
de los alimentos como su actividad antioxidante. A este respecto, se han realizado
extractos de un gran nimero de plantas alrededor del mundo para determinar sus
propiedades antimicrobianas (Dranghon, 2004). Este interés en el uso de productos
naturales se ha incrementado no solo en lo que concierne a la industria de los alimentos
sino también en el consumidor debido a la percepcidn negativa que se tiene hacia los

aditivos quimicos sintéticos (Rasooli, 2007; Torrado-Truiti et al., 2003).

Algunos experimentos han mostrado que los extractos de Prosopis juliflora,
tienen actividad inhibitoria contra de Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacteium y
Bacillus (Ageel et al., 1989).

Desta en 1993, analizd las propiedades antimicrobianas de 63 extractos acuosos
de plantas medicinales utilizadas en Etiopia, contra S. aureus, S. gallinarum, E. coli, P.
vulgaris, P. aeruginosa and K. pneumoniae, de todos lo extractos solo 6 presentaron
actividad antimicrobiana contra todas las cepas bacterianas probadas.

En 1994, Irobi et al., realizaron extractos etandlicos y acuosos de la planta
medicinal Bridelia ferruginea, encontrando actividad antimicrobiana contra S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, S. lactis, P.vulgaris, P. mirabilis, S. pyogenes y Klabsilella sp.

También en 1994, Paulo et al., demostraron la actividad antimicrobiana del
extracto alcohdlico de Cryptolepis sanguinolenta (una planta utilizada en la medicina
tradicional del este de Africa), en contra de Campylobacter sp y Vibrio cholerae.

En 1995, Tassou et al., demostraron el efecto antimicrobiano del aceite de menta,
(Menta piperita) contra Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes. Por otro lado,
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también reportaron que la capsaicina, que es un compuesto extraido del chile, tiene

efecto inhibitorio en contra de Helicobacter pylori asi como contra Candida albicans.

Navarro et al., en 1996, evaluaron 12 extractos metandlicos de plantas utlizadas
en la medicina tradicional de Morelos, Mx. Contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y C.
albicans, los resultados muestran que los extractos de Eucalyptus globolus, Punica
granatum, Artemisia mexicana y Bocconia arborea, poseen fuerte actividad

antimicrobiana contra los organismos probados.

También se demostrd la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de
Terminalia marcoptera, (una planta medicinal utilizada en Guinea), mostrando actividad
antimicrobiana contra Candida albicans, Escherichia coli, Shigella dysenteriae y
Campylobacter sp. siendo esto muy importante para el tratamiento de enfermedades
entéricas (Silva et al., 1997).

Smith-Palmer et al., en 1998, reportaron la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales de canela, clavo, y tomillo en contra de Campylobacter, Salmonella
enteritidis, E. coli, S. aureus y Listeria monocytogenes, siendo Campylobacter el mas

resistente.

Satish et al., en1999, reportaron la actividad antimicrobiana de extractos acuosos
de Acacia arabica, Achras zapota, Lawsonia inermis y Viscum orientale en contra de
Xantomonas campestris bacteria que causa estragos en cultivos de plantas, ya que
ocasiona manchas en las hojas o caida de éstas.

Ali-Shtayeh et al., en 1998, realizaron un analisis de la actividad antimicrobiana
de 20 plantas utilizadas como remedios folkldricos en Palestina, encontrando que el
extracto etandlico de Micromera nervosa resulto ser el mas efectivo mostrando actividad

contra S. aureus, E. coli, P.vulgaris, P. aeruginosa y Klebsilella pneumoniae.

Tona et al., en 1999, realizaron la evaluacion antimicrobiana de 46 extractos
acuosos de plantas medicinales cominmente utilizadas en la medicina tradicional de
Kinshasa, Congo, como remedios contra enfermedades gastrointestinales. Encontrando
que solo 8 de las plantas presentaron actividad antidiarreica por sus buenas actividades

antimicrobianas.
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En 1999, Martinez-Vazquez et al., realizaron extractos con diferentes tipos de
solventes de Byrsonima crassifolia encontrando que el extracto de la raiz con acetato de
etilo fue el que presento mayor poder antimicrobiano, teneindo efcto sobre K.
pneumoniae, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, S. aureus, S. epidermidis, S.

pneumoniae y M. luteus.

Ojala et al., en el afio 2000 realizaron un estudio antimicrobiano de extractos
metandlicos de siete plantas que crecen en Finlandia, contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas, encontrando que Petroselinum crispumy Ruta graveolens mostraron la

mayor actividad contra todas la cepas probadas.

Cutter en el 2000, analizé el efecto antimicrobiano de extractos de plantas contra
E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium y L. monocytogenes en un modelo de carne
de res. Los extractos fueron ademas mezclados ya sea con citrato de sodio o cloruro de
sodio, y cuando se trabajo con los extractos a 2.5% la reduccién después de 7 dias de
almacenaje fue de entre 1.3 a 1.9 log para Salmonella typhimurium y L. monocytogenes

respectivamente, en el caso de E.coli no hubo inhibicidn de su crecimiento.

Tambien en el 2000, Dickens et al., examinaron el efecto de una mezcla de
productos naturales a base de plantas denominado Protecta Il, este producto fue utilizado
para lavar pollos en canal, encontrando que una concentracion del 2% (w/v) fue efectiva

para disminuir las cuentas de E. coli y C. jejuni en poco mas de 2 log ufc/ml.

En el afio 2000, pero por Omar et al., se analizo la actividad antimicrobiana de
14 arboles conocidos como de madera noble, encontrando inhibicién de S. aureus y B.
subtilis.

Cutter en el 2000, analizé el efecto antimicrobiano de extractos de plantas contra
E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium y L. monocytogenes en un modelo de carne
de res. Los extractos fueron ademas mezclados ya sea con citrato de sodio o cloruro de
sodio, y cuando se trabajo con los extractos a 2.5% la reduccién después de 7 dias de
almacenaje fue de entre 1.3 a 1.9 log para Salmonella typhimurium y L. monocytogenes

respectivamente, en el caso de E.coli no hubo inhibicidn de su crecimiento.
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Rauha et al., en el 2000, evaluaron el efecto antimicrobiano de 13 compuestos
fendlicos y 29 extractos de plantas de Finlandia, los resultados indican que los
compuestos fenolicos aislados fueron mas efectivos para inhibir el crecimiento de las
cepas probadas, siendo la flavona, quercitina y naringenina los mas efectivos, y con
respecto a los extractos Lythrum salicaria inhibi6 el crecimiento de C. albicans por su
pate los extractos de Filipendula ulmaria, Epilobium angustifolium, Rubus
chamaemorus y Rubus idaeus fueron efectivos contra la mayoria de las cepas
bacterianas como E. coli, M. luteus, P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis y por
ultimo los extrctos de Betula pubescens, Pinus sylvestris y Solanum tuberosum afectaron

solo a S. aureus.

En el 2001 Khan et al., realizaron un fraccionamiento secuencial de los extractos
etandlicos de Bidens pilosa, Bischofia javanica, Elmerillia papuana y Sigesbekia
orientalis, el fraccionamiento lo realizaron con éter de petréleo, diclorometano y acetato
de etilo y fueron evaluadas contra baterias patdgenas y levaduras. Los resultados
mencionan que todas las fracciones incluyendo al extracto etandlico tuvieron un amplio
espectro de actividad y las fracciones con acetato de etilo y éter de petrdleo de E.
papuana fueron los mas activos. No se observo actividad contra los hongos probados.

Lambert y Nichas en 2001, reportaron la accion bactericida del aceite esencial de
orégano en contra de P. aeruginosa y S. aureus encontrando mayor susceptibilidad en P.

aeruginosa.

En el 2001 Murillo-Alvarez et al., realizaron la evaluacion cientifica de 25
extractos de plantas etandlicos usados en la medicina tradicional de Baja california Sur
Mx. Encontrando que Aristolochia monticola, A. brevipes, Hymenoclea monogyra y
Hymenoclea sp. Fueron las plantas mas activas contra B. subtilis, S. aureus, S. faecalis y
E. coli.

En el 2002, Cos et al., realizaron extractos de 45 plantas comunes en Rwanda y
encontraron que algunas de ellas presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram positivas como Mycobacterium, pero ninguna tuvo actividad contra Gram

negativas.
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Gill et al., 2002, evaluaron la habilidad del aceite de cilantro (Coriandrum
sativum) para controlar el crecimiento de Listeria monocytogenese en jamén empacado
al vacio. Los resultados indican que se necesita del 6% de aceite de cilantro para
controlar el crecimiento de L. monocytogenes pero esto es solo durante una semana, por
lo que al parecer la matriz del alimento no hace al aceite de cilantro un agente efectivo

para el control de L. monocytogenes.

También en 2002, Kokoska et al., realizaron un estudio de 16 plantas de Siberia,
encontrando que 12 mostraron actividad contra Bacillus cereus, Escherichia coli, S.

aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Gupta et al., en 2002, realizaron extractos con éter de petréleo y metanol de la
planta Eupatorium ayapana a los cuales se les determind la actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram negativas, Gram positivas y contra hongos. Los resultados indican
que el extracto obtenido con éter de petrdleo resulté ser mas activa que el extracto

metandlico.

Goun et al., en 2003, evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos
realizados con diclorometano y metanol de 20 plantas de Indonesia, las cuales tiene
reportes de usos etnobotanicos. Los extractos que mostraron actividad antimicrobiana
fueron los Determinalia catappa, Swietenia mahagoni, Phyllanthus acuminatus, Ipomea
sp, Tylophora asthmatica y Hyptis brevipes.

En el 2003 Fett y Cooke, disminuyeron el crecimiento de un coctel de 4 cepas de
Salmonella y E. coli O157:H7, las cuales fueron inoculadas en semillas de alfalfa,
cuando agregaron 5 productos comerciales a base de citricos, en la mayoria de los casos
se presentd una reduccion de hasta 3.46 log.

En 2003, Satdive et al., demostraron la actividad antimicrobiana del extracto
etanolico de las hojas de Gymnema sylvestre, contra B. subtilis, P. aeruginosa y S.

aureus. Por otro lado los extractos no fueron activos contra P. vulgaris y E. coli.

La actividad antimicrobiana de extractos etandlicos y acuosos de la planta Cassia
alata fue evaluada por Somchit et al., en 2003, contra Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli, ellos encontraron que los extractos acuosos mostraron mayor actividad
antimicrobiana contra S. aureus mostrando halos de inhibicién de 16 mm contra 11 mm

de los extractos etandlicos. E. coli no fue susceptible a ninguno de los dos extractos.

Khan et al., en 2003, mencionaron que los extractos metandlicos de Alstonia
acholaris y Leea tetramera, exhibieron un amplio espectro de actividad antibacteriana, y
cuando se realizaron fraccionamientos del extracto metandlico, la fraccion butandlica

fue la mas activa de entre todas contra los hongos probados.

Kim y Fung en 2004, estudiaron el efecto del extracto soluble en agua del te de la
raiz de pueraria, contra E. coli O157:H7, Salmonella entérica, L. monocytogenes, y S.
aureus en un modelo de carne molida y en sopa de hongos. Los resultados muestran que
para el caso de la carne molida el crecimiento de Salmonella entérica y L.
monocytogenes fue disminuido aproximadamente 1.5 log comparado con el control a 7
dias y para el caso de la sopa de hongo, el crecimiento de todos los patdégenos fue
afectado en promedio 5 log comparado con el control a 5 dias.

También en el 2004, Ahn et al., evaluaron la actividad de los extractos de semilla
de uva y de corteza de pino, sobre el crecimiento de E. coli O157:H7, Salmonella
typhimurium y L. monocytogenes, en un modelo de carne molida. Los resultados
arrojan una CMI de entre 4 y 4.3 mg/ml de acuerdo a la cepa probada y cuando se
realizaron las curvas de inhibicion en la carne molida en promedio hubo una reduccion

de 1 log, con respecto al control a 9 dias de tratamiento.

En el afio 2004, Kim et al., evaluaron la efectividad de extractos de te verde,
negro dungglre y de jazmin contra el crecimiento de E. coli O157:H7, Salmonella
enterica, L. monocytogenes, y S. aureus. Cuando se realizaron los estudios in vitro el té
verde y de jazmin, fueron efectivos en disminuir el crecimiento de L. monocytogenes, y
S. aureus entre 3 y 5 log respectivamente y para el caso de E. coli O157:H7 y
Salmonella entérica ningun extracto fue efectivo en reducir su crecimiento. Cuando se
aplicaron los extractos a un modelo de carne molida, no hubo diferencia entre los

tratamientos y el control.
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Thiem y Goslinska en 2004, demostraron la actividad antimicrobiana de la
fraccion butanolica del extracto metandlico de Rubus chamaemorus en contra de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Wiart et al., en 2004, evaluaron la actividad antibacteriana y antifingica de 72
extractos metandlicos de plantas utilizadas en la medicina tradicional de Malasia,
encontrando que Peristorphr tinctoria, Polyalthia lateriflora, Knema malayana,
Solanum torvum, Celiosa argentea, Eclipta prostrata, Ancistrocladus tectorius, Dillenia
suffruticosa, Piper stylosum y Rafflesia hasseltii, presentaron un amplio espectro de
actividad.

En el 2004 Rota et al., examinaron la efectividad de aceites esenciales para
inhibir el crecimiento de S. enteritidis, S. typhimurium, E. coli O157:H7, Y.
enterocolitica, S. flexneri, L. monocytogenes y S. aureus. Los resultados arrojan que los
aceites mas efectivos fueron los de Satureja montana y Thymus vulgaris.

Owais et al., en 2005, evaluaron la actividad antimicrobiana de la planta
Withania somnifera, utilizada en la medicina tradicional de la India, encontrando que los
extractos acuosos y metandlicos mostraron fuerte actividad antimicrobiana contra
Salmonella typhimurium, mas aun el extracto metandlico fue subsecuentemente
fraccionado, encontrando que la fraccion butandlica fue la mas efectiva contra

Salmonella.

También en el 2005, Witkowska-Banaszczak, demostraron la actividad
antimicrobiana de extractos realizados mediante decoccidn, infusion y etanol de Viola
tricolor, en este caso todos los extractos probados presentaron buena actividad

antimicrobiana.

En el 2006 Raybaudi-Massilia et al., determinaron la actividad antimicrobiana de
aceites esenciales del zacate limon, canela, geranio y palmarosa contra Salmonella
enteritidis, E. coli y Listeria innocua. Los resultados indican que todas las cepas
bacterianas fueron inhibidas a 1 pl/ml. Los aceites esenciales de zacate limén, canela y
geranio fueron seleccionado por presentar la mayor actividad contra todas las cepas

probadas, y fueron agregados a diferentes concentraciones a jugo de manzana, pera, y
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meldn, obteniendo reducciones significativas dependiente de la dosis, ya que para inhibir
a Salmonella enteritidis, E. coli y Listeria innocua en jugo de manzana y pera se
requirieron 2 pl/ml de los aceites seleccionados y en el caso del Melon entre 8 y 10
pl/ml.

Brandi et al., en 2006, evaluaron el efecto antibacteriano del jugo de las hojas de
Brassica oleracea sobre el crecimiento de bacterias enteropatdgenas, mostrando
efectividad al inhibir Salmonella Enteritidis, E.coli O157:H7, E. coli HB, E.coli no
toxigénica, y L. monocytogenes, pero no mostro efecto contra E. faecalis. Los rangos de
inhibicion van desde la reduccién de 1 log al emplear el 10% del jugo hasta 3 log con el
20% del jugo de Brassica oleracea.

Fisher y Phillips en 2006, investigaron la efectividad de los aceites esenciales y
de algunos de los compuestos principales presentes en Citrus limon, Citrus sinensis y
Citrus bergamia contra L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, E.coli O157:H7 y C.
jejuni. Los resultados indican que en los de sobrevivencia, realizados en hojas de
lechuga, el aceite esencial de C. bergamia resulté ser el mas activo contra las cepas
probadas; estos resultados fueron similares a los obtenido en los ensayos con los
compuestos aislados que son el citral y el linalool, en todos los casos se produjo una

reduccién de aproximadamente 6 log en los ensayos de sobrevivencia.

Valero y Frances, en 2006, evaluaron el efecto de las combinaciones de
cinamaldehido, carvacrol y timol, sobre Bacillus cereus, in vitro y en un modelo
alimenticio, ellos encontraron que al combinar 5 pl de cinamaldehido, 15 de carvacrol y
30 mg de timol por cada 100 ml de sopa de zanahoria inoculada con Bacillus cereus, el
crecimiento del microorganismo fue completamente inhibido por mas de 60 dias a 16 C,
ademas el estudio de las propiedades organolépticas de la sopa de zanahoria, muestran
que no se presentaron efectos adversos ni en el sabor ni en el aroma de la sopa y mas adn

mencionan que el sabor fue mejorado.

En 2006 Sudhakar et al., probaron la actividad antimicrobiana de los extractos
etandlicos de las flores y hojas de Cleome viscosa y la raiz de Gmelina asiatica, las dos
plantas presentaron un alto espectro de actividad especialmente contra E. coli, P.
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vulgaris y P. aeruginosa. Por otro lado, el extracto de las hojas de C. viscosa, mostrd

actividad antifungica moderada.

Garcia et al., en 2006, probaron 32 extractos de plantas medicinales cominmente
utilizadas en México, de las cuales el extracto etandlico de Artemisia ludoviciana y
Acacia farnesiana inhibieron efectivamente el crecimiento de 2 cepas de V. cholerae,
presentando CMB’s de entre 4-7 mg/ml dependiendo de la cepa probada. Ademas
evaluaron concentraciones sub-inhibitorias encontrando que concentraciones del 50 y
75% de la CMB inhibieron efectivamente la sintesis de enterotoxina y la adhesion a
celulas CHO.

En 2006, Kuete et al., realizaron extractos metandlicos de la planta
Tridesmostemon omphalocarpoides, que es una planta utilizada en la medicina
tradicional de Camerun. Los extractos fueron activos contra 9 microorganismos

ensayados.

En 2007 Salud-Perez et al., determinaron la actividad antimicrobiana de
extractos cloroformicos, metanolicos y acuosos de la corteza de 5 arboles, Gymnanthes
lucida, Gliricidia sepium, Lysiloma divaricata, Lysoma tergemina y Coccolaba
cozumelensis, contra S. lutea, E. coli, S. epidermidis, L. monocytogenes, S. choleraesuis,
S. aureus, P. aeruginosa, B. pumillus, S. typhimurium, P. vulgaris, V. cholerae y C.
albicans. Los resultados indican que los extractos metandlicos de las especies de
Lysiloma y de G. sepium, presentaron actividad antimicrobiana contra, S. epidermidis, S.
aureus, P. aeruginosa, B. pumillus, y V. cholerae.

Molina-Salinas et al., en el 2007, evaluaron el potencial antimicrobiano de 14
plantas utilizadas en el noreste de México para el tratamiento de infecciones por
Streptococcus pneumoniae, Staphylococuus aureus, Haemophilus influenzae vy
Micobacetrium tuberculosis. Los resultados indican que el extracto metandlico de
Leucophyllum frutescens y el extracto acetato de etilo de Chrysanctina mexicana fueron

las mas activas contra M. tuberculosis.

Hannan et al., en 2008, evaluaron el efecto antimicrobiano de extractos

metandlicos de la planta Nigella sativa contra especies de Staphylococcus aureus
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resistentes a la meticilina, encontrando que todas las cepas probadas resultaron sensibles
al extracto de N. sativa.

En el 2008, Gamboe et al., realizaron extractos etandlicos de 74 plantas comunes
en Phoenix Ar. De las cuales 4 fueron muy efectivas contra S. aureus y solo 1 contra P.

aeruginosa.

También en el 2008, Moreno et al., examinaron la actividad antimicrobiana de
extractos metandlicos y hexanicos de 30 plantas utilizadas en la medicina tradicional por
6 grupos nativos de Sonora, Mx. Los microorganismos evaluados fueron S.
typhimurium, Shigella flexneri y dos cepas de Escherichia coli. Ellos encontraron que 15
extractos metanolicos presentaron actividad contra al menos una cepa bacteriana y

ademas 6 de los extractos metandlicos fueron efectivos contra todas las cepas probadas.

Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, en el 2009 evaluaron el efecto del aceite
del ajo elefante, contra varias cepas de Vibrio cholerae. Los resultados indican que el
efecto antimicrobiano in vitro estuvo en un rango de entre 3.13-25 pg/ml, dependiendo
de la cepa. Ademas cuando se evalu6 su efecto en salchicha de cerdo, las cuentas de V.
cholerae fueron reducidas a concentraciones de 1000 y 1500 ppm durante 5 dias que

duré en estudio.

También en 2009, Acharyya et al., realizaron extractos metandlicos de 9 plantas
utilizadas en la medicina tradicional Indd y los probaron contra 11 cepas de bacterias
enteropatdgenas incluyendo serotipos de V. cholerae multidroga-resistentes. Todos los
extractos evaluados presentaron actividad contra al menos una de las cepas bacterianas
probadas, destacando Terminalia chebula y Syzygium cumini, por inhibir todas las cepas
incluyendo las cepas multidroga-resistentes de V. cholerae, presentando CMB’s de entre
0.25-32 mg/ml.

En 2010, Valarmathy et al., realizaron extractos etandlicos de las hojas de
Moringa oleifera, Musa paradisiaca, Azardiratica indica, Cynodon dactylon,
Alternanthera sennilis, y Anisochilus carnosus, para evaluar sus propiedades

antimicrobianas contra E. coli, B. subtilis, V. cholerae, y K. pneumoniae. Los resultados
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indican que el extracto etandlico de Azardiratica indica, presentd el mejor efecto

antimicrobiano incluso mejor que la penicilina utilizada como control.

Shina, et al., en 2010, evaluaron extractos realizados con éter de petréleo,
cloroformo y etanol de las hojas de Gymnemn sylvestre, contra bacterias Gram positivas
como B. subtilis, S. aureus y M. luteus, y Gram negativas como E. coli, V. cholerae, P.
aeruginosa, S. dysenteriae y S. flexneri. Los resultados de los ensayos indican que todos
los tipos de extractos tuvieron actividad inhibitoria contra todas las cepas probadas,

cuando se trabajaron a concentraciones mayores a 40 mg/ml.

Rahim, et al., en 2010, demostraron que el extracto acuoso de Psidium guajava a
10 mg/ml inhibe completamente el crecimiento de cepas multiresistentes de V. cholerae,
cuando se agrega al suero oral de rehidratacion, por lo que los investigadores sugieren
que este extracto ofrece un gran potencial como medicina tradicional en el tratamiento y

control del cOlera epidémico.

Chitemerere and Mukanganyama, en 2011, analizaron la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos de 19 plantas en Zimbabwe, encontrando que
al menos 8 extractos exhibieron actividad antimicrobiana, presentando CMB con rangos
de 0.05-0.5 mg/ml, contra S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, B. cereus, y B. subtilis. Las

plantas mas activas fueron Manguifera indica, Callistemon citrinus, y Vernona adoensis.

También en 2011, Biswas et al., demostraron que el extracto etandlico de Musa
paradisiaca fue efectivo para controlar el crecimiento de B. megaterium, B. subtilis, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. dysenteriae, S. typhi, V. cholerae, y S. flexneri a una
concentracién de 500 ug/disco, presentando halos de inhibicion de aproximadamente
10-12.45 mm.

Tamil et al., en 2011, realizaron extractos metandlicos de hojas y semillas de
Bixa orellana y los probaron contra S. aureus, S. typhi, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
E. faecalis, V. cholerae, M. catarrhalis, Acinetobacter sp, Brucela sp, C. albicans, A.
niger, T. mentagrophytes y T. rubrum. Los resultados indican que el extracto de las
hojas a una concentracion de 1000 pg/ml, presento actividad antimicrobiana contra todas

cepas bacterianas y fungicas, en especial contra S. typhi, Acinetobacter sp, T.
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mentagrophytes y T. rubrum, por su parte el extracto de semilla resultd ser menos
efectivo que el de las hojas. La CMI del extracto de hojas fue en promedio de 31.25
pg/ml contra las bacterias probadas.

Geetha et al., en 2011, realizaron extractos etandlicos y acuosos de Acacia
catechu, para evaluarlos contra S. typhi, S. flexneri, E. coli, K. pneumoniae, V. cholerae,
P. aeruginosa, and S. aureus, los resultados muestran que todas las concentraciones
evaluadas (100, 150 y 200 pg/ml) de los extractos acuosos y etandlicos fueron efectivas
para inhibir el crecimiento de todas las cepas probadas.

6.3 Aislamiento e identificacién de compuestos naturales

Existe un marcado interés en la investigacion sobre los productos naturales. Y en
la actualidad con el entendimiento en la fitoquimica y el desarrollo de las técnicas de
separacion y de las técnicas de espectrofotometria la investigacién en este campo ha
proveido nuevos escalafones en el descubrimiento de compuestos naturales con
actividad bioldgica (Sarker et al., 2005).

Muchos reportes indican que este tipo de descubrimientos fitoquimicos,
representan una fuente invaluable de nuevos compuestos bioactivos, y ciertamente los
productos naturales juegan un papel crucial en el cumplimiento de la demanda actual de
productos mas naturales, por lo que se requiere de mas investigacion ya que muchas de

estas aplicaciones permanecen aun inexploradas (Cragg et al.. 2001).

En el afio 2000, Longanga et al, determinaron los principales compuestos
presentes en 6 plantas medicinales de uso comin el &area de Lomela, Congo.
Encontrando que presentaban taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides, esteroles,
triterpenos y azucares reductores, ademas determinaron que tres de las plantas que
presentaron en mayor cantidad flavonoides y taninos fueron las que presentaron mayor

actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos de las hojas, raices y

corteza de la planta Symplocos cochinensis, fue evaluada por Khan et al., en 2001,
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encontrando que todos los extractos presentaron un amplio espectro de actividad contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Ademas realizaron el fraccionamiento
secuencial de los extracto metandlicos encontrando que la actividad antimicrobiana se
incrementaba conforme se realizaban semipurificaciones. No hubo actividad de los

extractos contra hogos filamentosos.

En 2001 Ramesh et al., determinaron la actividad antimicrobiana del extracto
metandlico de raiz de la planta Drynaria quercifolia el cual mostré un gran espectro de
actividad dosis dependiente, ademas lograron aislar 6 compuestos principales como
friedelina, epifriedelinol, beta-amyrina, beta-sitosterol, beta-sitosterol-3-beta-D-
glucopyranosido y naringina.

Cottiglia et al., en 2001, evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto
metandlico de la planta Daphne gnidium, mostrando actividad contra Bacillus lentus y
E. coli. Ademas evaluaron la actividad de 4 coumarinas y 7 flavonoides presentes en el
extracto  metandlico siendo la  daphnetina, genkwanina 'y @ 2,5,7,4-
tetrahydroxyisoflavonol, los mas activos.

Thangadurai et al., en 2002 caracterizaron los componentes del aceite escencial
de la planta Decalepsis hamiltonii y encontraron que estaba constituido principalmente
por 2-hidroxy-4-metoxibenzaldehido, 4-O-metilresorcilaldehido, alcohol bencilico, y
alpha-atlantone. Estos exhibieron fuerte actividad antimicrobiana contra Bacillus cereus,

bacillus megaterium, E. coli, Micrococcus luteus, M. roseus y S. aureus.

En 2002 Friedman et al., evaluaron la eficacia antimicrobiana de aceites
esenciales y de sus constituyentes principales aislados, sobre C. jejuni, E. coli, L.
monocytogenes y S. entérica. Los resultados indican que de 96 aceites esenciales y 23
compuestos aislados, 27 aceites y 12 compuestos fueron efectivos en inhibir el
crecimiento de las cuatro cepas ensayadas. Los aceites mas activos contra C. jejuni
fueron los de clavel, jengibre, jazmin, patchouil, gardenia, cedro, semilla de zanahoria,
semilla de apio, artemisa, nardo, naranja agria, los cuales presentaron valores de BA50
(actividad bactericida del 50%) de entre 0.003-0.009. En el caso de E. coli los aceites

mas efectivos fueron el de orégano, tomillo, canela, laurel, palmarosa, clavo, zacate
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limén y pimienta de Jamaica los cuales presentaron una BA50 de entre 0.046-0.14. Para
L. monocytogenes el aceite de gardenia, cedro, laurel, clavo, orégano, canela, pimienta
de Jamaica, tomillo y patchuli presentaron una BAS50 de entre 0.057-0.092 y para S.
Enterica el tomillo, orégano, canela, calvo, pimienta de Jamaica, laurel, palmarosa y
mejorana con BA50 de 0.045-0.14. Con respecto a los compuestos aislados los que
tuvieron actividad contra todas las cepas fueron cinamaldehido, estragol, carvacrol,
eugenol y timol.

En 2003 Khan y Omoloso, realizaron particiones secuenciales de Petrocarpus
indicus utilizando éter de petréleo, diclorometano, acetao de etilo, butanol y metanol, y
al evaluar las propiedades antimicrobianas de las fracciones obtenidas se encontrd que
todas exhibieron un amplio espectro de actividad. Ninguna fue efectiva contra hongos

filamentosos.

Dadalioglu y Evrendilek, en 2004, determinaron la composicién y los efectos
inhibitorios del aceite esencial del orégano turco, encontrando carvacrol, 1,8-cineole,

fenchone y trans-anetole, todos ellos mostraron actividad inhibitoria muy fuerte.

En el afio 2004, Chorianopoulos et al., determinaron los componentes principales
de los aceites esenciales del orégano, timol y satureja, encontrando como principales
componentes a varios monoterpenos hidrocarbonados y a compuestos fendlicos, el
ensayo antimicrobiano arrojé como resultado que solo se necesitan 5ul de los aceites

esenciales para causar un remarcable efecto antimicrobiano.

Wiart et al., en 2004, menciond que al obtener fracciones solubles en diferentes
solventes mediante la purificacion del extracto etandlico de Pipper porphyrophyllum, la

actividad antimicrobiana se incremento, especialmente en la fraccidn soluble en agua.

También en el 2004, Skocibusic y Bezic, realizaron un estudio donde aislaron los
principales componentes de las plantas Satureja montana y S. cuneifolia, encontrando
que para la primera los principales compuestos aislados fueron carvacrol, p-cimeno,
borneol, timol entre otros y para la segunda beta-cubebeno, limoneno y alpha-pineno, y
al avaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos, estos mostraron gran actividad

antimicrobiana contra cepas como E. coli y S. aureus.
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En ese mismo afio Maatta-Riihinen et al., (2004), Utilizaron HPLC-MS para
determinar los compuestos fendlicos presentes en la frambuesa, en la fresa y en la
zarzamora encontrando que la quercetina fue uno de los compuestos mas abundantes
ademas se encontr6 acido elagico y acido galico, y segun la literatura todos estos son
responsables de las propiedades antimicrobianas de los extractos de plantas.

De Leo et al., en 2004, aislaron 8 compuestos fendlicos de la planta Baseonema
acuminatum, y evaluaron las propiedades antimicrobianas de todos ellos. Los resultados
muestran que tres de los compuestos nuevos mostraron actividad antifangica contra 3
especies de C. albicans mostrando MIC de 25-100 pg/ml, otro compuesto resultd ser el
mas efectivo inhibiendo a dos cepas de C. albicans pero a una concentracion de 12.5-25
png/ml y los menos efectivos fueroncuatro , que presentaron inhibicién muy reducida de
las cepas de C. albicans. Ninguno de los aislados presentaron actividad contra bacterias.

Puupponen-Pima et al., en 2005, determinaron que los compuestos fendlicos
presentes en frutos como la fresa, el ardndano y la frambuesa, presentan actividad
inhibitoria selectiva contra patdgenos gastrointestinales de humanos como Salmonella y
Staphylococcus. Determinado que las elagitaninos, tienen fuertes propiedes

antimicrobianas

En el 2006, Hazzit et al., determinaron la composicion del aceite esencial del
orégano y del tomillo oriundos de la region de Algeria en el norte de Africa,
encontrando como componentes principales p-cimeno, gama-terpineno, timol, y
carvacrol, ademas cuando se evaluaron sus propiedades antimicrobianas mostraron muy
buena actividad inhibitoria, menos con las diferentes cepas de Listeria monocytogenes

las cuales presentaron cierto grado de resistencia.

En este mismo afio, Pereira et al., determinaron la composicion fendlica y las
propiedades antimicrobianas de diferentes aceitunas, los resultados mencionan que se
identificaron 7 compuestos, hidroxitirosol, tirosol, 5-O-cafeoilqunic, verbascosido,
luteolin 7-O-glucosido, rutin y luteolin. Todas las fracciones presentaron actividad
antimicrobiana contra Bacillus cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli, Klebsiella y

Pseudomonas aeruginosa.
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Ooi, et al., en el 2006, determinaron que el cinamaldehido es el principal
componente de la planta Cinnamomum cassia, la cual se utiliza en la medicina
tradicional China, ademas evaluaron el efecto antimicrobiano tanto del extracto como
del compuesto aislado, contra bacterias Gram positivas y Gram negativas ademas de 4
especies de levaduras, 4 hongos filamentosos y 3 dermatofitos, encontrando que ambos
fueron capaces de inhibir a todos los microorganismos probados arrojando CMI’s con
rangos de 75-600 pg/ml, para las bacterias, 100-450 pg/ml para las levaduras, 75-150
pg/ml para los hongos filamentosos y por Gltimo 18.8-35.5 pg/ml para los dermatofitos.

Kuete et al., en 2007, aislaron 9 compuestos del extracto metandlico de la planta
Vismia laurentii, determinando la actividad antimicrobiana tanto del extracto metanolico
como de los compuestos aislados contra 6 especies de bacterias Gram positivas y 12 de
Gram negativas encontrando que los valores de MIC fueron de 19 pg/ml para el extracto
y de 1.2 pg/ml para los compuestos aislados.

Tambien en 2007, Kuete et al., aislaron 8 compuestos de la planta Treculia
obovoidea determinando que los compuestos aislados que presentaron actividad
antimicrobiana fueron presentando valores de MIC muy por debajo de los obtenidos con

el extracto crudo.

Hernandez et al., en 2007, evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Cordia curassavica, que es una planta utilizada en la medicina tradicional
de México para tratar diversas enfermedades entre ellas las gastrointestinales, el aceite
esencial mostrd buena actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas,
ademas se aislaron e identificaron los compuestos del aceite esencial, encontrando 4
como los principales incluyendo 4-methyl, 4-ethenil-3-(1-methyl ethenyl)-1-(1-methyl
metanol) ciclohexano, beta-eudesmol, spathulenol y cadina dieno.

En el 2008, Avila-Sosa et al., evaluaron fracciones obtenidas del orégano
Mexicano, las cuales fueron evaluadas contra E. coli, S. aureus y B. cereus. Las
fracciones fueron obtenidas por diferencias en polaridad y separadas como fendlicas y

no-fendlicas. La fraccion fendlica fue la que presentd mayor actividad contra los
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microorganismos probados y solo una fraccién no-fendlica presentd actividad contra B.

cereus.

Kuete et al., pero ahora en 2008, realizaron el aislamiento de flavonoides de las
plantas Ficus cordata y Ficus chlamydocarpa, los compuestos fueron identificados por
HPLC-MS, y encontraron que la laburnetina, fue el compuesto que presenté mayor
actividad contra las cepas probadas incluyendo a Mycobacterium tuberculosis.

En 2009, Savikin et al., utilizaron HPLC para el aislamiento de los compuestos
presentes en extractos metandlicos de Gentiana lutea, determinando que los compuestos
aislados, mangiferina, isogentisina y gentiopicrina asi como el extracto completo
presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas,

obteniendo valores de MIC en rangos de 0.12-0.31.

En el 2010, Elavazhagan y Arunachalam, realizaron un estudio fitoquimico y
antibacteriano, de la semilla de Memecylon edule, donde realizaron extractos
consecutivos con hexano, cloroformo, acetato de etilo y etanol, encontrando que el
extracto cloroformico y con acetato de etilo fueron los mas efectivos para inhibir las
cepas bacterianas probadas, incluyendo a V. cholerae. El analisis fitoquimico mostré la
presencia de compuestos fendlicos y triterpenos que al parecer son los responsables de la

actividad antimicrobiana.

6.4 Mecanismos de accion de compuestos fitoquimicos

Los mecanismos de accion de los fitoquimicos estan definidos de acuerdo a la
accion en la estructura bacteriana. Entre los niveles de interaccion se encuentran: 1)
interaccién con componentes celulares externos e 2) interaccion con componentes
citoplasméticos (Neidhardt et al., 1990).

Interaccion con componentes celulares externos

El fendmeno de la impermeabilidad celular es particularmente importante en la

resistencia a fitoquimicos por bacterias Gram-negativas y micobacterias. Se ha
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observado que la presencia de una membrana exterior en Gram negativas que posee gran
cantidad de lipidos, dificulta la entrada y accion de compuestos hidrofilicos (Neidhardt
et al., 1990). Por lo que uno de los principales efectos de los fitoquimicos que se han
reportado en la célula bacteriana, es producir un cambio en la hidrofobicidad celular.

Los compuestos fendlicos son hidrofobicos por naturaleza y son activos contra
membranas. Se ha demostrado que los aceites esenciales de plantas (orégano, tomillo y
arbol del té) o con sus constituyentes fenolicos (carvacrol, eugenol y timol) acttan
contra patdgenos bacterianos y levaduras, de modo que estos compuestos perturban la
membrana celular resultando en una pérdida en el control quimiosmatico y por lo tanto

la muerte celular (Lambert et al., 2001).

Algunos fitoquimicos tales como los fenoles, alcoholes y bisbiguanidas son
pequefias moléculas que se ha visto pueden penetrar a la célula con facilidad. Las
bacterias Gram positivas son generalmente sensibles a esta clase de agentes
antimicrobianos (Rusell et al., 1999).

Esté bien establecido que al desestabilizar la membrana citoplasmatica se altera
la barrera de la permeabilidad originando la liberacion de componentes intracelulares,
potasio, fosfatos inorganicos, proteinas y acidos nucleicos, lo cual se refleja en un efecto
bacteriostatico (Lambert and Hammond, 1973). También puede haber disipacion de
protones, lo cual altera el transporte activo, fosforilacion oxidativa y por consiguiente la
sintesis de ATP en bacterias (Hugo, 1978).

Interaccidn con constituyentes citopldsmicos

Ribosomas.

Los ribosomas son responsables de la traduccion de ARN mensajero. Algunos
fitogquimicos (como el per6xido de hidrogeno y la proflavina) pueden actuar sobre
ribosomas (Miall et al., 1967). Ademés se ha encontrado que la proflavina inhibe la
sintesis de polinucle6tidos en E. coli (Kadohama et al., 1971).
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Los avances en el entendimiento y comprension del modo de accion de los
antimicrobianos naturales, y en las aplicaciones experimentales necesarias para
evidenciar la bioactividad de los extractos de plantas y de sus compuestos aislados, son
imprescindibles tanto para lograr su aplicacion como conservadores naturales de
alimentos, particularmente para el uso potencial en sistemas que emplean tecnologias de
multiples barreras. (Fitzgerald et al., 2005), asi como para incrementar la probabilidad
de encontrar nuevos antimicrobianos terapéuticos (Gonzalez-Lamonte et al., 2009).

Uno de los primeros reportes del mecanismo de accion de compuestos naturales
aislados de plantas lo realiz6 Korhonen en 1980, donde menciona que los isotiocianatos
afectan la funcion de las enzimas que presentan aminoacidos con grupos sulfhidrilos,
causando una inhibicion de su poder catalitico. Ademas trabajé con el compuesto alil-
isotiocianato, encontrando que el efecto antibacteriano se debe a la accion de dicho
compuesto sobre la membrana microbiana causando pérdida de metabolitos celulares

inhibiendo el crecimiento de la bacteria en cualquier etapa de su desarrollo.

En 1984, Conner y Beuchat, mencionaron que el mecanismo de accién
antimicrobiano del aceite esencial del orégano puede ser debido al efecto de sus
componentes como el carvacrol y timol, sobre sobre sistemas enzimaticos incluyendo a
aquellas involucradas en la produccion de energia, tiempo después en 1991, Denyer y
Hugo, determinaron que el aceite esencial del orégano impacta directamente a la
membrana celular, afectando proceso como la permeabilidad y la fuerza proton motriz,

causando la inhibicion del microorganismos.

En 1999 Haraguchi et al., demostraron que las retrocalconas aisladas de la raiz de
Glycyrriza inflata mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas.
En su estudio encontraron que estos compuestos causan una oxidacién de NADH en la
membrana bacteriana, afectando los citocromos de la cadena transportadora de

electrones e inhibiendo el consumo de oxigeno en bacterias susceptibles.

Trombetta et al., en 2002, determinaron el mecanismo de accién antibacteriana de

compuestos del grupo de los alpha, beta-aldehidos insaturados. Ellos evaluaron la
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liberacién del compuesto carboxyfluoresceina atrapado en liposomas de fosfatidilcolina.
Los resultados muestran que con excepcion de uno (hexanal) todos causaron liberacion

de carboxyfluoresceina de los liposomas.

Kim et al., en el 2004, reportaron que la alicina, compuesto aislado del ajo, afecta el
metabolismo microbiano inactivando las proteinas que presentan grupos —SH, oxidando
los grupos “tiols” y transformandolos a enlaces disulfuros (S-S). Existiendo una
inhibicién competitiva con los grupos sulfhidrilos de la cisteina y del glutation.

De Leon et al., en 2005, aislaron el compuesto 6-oxofenolico triterpenoide de la
planta Maytenus blepharodes y demostraron que el efecto antimicrobiano se debe a la
inhibicién de la sintesis de la pared celular, esto lo observaron por la inhibicion total de
la incorporacion del precursor acetil-d-(1-**C) glucosamina.

En el mismo afio, Lin et al., determinan que cuando se aplica una mezcla de
extractos con alto contenido de compuestos fendlicos, como el orégano y el arandano,
las propiedades antimicrobianas de la mezcla se incrementan de manera sustancial,
ademas realizaron un estudio donde determinan que la inhibicidn de Helicobacter pylori,
se debe a que los extractos alteran la produccion de energia mediante la inhibicion de la
enzima prolin-deshidrogenasa la cual esta presente en la membrana citoplasmica del
microorganismo ademas mencionan que existe una marcada inhibicion de la ureasa lo
cual también afecta al microorganismo.

En el 2005, Fitzgerald et al., trabajaron con la vainilla, compuesto aislado del aceite
de vainilla, encontrando que este compuesto es activo principalmente contra la
membrana, causando disipacion del gradiente de iones y por consiguiente inhibiendo la
respiracion celular.

En el 2006, Oussalah et al., determinaron el mecanismo de accion antimicrobiano de
los aceites esenciales de Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia y Satureja
montana, encontrando gque todos los aceites esenciales probados afectaron la integridad

de la membrana bacteriana y ademas fueron capaces de inducir la perdida de ATP
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intracelular y reducir significativamente el pH intracelular de E. coli 157:H7 y L.

monocytogenes.

Nohynek et al., demostraron en el 2006, el modo de accion antimicrobiano de
compuestos fendlicos aislados de la frambuesa y de la fresa, los compuestos son del
grupo de los elagitaninos, los cuales son capaces de desintegrar literalmente la
membrana de diferentes cepas de Salmonella, esto lo determinaron por la liberacion al
medio de C'* galactosa-LPS. Tiempo después lo mismo se demostré para E. coli.

Gill y Hooley en 2006, determinaron que la actividad antimicrobiana de compuestos
aislados de plantas como el eugenol, carvacrol y cinamaldehido afectan la viabilidad de
la membrana de microorganismos. Ademas causan rapida utilizacion de ATP celular y
liberacién del mismo, ademas causan permeabilidad no especifica de la membrana

citoplédsmica.

En un estudio realizado por Brijesh et al., en 2006, donde realizaron extractos
acuosos de Pongamia pinnata, se evaluaron la actividad antimicrobiana ademas de la
capacidad de colonizacion y produccidn de toxinas por microorganismos causantes de
enfermedades gastrointestinales. Los resultados indican que los extractos no presentaron
actividad antimicrobiana, sin embargo, se observd una marcada reduccion de la
produccién de enterotoxina de V. cholerae ademas de afectar la adhesion de E. coli a
células epiteliales de intestino.

Sharma et al., en 2009, realizaron extractos acuosos, metandlicos, acetonicos Yy
etanolicos, encontrando que el extracto etandlico fue el que presenté mayor actividad
antimicrobiana presentando CMI de 2.5-20 mg/ml, ademas utilizando HPLC lograron
aislar e identificar el acido galico, presente en los extractos etandlicos de Syzygium
cumini, Lawsonia inermis y Terminala bellerica, el cual proponen como responsable de

la inhibicién de V. cholerae

Sanchez et al., en 2010, demostraron que los extractos metandlicos de nopal,
huizache, estafiate y albahaca, afectan la viabilidad de la membrana, disminuyen el pH
intracelular, afectan el potencial de membrana causando hiperpolarizacion vy

despolarizacion de la misma de acuerdo al extracto probado ademas de disminuir la
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sintesis de ATP, de V. cholerae, cuando se utilizan concentraciones de 10X la CMB,

causando la pérdida de homeostasis celular y por lo tanto la muerte del microorganismo.

Desde hace tiempo se ha trabajado en nuestro laboratorio en la blsqueda de
extractos de plantas con actividad contra bacterias enteropatogenas. A la fecha se han
analizado mas de 500 plantas, habiendo encontrado resultados satisfactorios con varias
de éstas, sin embargo, en 3 de ellas, los resultados han sido muy alentadores. Hemos
establecido que extractos de Haematoxylon brasiletto, Acacia farnesiana y Artemisia
ludoviciana actdan inhibiendo el crecimiento de Vibrio cholerae y C. perfringens
(Alarcon Flores, 2002 y Araiza Mendoza, 2001), aun mas, se establecié que cuando
concentraciones menores a la concentracion minima bactericida (CMB) de estos
extractos se agregaban a los microorganismos, provocaban la inhibicién de la
produccidn de sus toxinas (Garcia et al., 2005a y Garcia et al., 2002). Para el caso de H.
brasiletto se ha establecido que el compuesto responsable de tal actividad es un dimero
de brasileina, el cual es de caracteristica polifendlica (por publicarse).
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7.1 Material vegetal.

7. MATERIAL Y METODO

7.1 Material vegetal y preparacion de los extractos

La mayoria de las plantas utilizadas en este trabajo fueron adquiridas en

Nombre Comdn

experimental de la Facultad de Agronomia de la U.A.N.L. (Tabla 1).

Tabla 1. Plantas utilizadas en el transcurso de esta investigacion.

Nombre Cientifico

supermercados del area metropolitana de la ciudad de Monterrey N.L. con excepcion del
Huizache y el Mezquite los cuales fueron colectados en los jardines de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la U.A.N.L. y del Nopal que fue obtenido del campo

Parte Utilizada

Albahaca
Alcachofa
Anis
Arandano
Cacahuate
Calabaza
Camote
Chicozapote
Chile Poblano
Ciruela
Coco
Colinabo
Durazno

Esparrago

Ocimum basilicum (L.)
Cynara scolymus (L.)
Tagetes filifolia (Lag.)
Vaccinium macrocarpon (Ait.)
Arachis hypogaena (L.)
Cucurbita pepo (L.)
Ipomoea batatas (L.)
Manilkara zapota (L.)
Capsicum annuum (L.)
Prunus salicina (L.)
Cocos nucifera (L.)
Brassica napus (L.)
Prunus persica (L.)
Asparagus officinalis (L.)

Toda la Planta
Toda la Planta
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Raiz
Tallo y Hojas
Fruto
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Estafiate

Artemisia ludovisiana (Nutt.)

Toda la Planta

Frambuesa Rubus idaeus (L.) Fruto
Huizache Acacia farnesiana (L.) Willd. Ramas
Kiwi Actinidia chinensis (Planch.) Fruto
Mango Mangifera indica (L.) Fruto
Melén Cucumis melo (L.) Fruto
Mezquite Prosopis glandulosa (Torr.) Ramas
Nopal Opuntia ficus-indica (L.) Cladodios
Palma china Yucca filifera (Chabaud.) Flor
Pifa Ananas comosus (L.) Merr. Fruto
Uva Vittis labrusca (L.) Fruto
Yerbabuena Mentha spicata (L.) Toda la Planta

Zacate Limén Cymbopogon citratus (Stapf.) Tallo y Hojas

Todas las plantas fueron secadas en una estufa de recirculacion de aire a 50°C
(Novatech) para posteriormente ser trituradas en un molino para grano marca Molino

del Rey.

7.1.2 Preparacion de los extractos.

Para la obtencion de los extractos, 100 g de planta seca y triturada fueron
colocados en frascos de vidrio con tapdn de rosca a los cuales se les agregaron 500 ml de
agua destilada (dH,0), etanol al 96% (EtOH) o metanol absoluto (MeOH). Los extractos
acuosos fueron macerados durante 16 h a 4°C y por otro lado los extractos alcohdlicos
fueron macerados durante 24 h a temperatura ambiente. Después del periodo de
maceracion tanto lo extractos acuosos como los alcohdlicos fueron filtrados utilizando
papel Whatman no. 1. Los filtrados fueron después concentrados en un rotavapor (Buchi
R3000) hasta sequedad. Los extractos secos fueron subsecuentemente resuspendidos en
no mas de 15 ml del solvente utilizado para la extraccion primaria (dH.0, EtOH o
MeOH). Todos los extractos concentrados fueron esterilizados mediante filtracion
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utilizando membranas de nitrocelulosa con un tamario de poro de 0.45 um (Millipore), y
almacenados a 4°C (por no mas de 12 semanas) en viales ambar hasta su uso. Durante el
periodo de almacenamiento en refrigeracion la actividad de los extractos fué evaluada
mensualmente (Sanchez et al., 2010).

7.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

En este estudio fueron utilizadas dos cepas de microorganismos Gram negativos:
Vibrio cholerae clasica O1 cepa 569-B y V. cholerae ElI Tor 0139 cepa Al-1837, las
cuales fueron donadas por la Dra. Elisa Elliot de la Food and Drug Administration
(FDA), Washington DC. Ademas de dos Gram positivos: Clostridium perfringens FD-
1041 y C. perfringens FD-1, las cuales fueron proporcionadas por el Dr. Ronald G.
Labbé del Department of Food Science, University of Massachusetts, Boston US.

Las cepas de V. cholerae fueron mantenidas en tubos con Agar Luria-Bertani
(Difco) a temperatura ambiente, realizando resiembras periddicas cada dos meses. Para
la activacion de cada una de las cepas se tomo6 una asada del medio de reserva y se
sembraron en 5 ml de Caldo Luria-Bertani. Los tubos fueron incubados durante 18 h a
37°C. Ademas las cepas fueron conservadas en alicuotas de 0.5 ml de caldo LB en
ultracongelacion a -80°C utilizando glicerol como crioprotector y para recuperar los
cultivos se tomd una asada del medio congelado y se sembraron por estria simple en

placas con agar LB, las placas fueron incubadas 24 h a 37°C.

Para el caso de C. perfringens, las esporas de ambas cepas fueron mantenidas en
medio de carne cocida (Difco) en un congelador a -20°C y para la activacion de las
cepas, con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, se sembraron 3 gotas del medio de
reserva descongelado, en tubos con 5 ml de Caldo Tioglicolato (Bioxon), después de
esto se les aplicé un choque térmico de 75°C por 15 min, para ayudar a la germinacion
de las esporas. Los tubos fueron incubados durante 18 h a 37°C.

7.3 Evaluacién preliminar de actividad antimicrobiana.
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Para evaluar en forma preliminar el efecto antimicrobiano de los extractos de
plantas previamente obtenidos, sobre el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizo el
método de difusion del pozo en agar (Garcia et al, 2006). Para el caso de V. cholerae, el
método utilizado consistio en sembrar por extensién, con la ayuda de un asa de
Driglasky, 100 pl de las cepas activadas, sobre placas Petri con agar Luria-Bertani.
Posteriormente se realizaron pozos en el agar, utilizando un tubo Durham invertido
(aprox. 6 mm de diametro) y el agar fue retirado con la ayuda de una espéatula estéril. En
cada pozo se agregaron 100 ul de los extractos a evaluar; como control se agregé a uno
de los pozos 100 pul del solvente en el cual iban resuspendidos los extractos. Las placas
fueron incubadas a 37°C por 24h. Y para C. perfringens se utilizdé la misma
metodologia, con la variante de utilizar Agar para Cuenta en Placa (Bioxon) en lugar de
Agar LB, ademas de que las placas fueron sembradas por difusion e incubadas en una
olla de anaerobiosis con atmésfera modificada 5% de CO, y 95% de Nitrogeno, de igual

forma se incubaron a 37°C por 24h.

El efecto antimicrobiano del extracto se evidencié mediante la presencia o ausencia
de un halo de inhibicion del crecimiento alrededor del pozo. De todas las plantas
probadas se seleccionaron aquellas que presentaron dicha inhibicion, para realizar los

ensayos posteriores.

7.4 Determinacion del peso seco de los extractos con actividad antimicrobiana

Para obtener el peso seco de los extractos que presentaron actividad
antimicrobiana en la evaluacién preliminar, se tom6 1ml de cada uno de ellos y se
colocaron en tubos de ensaye previamente tarados; estos fueron colocados en una estufa
a 50°C hasta obtener de nuevo un peso constante. Después se hicieron los calculos
correspondientes para determinar la concentracion del extracto (Garcia et al., 2005) en

mg/ml segun la siguiente formula:
Peso seco (mg/ml) = Peso del tubo con el extracto — Peso del tubo tarado

7.5 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).
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Para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) se utiliz6 el método
propuesto por Sanchez et al., 2010 en el cual para las cepas V. cholerae, se utilizaron
tubos con 2 ml de caldo Luria Bertani (LB), y para las cepas de C. perfringens tubos con
2 ml de caldo Tioglicolato (Bioxon). A cada uno de los tubos agregaron diferentes
concentraciones de los extractos que presentaron actividad antimicrobiana y a los cuales
se les determind el peso seco. Después los tubos fueron inoculados con 20 pl del
microorganismo ajustado a una concentracion final aproximada de 1x10° UFC/ml. Los
cultivos se incubaron a 37°C por 24h, considerando que para el caso de C. perfringens la
incubacion se llevo a cabo en una olla de anaerobiosis con atmdsfera modificada a 5%
de CO2 y 95% de Nitrogeno, como previamente se menciono. Trascurrido este tiempo,
se tomaron 100 ul de cada tubo que no presentara crecimiento aparente y se realiz6 una
siembra por extension en placas de agar Luria-Bertani para V. cholerae y ACP para C.
perfringens. Como controles se utilizaron dH,O, EtOH, MeOH vy Tetraciclina. Las
placas se incubaron de acuerdo a la metodologia antes descrita. Pasado el tiempo de
incubacion se determind la CMB la cual se definié como la concentracién mas baja del

extracto que inhibié completamente el crecimiento microbiano.

7.6 Determinacion del efecto de concentraciones subletales sobre el crecimiento de
V. cholerae y C. perfringens.

Para esto se utilizaron concentraciones del 25, 50 y 75% de la CMB previamente
determinada. Dichas concentraciones se colocaron en tubos con caldo LB y Tioglicolato,
dependiendo del género bacteriano probado. Después de inocular los medios con las
concentraciones subletales se incubaron por 24h a 37°C. Para el conteo microbiano se
tomo una alicuota de 100ul y se realizaron diluciones decimales seriadas con solucion
salina fisioldgica estéril (0.85% NaCl) (Ravishankar et al., 2008), de cada dilucion se
tomé una alicuota (100 pl) y se realizd una siembra por extension en los medios y
condiciones de incubacion previamente descritas. Pasado el tiempo de incubacién se
contaron las colonias y el resultado se expresé como unidades formadoras de colonias

(UFC/ml). Como controles de crecimiento se utilizaron las cepas que no tuvieron
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contacto con el extracto (control) y las cepas incubadas con el solvente utilizado para los
extractos (blanco).

7.7 Determinacion del sitio blanco de accién antimicrobiana
7.7.1 Ensayo para determinar la integridad de la membrana bacteriana

La integridad de la membrana bacteriana fue determinada utilizando el
LIVE/DEAD BacLigth Kit (Molecular Probes, Eugene, Or). Para esto se utilizaron
concentraciones de los extractos, iguales o superiores a la CMB (1X, 5X, 10X y 20X la
CMB) las concentraciones superiores a la CMB se utilizaron para asegurar la deteccion
de los cambios en la integridad de la membrana en un corto periodo de tiempo. La
metodologia se realiz6 de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el proveedor
del Kit, donde se menciona que los colorantes fluorescentes loduro de Propidium y Syto
9 deben ser mezclados en proporciones iguales. Para esto se realizo un stock mezclando
3 ul de cada uno de los colorantes, la cual fue agregada a 1 ml del cultivo tratado con las
concentraciones de los extractos mencionadas anteriormente. Los cultivos se dejaron en
oscuridad durante 15 min, para posteriormente tomar 5 pl y colocarlos en un
portaobjetos, inmediatamente después se colocd el cubreobjetos correspondiente y se
realizaron observaciones utilizando un microscopio de fluorescencia (Axioskop 40, Carl
Zeiss) equipado con un juego de filtros que simultaneamente detecta los dos fluorogenos
en la mezcla (Silva et al., 2008).

7.7.2 Determinaciéon del pH citoplasmico (pHin)

Para la determinacion del pHi, se utilizd la sonda fluorescente
carboxyfluoresceina diacetato succinimidyl ester (CFDA-SE; Molecular Probes, Eugene,
OR), y para esto se utilizaron tubos con 5 ml de caldo LB para V. cholerae y de
Tioglicolato para C. perfringens. Los tubos fueron inoculados al 1% con las cepas
previamente activadas, y posteriormente fueron nuevamente incubados a 37°C durante 3

horas. Después del periodo de incubacion las células fueron cosechadas por
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centrifugacion a 1,500 X g durante 10 min, posteriormente fueron lavadas con 10 ml de
amortiguador HEPES 50 mM con EDTA al 5mM, pH 8. El paquete celular fue
resuspendido nuevamente en 10 ml del mismo amortiguador al cual se le agregé la
sonda fluorescente cFDA-SE al 1 uM. Las células junto con la sonda fueron incubadas
durante 10 min a 37°C, después de la incubacion se realiz6 un lavado por centrifugacion
con amortiguador de fosfatos 50 mM con MgCl, 10 mM, pH 7, posteriormente la células
fueron resuspendidas en 10 ml del mismo amortiguador. Por Gltimo se realizd una
incubacion durante 30 min a 37°C con glucosa a una concentracion final de 10 mM, para

eliminar la sonda que no fue incorporada a la célula (Breeuwer et al., 1996).

Para el ensayo de determinacion del pHi,, se tomaron 3 ml de las células cargadas
con la prueba fluorescente y se colocaron en cubetas de poliestireno (VWR, West
Chester, PA), posteriormente las cubetas fueron colocadas en un espectrofluorometro
(VersaFluor, BioRad, Hercules CA), y por altimo se agregaron los extractos a una
concentracion final de 10X la CMB. La fluorescencia fue medida inmediatamente
después de agregar los extractos y cada minuto durante los siguientes 10 min, utilizando
una longitud de onda de excitacion de 490 nm y una longitud de onda de emision de 520
nm. Después de transcurridos los 10 min del ensayo, las células fueron filtradas a traves
de una membrana de nitrocelulosa (Millipore) con un tamafio de poro de 0.45 pl, para
posteriormente obtener la fluorescencia del sobrenadante y restarsela a la primer lectura
(Breeuwer et al., 1996).

Por Gltimo para cuantificar las variaciones en el pHi,, se realizd una curva de
calibracion, utilizando células de V. cholerae y C. perfringens, marcadas con cFDA-SE,
para esto se utilizaron amortiguadores de glicina (50 mM), &cido citrico (50 mM),
Na;HPO, 2H,0 (50 mM) y KCI (50 mM), todos ajustados a diferentes valores de pH (4,
5, 6,7, 8,9,y 10), la fluorescencia fue registrada después de equilibrar el pHin y el
pHext, con la adicion de valinomicina (1 pmol/L; Sigma-Aldrich) y nigericina (1
pmol/L; Sigma-Aldrich) (Breeuwer et al., 1996).

7.7.3 Determinacion Fluorométrica del Potencial de Membrana
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Para esto se utilizaron tubos con 3 ml de caldo LB para V. cholerae y de
Tioglicolato para C. perfringens. Ambos medios fueron preparados al 0.5X e inoculados
al 1%, después del periodo de incubacion (37°C/18h), los cultivos fueron ajustados
aproximadamente a 1X10® UFC/ml. Después de esto, se agregé la sonda fluorescente
sensible a los cambios en el potencial de membrana denominada, bis-(1,3-
dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol (DIBAC,); (Molecular Probes, Eugene, OR) a
una concentracion de 1 mM, los tubos fueron incubados por 5 min para posteriormente
agregar los extractos a una concentracion de 10X la CMB. Después de incubarlos por 5
minutos adicionales, se registraron las lecturas con la ayuda de un espectrofluorometro
(VersaFluor, BioRad, Hercules CA), utilizando una longitud de onda de excitacion y
emision de 492 nm y 515 nm. En este caso también se corrigieron las lecturas, restando
la fluorescencia obtenida del sobrenadante de la forma que se explicé anteriormente
(Pag et al., 2004).

7.7.4 Ensayo de bioluminiscencia para determinacion de ATP celular

La determinacion de ATP se realizd mediante el Kit de bioluminiscencia
ENLITEN (Promega, Madison, WI). En este caso cultivos de V. cholerae previamente
activados (18h de incubacion) fueron inoculados en tubos con 5 ml de caldo LB, después
de esto se incubaron por 3.5h adicionales hasta alcanzar una densidad celular de 1X10’,
posteriormente se agregaron los extractos a una concentracion de 10X la CMB vy se
incubaron por 15 min. Después de esto se tomaron 0.5 ml de los cultivos a los cuales se
les agregaron 250 pl se acido perclorico frio al 24% (vol/vol). La mezcla se mantuvo en
hielo por 20 min para después ser centrifugada a 10,000 X g por 5 min. Los
sobrenadantes (500 ul) fueron separados y neutralizados con 125 pl de KOH 4N, para
después colocarlos en hielo durante 30 min. La cuantificacion del ATP se llevo a cabo
tomando 50 pl del sobrenadante los cuales fueron colocados en placas blancas de 96
pozos (Nunc, Copenhagen, Denmark), posteriormente a cada pozo se les agregaron 100
pul de Tris 10 mM, pH 8, y por Gltimo se agregaron 100 ul, del reactivo Enliten
Liciferina/Lucifereasa (Promega, Madison, WI). Después de 10 min de incubacion la

emision de luz (bioluminiscencia) fue determinada utilizando un Multilabel Reader
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modelo Victor X2 (PerkinElmer). Los resultados obtenidos fueron comparados con una
curva de calibracion previamente realizada utilizando diluciones decimales del reactivo
rATP, 10mM (Promega, Madison, WI) (Yuroff et al., 2003).

7.8 Purificacion biodirigida de los compuestos bioactivos.
7.8.1 Extraccion en reflujo tipo soxhlet.

Para realizar la purificacion de los compuestos bioactivos con actividad
antimicrobiana contras las cepas de V. cholerae y C. perfringens, se realizaron
extracciones sucesivas de 450 g de las plantas secas y trituradas, utilizando la extraccion
en reflujo Soxhlet, comenzando con hexano, seguido de cloroformo, acetonitrilo,
metanol y por ultimo agua destilada. Los solventes fueron dejados en reflujo durante 24
h. Después de esto los extractos fueron concentrados hasta sequedad utilizando un
rotavapor (Buchi R3000), posteriormente fueron resuspendidos en el solvente apropiado
para determinar el rendimiento de cada una de las extracciones, aunado a esto se
realizaron las evaluaciones antimicrobianas de los extractos obtenidos mediante la
técnica de difusién del pozo en agar, previamente mencionada, para los extractos
realizados con solventes polares (acetonitrilo, metanol y dH,0) y para el caso de los
extractos realizados con solventes no polares (hexano y cloroformo) se utilizé la técnica
de difusion con discos de papel filtro, los cuales fueron impregnados con 50 ul de los
extractos, se dejaron a temperatura ambiente durante 15 min para evaporar el solvente y
posteriormente fueron colocados sobre agar LB y ACP los cuales fueron
respectivamente inoculados con las cepas de V. cholerae y C. perfringens, e incubados
de acuerdo a la metodologia previamente descrita.

7.8.2 Cromatografia en columna.

Los extractos que presentaron actividad antimicrobiana contra las cepas
probadas, fueron purificados primeramente mediante cromatografia en columna,
utilizando Silica Gel 60A formando una malla de 200-400 um (Sigma-Aldrich, St Louis
MO). Los extractos fueron eluidos haciendo pasar por la columna 1 L de diferentes
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combinaciones de cloroformo (CHCIs) y metanol (MeOH), colectando el solvente eluido

en porciones de 250 ml. Las combinaciones utilizadas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Combinacion de solventes utilizados como eluente para la purificacion de

compuestos bioactivos mediante cromatografia en columna.

% de CHCI; % de MeOH
100 0
95 5}
90 10
85 15
80 20
75 25
70 30
65 35
60 40
95 45
50 50

0 100

Todas las fracciones obtenidas fueron colocadas a temperatura ambiente y en
platos de vidrio para evaporar el solvente, una vez concentradas, las fracciones secas
fueron resuspendidas en no mas de 10 ml de MeOH y fueron colocadas en vasos de
precipitado de 30 ml. A estas fracciones se les evalud la pureza mediante cromatografia
en capa fina (TLC) utilizando cromatofolios de aluminio con Silica Gel 60 F,s4 (Merck,
Darmstadt Germany), con la finalidad de juntar las fracciones que tuvieron un alto grado
de similitud (superior al 95%). A todas las fracciones resultantes se les determind la
actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusion del pozo en agar la cual fue
previamente descrita, con esto fueron seleccionadas las fracciones activas para continuar

con el proceso de purificacion.

46



7.8.3 Cromatografia en capa preparativa.

Dichas fracciones activas fueron subsecuentemente purificadas mediante
cromatografia en capa preparativa (PLC), utilizando Silica Gel Tipo G de 5-15 pm
(Sigma-Aldrich, St Louis MO). Para esto 25g de silica fueron resuspendidos en 50 ml de
dH,0, la suspension resultante fue colocada en placas de vidrio de 20X20 cm,
previamente lavadas y desengrasadas, dichas placas fueron dejadas en reposo a
temperatura ambiente durante toda la noche, para eliminar el exceso de humedad,
transcurrido este tiempo las placas fueron activadas en una estufa a 80°C durante 1h. Los
extractos fueron colocados en la parte inferior de las placas aproximadamente a 1.5 cm
del borde, con la ayuda de un tubo capilar, aplicando puntos consecutivos para formar
una linea continua a lo ancho de la placa. Este proceso se repitié al menos 5 veces. Las
placas fueron eluidas utilizando como fase moévil CHCI;:MeOH a diferentes
proporciones para seleccionar la mezcla mas eficiente en la separacion de los
compuestos presentes en las fracciones. Las placas fueron retiradas del sistema cuando
la fase mAvil se encontraba aproximadamente a 1.5 cm del borde superior de la placa,
una vez retiradas se realizaron observaciones bajo luz UV para observar con mayor

claridad la separacion de las bandas.

7.8.4 Autobiografia.

Ademas, se prepararon placas de 5X20 cm, las cuales recibieron el mismo
tratamiento descrito, sin embargo estas placas fueron utilizadas para realizar la técnica
denominada autobiografia, la cual consiste en aplicar una capa de agar sobre la
cromatografia previamente desarrollada, para el caso de V. cholerae el medio utilizado
fue agar LB y el microorganismo fue sembrado por extension y en el caso de C.
perfringens el ACP fue inculcado al 1%, antes de colocarlo sobre la placa
cromatogréfica, después se colocaron las placas en camara humeda y se incubaron de
acuerdo a las condiciones para cada microorganismo. Después del periodo de
incubacion, se buscaron zonas de inhibicion las cuales son evidencia de la localizacion

del compuesto activo buscado. Por ultimo se determiné el RF de la inhibicidn el cual fue
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utilizado como parametro para localizar el compuesto activo en las placas de 20X20 cm,
una vez determinado esto se procedi6 a raspar la zona seleccionada. La silica recuperada
fue lavada primero con 15 ml de CHCI; y después con 15 ml de MeOH, dichos lavados
fueron mezclados y evaporados a temperatura ambiente. La fraccion resultante fue
resuspendida en MeOH y sometida a TLC para evaluar pureza y al ensayo

antimicrobiano mediante la técnica del pozo en agar.

7.8.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Por Gltimo las fracciones semipuras obtenidas de la manera previamente descrita,
fueron purificadas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), para
esto se utilizd un equipo Varian el cual cuenta con dos bombas isocraticas PrepStar
modelo 218, un detector de arreglo de diodos PorStar Modelo 335 y un colector de
fracciones ProStar Modelo 701 se realizaron pruebas con diferentes concentraciones de
solventes utilizando hexano:acetona y MeOH:H,O, dependiendo de la fraccidn que se va
a purificar Tabla 3.

Tabla 3. Combinacién de solventes utilizados como fase movil para la purificacion de

compuestos bioactivos mediante HPLC.

Hexano Acetona MeOH H,O
100 0 100 0
95 5} 95 5}
90 10 90 10
85 15 85 15
80 20 80 20
75 25 75 25
70 30 70 30
65 35 65 35
60 40 60 40
95 45 95 45
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50 50 50 50
0 100 0 100

7.8.6 Determinacién de la expresion de enterotoxinas de V. cholerae y C.
perfringens mediante PCR Tiempo Real

Primeramente se realiz6 una busqueda en el GenBank para determinar si las
secuencias de los iniciadores seleccionados se encontraban en el gen de las toxinas de V.

cholarae y C. perfringens.

Los iniciadoresutilizados en las cepas de V. cholerae estaban dirigidos al gen de
la enterotoxina (ctx), ctxA-F 5-ACA GAG TGA GTA CTT TGA CC-3" ctxA-R ATA
CCA TCC ATA TAT TTG GGA G-3', y ctxAB-F TGA AAT AAA GCA GTC AGG
TG-3" ctxAB-R CTG ATT TGT GTG CAG AAT ACC.

Y para el caso de C. perfringens se busco la expresion de gen de la enteroxtina
(cpe), cpe-F 5-GGA GAT GGT TGG ATA TTA GG-3" y cpe-R 5-GGA CCA GCA
GTT GTA GAT A-3".

La estandarizacion de las condiciones del PCR se realiz6 en un Termociclador
ThermoHybaid (Franklin, MA) modelo PCR Express, mediante el cual se estandarizaron
parametros como la temperatura y la concentracién de MgCl, mas adecuadas para la
reaccion. Para esto el equipo fue programado para realizar un gradiente de temperatura
de 15°C partiendo de 52°C, ademas se probaron concentraciones de MgCl, que fueron
desde 1.5 mM hasta 4.5 mM. La mezcla de reaccion consistio en 5 pl del amortiguador
para PCR, 3.0 mM de MgCl,, 0.5 pl del primer ctx-F, 0.5 ul del primer ctx-R, 0.5 pl de
dNTP’s 50 mM y agua miliq para completar un volumen final de 25pl.

Después de estandarizar las condiciones para el PCR, nos dispusimos a
determinar el efecto de los extractos sobre la expresién de los genes de las toxinas
mencionadas, mediante PCR tiempo real (QRT-PCR), para llevar a cabo esto se
utilizaron concentraciones del 25, 50 y 75% de la CMB previamente determinada.
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Dichas concentraciones se colocaron en tubos con caldo LB y Tioglicolato, dependiendo
del género bacteriano probado. Después de inocular los medios con las concentraciones
subletales se incubaron por 24h a 37°C en los medios y condiciones de incubacién
previamente descritas, posteriormente se realizd la extraccién de RNA con el reactivo
TriReagent (Sigma) el cual se basa en una solucion de fenol y tiocianato de guanidina,
después de seguir la metodologia recomendada por el fabricante, el RNA es recuperado
de la fase acuosa, una vez obtenido el RNA fue congelado a -80°C. Posteriormente se
realizé el gRT-PCR en un iQ5 Multicolor Real-Time PCR detection system (Bio Rad),
el equipo fue programado para realizar el gRT-PCR en un solo paso con la ayuda del Kit
SuperScript 111 Platinum SYBR Green One-Step qRT-PCR (Invitrogen), el cDNA fue
sintetizado con aproximadamente 1pg de RNA a 37°C por 60 min, seguido por una
incubacion a 95°C por 5 min. Las condiciones previamente estandarizadas para el PCR
tiempo real fueron 95°C por 30 s, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min hasta completar 30
ciclos y con un paso final de extension de 72°C por 1 min.

7.9 Analisis Estadistico.

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado, al menos en tres
repeticiones. El analisis estadistico fue realizado utilizando el paquete estadistico SPSS,
version 10.0, (SPSS Inc., Chicago IL). Los resultados fueron analizados mediante la
prueba de Varianza y mediante comparacién multiple de medias, con un valor de

significancia P<0.05.
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. RESULTADOS

8.1 Evaluacion preliminar de actividad antimicrobiana.

En el presente estudio, se evalud la actividad antimicrobiana de extractos
acuosos, etandlicos y metandlicos (81 en total), en contra de dos cepas de Vibrio
cholerae y dos cepas de Clostridium perfringens, preparados a partir de 27 plantas.
Nuestros resultados preliminares indican que 27 de los 81 extractos analizados
presentaron actividad antimicrobiana en diferentes niveles (Fig. 1).

Fig. 1.- Halos de inhibicion presentados por diferentes extractos metandlicos de
plantas en: (a) V. cholerae 569-B y (b) C. perfringens FD-1041.

Las cepas de V. cholerae aparentemente fueron menos sensibles a la actividad
antimicrobiana de todos los tipos de extractos, asi también cabe sefialar que los extractos
acuosos fueron los menos activos, a este respecto unicamente el mango, la pifia y la uva,
mostraron pobre actividad antimicrobiana, ya que los halos de inhibicion encontrados
presentaron rangos de entre 0.7 y 0.9 cm. Por otra parte 8 de los extractos etanolicos
(albahaca, alcachofa, estafiate, huizache, mango, mezquite, nopal y uva) presentaron
halos de inhibicion de entre 1.0 a 1.6 cm, y por altimo los extractos metandlicos fueron
los que presentaron mayor actividad antimicrobiana, ya que 16 de los extractos

(albahaca, alcachofa, chicozapote, chile poblano, ciruela, durazno, esparrago, estafiate,
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frambuesa, huizache, kiwi, mango, mezquite, nopal, pifia y zacate limon) presentaron

halos de inhibicion con rangos de entre 1.0 a 2.5 cm, contra V. cholerae (Tabla 1).

TABLA 1 EN LA SIGUIENTE HOJA
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Tabla 1.- Halos de inhibicion de extractos de plantas acuosos, etandlicos y
metandlicos, contra V. cholerae 569-B y 1837.

Zona de Inhibicion (cm) de diferentes extractos
contra V. cholerae

Nombre Comiin Nombre Cientifico
Acuoso Etandlico Metan6lico
1837  569-B 1837 569-B 1837 569-B
Albahaca Ocimum basilicum (L.) NI NI 1.3+0.1 1.440.2 2.2+0.2 1.6+0.1
Alcachofa Cynara scolymus (L.) NI NI 1.3+0.1 1.240.1 1.4+0.1 1.6+0.1
Anis Tagetes filifolia (Lag.) NI NI NI NI NI NI
Arandano Vaccinium macrocarpon (Ait.) NI NI NI NI NI NI
Cacahuate Arachis hypogaena (L.) NI NI NI NI NI NI
Calabaza Cucurbita pepo (L.) NI NI NI NI NI NI
Camote Ipomoea batatas (L.) NI NI NI NI NI NI
Chicozapote Manilkara zapota (L.) NI NI NI NI 1.840.1 2+0.1
Chile Poblano Capsicum annuum (L.) NI NI NI NI 1.7+0.2 1.5+0.06
Ciruela Prunus salicina (L.) NI NI NI NI 1.3+0.2 1.31#0.2
Coco Cocos nucifera (L.) NI NI NI NI NI NI
Colinabo Brassica napus (L.) NI NI NI NI NI NI
Durazno Prunus persica (L.) NI NI NI NI 1.1+0.1 1.3+0.2
Esparrago Asparagus officinalis (L.) NI NI NI NI 1.2+0.1 1.5+0.2
Estafiate Artemisia ludovisiana (Nutt.) NI NI 1.240.2 1.2+0.3 2.4+0.1 2.2+0.2
Frambuesa Rubus idaeus (L.) NI NI NI NI 1.7+0.2 1.9+0.1
Huizache Acacia farnesiana (L.) Willd. NI NI 1.4+0.1 1.5+0.1 2.7+0.3 2.4+0.2
Kiwi Actinidia chinensis (Planch.) NI NI NI NI 1.6+0.1 2.5+0.2
Mango Mangifera indica (L.) 0.9+0.01 0.8+0.01 1.0+0.1 1.0+0.1 1.5+0.2 2+0.1
Melén Cucumis melo (L.) NI NI NI NI NI NI
Mezquite Prosopis glandulosa (Torr.) NI NI 1.4+0.1 1.240.1 1.8+0.1 1.3#0.1
Nopal Opuntia ficus-indica (L.) NI NI 1.3+0.1 1.440.1 2.4+0.2 2.6+0.1
Palma china Yucca filifera (Chabaud.) NI NI NI NI NI NI
Pifla Ananas comosus (L.) Merr. 0.8+0.01 0.7+0.01 0.9+0.1 1.1+0.1 1.6+0.1 1.8+0.2
Uva Vittis labrusca (L.) 0.7+£0.01 0.7+0.01 NI NI NI NI
Yerbabuena Mentha spicata (L.) NI NI NI NI NI NI
Zacate Limén  Cymbopogon citratus (Stapf.) NI NI NI NI 1.8+0.2 1.740.2

* Desviacion estandar.
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Por otro lado las cepas de C. perfringens fueron sensibles practicamente a los

mismos extractos que las cepas de V. cholerae solo que los halos de inhibicion de C.

perfringens fueron un poco mayores, en este caso los extractos acuosos presentaron

rangos de 0.8 a 0.9 cm. Los etandlicos de 1.0 a 1.6 cm y los rangos de los extractos

metandlicos estuvieron entre 1.0 y 2.7 cm (Tabla 2).

Tabla 2. Halos de inhibicién de extractos de plantas acuosos, etandlicos y

metandlicos, contra C. perfringens FD-1041 y FD-1.

Nombre Comin

Nombre Cientifico

Zona de Inhibicion (cm) de diferentes extractos
contra C. perfringens

Acuoso Etandlico Metandlico
FD-1041 FD-1 FD-1041 FD-1 FD-1041 FD-1
Albahaca Ocimum basilicum (L.) NI NI 1.3+0.1* 1.3+0.1 2.1+0.2 1.8+0.1
Alcachofa Cynara scolymus (L.) NI NI 1.4+0.1 14401 16401 1.4+0.1
Anis Tagetes filifolia (Lag.) NI NI NI NI NI NI
Arandano Vaccinium macrocarpon (Ait.) NI NI NI NI NI NI
Cacahuate Arachis hypogaena (L.) NI NI NI NI NI NI
Calabaza Cucurbita pepo (L.) NI NI NI NI NI NI
Camote Ipomoea batatas (L.) NI NI NI NI NI NI
Chicozapote Manilkara zapota (L.) NI NI NI NI 15+0.1 1.5+0.1
Chile Poblano Capsicum annuum (L.) NI NI NI NI 1.840.2 1.5+0.06
Ciruela Prunus salicina (L.) NI NI NI NI 2.0£0.2 1.7£0.2
Coco Cocos nucifera (L.) NI NI NI NI NI NI
Colinabo Brassica napus (L.) NI NI NI NI NI NI
Durazno Prunus persica (L.) NI NI NI NI 1.1+£0.1 1.0+0.1
Esparrago Asparagus officinalis (L.) NI NI NI NI 1.3+0.1 1.3+0.1
Estafiate Artemisia ludovisiana (Nutt.) NI NI 1.3+0.1 1.2+0.2 2.1+0.1 2.3+0.3
Frambuesa Rubus idaeus (L.) NI NI NI NI 1.2+0.1 1.3+0.1
Huizache Acacia farnesiana (L.) Willd. NI NI 1.6+0.1 1.4+0.1 2440.2 2.6+0.2
Kiwi Actinidia chinensis (Planch.) NI NI NI NI 1.6+0.1 2.4+0.08
Mango Mangifera indica (L.) 0.9+0.01 0.9+0.01 1.1#0.1 1.2+0.1 1.6+0.1 2.0+0.1
Melén Cucumis melo (L.) NI NI NI NI NI NI
Mezquite Prosopis glandulosa (Torr.) NI NI 15+0.1 1.3+0.1 1.8+#0.2 1.6+0.1
Nopal Opuntia ficus-indica (L.) NI NI 1.4+0.1 14401 27+0.2 2.5%0.2
Palma china Yucca filifera (Chabaud.) NI NI NI NI NI NI
Pifia Ananas comosus (L.) Merr. 0.840.01 0.8+0.01 1.0+0.08 1.1+0.1 1.4+0.1 1.5+0.2
Uva Vittis labrusca (L.) 0.8+0.01 0.8+0.01 NI NI NI NI
Yerbabuena Mentha spicata (L.) NI NI NI NI NI NI
Zacate Limon  Cymbopogon citratus (Stapf.) NI NI NI NI 21+0.1 1.4+0.2

*Desviacion estandar.
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En base a los resultados preliminares antes expuestos, se seleccionaron los
mejores extractos metandlicos, debido a que los halos de inhibicion fueron cercanos o
superiores a los 2 cm, ademas de que una mayor cantidad de plantas fueron activas
contra ambos generos bacterianos. Las plantas seleccionadas fueron: albahaca,
alcachofa, chile poblano, ciruela, estafiate, frambuesa, huizache, kiwi, mango, nopal,
zacate limdn, a estos extractos se les determind la Concentracion Minima Bactericida
(CMB).

8.2 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Para esto primeramente determinamos las CMB’s parciales y seleccionamos

aquellas que estuvieran por debajo de los 5 mg/ml (Tabla 3).

Tabla 3. CMB’s parciales de los extractos metandlicos seleccionados contra C.
perfringens FD-1041 y FD-1 y V. cholerae 569-B y 1837.

CMB
Planta Nombre Cientifico C. perfringens V. cholerae
FD-1041 FD-1 1837 569-B
Albahaca Ocimum basilicum (L.) <4 <4 <4 <4
Alcachofa Cynara scolymus (L.) >6 >6 >8 >7
Chile Poblano Capsicum annum (L.) >10 >10 >10 >10
Ciruela Prunus salicina (L.) <7 <6 <8 <8
Estafiate Artemisia ludovisiana (Nutt.) <1 <1 <1 <1
Frambuesa  Rubus idaeus (L.) >10 >10 >10 >10
Huizache Acacia farnesiana (L.) <1 <1 <1 <1
Kiwi Actinidia chinensis (Planch.) >10 >10 >10 >10
Mango Manguifera indica (L.) >10 >10 >15 >15
Nopal Opuntia ficus-indica (L.) <4 <4 <4 <4
Zacate Limén Cymbopogin citratus (Stapf) >10 >10 >15 >15

Nota.- Extractos metandlicos seleccionados resaltados en gris.

Las plantas seleccionadas para determinar la CMB fueron dos plantas
medicinales (estafiate y huizache) y dos comestibles (albahaca y nopal). De las cuales
las primeras dos presentaron las CMB’s mas bajas con rangos de 0.5 a 0.6 mg/ml para C.
perfringens y de 0.5 a 0.9 mg/ml para V. cholerae. Las CMB’s de las plantas
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comestibles fueron de 2.0 mg/ml para C. perfringens y de 3.0 mg/ml para V. cholerae
(Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones minimas bactericidas de los extractos metandlicos
seleccionados, contra C. perfringens y V. cholerae.

CMB (mg/ml)
Planta Nombre Cientffico C. perfringens V. cholerae
FD-1041 FD-1 1837 569-B
Albahaca Ocimum basilicum (L.) 2+0.26* 2+0.4 3+0.6 3+0.5
Estafiate Artemisia ludovisiana (Nutt)  0.6£0.1 0.5+0.11 0.7+0.05 0.9+0.1
Huizache Acacia farneciana (L.) Willd. 0.5+0.1 0.5+0.05 0.5+0.1 0.9+0.09
Nopal Opuntia ficus-indica (L.) 2+0.3 2+0.24 3+0.2 3+0.3

* Desviacion estandar.

8.3 Determinacion del efecto de concentraciones sub-letales sobre el crecimiento de
V. cholerae y C. perfringens.

Para el caso de V. cholerae 569-B, el analisis estadistico realizado a los
resultados obtenidos en cuanto al crecimiento de los cultivos, mostrd que no existen
diferencias significativas en el nimero de células cuando se utilizaron concentraciones
sub-letales (75, 50 y 25% de la CMB) de los extractos metandlicos de albahaca,
estafiate, huizache y nopal. Ya que aunque se presentaron ligeras diferencias en los
conteos con respecto a los controles, las cuentas se mantuvieron en el mismo logaritmo,
de aproximadamente 108 UFC/ml (Fig. 2). Este mismo efecto de las concentraciones
subletales sobre el crecimiento fue obtenido para la cepa 1837 (datos no mostrados).
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Fig. 2. Efecto de las concentraciones sub-letales, sobre el crecimiento de V.
cholerae 569-B.

Para el caso de C. perfringens FD-1041, las concentraciones sub-letales de los
extractos metanolicos de albahaca, estafiate, huizache y nopal, no disminuyeron
significativamente el crecimiento de la cepa bacteriana probada, de manera similar a lo
ocurrido con V. cholerae. (Fig. 3). Este mismo efecto de las concentraciones subletales
sobre el crecimiento fue obtenido para la cepa FD-1 (datos no mostrados).
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Fig. 3. Efecto de las concentraciones sub-letales, sobre el crecimiento de C.
perfringens FD-1041.
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8.4 Determinacién del sitio blanco de accién antimicrobiana.

8.4.1 Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre la integridad de la
membrana de V. cholerae y C. perfringens.

Para determinar el efecto de los extractos sobre la viabilidad de la membrana
concentraciones de 1, 5, 10 y 20 veces la CMB (1X, 5X, 10X y 20X) y el Kit
LIVE/DEAD BacLigth, este sistema es util ya que contiene dos colorantes el SYTO 9, el
cual Unicamente puede ingresar al citoplasma celular en organismo con su membrana
intacta, tifiéndolos de verde, y el ioduro de propidium que solo tiene acceso a
organismos con la membrana celular dafiada, tifiéndolos de rojo. Después de 15 min de
contacto de los extractos con las cepas de interés, se realizaron conteos en un
microscopio de epifluorescencia. Los resultados indican que el 100% de las células
tratadas, de V. cholerae y C. perfringens, con los extractos a una concentracion de 10X y
20X la CMB, fueron tefiidas por el colorante ioduro de propidium (color rojo), lo cual es

un indicativo de que las células tratadas tienen la membrana comprometida o dafiada.

Por otro lado al utilizar las concentraciones 1X y 5X de la CMB, el porcentaje de
celulas de V. cholerae, con la membrana celular dafiada presenté rangos de 1.17 a
41.93% dependiendo del extracto y de la cepa probada. Y en el caso de las cepas de C.
perfringens los porcentajes de células dafiadas fue de entre 2.2 a 57.6% (Tabla 5). En
base a estos resultados los ensayos posteriores se desarrollaron utilizando Gnicamente la
concentracion de 10X de la CMB.

Tabla 5. Efecto de la CMB aplicada a diferentes concentraciones, sobre la
viabilidad de la membrana de V. cholerae y C. perfringens.
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Porcentaje de células con la membrana comprometida

Cepa/Extracto Concentracion de la CMB
1X 5X 10X 20X

V. cholerae 569-B

Albahaca 1.69% 12.47% 100% 100%

Estafiate 3.69% 19.38% 100% 100%

Huizache 1.69% 12.47% 100% 100%

Nopal 1.17% 8.18% 100% 100%
V. cholerae 1837

Albahaca 9.62% 32.50% 100% 100%

Estafiate 4.95% 41.93% 100% 100%

Huizache 9.62% 32.50% 100% 100%

Nopal 14.26% 19.50% 100% 100%
C. perfringens FD-1041

Albahaca 4.70% 38.40% 100% 100%

Estafiate 12.42% 51.90% 100% 100%

Huizache 9.65% 44.50% 100% 100%

Nopal 2.20% 25.30% 100% 100%
C. perfringens FD-1

Albahaca 6.20% 49.30% 100% 100%

Estafiate 15.23% 57.60% 100% 100%

Huizache 18.10% 38.90% 100% 100%

Nopal 6.70% 31.50% 100% 100%

Una vez seleccionada la concentracion 10X de la CMB, se procedié a tomar
fotografias de las cepas probadas, confirmando los resultados obtenidos durante los
conteos, la Figura 4, nos muestra el efecto de los extractos de huizache, estafiate,
albahaca y nopal sobre la integridad de la membrana de la cepa 569-B de V. cholerae, en
donde el efecto dafiino se evidencia por la incorporacion del colorante ioduro de
propidium, el cual tifie las células de color rojo, cabe mencionar que el control con
metanol (MeOH), no tubo un efecto significativo sobre la membrana de V. cholerae 569-
B (Fig. 4). Este mismo efecto fue observado en la cepa 1837 (datos no mostrados).
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Fig. 4. Efecto de extractos metandlicos sobre la viabilidad de la membrana de V.
cholerae 569-B.

En el caso de la cepa FD-1041 de C. perfringens, los resultados fueron muy
similares, es decir el dafio en la membrana de este microorganismo, también se
evidenci6 ya que el colorante ioduro de propidium fue incorporado en todo el cultivo
celular, en presencia de los extractos a una concentracion 10X de la CMB, cabe
mencionar que en este caso, en el control del cultivo con MeOH, se observaron, mas
células tefidas con el colorante ioduro de propidium, sin embargo el efecto del metanol
no fue significativo al compararlo con el efecto de los extractos (Fig. 5). Los resultados
obtenidos con la cepa FD-1, fueron similares tanto en el efecto del control como en el

caso de los extractos (datos no mostrados).
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Fig. 5. Efecto de extractos metandlicos sobre la viabilidad de la membrana de C.

perfringens Fd-1041.

8.4.2 Efecto de los extractos metanolicos sobre el pH citoplasmico (pHi,) de

V. cholerae y C. perfringens.

La evaluacion del pHi, se realiz6 mediante la prueba fluorescente cFDA(SE), la
cual se basa en la conjugacion intracelular del grupo succimidil (SE) con las aminas
alifaticas de las proteinas intracelulares. El efecto de los extractos se determind en base a
la cantidad de fluorescencia emitida por los cultivos expuestos a los extractos
metandlicos la cual es expresada como unidades relativas de fluorescencia (URF). Para
la cuantificacion de los cambios en el pHi, se prepararon curvas de calibracién
exponiendo las cepas probadas a diferentes pH's que fueron de 3, 5, 7, y 9, y de acuerdo
a estos datos encontramos que una reduccion en las URF corresponde también a una

reduccion en el pHip, tanto en V. cholerae como en C. perfringens (datos no mostrados)
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Una vez habiendo determinado lo anterior procedimos a evaluar el efecto de los
extractos sobre el pHin, de los microorganismos probados.

Todos los extractos metandlicos probados causaron un cambio significativo
(p<0.05%) en el pH citoplasmico, cuando se aplicaron a una concentracion de 10X la
CMB, comparandolos con los controles, siendo el extracto de estafiate el que causé un
decremento mayor en los valores de pHi, (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de los extractos metandlicos de huizache, estafiate, albahaca y
nopal, sobre el pHi, de diferentes cepas de V. cholerae y C. perfringens.

V. cholerae C. perfringens
569-B 1837 FD-1041 FD-1
Control 7.7£0.1* 7.5+0.1 7.3£0.2 7.1+0.2
MeOH 7.210.1 7.1+0.3 6.7+0.2 6.9+0.1
Huizache 4.4+0.2 3.610.1 3.1+0.2 4.1+0.2
Estafiate 3.5+0.2 3.5+0.3 2.9+0.1 3.1+0.1
Albahaca 4.6+0.2 3.7+0.1 3.2+0.2 3.2+0.2
Nopal 4.6+0.1 3.840.2 3.840.1 3.4+0.05

+ Desviacion estandar

La exposicién de las cepas de V. cholerae a los extractos metandlicos provocé un
decremento significativo en el pHi, (p<0.05%). El extracto que mostréo mayor actividad
fue el de estafiate presentando una reduccidn en la cepa 569-B de 7.7 a 3.5, mientras que
los extractos de huizache, albahaca y nopal el pHiy,, se redujo a valores de entre 4.4 a 4.6,
por otro lado al igual que en la cepa anterior para la cepa 1837, el extracto de estafiate
fue el mas efectivo causando una reduccion en los valores de pHij, de 7.5 a 3.5y la
reduccion obtenida con los deméas extractos llegé a valores de entre 3.6 a 3.8,
dependiendo del extracto probado (Fig. 6).
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Fig. 6. Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre el pH citoplasmico en
las cepas 569-B y 1837 de V. cholerae.
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En el caso de C. perfringens el extracto de estafiate también fue el que presento
mayor actividad sobre el pHi, de las cepas FD-1041 y FD-1, el pHin promedio del
cultivo control fue de 7.3 y 7.1 respectivamente, el cual al utilizar el extracto de estafiate
fue reducido a 2.9 y 3.1. Los estractos de huizache, albahaca y nopal, también
disminuyeron significativamente el pHi, (p<0.05%) a valores de 3.1, 3.2 y 3.8, para la
cepa FD-1041 y de 4.1, 3.3 y 3.4 de acuerdo al extracto probado (Fig. 7).
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Fig. 7. Efecto de los extractos metandlicos de plantas sobre el pH citoplasmico en
las cepas FD-1041 y FD-1 de C. perfringens.
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8.4.3 Efecto de los extractos de plantas metandlicos sobre el potencial de

membrana de V. cholerae y C. perfringens.

Para esto se utilizo el colorante fluorescente DIBAC4(3), el cual es cominmente
utilizado para monitorear cambios en el potencial de membrana de una gran variedad de
organismos. En este caso se demostré que los cultivos de V. cholerae, tratados con los
extractos metanolicos de huizache, estafiate y albahaca provocaron un marcado
decremento en la fluorescencia (valores negativos) lo cual es un indicativo de que la
membrana sufrid un proceso de hiperpolarizacion, por otro lado el extracto de nopal
causO una marcada despolarizacién de la membrana celular de las cepas probadas,
evidenciado por un incremento en la fluorescencia (Fig. 8). La cepa 1837 resultd ser
mas sensible a los tratamientos con huizache, estafiate y albahaca ya que presentd
diferencias significativas (p<0.05%), cuando se compard con la cepa 569-B, esta
diferencia no se presento entre las cepas tratadas con el extracto de nopal. Por dltimo, el
MeOH utilizado como control causd una ligera hiperpolarizacion de la membrana, sin
embargo el efecto causado por los extractos fue significativamente superior al causado
por el MeOH.

4000 - aYV. cholerae 569-B .
2000 - QV. cholerae 1837 )
U T o A S B T T T '
5000 Ctr MeOH Huizache [Estafiate Albahaca Nopal
=
& -4000
-6000 -
-8000 - I
T I
-10000 - 1 T
-12000 -

Fig. 8. Efecto de los extractos metandlicos de huizache, estafiate, albahaca y
nopal, sobre el potencial de membrana de V. cholerae 569-B y 1837.
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Por su parte, las cepas de C. perfringens mostraron resultados similares a las
cepas de V. cholerae, es decir los extractos de huizache, estafiate y albahaca causaron
una hiperpolarizacion de la membrana y el extracto de nopal una despolarizacion de la
misma, aunque cabe sefialar que los cambios en la fluorescencia fueron menores a los
mostrados en V. cholerae (Fig. 9), ademas en este caso no se presentaron diferencias
significativas en los cambios en el potencial de membrana entre cepas, de hecho existen
diferencias minimas en la hiperpolarizacién causada por los extractos de huizache,

estafiate y albahaca
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Fig. 9. Efecto de los extractos metandlicos de huizache, estafiate, albahaca y
nopal, sobre el potencial de membrana de C. perfringens FD-1041 y FD-1.
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8.4.4 3 Efecto de los extractos de plantas metandlicos sobre la sintesis de ATP
en V. cholerae y C. perfringens.

La determinacion del ATP celular se realizé Unicamente en las cepas de V. cholerae,
debido a que la reaccidn de luminiscencia requiere la presencia de oxigeno, por lo que en el caso

de C. perfringens la reaccion no es aplicable.

Nuestros resultados indican que todos los extractos evaluados causaron una
reduccion significativa (p<0.05%) en la cantidad de ATP detectado, en ambas cepas de
V. cholerae, siendo los extractos metandlicos del huizache y del estafiate los que
presentaron mayor actividad inhibitoria, seguido por el extracto de albahaca y por ultimo
por el extracto de nopal (Fig. 10).
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Fig. 10. Efecto de los extractos metandlicos de huizache, estafiate, albahaca y
nopal, sobre la sintesis de ATP celular en V. cholerae 569-B y 1837.

Estos resultados aunque interesantes, no fueron concluyentes en el efecto de los
extractos sobre la sintesis de ATP, ya que si es cierto se presentd la reduccion del ATP
total, no existia la seguridad de que la sintesis del ATP fue inhibida o por otro lado, se
produjo una liberacion del ATP hacia el sobrenadante, por lo que nos dispusimos a
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realizar la comprobacion de lo anterior. Para realizar esta determinacion la técnica
empleada sufrié ligeras modificaciones, en las cuales las células de V. cholerae no
fueron lisadas después de la aplicacion de los extractos sino que fueron centrifugadas
para evaluar la cantidad de ATP presente en el sobrenadante.

A este respecto los resultados indican que si bien en todos los tratamientos con
los extractos se detectdé ATP en los sobrenadantes, se destaca el caso particular del
extracto de nopal, ya que después del tratamiento con este extracto, la cantidad de ATP
presente en el sobrenadante, sobrepasé al ATP celular, lo que indica que la disminucién
en la cantidad detectada en los ensayos anteriores de ATP es probablemente debida a la
liberacién del mismo hacia el sobrenadante, y no a la disminucion en su sintesis. Por
otro lado en los extractos de huizache, estafiate y albahaca se detectd6 menor cantidad de
ATP en los sobrenadantes, lo que sugiere que en estos casos la sintesis de ATP si fue
reducida (Fig. 11).
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Fig. 11. Efecto de los extractos metandlicos de huizache, estafiate, albahaca y
nopal, sobre la sintesis de ATP en V. cholerae 569-B y 1837.

8.5 Purificacion de los compuestos bioactivos.

8.5.1 Acacia farnesiana (Huizache).
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8.5.1.1 Extraccion tipo Soxhlet y actividad antimicrobiana del extracto de
huizache.

Para esto se montaron 490 gr de la planta seca y triturada en 2 equipos de
extraccion en reflujo tipo Soxhlet, el hexano fue el primer solvente que se utilizo
obteniendo un rendimiento de 5.8 g de extracto hexanico seco, posteriormente se utilizd
cloroformo obteniendo un rendimiento de 5.4 g de extracto seco, después metanol con
un rendimiento de 4.7 g y por ultimo agua obteniendo 3.6 g de extracto seco. A todos los
extractos obtenidos de esta forma se les evaluaron sus propiedades antimicrobianas
resultando que el extracto metandlico fue el que presentd mayor actividad
antimicrobiana, con un halo de inhibicion de 2.7+0.1 y 2.4+0.1 cm de didmetro para las
cepas 569-B y 1837 de V. cholerae y de 2.5+0.1 y 3.1+0.1 cm para las cepas FD-1041 y
FD-1 de C. perfringens respectivamente, por su parte los demas extractos (hexanico,
cloroférmico y acuoso) no presentaron actividad antimicrobiana contra ninguna de las

cepas de V. cholerae y C. perfringens evaluadas (Fig. 12).

Fig 12. Efecto del extracto hexanico (1), cloroférmico (2), metandlico (3) y acuoso (4)
del huizache, obtenidos mediante extraccion tipo Soxhlet contra V. cholerae 569-B.

8.5.1.2 Cromatografia en columnay TLC del extracto de huizache.

Posteriormente, el extracto metanolico fue fraccionado mediante cromatografia

en columna, utilizando como fase mdvil diferentes concentraciones de cloroformo y
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metanol, como se menciond en el material y método, obteniendo 48 fracciones de 250
ml, las cuales fueron evaporadas a temperatura ambiente hasta sequedad. Las fracciones
fueron resuspendidas en no mas de 20 ml de metanol para después evaluar la pureza de
las mismas mediante cromatografia en capa fina (TLC), con esta técnica ademas de
evaluar la pureza de las fracciones pudimos determinar la similitud de las mismas por lo
que juntamos las fracciones mas parecidas, en este caso se juntaron las fracciones No. 8
a la No. 14 (Fig 13).

Fig 13. TLC de diferentes fracciones obtenidas por cromatografia en columna
del extracto metandlico de huizache, utilizando como eluente CHCI3:MeOH 8:2 y
observadas con luz UV.

8.5.1.3 Seleccion de fracciones con actividad antimicrobiana.

Después de esto se evalu6 su actividad antimicrobiana mediante la técnica antes
mencionada, con esto fueron seleccionadas las fracciones activas obtenidas de la
cromatografia en columna, las fracciones con actividad antimicrobiana fueron obtenidas

al utilizar como eluente CHCI3;:MeOH en una proporcion de 9.5:0.5 hasta CHCIl;:MeOH
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8:2, las demaés fracciones presentaron muy poca o0 ninguna actividad antimicrobiana (Fig
14).

Fig 14. Actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del extracto de
huizache, utilizando como eluente CHCI3:MeOH a) 9:1, b) 8:2, ¢) 7:3, d) 6:4, e) 1:1, f)
MeOH, g) H20 y h) Ctr contra V. cholerae 569-B.

8.5.1.4 HPLC de las fracciones activas del extracto de huizache.

Por altimo seleccionamos las fracciones correspondientes a la mezcla de
CHCI3:MeOH en una proporcion de 9:1. Dichas fracciones fueron inyectadas en un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC) para estandarizar las condiciones de
separacion de los compuestos presentes en la fraccion activa seleccionada. Para esto se
inyectaron 100 pl del la fraccion diluida y se utilizaron mezclas de MeOH:H,O como
eluente, siendo la combinacion MeOH:H,O en una proporcion de 1:9 la que mejor
separo los compuestos presentes en la fraccion activa (Fig 15).
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Fig 15. Cromatograma de la separacion de los compuestos presentes en la
fraccidn activa, obtenida del extracto metandlico del huizache.

Una vez estandarizadas las condiciones de separacion, se utilizé el HPLC en
modo semipreparativo, con el cual pudimos obtener los compuestos separados en
cantidades suficientes para realizar las pruebas microbioldgicas necesarias para
determinar cual de los compuestos es el responsable de la actividad antimicrobiana. Para
esto se inyectaron 10 ml de la fraccion de interés la cual fue separada y colectada
mediante un colector de fracciones. Se obtuvieron 3 fracciones diferentes, de las cuales
la que fue eluida en un tiempo de retencion de 4.207 min, resulto ser la responsable de la
actividad antimicrobiana.

8.5.1.5 Re-cristalizacion del compuesto aislado del huizache.
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Por ultimo, para asegurar la pureza del compuesto activo aislado, se realizd un
proceso denominado re-cristalizacion, en el cual se resuspendié el compuesto aislado en
500 pl de metanol, se calentd a 45°C durante 3 min, para asegurar la completa
solubilidad del compuesto e inmediatamente después se agregaron 5 ml de éter
isopropilico, la mezcla se dejo reposar durante 24 horas, una vez pasado este tiempo los
cristales obtenidos fueron lavados con CHCIs, con la ayuda de un sistema de filtracion al
vacio, despues de esto los cristales fueron solubilizados en MeOH y colocados en un vial
ambar para su posterior caracterizacion. Ademas se corrié una TLC para determinar el
grado de pureza final del compuesto, encontrando un grado de pureza mayor al 99% (Fig
16).

Compuesto aislado de la fraccion activa del huizache

>99% de pureza, eluido con CHCI3:MeOH 7:3

Fig 16. Cromatografia que muestra el grado de pureza del compuesto aislado de la
fraccion activa del huizache.
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8.5.1.6 Caracterizacion del compuesto aislado del huizache.

El compuesto aislado fue enviado para su analisis, al Laboratorio de Servicio
Analitico (LASEQA) del Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de
Medicina, UANL. Donde se le practicaron espectros de Resonancia Magnética Nuclear
de Protones (RMN *H; 400MHz, DMSO-ds) (Fig 17) y de Carbono 13 (RMN®:
100MHz, DMSO-ds) (Fig 18).

El anélisis de los espectros fue realizado por la Dra. Maria del Rayo Camacho de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. En el reporte realizado por la Dra.
Camacho se indica que las sefiales obtenidas con el anélisis de protones (RMN *H:;
400MHz, DMSO-dg) corresponden al DMSO, al agua, a los protones distribuidos en la
molécula y por ultimo a un OH. (Fig. 17).
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Figura 17. RMN *H del compuesto aislado del extracto metanélico del huizache.

Y por otro lado el analisis de los espectros de Carbono 13 (RMN®; 100MHz,
DMSO-dg), las sefiales obtenidas corresponden a la localizacion de 6 carbonos, los
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cuales se encuentran formando un anillo aromatico, cabe mencionar que la sefial emitida
por el carbono No 2 y el No 5, corresponden a dos carbonos y en los demas casos a un
solo carbono (Fig 18).
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Fig. 18. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN®3;
100MHz, DMSO-dg) del compuesto aislado del huizache.

El analisis final de los espectros dieron como resultado que el compuesto aislado
responsable de la actividad antimicrobiana del extracto metandlico del huizache es un
compuesto fendlico denominado metil galato (Fig 19)
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Fig 19. Estructura quimica del Metil Galato

8.5.2 Opuntia ficus-indica var Villanueva (Nopal).
8.5.2.1 Extraccidn tipo Soxhlet del extracto de nopal.

La purificacion de los compuestos presentes en el nopal, se realizd6 mediante la
misma metodologia utilizada para el huizache, con algunas modificaciones. Para esto se
montaron 480 gr de la planta seca y triturada en 2 equipos de extraccion en reflujo tipo
Soxhlet, como en el caso anterior el hexano fue el primer solvente que se utilizd
obteniendo un rendimiento de 4.7 g de extracto hexéanico seco, posteriormente se utilizd
cloroformo obteniendo un rendimiento de 4.2 g de extracto seco, después metanol con
un rendimiento de 3.8 g y por ultimo el agua obteniendo 3.1 g de extracto seco. A todos
los extractos obtenidos de esta forma se les evaluaron sus propiedades antimicrobianas,
sin embargo en este caso aproximadamente 4 g del extracto hexanico y cloroformico
secos, fueron reflujados con 100 ml de MeOH durante 30 min, el MeOH fue evaporado
a 50°C hasta obtener 10 ml de extracto metandlico, todo lo anterior fue evaluado
mediante la técnica del pozo en agar, resultando que como en el caso anterior, el extracto
metandlico fue el que presentd mayor actividad antimicrobiana, con un halo de
inhibicion de 2.4+0.1 cm de diametro, por su parte los extractos hexanico y cloroférmico
reflujados con MeOH, presentaron minima actividad antimicrobiana y el acuoso no

presento actividad (Fig 20)
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Fig 20. Efecto del extracto hexanico (1), cloroférmico (2), metandlico (3) y acuoso (4)
del Nopal, obtenidos mediante extraccion tipo Soxhlet.

8.5.2.2 Cromatografia en columnay TLC del extracto de nopal.

Posteriormente, el extracto metandlico fue fraccionado mediante cromatografia
en columna, en este caso también se obtuvieron 48 fracciones de 250 ml, utilizando
como fase movil diferentes concentraciones de cloroformo y metanol, dichas fracciones
fueron evaporadas a temperatura ambiente y resuspendidas en no mas de 20 ml de
metanol, estas fracciones fueron sometidas a TLC, mediante la cual se evaluo tanto la
pureza como la similitud de las fracciones trabajadas (Fig 21).
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Fig 21. TLC de diferentes fracciones obtenidas por cromatografia en columna del
extracto metandlico de nopal, utilizando como eluente CHCI3:MeOH 7:3 y observadas
con luz UV.

8.5.2.3 Seleccidn de fracciones con actividad antimicrobiana.

Despues de esto se evalud su actividad antimicrobiana mediante la técnica de
difusion del pozo en agar, encontrando que las fracciones activas correspondian a las
obtenidas entre CHCI3:MeOH en una proporcion de 9.5:0.5 hasta CHCl3:MeOH 7:3, las
demés fracciones presentaron muy poca 0 ninguna actividad antimicrobiana (Fig 22).
Las fracciones activas fueron corridas en TLC y en base a estos resultados se
seleccionaron las fracciones obtenidas con la combinacion de CHCI;:MeOH 9:1 vy
8.5:1.5, las cuales presentaron mayor porcentaje de pureza (Fig 23) y de actividad

antimicrobiana.

Fig 22. Actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del extracto de
huizache, utilizando como eluente CHCI3:MeOH a) 9.5:0.5, b) 9:1, ¢) 8.5:1.5, d) 8:2, e)
7.5:2.5,1) 7:3, 9) 6.5:3.5 h) 6:4,1) 5.5:4.5})1:1 K) MeOH y I) Ctr.

78



l l l Fracciéon CHCI3:MeOH (9:1)

Fracciéon CHCI3:MeOH (8.5:1.5)

Fig 23. TLC de diferentes fracciones obtenidas por cromatografia en columna del
extracto metandlico de nopal, utilizando como eluente CHCI3:MeOH 8:2 y observadas
con luz UV.

8.5.2.4 Autobiografia de extracto de nopal.

Una vez seleccionadas las fracciones se procedio a la purificacion del compuesto
activo y para esto se utilizé la cromatografia en capa preparativa (PLC) y una técnica
auxiliar denominada autobiografia, mediante la cual podemos detectar cual de las bandas
obtenidas en la PLC es la responsable de la actividad antimicrobiana. Primero se
prepararon placas para la PLC de 5X20, la fraccion de interés se coloco
aproximadamente a 1 cm de la base de la placa para posteriormente eluirse con una
mezcla de CHCI3:MeOH en una proporcién de 7:3 (Fig 24). Posteriormente se colocd
una capa de agar fundido sobre la cromatografia, después de solidificar se sembro la
cepa bacteriana por extension, y se incubd en cadmara humeda durante 24 h, los
resultados indican que la banda azul observada bajo luz UV, es la responsable de la
actividad antimicrobiana (Fig 25).
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Banda Activa Zona de inhibicion

Fig 24. PLC de la fraccion activa del Fig 25. Autobiografia de la fraccion
nopal eluida con CHCI3:MeOH (7:3) y activa del nopal eluida con
observada bajo luz UV. CHCI3:MeOH (7:3).

8.5.2.5 Obtencion del compuesto puro.

Una vez determinada la banda responsable de la inhibicién, se procedio a
preparar placas de PLC de 20X20, y eluirlas con CHCI3:MeOH (7:3), como
previamente se menciono, las placas fueron observadas bajo luz UV para detectar la
banda de interés (Fig 26).
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Banda de interés

Figura 26. Placas de PLC de 20X20 eluida con CHCI3:MeOH (7:3), donde se
muestra la banda activa que fue purificada.

Posteriormente la banda de interés fue raspada y retirada de la placa de vidrio, y
por ultimo la silica obtenida fue lavada con MeOH para recuperar el compuesto
responsable de la actividad antimicrobiana, y para evaluar la pureza del compuesto
utilizamos el HPLC en modo analitico (Fig 27), sin embargo como no se consiguio
purificar al 100% el compuesto, esta técnica se repitié varias veces hasta obtener una
cantidad considerable de compuesto y realizar las pruebas microbioldgicas pertinentes,
esto debido a problemas técnicos con el modo preparativo del HPLC. La pureza y la
actividad del compuesto aislado al cual se le asign6 el nombre de Pro-OFi, fue

determinada con las técnicas antes mencionadas (Fig 28).
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Fig 27. Cromatograma del compuesto aislado del nopal, mediante PLC.

Fig 28. a) TLC del compuesto aislado del nopal y b) Actividad antimicrobiana

del compuesto aislado al cual se le denémind Pro-OFi.
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8.5.3 Artemisia ludovisiana (Estafiate) y Ocimum basilicum (Albahaca)

8.5.3.1 Extraccion tipo soxthlet de los extractos de estafiate y
albahaca

La purificacion de los compuestos presentes en el estafiate y en la albahaca, se
realizé de forma similar a lo antes expuesto. En este caso esto se montaron 490 gr de
estafiate y 475 g de albahaca, en 2 equipos de extraccion en reflujo tipo soxhlet, el
hexano fue el primer solvente que se utilizd obteniendo un rendimiento de 3.9 gy 4.1 g
de extracto respectivamente, con el cloroformo se obtuvieron 3.5 g y 4.0 g de extracto
seco, el metanol arrojo un rendimiento de 3.5y 3.2 g y el agua extrajo 2.6 gy 3.0 g de

extracto seco.

8.5.3.2 Evaluacion antimicrobiana de los extractos de estafiate y
albahaca.

La actividad antimicrobiana de los extractos, fue evaluada mediante la técnica
del pozo en agar y de difusion del papel filtro, encontrando que el extracto metandlico
fue el Unico que presento actividad antimicrobiana, con un halo de inhibicién de 3.4+0.1
cm de didmetro en el caso del estafiate y de 2.5 cm de diametro en el caso del albahaca,
por otro lado los el extractos hexanicos, cloroférmicos y acuosos de ambas plantas, no
presentaron actividad antimicrobiana (Fig 29 y Fig 30).

Fig 29. Efecto del extracto hexanico (1), cloroférmico (2), acuoso (3) y
metandlico (4) del Estafiate, obtenidos mediante extraccion tipo Soxhlet.
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Fig 30. Efecto antimicrobiano del extracto hexanico (1), cloroférmico (2), acuoso
(3) y metandlico (4), de la Albahaca, obtenidos mediante extraccion tipo Soxhlet.

8.5.3.3 Cromatografia en columna de los extractos de huizache y

albahaca.

Ambos extractos metandlicos fueron montados en columna para su separacion
(Fig 31) utilizando como fase movil diferentes concentraciones de cloroformo y
metanol, las fracciones obtenidas fueron evaluadas mediante TLC, para determinar su

pureza y juntar las fracciones similares (Fig 32).

Fig 31. Cromatografia en columna del extracto metanolico del estafiate obtenido
mediante extraccion en reflujo tipo Soxhlet y observada bajo luz UV.
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Fig 32. TLC de las fracciones del extracto metandlico del estafiate (a) y de las
fracciones del extracto metandlico de la albahaca (b) obtenidos mediante cromatografia
en columna y observadas bajo luz UV.

A las fracciones anteriores se les evalué su actividad antimicrobiana,
encontrando que en ambos casos las fracciones activas correspondieron a las obtenidas
con CHCI; (resuspendida en MeOH) y con la mezcla CHCI3;:MeOH 9:1 hasta 8:2 (Fig
33).

Fig 33. Actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del extracto de
estafiate utilizando como eluente CHCI3 (resuspendido en MeOH) (a), CHCI3:MeOH
(b) 9:1 y 8:2 (c) y del extracto del albahaca utilizando como eluente CHCI3
(resuspendido en MeOH) (d), CHCI3:MeOH (e) 9:1y (f) 8:2.
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8.5.3.4 HPLC y PLC de los extractos de estafiate y albahaca.

La pureza de la fraccién del extracto de estafiate obtenida con la mezcla
CHCI3:MeOH 9:1, fue evaluada con la ayuda del HPLC en modo analitico (Fig 34), esta
fraccion fue seleccionada debido a su actividad antimicrobiana y a la cantidad obtenida
que fue de aproximadamente 365 mg. En este caso se puede observar un pico principal
con un tiempo de retensién de 9.609 min, el cual consideramos pudiera ser el
responsable de la actividad antimicrobiana, sin embargo la fraccidn presentd cierto
grado de contaminacion, por lo que se procedio a utilizar la PLC para aumentar el grado
de pureza del compuesto. Sin embargo a pesar de repetir la técnica varias veces, no fue
posible purificar al 100% el compuesto de interés, posiblemente porque la
contaminacién estaba practicamante unida al compuesto de interés. En la Fig 34 se
muestra la posible contaminacion que no fue posible eliminar con la tecnica PLC, por lo

que se decidi6 continuar con la purificacion de la fraccion activa de la albahaca.
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Fig 34. Cromatograma del compuesto de interés semipurificado del extracto de
estafiate mediante PLC.
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Por ultimo con el extracto de albahaca se presentaron problemas silmilares, y a
pesas de aplicar las técnicas antes mencionadas no se logrd purificar el compuesto de
interés, de hecho se logré estimar que la pureza del extracto solo alcanzo
aproximadamente el 80%, ademas conforme se realizaban las cromatografias (PLC), se
fue perdiendo la actividad antimicrobiana, hasta que la fraccion practicamente quedd sin
actividad (Fig 35), esto posiblemente es debido a que la mezcla compleja de los
compuestos presentes en la fraccion activa quedaban adeheridos a la silica y no fue
posible recuperarlos con los lavados o a que el efecto antimicrobiano se debe a la accién
conjunta de varios compuestos y al separarlos la actividad se fue perdiendo
paulatinamente. Debido a lo anterior se procedié a determinar el modo de accion de los
copuestos puros aislados del huizache y del nopal.

Fig 35. En la figura “a” se muestra la actividad original de la fraccion antes del
proceso de purificacion, los halos de inhibicion fueron de aproximadamente 2.0 cm. En
la figura “b” se puede observar la reduccién en la actividad antimicrobiana después del
proceso de purificacion.

8.6 Mecanismo de accion de los compuestos aislados del huizache (metil
galato) y del nopal (Pro-OFi).

8.6.1 Determinacion de la CMB del metil galato y del Pro-OFi

Antes de determinar el mecanismo de accion de los compuestos aislados del

huizache y del nopal, se determin6 la CMB utilizando un método de microdilucion y la
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técnica de Miles y Mishra previamente descrita. En este caso los resultados indican que
la CMB fue considerablemente méas baja que la encontrada en los extractos crudos, antes
de la purificacion, ya que para el extracto metanolico de huizache la CMB fue de 0.5 a
0.9 mg/ml y para el compuesto aislado (metil galato) fue de 0.03 a 0.05 mg/ml, de
acuerdo a la cepa probada. Lo mismo sucedio para el extracto metandlico del nopal cuya
CMB fue de 3 mg/ml, la cual se redujo a niveles que fueron de 0.7 a 0.9 mg/ml también
dependiendo de la cepa evaluada (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacién de la CMB obtenida de los extractos metandlicos del
huizache y nopal con sus compuestos aislados metil galato y Pro OFi.

V. cholerae (mg/ml) C. perfringens (mg/ml)
569-B 1837 FD-1041 FD-1
Huizache 0.9+0.09 0.5+0.1 0.5+0.1 0.5+0.05
Metil Galato 0.05+0.001 0.03+0.001 0.045+0.001 0.05+0.002
Nopal 3+0.3 3+0.2 2+0.3 2+0.2
Pro OFi 0.7+0.01 0.9+0.04 0.5+0.01 0.7+£0.03

8.6.2 Efecto del metil galato y del Pro-OFi sobre la integridad de la
membrana de Vibrio cholerae y C. perfringens.

Una vez determinada la CMB procedimos a evaluar el efecto de los compuestos
aislados sobre la viabilidad de la membrana de las cepas de V. cholerae y C. perfringens,
y cuando se compararon los resultados se observaron diferencias significativas en la
cantidad de células afectadas por las diferentes concentraciones de los compuestos, ya
que en el caso de los extractos el porcentaje de células con la membrana comprometida
no sobrepasd el 20% cuando se evalud la CMB al 1X, sin embargo con los compuestos
aislados el porcentaje de células con la membrana comprometida cuando se probd la
CMB al 1X superé el 50% y cuando su utilizé la CMB al 5X el porcentaje se incremento
alrededor del 90% siendo que con los extractos crudos fue de aproximadamente 40%, y

88



de igual forma que en el caso de los extractos crudos la membrana celular del 100% de

las de las cepas tratadas con las concentraciones 10 y 20X de la CMB fueron afectadas

por los tratamientos con los compuestos aislados del huizache y del nopal (Fig 36).

Fig. 36. Efecto de los compuestos aislados sobre la viabilidad de la membrana de V.
cholerae 569-B. a) control; b) metil galato; c) Pro-OFi.

8.6.3 Efecto del metil galato y del Pro-OFi sobre el sobre el pH citoplasmico
(pHin) de V. cholerae y C. perfringens

La exposicion de las cepas de V. cholerae y C. perfringens a los compuestos
aislados del huizache y del nopal provocd un decremento significativo en el pHi,
(p<0.05%). El compuesto que mostré mayor actividad fue el metil galato aislado del
huizache, presentando reducciones en el pHin de hasta 2.1 en el caso de la cepa 1837,
por su parte la reduccién en el pH de la cepa 569-B de V. cholerae lleg6 a valores de pH
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de 2.5. Las cepas de C. perfringens FD-1041 y FD-1 arrojaron valores de pH de 2.4 y
2.3 respectivamente. Ademas fue evidente que el metil galato fue mas eficiente al
reducir el pHin al compararlo con el extracto metandlico del huizache (Fig. 37).

8000 - 9
V. cholerae 1837
7000 - mmm V. cholerae 569-B - 8
mmm C. perfringens FD-1041
6000 - mem C. perfringens FD-1 | '
V. cholerae 1837 -6
5000 - =0-V. cholerae 569-B
e 4000 - —#-C. perfringens FD-1041 | 5
& —o—C. perfringens FD-1 4 (3
3000 - 3
2000 - -2
1000 - -1
0 - -0

Control MeOH Metil Galato Huizache MeOH

Fig. 37. Efecto del Metil Galato y del extracto metandlico de huizache sobre el
pHin de las cepas de V. cholerae y C. perfringens.

Por su parte, el compuesto aislado del nopal denominado Pro-OFi, redujo el pHin
de las cepas de C. perfringens FD-1041 y FD-1 a valores de 2.6 y 2.5 respectivamente
ademas la reduccion obtenida con las cepas de V. cholerae 569-B y 1837 fue de 3.1y
2.9 respectivamente. Ademas de igual forma que en el caso del metil galato, el
compuesto Pro-OFi fue mas efectivo cuando se compar6 con el extracto metandlico del
nopal (Fig. 38)
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Fig. 38. Efecto del Pro-OFi y del extracto metandlico del nopal sobre el pHin de
las cepas de V. cholerae y C. perfringens.

En la tabla 8 se muestra un resumen de los pH’s obtenidos por los compuestos
aislados, metil galato y Pro-OFi, asi como por los extractos metandlicos del huizache y
del nopal, con las cepas 569-B y 1837 de V. cholerae y FD-1041 y FD-1 de C.
perfringens (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto sobre el pHi, de diferentes cepas de V. cholerae y C.

perfringens.

V. cholerae C. perfringens
569-B 1837 FD-1041 FD-1
Control 7.4+0.3* 7.6x£0.2 7.4+0.1 7.1+0.2
MeOH 7.1+£0.3 7.3£0.3 6.6+0.2 6.9+0.1
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Huizache 3.4+0.2

Metil Galato 2.5+0.2
Nopal 3.2+0.2
Pro-OFi 3.1+0.3

3.7+0.5
2.1+0.3
3.7+0.1
2.9+0.2

2.9+0.3
2.4+0.2
2.9+0.2
2.6+0.5

3.1+0.5
2.3+0.3
3.3+0.4
2.5+0.2

* Desviacion estandar

8.6.4 Efecto del metil galato y del Pro-OFi sobre el potencial de

membrana de V. cholerae y C. perfringens.

El potencial de membrana de todas

significativamente (p<0.05) en comparacion con los controles. El compuesto que

las cepas probadas fue afectado

presentd mayor actividad contra todas las cepas probadas, fue el metil galato el cual

ocasiond una marcada hiperpolarizacion de la membrana, de hecho al compararlo con el

efecto del extracto metandlico del huizache, el efecto del compuesto aislado fue mucho

mayor. Por su parte los resultados obtenidos con el Pro-OFi presentaron la misma

tendencia en lo que respecta a la mayor actividad observada por el compuesto aislado al

compararlo con el extracto metandlico del nopal. En este caso la fluorescencia obtenida

indica que el efecto en la membrana es dado por un marcado proceso de despolarizacién

(Fig. 39).
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Fig. 39. Efecto de los compuestos aislados del huizache y del nopal sobre el
potencial de membrana de las cepas de V. cholerae y C. perfringens.

8.6.5 Efecto del metil galato y del Pro-OFi sobre el la sintesis de ATP celular
de V. cholerae.

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos con el metil galato y con el
extracto metanolico del huizache afectaron significativamente la sintesis de ATP, siendo
mas efectivo el metil galato, esto es evidente ya que cantidad de ATP detectada en los
sobrenadantes es minima, lo que indica que el ATP dej6 de ser producido por las cepas
tratadas. Por otro lado el efecto del Pro-OFi y del extracto metandlico del nopal fue
diferente al antes mencionado, ya que en esta caso se detectaron altas cantidades de ATP
en el sobrenadante de los cultivos tratados, esto sugiere que el ATP no deja de
sintetizarse, sin embargo es liberado al medio después del tratamiento con el compuesto
y con el extracto del nopal (Fig. 40).
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Fig. 40. Efecto de los compuestos aislados del huizache y del nopal sobre el
potencial de membrana de las cepas de V. cholerae y C. perfringens.

8.6.6 Efecto de los extractos metandlicos del huizache, estafiate, albahaca y
nopal sobre la expresion del gen de la enterotoxina (ctx) de V. cholerae.

Por altimo procedimos a evaluar el efecto tanto de los extractos metandlicos
probados asi como de los compuestos activos aislados durante el transcurso de este
trabajo sobre la expresion del gen ctx de V. cholerae, mediante PCR en Tiempo Real
(QRT-PCR). Las condiciones ideales para el gRT-PCR fueron establecidas realizando
gradiente de temperatura y gradiente de concentracion de MgCl, y se determind que la
mejor Tm fue de 60°C y la concentracion de MgCl fue estandarizada en 3.0 mM.

Después de esto procedimos a realizar el gqRT-PCR, donde encontramos que
ninguno de los extractos inhibi6 de manera significativa la expresion del gen ctx de V.
cholerae, lo cual fue evidenciado debido a que la gréfica de amplificacion no presento6
diferencias significativas (p<0.05) en el valor del Ct, el cual fue de aproximadamente 28
(Fig. 41).
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Fig. 41. Efecto de los extractos metandlicos del huizache, estafiate, albahaca y
nopal sobre la expresion del gen ctx de V. cholerae.

8.6.7 Efecto del metil galato y del Pro-OFi sobre la expresion del gen de la
enterotoxina (ctx) de V. cholerae.

A pesar de que no obtuvimos resultados positivos en el ensayo anterior,
decidimos probar el efecto de los compuestos aislados sobre la expresion del gen de la
enterotoxina, los resultados obtenidos fueron los esperados ya que los compuestos
aislados tampoco afectaron de forma significativa la expresion del gen ctx (Fig. 42).
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Fig. 42. Efecto de los compuestos aislados del huizache y del nopal sobre la

expresion del gen ctx de V. cholerae.
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DISCUSION

Las propiedades antimicrobianas de las plantas han sido reconocidas desde hace
tiempo y han sido utilizadas como conservantes de alimentos asi como en la medicina
tradicional, para tratar diversas enfermedades (Adiguzel et al., 2009) sin embargo en
muchos casos, el mecanismo de accion mediante el cual ejercen su efecto inhibitorio ha
sido pobremente estudiado (Garcia-Alvarado et al., 2001). En este trabajo, fueron
evaluadas las propiedades antimicrobianas de extractos acuosos, metandlicos y
etandlicos de plantas medicinales y comestibles. Inicialmente se utilizo la técnica de
difusion en pozo (Rasooli, 2007), la cual has sido ampliamente utilizada para determinar
en forma preliminar la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de plantas
(Ergene et al., 2006). De los 81 extractos analizados, los extractos metandlicos de

huizache, estafiate, albahaca y nopal, presentaron la mayor actividad antimicrobiana.

Cabe sefalar que en todos los ensayos, los extractos metandlicos fueron més
activos que los etanolicos o acuosos. Estos resultados concuerdan con los encontrados en
la literatura, ya que diversos estudios mencionan el mayor efecto inhibitorio de los
extractos realizados con metanol. A este respecto Mothana en 2008, menciond que los
extractos metandlicos en general presentan mayor actividad antimicrobiana, asi como El
Astal et al., 2005, quienes mencionaron que los extractos metandlicos presentaron mejor
efecto inhibitorio al compararlos con los extractos metanolicos. Por otro lado Parekh et
al., 2005, encontraron que los resultados obtenidos con extractos de plantas realizados
con metanol son mejores y méas consistentes que los obtenidos con extractos acuosos.
Estas observaciones son explicadas debido a la polaridad de los compuestos que son
extraidos por cada uno de los solventes empleados para realizar los extractos, de hecho
existen reportes que aseguran que los compuestos principales responsables de la
actividad antimicrobiana de las plantas, son extraidos en mayor cantidad y en mayor
nimero de compuestos diferentes con metanol como solvente de extraccion (Cowan,
1999; Nickavar et al., 2002).

De los cuatro extractos que presentaron mayor actividad, el nopal y la albahaca
son utilizados como plantas comestibles mientras que el estafiate y el huizache han sido

utilizados como plantas medicinales. Los usos de la albahaca se han reportado
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principalmente como un ingrediente culinario para aderezar salsas y sopas. Sus hojas
frescas se han utilizado en ocasiones como parte de ensaladas aunque también se utilizan
secas para hacer té (Makinen and Paakkonen, 1999). Ademas se han reportado algunos
usos medicinales incluyendo el tratamiento de enfermedades estomacales,

gastroenteritis, asi como en tratamiento de resfriados (Prabuseenivasan et al., 2006).

Por su parte el nopal es una planta abundante en México que juega un papel
ecolégico muy importante en la conservacion del suelo asi como en la produccion de
frutas comestibles. Este vegetal es consumido fresco en ensaladas y cocido o guisado en
diferentes formas (nopalitos), ademas los frutos (tunas) y los cladodios son utilizados
para preparar productos de como dulces, licores, lociones corporales, cremas, champus
entre otros. El nopal también se le atribuye algunos usos medicinales, como el
tratamiento de heridas colocando los cladodios “tatemados” directamente sobre la herida
y para tratar desordenes gastricos como la gastritis, ademés de usos industriales, como la
produccion de harina y otros productos como los denominados alimentos saludables.
(Singh and Felker, 1998; Valdez et al., 2008). En México la pulpay el jugo del nopal ha
sido utilizado para tratar diversas enfermedades como parasitos intestinales,

inflamaciones del aparato digestivo y del tracto urinario (Frati-Munari et al., 1983).

El estafiate es una planta medicinal utilizada para tratar problemas estomacales,
tos, resfriados y dolores de cabeza. (Zavala-Sanchez, 2002). También se ha demostrado
que alivia los sintomas de la diarrea. El té hecho de esta planta, es utilizado en la
medicina tradicional mexicana para aliviar problemas intestinales (Ruiz-Cancino et al.,
1993). Por otra parte, el huizache tiene muchos usos tradicionales: EI té hecho con los
tallos o ramas es utilizado contra el prolapso rectal, las raices para el tratamiento de la
tuberculosis, las flores son utilizadas como remedios para el dolor de cabeza y como
tratamiento de la indigestion. El fruto es utilizado para tratar disenteria e infecciones de
la piel (Standley and Parrotta, 2001).

Las CMB’s obtenidas con el estafiate y huizache fueron relativamente bajas en
rangos de 0.5 a 0.9 mg/ml, para el caso de las cepas de V. cholerae y de entre 0.5 a 0.6
mg/ml, en el caso de las cepas de C. perfringens. Para el caso de V. cholerae, estos
resultados difieren a los encontrados en la literatura ya que en el 2006, Garcia et al.,
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reportaron que los extractos etandlicos de Acacia farnesiana (huizache) y Artemisia
ludoviciana (estafiate) presentaron CMB’s en rangos de 4 a 7 mg/ml contra tres cepas de
V. cholerae. Esta diferencia es probablemente debida a factores tales como a) el lugar de
colecta de la planta, b) la época de colecta, ¢) factores climato-geograficos o el estado
fenoldgico de la planta colectada (Rodriguez, 1998), d) asi como ya se menciond, de
manera mas relevante el solvente utilizado que en este caso es el metanol (Cowan, 1999)
y e) el tipo de extraccion utilizado para la obtencion del extracto. Esto Ultimo se apoya
en que se tienen reportes de que el sistema en reflujo tipo soxhlet es mas eficiente para la
extraccion casi completa de los compuestos naturales de interés, debido a que el sistema
en equilibrio aporta solvente fresco a la matriz solida (planta seca), ademas de mantener
una temperatura relativamente elevada lo que hace mas eficiente el sistema de
extraccion (Tandon and Rane, 2008). Por su parte las CMB’s de la albahaca, fueron de
2 mg/ml para las cepas de C. perfringens y de 3 mg/ml para las cepas de V. cholerae,
estos resultados corroboran reportes anteriores sobre la actividad antimicrobiana de esta
planta ya que existen reportes de la actividad antimicrobiana de la albahaca contra E.
coli, Salmonella Enteritidis, Bacillus cereus, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, entre
otras cepas bacterianas (Durga et al., 2010; Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn,
2010; Daneshian et al., 2011). En lo que respecta al extracto de nopal este presentd
CMB’s similares a las de la albahaca, 2 mg/ml para C. perfringens y 3 mg/ml para V.
cholerae. A este respecto, lo destacable es que existen pocos reportes en la literatura
sobre la actividad antimicrobiana de esta especie, y la mayoria de los reportes se basan
en las propiedades medicinales como anti-ulceras, anti-inflamatorio, diurético y
cardiotonico (Galati et al., 2002; Lee et al., 2002; Butera et al., 2002; Gurrieri et al.,
2000; El Kossori et al., 1998), ademas de utilizarse como control de la diabetes
(Wolfram et al., 2002; Bwititi et al., 2001; Satta and Sisini, 1964).

Cabe sefialar que la tetraciclina que fue el antibi6tico utilizado como control
positivo en los ensayos de CMB, presentd una actividad muy superior a los extractos, la
cual fue de entre 2 a5 X10™° mg/ml, esto concuerda con la literatura ya que se menciona
que para incrementar la actividad de los extractos, los compuestos bioactivos deben de
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probarse purificados lo que traeria como consecuencia que las CMB’s de dichos
compuestos sean mas bajas que la de los extractos crudos (Omojasola and Awe, 2004)

Las investigaciones realizadas sobre el mecanismo de accion de compuestos
antimicrobianos, incluyendo los compuestos naturales, se han enfocado principalmente
en la determinacion de ciertos parametros de importancia para la homeostasis celular
como la determinacién de la viabilidad de la membrana (Lambert et al., 2001;
Skandamis et al., 2001; Ultee et al., 2002), la determinacién de la alteracion y
disipacion de los componentes de la fuerza proton motriz, el pH citoplasmico (pHin) y el
potencial eléctrico (Sikkema et al., 1995). Y para esto se ha utilizado el marcado directo
de células con colorantes fluorescentes (Lahtinen et al., 2005).

Para detectar el dafio en las membranas celulares se utilizé el kit LIVE/DEAD
BacLight. Este método contiene 2 fluorocromos SYTO 9 el cual tiene la capacidad de
penetrar todas las células en un poblacion microbiana sin importar la condicién de sus
membranas y el loduro de Propidio que solamente penetra en células con la membrana
dafada lo que reduce la fluorescencia del colorante SYTO 9. Cuando los dos colorantes
estan presentes en proporciones apropiadas, las bacterias con la membrana celular
intacta fluoresceran color verde, mientras que las células con la membrana dafiada
fluoresceran color rojo (Braga et al., 2003; Leuko et al., 2004). En algunos casos pueden
ser observados colores ambiguos como amarillo o naranja, y cuando esto se presenta la
mayoria de las veces se considera que la membrana es afectada en cierto grado pero no
en su totalidad (Boulos et al., 2004) Con este método se determind que los cuatro
extractos metandlicos probados, afectaron la membrana celular de ambas cepas
bacterianas, causando un aumento en su permeabilizacion, la cual fue detectada por la
incorporacion del colorante yoduro de propidio. Este sistema resultdé ser sumamente
efectivo y presentd ventajas al compararlo con el método tradicional utilizado para
determinar viabilidad bacteriana, la cuenta viable en placa (CVP), debido a su rapidez,
ya que el efecto de las diferentes concentraciones de los extractos sobre la membrana, se
obtenia en tan solo 30 min. Ademas la literatura menciona que el método CVP, presenta
inconvenientes ya que se puede subestimar la porcion viable real de una poblacion
microbiana (Barer and Harwood, 1999). Esto es debido a que se han reportado diferentes
grados de viabilidad celular, uno de ellos es el estado viable no cultivable, el cual ha
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sido ampliamente estudiado en V. cholerae y que puede ser inducido debido a
condiciones subletales de estrés o dafio celular (Kell et al., 1998; Edwards, 2000). Por
otro lado, este método ha sido utilizado satisfactoriamente con varias especies de
bacterias en bacterias Gram positivas y Gram negativas, como Bacillus cereus, B.
subtilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus
luteus, Mycobacterium phlei, Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, Salmonella
oranienburg, Serratia marcescens, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus and
Streptococcus pyogenes. Y todas ellas mostraron buena correlacion entre los resultados
obtenidos con el kit LIVE/DEAD BacLight y los obtenidos con los métodos estandar de
plaqueo. Ademas se han realizado evaluaciones en diferentes medioambientes y en
productos alimenticios (Berney et al., 2007; Leuko et al., 2004; Silva et al., 2008).

El pH citoplasmico (pHi,) ha sido reconocido como un aspecto importante en la
fisiologia de la célula bacteriana, sobre el cual la célula tiene estrechos proceso de
regulacién (Booth, 1985). En resumen la regulacién del pHi,, implica el control de los
sistemas de transporte de iones lo cual facilita la entrada de protones, lo cual esta
estrechamente relacionado con la permeabilidad de la membrana celular (Nakamura et
al., 1982). El pH intracelular fue determinado con la prueba fluorescente 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (c(FDA-SE) (Breeuwer et al., 1996), la
cual cuando penetra la membrana celular bacteriana, es hidrolizada por esterasas
intracelulares especificas eliminado el grupo succinimidyl ester (SE) el cual es altamente
fluorescente y dependiente del pH (Holyoak et al., 1996). En el caso particular de este
trabajo, V. cholera y C. perfringens son considerados microorganismo neutréfilos que
presentan un pHi, de entre 7.5 y 8.0 y cabe sefialar que todos los extractos probados
indujeron cambios en el pHi,, obteniendo reducciones en los valores de pH de entre 2 y
3, lo que podemos relacionar con el dafio en la membrana previamente mencionado. En
general una bacteria energéticamente activa puede regular el pH;j, con cambios de 0.1
unidades cuando el pH del medio (pHex) cambia en valores de 1 unidad (Hackstadt,
1983), sin embargo, la ruptura del gradiente de pH conduciria a una acidificacion del
citoplasma la cual puede ser determinada por una reduccion en la fluorescencia

(Breeuwer et al., 1996), lo que explicaria los resultados obtenidos en esta investigacion.
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El método ha sido reportado como efectivo tanto para bacterias Gram positivas
como Gram negativas. Sin embargo algunas interferencias pueden ocurrir con las Gram-
negativas por la inhabilidad del cFDA-SE de cruzar la membrana externa de estos
microorganismos. La pre-incubacion de la bacteria con EDTA, ha sido sugerida para
contrarrestar este problema (Breeuwer et al., 1996).

En este trabajo todos los extractos indujeron cambios en el pHi,, indicando que
hubo dafio en la membrana. La reduccién en el pH interno de otros microorganismos
como Staphylococcus aureus ha sido observada como resultado del tratamiento con

orégano, timol y carvacrol.

El DiBAC4; (Berney et al., 2007) es un colorante fluorescente utilizado para
determinar el potencial de membrana ya que sirve como indicador de cambios en la
polaridad de membrana. La fluorescencia emitida por este reactivo, se ve aumentada
cuando este atraviesa la membrana celular, como resultado de una despolarizacién de
membrana (carga menos negativa dentro de la célula) (Whiteaker et al., 2001). Tres de
los extractos metandlicos analizados (albahaca, huizache, estafiate), causaron
hiperpolarizacion de la membrana (carga méas negativa dentro de la célula). Aunque el
efecto de despolarizacién era esperado, la hiperpolarizacion ha sido reportada también
como un importante tipo de dafio a membrana (Yuroff et al., 2003). Estudios recientes
de este fendmeno, concluyeron que la hiperpolarizacion ocurre principalmente debido al
cambio de pH (de &acido a neutro) o por aumento en el movimiento de iones,
especificamente K+, que se difunde fuera de la membrana celular a través de los canales
de K+ afectando la homeostasis de la célula (Bot and Prodan, 2009).

Los extractos de nopal, incrementaron la fluorescencia en las células tratadas,
debido a una despolarizacion de la membrana (menos negativo dentro de la célula),
como resultado del cambio significativo en el potencial de membrana (Jepras et al.,
1997).

Cuando se determiné el ATP celular, se encontr6 que en presencia de los
extractos metandlicos, los cuatro extractos causaron un decremento en la concentracion

del ATP citoplasmico en ambas cepas probadas. La determinacion del ATP intra y
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extracelular de los cultivos tratados con los extractos metandlicos de huizache, estafiate
y albahaca, revelaron que los niveles de ATP dentro de la célula decrecieron sin existir
un incremento proporcional fuera de la célula, esto indica que la tasa de sintesis de ATP
se vio disminuida o que la tasa de hidrolisis de ATP se vio incrementada (Chandler and
Segel, 1978). Sin embargo, un efecto directo de los extractos en la actividad de ATPasa,
no pudo ser comprobado. Se ha demostrado que productos naturales presentes en
extractos de plantas, afectan la permeabilidad de la membrana de Listeria
monocytogenes llevando a una subsecuente pérdida del ATP citopldsmico como
consecuencia de dafio a la membrana (Oussalah et al., 2006). Gonzéalez et al., 1996,
reportaron que la disminucion de ATP puede estar dada por la liberacion de ATP
citoplasmatico, y la hidrolisis de la bomba de ATPasa, que resulta en una disminucién
rapida del ATP basal. Dos mecanismos han sido propuestos para explicar la hidrolisis de
ATP: (i) un intercambio en el equilibrio de la hidrolisis del ATP como consecuencia de
la pérdida de fosfato organico a través de la membrana, (ii) terminacion del ATP basal
intracelular y disipacién de la fuerza motriz de protones (Whiteaker et al., 2001).

Algunos autores han reportado que los antimicrobianos naturales incluyendo
aceites esenciales, fenoles, y bacteriocinas, pueden promover la pérdida de componentes
celulares como iones, ATP, acidos nucleicos, aminoacidos etc. (Cox et al., 1998;
Lambert et al., 2001; Ultee et al., 1999).

La membrana celular es una estructura activa que actia como una barrera entre el
citoplasma y el medio extracelular. Es esencial para mantener la condicion interna
Optima para el metabolismo y la transduccion. Los extractos de plantas estudiados aqui,
fueron capaces de comprometer la membrana celular, resultando un incremento en la
permeabilizacion, cambios en el pH, en el potencial de membrana y decremento en el
ATP celular, que en conjunto resultaron en actividad antimicrobiana. Los efectos
secundarios que pueden estar involucrados y posteriormente afectar la viabilidad
incluye la inhibicion de algunas enzimas causada por el anclaje de iones esenciales,
perdida de turgencia, presion y alteracion en la sintesis macromolecular y otros procesos

en la célula bacteriana.
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Los productos naturales tales como los extractos de plantas asi como los
compuestos purificados, son fuente de oportunidades ilimitadas para el descubrimiento
de nuevos antimicrobianos, debido a la amplia diversidad quimica que presentan las
plantas (Cos et al., 2006). El primer pazo para aislar el o los compuestos biolégicamente
activos de los extractos naturales, es el proceso de extraccion, el cual se considera
critico, debido a que la técnica debe extraer el/los compuestos de interés para su
posterior purificacion (Fabricant and Farnsworth, 2001). Fue por esto que el metanol se
seleccioné como solvente para la elaboracion de los extractos crudos al principio de esta
investigacion, ya que una gran gama de compuestos con posible actividad
antimicrobiana son extraidos con este solvente (Cowan, 1999). Las técnicas reportadas
en la literatura con mas frecuencia para el aislamiento de compuestos naturales son la
cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia preparativa (PLC) y la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Hostettmann and Wolfender, 2004; Sasidharan et al.,
2011), técnicas que fueron empleadas durante el desarrollo de esta investigacion, para
aislar el/los compuestos mayoritarios responsables de la actividad antimicrobiana.

En el caso del huizache (Acacia farnesiana) después de aplicar las técnicas antes
mencionadas (cromatografia en columna y HPLC), se logré el aislamiento de un
compuesto antimicrobiano de naturaleza fendlica que fue caracterizado como metil
galato. Este compuesto ya ha sido reportado en plantas del género Acacia como A.
nilotica y A. leucophloea (Chaubal et al., 2005), ademés de plantas como Rhus javanica,
Toona surei, Acer ginnala, Diospyrous kaki, (Abou-Zaid et al., 2009; Ekaprasada, 2009;
Kaur et al., 2011; Choi et al., 2009; Ahna et al., 2005). Por otro lado, las propiedades
antimicrobianas de este compuesto han sido ampliamente reportadas en la literatura en
microorganismos como Shigella dysenteriae, Streptococcus mutans, Candida albicans,
B. cereus, Shigella epidermidis, y Escherichia coli (Choi et al., 2009; Kim et al., 2005),
Salmonella, Enterobacter (Choi et al., 2008).

En el caso del nopal (Opuntia ficus-indica var. Villanueva), al no poder hacer uso
del HPLC, decidimos utilizar una técnica alternativa para la purificacion del principal
compuesto antimicrobiano presente en el extracto metanolico, y para esto utilizamos la
técnica denominada “bioautografia”, la cual es una técnica muy conveniente para

evaluar las propiedades antimicrobianas de extractos de plantas y es Gtil para bio-dirigir
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el aislamiento de sus compuestos activos (Shahverdi, 2007). Aungque se han reportado
tres variantes de la bioautografia la mas utilizada es la denominada “TLC- agar overlay”,
la cual ha sido aplicada con éxito en levaduras como Candida albicans y en bacterias
como Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphilococcus
aureus, entre otras, esta técnica produce zonas bien definidas de inhibicidén y es poco
sensible a contaminacion (Mehrotra et al., 2010). En esta técnica los compuestos activos
que fueron separados por cromatografia, son transferidos de la fase estacionaria (silica
gel) a la capa de agar, la cual contiene al microorganismo, por un proceso de difusion.
La placa se incuba en cAmara hiimeda, y después de este periodo la zona de inhibicion
observada corresponde a la localizacion del compuesto activo responsable de la
actividad antimicrobiana (Cos et al., 2006; Sasidharan et al., 2011). Al aplicar esta
técnica, se logro la purificacion de un compuesto al que denominamos Pro-OFi, el cual
al perecer es de naturaleza fendlica, ya que se corrieron pruebas colorimétricas
preliminares dando positivo la reaccion para OH-fendlicos, es importante sefialar que
aungue no se pudo realizar la purificacion completa del compuesto de interés mediante
HPLC en modo preparativo, recientemente pudimos inyectar fracciones del nopal con
actividad antimicrobiana, en el HPLC en modo analitico. Los cromatogramas obtenidos
fueron analizados de dos formas, la primera mediante la biblioteca de compuestos que
viene con el equipo y la segunda mediante la comparacion de diferentes estandares que
fueron previamente inyectados, el resultado del estudio de los cromatogramas arroja que
posiblemente, el compuesto responsable de la actividad antimicrobiana que presenta en
extracto metandlico de nopal sea debido &cido p-coumérico, el cual es un compuesto
fendlico, del cual ya se ha reportado su presencia en diferentes variedades de nopal
(Guevara-Figueroa et al., 2010). También existen reportes en la literatura de las
propiedades antimicrobianas de este compuesto, ya que se ha probado contra S. aureus,
B. subtilis, B. cereus, S. Enteritidis, E. coli causando la inhibicion de todos los
microorganismos probados. (Mokbel and Suganuma, 2006). Ademas Lou et al., en 2012,
reportaron que el &cido p-coumerico, afecta la permeabilidad de la membrana celular de
S. aureus, S. pneumoniae, B. subtilis, E. coli, S. dysenteriae y S. Typhimurium, y el
efecto sobre la membrana observado en ese estudio fue similar al reportado en nuestros

resultados.
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Es importante recalcar, que se requieren estudios de mayor profundidad para
tener la certeza de que el acido p-coumérico es el principal responsable de la actividad
antimicrobiana, debido a que se ha reportado la presencia de otros compuestos fendlicos
como el acido vainillinico, feldrico, p-hidroxibenzoico, y cafeico en diferentes
variedades del nopal (Guevara-Figueroa et al.,, 2010), todos ellos con actividad
antimicrobiana contra diferentes especies de bacterias patdgenas, como L.
monocytogenes, E. coli, B. cereus, entre otras (Merkl et al., 2010). Por otro lado, no
podemos descartar la presencia de flavonoides en el nopal como la iso-quercitina y la
rutina, compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza con propiedades
antimicrobianas (Pepeljnjak et al., 2005; Vaquero et al., 2007). Estos compuestos
también han sido reportados en cladodios frescos de nopal (Guevara-Figueroa et al.,
2010).

Como ya se menciond, no se lograron aislar el/los compuestos antimicrobianos
del estafiate (Artemisia ludovisiana) y de la albahaca (Ocimmum basilicum), esto sin
lugar a dudas es debido a la complejidad de los extractos ya que la literatura sefiala que
uno de los principales retos en el aislamiento de compuestos naturales es precisamente la
inmensa cantidad de metabolitos que pueden estar presentes en un extracto realizado con
solventes organicos (Sasidharan et al., 2011) y en casos particulares como estos se deben
emplear técnicas diferentes para el aislamiento y caracterizacion de los compuestos de
interés como la cromatografia de gases acoplado a masas (GC/MS). (Hostettmann and
Wolfender, 2004). Ademas exsiten diversos reportes en la literatura reciente, que
mencionan que las plantas pertenecientes a los géneros Artemisia y Ocimmum presentan
gran cantidad de compuestos aromaticos lo que sustenta la idea de la utilizacion de
GC/MS (Verma et al., 2011; Abad et al., 2012).

De cualquier forma la literatura menciona que los principales compuestos que
pudieran ser responsables de la actividad antimicrobiana del estafiate son,
sesquiterpenos oxigenados como la davanona, la cual ha sido identificada como uno de
los compuestos presentes en mayor cantidad en esta especie, y se le atribuyen
propiedades antimicrobianas contra bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis), levaduras como Candida albicans vy
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Cryptococcus neoformans), y dermatofitos como Trichophyton rubrum, Microsporum
canis y Microsporum gypseum (Lopes-Lutz et al., 2008). Otras investigaciones reportan
compuestos como camphor, 1,8-cineole, davanone, los cuales presentan actividad
antimicrobiana reportada contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus (Abad et al., 2012).

La albahaca también ha sido muy estudiada mediante GC/MS, y se han reportado
compuestos como linalool (69%), eugenol (10%), (E)-a-bergamotene (3%) y timol (2%)
(Keita et al., 2000). Por otro lado Ozcan y Chalchat, en 2002 reportaron la presencia de
linalool (45.7%), eugenol (13.4%), methil eugenol (9.57%), ambos reportes
mencionaron que el linaloo fue el compuesto mas abundante encontrado en esta especie.
También se ha reportado la presencia de epi-a-cadinol (8.6-11.4%), o-bergamotene
(7.4-9.2%) y vy-cadinene (3.2-5.4%). Y como grupos principales se reportan
monoterpenos oxigenados e hidrocarburos sesquiterpenicos (Hussain et al., 2008)

La utilizacion de compuestos naturales como agentes inhibidores de factores de
virulencia es una aplicacion novedosa, que desde el punto de vista médico ayudaria a
contrarrestar el incremento en la resistencia de microorganismos patdgenos hacia los
antibioticos (Chatterjee et al., 2010). Los principales factores de virulencia de V.
cholerae son la toxina del célera (CT) y un pili co-regulado a la toxina (TCP), los cuales
son codificados por los genes ctxAB y tcpA, respectivamente (Nair et al., 2006). En este
trabajo se decidi6 evaluar el efecto de las concentraciones subinhibitorias de los
extractos de huizache, estafiate, albahaca y nopal, asi como del metil galato aislado del
huizache y del compuesto aislado del nopal al que denominamos PRO-OFi, sobre la
expresion del gen de la enterotoxina de V. cholerae (ctxAB), mediante la técnica PCR en
tiempo real (QRT-PCR), sin embargo, ninguno de los extractos metandlicos de las
plantas evaluadas y ninguno de los compuestos aislados del huizache y del nopal
afectaron significativamente la expresion de la enterotoxina, lo que sin lugar a duda
indica que la actividad inhibitoria de los extractos y de los compuestos naturales aislados
se debe principalmente al efecto que tienen sobre la membrana de V. cholerae y C.
perfringens, ya que es importante destacar que aun existen diversos procesos
fisiologicos y factores de virulecia que pueden ser blancos potenciales para controlar a

estos microorganoismos patdgenos.
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CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos de huizache (Acacia farnesiana), estafiate (Artemisia
ludoviciana), albahaca (Ocimum basilicum) y nopal (Opuntia ficus-indica) presentaron
la mayor actividad antimicrobiana contra las cepas de V. cholerae 569-B y 1837 y contra
las cepas de C. perfringens FD-1041 y FD-1, siendo el extracto de huizache el mas

activo con una CMB de 0.5 a 0.9 mg/ml.

Ninguna de las concentraciones subletales (25, 50 y 75% de la CMB) redujeron

significativamente el nimero de microorganismos presentes en los bioensayos.

Los extractos antes mencionados causaron dafio en la membrana de V. cholerae y
C. perfringens, resultando un incremento en la permeabilidad de la misma, ademas
provocaron cambios significativos en el pH citoplasmico, en el potencial de membrana y
causaron un decremento en la sintesis del ATP celular, estos cambios fisiol6gicos con

seguridad conducen a la muerte bacteriana.

Mediante la técnica conocida como ensayos bio-dirigidos, se logré la
purificacion de un compuesto aislado del extracto de huizache el cual fue caracterizado
como metil galato, de igual forma se purificé un compuesto de naturaleza fendlica del

extracto de nopal, el cual se encuentra en proceso de caracterizacion.

Los compuestos aislados del extracto de huizache y nopal tuvieron un efecto
similar al de los extractos metandlicos ya que causaron deterioro en la membrana de V.

cholerae y C. perfringens, provocaron una reduccidn significativa en el pH
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citopldsmico, ademas de afectar significativamente el potencial de membrana y

disminuir la sintesis de ATP celular.

Al evaluar el efecto tanto de los extractos como de los compuestos aislados sobre
la sintesis de la enterotoxina de las cepas de V. cholerae se determind que en ninguno de

los ensayos fue inhibida de manera significativa la expresion del gen ctx de V. cholerae.
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PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Los resultados obtenidos durante esta investigacion confirman que al menos los
extractos metandlicos del huizache, estafiate, albahaca y nopal, son una fuente de
compuestos bioactivos los cuales pueden considerarse como alternativas para el
tratamiento de V. cholerae y C. perfringens, o por otro lado como alternativas en la
prevencién de la contaminacién de alimentos causada por estos microorganismos
patdgenos. Sin embargo, se necesitan experimentos adicionales para proveer
informacion acerca de otros sitios o aspectos fisioldgicos de relevancia que pudieran
verse afectados, sobre todo en lo que respecta a la busqueda de la inhibicién de factores
de virulencia diferentes al de la enterotoxina de V. cholerae. Dentro de estos blancos
puede ser el pili-corregulado a la toxina, el cual es necesario para la unién de la bacteria
a las células de intestino y por otro lado, en lo que respecta a C. perfringens, falta
evaluar el efecto de los extractos y/o los compuesto aislados sobre factores de virulencia
como la enterotoxina, causante de enfermedades gastrointestinales e incluso de la alfa
toxina causante de la gangrena gaseosa entre otras cosas. También seria de mucho
interés la determinacion del efecto de los extractos y de los compuestos aislados sobre el
“Quorum Sensing”, el cual ha sido ampliamente ligado a la expresién de diversos

factores de virulencia de una gran cantidad de microorganismos patdgenos.

Ademas a pesar de que se tiene la idea de que los compuestos naturales provenientes de
plantas tienen como ventajas la relativamente baja toxicidad que pueden presentar, se
necesitan futuros ensayos de citotoxicidad para asegurar la inocuidad de los compuestos
de interés.
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RESUMEN BIBLIOGRAFICO

El M.C. Eduardo S&nchez Garcia, nacié en la ciudad de Monterrey N.L., el dia
23 de Octubre del afio 1974, realizando sus estudios de educacién basica y media
también en la ciudad de Monterrey. Sus estudios profesionales los realiz6 en la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UANL, estudiando la Carrera de Quimico Bacteri6logo
Parasitélogo, de la obtiene su titulo Profesional en el afio de 1998. Sus estudios de
Posgrado los comienza en 1999 obteniendo el grado de Maestro en ciencias con
Especialidad en Microbiologia en el 2002. También 1999 acepta un trabajo como
Personal Profesional No Docente, en la Facultad de Ciencias Bioldgicas y en el Afio
2001 se le otorga la base como PPND y de Maestro Asignatura A. En el 2006 comienza
sus estudios de Doctorado en Ciencias con Acentuacion en Microbiologia en la misma

Institucidn, los cuales concluyen con la presentacion de este trabajo.
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