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RESUMEN

En los ultimos afios, el uso indiscriminado de antibidticos para el tratamiento de
enfermedades infecciosas ha dado lugar a la aparicion de microorganismos
resistentes, entre ellos, cepas patégenas de £ coli. Recientes investigaciones
han demostrados que las plantas de uso medicinal representan una fuente
potencial para la obtencidon de nuevos farmacos eficaces. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio de L schottii y P.
pecten-aboriginum contra el crecimiento E. coli (ATCC 25922). Mediante el
metodo de microdilucion en caldo, se evaluaron concentraciones de 800 pg/mL,
400 pg/mL, 200 pg/mL y 100 pg/mL cada 12 horas por un dia. Los resultados
muestran que solo el extracto metandlico de L schottii posee actividad
antibacteriana significativamente en contra de E coli. A una concentracion de
800 pg/mL el extracto inhibio el crecimiento en un 80%, 95% y 90%, a las 12,
24 y 30 horas de incubacion. Debido a que todos las concentraciones
evaluadas, el efecto inhibitorio del extracto metandlico de L. schoftii se mantuvo
constante a través del tiempo, los resultados sugieren que L. schottii representa

una alternativa para la cbtencion de nuevos compuestos antibacterianos.



JUSTIFICACION

El usc indiscriminedo de entibidticos para el tratamienio de enfermedades
infecciosas ha dado lugar & le eparicién de cepas patdgenas de £ coli con
resistencia a los antibidticos. Dado el creciente fracaso de las terapias con
farmacaos, en los Ultimos afics el estudio de las propiedades farmacologicas de
las plantas de usc medicinal representa una alternativa para la obtencién de
nuevos antibidticos. En la region sur del estado, L schottii y P. penten-
aboriginumson  utilizadas pera el tratamiento de  enfermedades
gastrointestinales, por lo cual, representan una alternativa para la obtencién de
nuevos compuestos antibacterianos.



OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto inhibitorio de L schottii y P. pecten-aboriginum contra el
crecimiento E. cofi (ATCC 25922),

Particulares

Obtener el extracto metandlico de L. schottii y P. pecten-aboriginum.

Evaluar el efecto inhibitorio del extracto metandlico de L. schottii y P. pecten-
aboriginum en contra de E. coli (ATCC 25922).

X1



HIPOTESIS

El extracto metandlico de Lophocereus schottii y Pachycereus pecten-
aboriginum poseen efecto inhibitorio en contra Escherichia coli (ATCC 25922).

Xii



INTRODUCCION

De acuerdec a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) las infecciones
gastrointestinales son una de las enfermedades mas recurrentes en los seres
humanos, y es una de las principales causas de enfermedad a nivel mundial
(Hernandez y col. 2011). Entre los principales agentes causales, se ha
encontrade que algunas cepas de E. coli son las responsables, las cuales se
han clasificado en varios grupos en base al mecanismo de patogenicidad y
cuadro clinico desarrcllado (Estrada-Garcia y col. 2005). En los dltimos afios, el
uso indiscriminade de antibidticos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas ha dado lugar a la aparicién de cepas patdgenas de E. coli. Asi
mismo, existe evidencia de un creciente fortalecimiento de factores de
virulencia, lo cual implica que estas cepas representen un grave problema de
salud pablica. Dado el creciente fracasc de las terapias con farmacos, en afios
recientes, se ha optado por la bisqueda de nuevos compuestos o sustancias
activas a partir de plantas de uso medicinal Se ha demostrado que los
extractos vegetales son eficaces y pueden ser comparables con los farmacos
de uso cofidiano. México posee una amplia biodiversidad de plantas utiizadas
para el tratamiento de todo tipo de enfermedades (Ruiz y col. 2009). El uso de
plantas medicinales para la preparacién de medicamentos representa la
principal practica terapéutica de la medicina tradicional mexicana. En Sonora,
investigaciones han demostrado que algunas plantas de usc medicinal poseen
propiedades antioxidantes, antiproliferativas, antifingicas y antibacterianas
(Ruiz-Bustos 2009; Zamora-Alvarez 2014) L. schottii y P. penten-aboriginum
son plantas pertenecientes a la familia de las cactadceas que se pueden
encontrar en el sur del estado de Sonora, forman parte del acerve etnobotanico
de la regiéon y son utilizadas con fines medicinales para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales (Johnson y col,, 1996). Ante ello, L. schottii y P.

penten-aboriginum representan una alternativa para la obtencién de nuevos



compuestes antibacterianos en contra de £ coli. Por le cual, e objetivo del
presente trabaje es evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico
de L. schotii y P. pecten-aboriginun contra de E. coli (ATCC 25922).



ANTECEDENTES
Enfermedades gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales estan caracterizadas por un cuadro
diarreico y puede estar acompafiado por vomito y dolor abdominal debido al
proceso inflamatorio causado por la persistencia de un agente patogeno en el
tracto gastrointestinal (Alvarez y col. 2008). Estas enfermedades representan un
problema de salud a nivel mundial, y son una de las principales causas de
atencién médica. Afectan a cualquier posicién socioeconémica y génefo,
aunque los mas comunmente afectados son los nifios como los adultos (Alvarez
y col. 2008).

Incidencia mundial y nacional

Las enfermedades gastrointestinales son unas de las patologias mas comunes
en el mundo. En Asia, africa y latino América se tiene conocimiento que el 50%
de los habitantes tiene esta enfermedad o alguna relacionada con un cuadro
clinico muy similar. (Hernandez y col. 2011). La OMS estima que cada afio hay
1,500 millones de nuevos casos en paises subdesarrollados como lo es nuestro
pais (World Health Organization 2014). En México, un estudio realizado en
2003, reportd 4556 muertes por infecciones intestinales (Alvarez 2008). En
2001, la Secretaria de Salud informé que las enfermedades gastrointestinales,
ocasionadas por bacterias o parasitos, ocupan la décima cuarta causa de
fallecimientos a nivel nacional, tan solo en 2008, el Seguro Social realizd 2
millones 188 consultas por enfermedades gastrointestinales. De acuerdo con
las estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social, las infecciones, como
disenteria bacteriana y gastroenteritis por rotavirus, representan un problema de

salud publica para nuestro pais (Hernandez-Cortez 2011). Las enfermedades



gastrointestinales pueden ser causadas por bacterias (principalmente
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella spp). parasitos (Giardia
lamblia), y virus (Rotavirus) al consumir alimentos y agua contaminadas con
materia fecal (Hernandez 2011).

Escherichia coli

Ecoli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae considerado un microorganismo de flora normal pero del
cual hay cepas que pueden ser patogenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez-Angeles 2002). Para
determinar el grupo patégeno al que perienecen existe un esquema de
serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176 antigenos
somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K) (Rodriguez-Angeles
2002). El antigeno “O" es el responsable del serogrupo:; la determinacion del
antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se
asocia con un cuadro clinico en particular. En base a su mecanismo de
patogenicidad y al cuadro clinico, las cepas de £. coli causantes de diarrea se
clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de
adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez-Angeles 2002.).

E. coli enterotoxigenica posee los serotipos frecuentemente aislados a
partir de cuadros diarreicos en nifics menores de dos afios, ademas, es el
principal agente causal de la diarrea del viajero. Los sintomas tienden a ser
diarrea acuosa acompafados de fiebre, escalofrios y vomitos (Puerta-Garcia y
col. 2010). Las cepas del grupo E. coli enterohemorragica poseen la capacidad
de producir toxinas citotoxicas para las células intestinales del huésped (toxina

o verotoxinas). Estas cepas, causan enfermedad de grado variable como
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diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica, sindrome hemolitico
urémico (SHU) y puede causar la muerte. (Puerta-Garcia y col. 2010; Rivero y
col. 2004). Por otra parte, los serotipos del grupo causan cuadros diarreicos
mas severos, los cuales estan acompanados de fiebre elevada y diarrea
sanguinolenta (Puerta-Garcia y col. 2010; Rodriguez-Angeles 2002) E coli
enteroinvasiva provoca alrededor de 630 millones de casos de diarrea a nivel

mundial sobre todo en la poblacién infantil del tercer mundo (Villalobos 2003).

E. coli enteropatogena fue el primer grupo identificado serologicamente, y
fue el primero asociado a cuadros diarreicos en infantes. Su patogenicidad esta
dada por un factor de virulencia que le permita la de adherencia a las células
del huésped (Rodriguez-Angeles 2002). Los serotipos de E. cofi enteropatogena
son los principales agentes causales de diarrea alrededor del mundo (Cortez-
Ortiz 2002, Villalobos 2003). Los serotipos de E coli mas patdgenas para el
hombre estan agrupadas en E coli enteroagregativa y E. coli de adherencia
difusa. El primero de ellos, posee cepas capaces de agregarse en el medio
celular. Estan relacionadas con diarrea aguda y crénica en los paises en vias
de desarrollo y diarrea aguda en paises desarrollados. Esta serotipo es mas
frecuente en sujetos infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (Puerta-Garcia y col. 2010). Por ofra parte, poco se conoce del
mecanismo de patogenicidad de las cepas de E coli de adherencia difusa. Los
principales signos clinicos son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos. El
fenémeno de adherencia difusa se ha asociado con una proteina de membrana
externa de 100 kDa, cuyos genes se han secuenciado pero solo se han

encontrado en una minoria de las cepas aisladas (Rodriguez-Angeles G. 2002).



Resistencia bacteriana

A nivel mundial, ka resistencia bacteriana a los farmacos representa un
problema de salud publica, debido a que dificulta el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Mosquito y col 2011). La resistencia bacteriana
implica la pérdida de la sensibilidad ante el efecto del antibidtico, e involucra la
aparicion de un cambio permanente en el material genético en el
microorganismo (Lezameta y col 2010). En afios recientes, algunos trabajos
indican que en las dltimas décadas el nimero de cepas de £ coli resistentes a
ha aumentado (Erb 2007; Tadesse y col 2012; Allocati y col 2013). Asi mismo,
se ha observado que algunas cepas poseen resistencia extendida a todos los
antibiéticos disponibles (Mosquito y col 2011). La eficacia de los farmacos
utilizados para combatir las infecciones bacterianas radica en su interaccion
selectiva con las estructuras microbianas (Silva-Sanchez 2006). La mayoria de
los antibidticos actuan por cuatro principales mecanismos : 1) actian sobre la
pared celular inhibiendo la sintesis de peptidoglucano como los betalactamicos,
los glucopeptidos y sus derivados de segunda, tercera y cuarta generacion; 2)
los que inhibiendo la sintesis de proteinas mediante su unién al ARN ribosomal,
impide la formacion del enlace peptidico durante el proceso de traduccion
ribosomal como los aminoglucosidos, tetraciclinas, macrolidos y cetolidos
(Martinez y Sanchez 2007); 3) los que bloquean la replicacion genética
bacteriana como las rifampicinas, sulfamidas, uinolonas y trimetropima que
inhiben la funcién de las topoisomerasa de tipo 2 (Hermann T. 2005); y 4) los
que desestabilizan la membrana bacteriana por interaccion con los fosfolipidos
e iones de calcio provocando un aumento en la permeabilidad de la membrana
(Tenson y Mankin 20086).

A pesar de que los farmacos han sido una herramienta util para el
combate de microorganismos patdgenos, en pocos afos, las bacterias han

desarrollado mecanismos bioguimicos para contrarrestar sus efectos. Esta
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resistencia bacteriana esta mediada por el traspaso de material genético no
solo entre diferentes serotipos de una misma especia, sino, entre diferentes
especies (World Health Organization 2014). Los principales mecanismos de
resistencia es la produccion de enzimas inactivadoras de antibidticos -
lactamicos vy la alteracion de los sitios blanco de los antibiéticos del grupo de las
quinolonas (girasas de ADN), como también a la disminucién de la
concentracién intracelular del antibiético (bombas de expulsion). (Chavez y col.
2012) La prevalencia de aislamientos resistentes, varia en las distintas regiones
geograficas y dependera de los patrones de consumo de antibioticos (Erb
2007). Ademas, se cree que factores como el uso indiscriminado de antibidticos
y la automedicacion han sido determinantes en la aparicion de cepas
resistentes (Aarestrup y col 2008) (Navarro-Navarro y col. 2012).

Las bacterias Gram negativas con resistencia extendida a los antibidticos
causan un gran numero de infecciones a la salud en diversas ciudades del
mundc (Chavez y col. 2012). En los ultimos afios, la aparicién de cepas de E
coli con betalactamasas de espectro extendido (BLEE) representan un desafio
terapéutico y epidemioldgico, no solo son inmunes a todas las penicilinas, sino
también a quinolonas, aminoglucosidos y cefalosporinas (Yague y col. 2005;
Lezameta y col. 2010). La OMS considera a las cepas de E cofi resistente a
cefalosporinas y a las cepas BLEE como patdgenos de interés internacional, y
ha establecido una red de vigilancia epidemioldgica a nivel mundial para dar
seguimiento a su incidencia (World Health Organization 2014). Sin embargo, en
México la mayoria de la informaciéon manejada por la OMS proviene de
diferentes trabajos, los cuales han demostrado que existe una considerable
prevalencia de cepas resistentes en los hospitales. En diferentes hospitales de
la ciudad de Hermosillo en el estado de Sonora, México se encontré una alta
prevalencia de cepas de E coli resistentes (Navarro-Navarro y col. en 2012)
(Tabila ¥).



Tabla |. Resistencia antibidtica de aislados clinicos de E cofi en

hospitales del estado de Sonora

Antibiotico CMIC HSJH HIES Acumulado
N=664 N=53 N=50 N=767
Trimetoprim- 345(52.0%) 33(62.3%) 39(780%) 417(54.4%)
sulfametoxazol
Fluoroquinolonas 282(425%) 29(547%) 2(4.0%) 313(40.8%)
Aminopenicilina-inhibidor  230(346%) 29(547%) 25(50.0%) 284{37.0%)
Cefazolina 133(20.0%) 22(415%) 10(200%) 165(215%)
Cefuroxima 120(18.0%) 8(15.1%) 8(18.0%) 136{17.7%)
Cefalosporinas 3°
generacion 104(15.7%) 8{15.1%) 7{140%) 19(15.5%)
(BLEE+)
Gentamicina 98(14.8%) 11(208%) 3(6.0%) 112(14.6%)
Cefoxitina 66 (9.9%) NE NE 66(8.6%)
Nitrofurantoina 40(6.0%) 6(11.3%) 0(0.0%) 45 (6.0%)

CMIC: Centro Médico Dr. Ignacio Chavez, HIES: Hespital Infantil del Estado de
Sonora; HSJH: Hospital San José de Hermosilo; BLEE+: Productores de B-
lactamasas de espectro extendido; NE: No evaluado.

(Tomado y modificado de: Navarrc-Navarro y col. 2012)



Plantas medicinales como alternativa meédica

Las especies vegetales son una fuente de sustancias activas con potencial para
desarrollar nuevas terapias. (Castillo-Juarez. 2007). En paises subdesarrollados
donde la disponibilidad de servicios médicos y accesibilidad a los tratamientos
es limitada. La resistencia de los microorganismos a los antibiéticos es un reto
muy grande que enfrentan los sistemas de salud publica, debido a su creciente
ineficacia, sus altos costos y sus efectos secundarios de utilizar altas dosis. En
los uitimos afios, las investigaciones se han centrado en la bisqueda de
terapias antibidticas mas eficaces. Ante ello, los productos naturales,
especificamente las plantas de uso medicinal, representan fuentes potenciales
para el desarrollo de nuevos agentes efectivos contra las infecciones que hoy

en dia resultan dificiles de tratar (Joy y col. 1998; Palacios-Espinosa. 2011).

La capacidad farmacologica y terapéutica de las plantas esta
determinada por la presencia de compuestos quimicos conocidos como
metabolitos secundarios, los cuales han demostrado actividades biologicas y
farmacologicas importantes (Tabla Il) (Souza-Fagundes y col. 2002, Gonzalez
2009; Garcia y col. 2009). Los metabolitos secundarios se sintetizan en
pequerias cantidades dependiendo del género de plantas, a una familia, o
incluso a algunas especies (Garcia y col. 2009). Algunos metabolitos
secundarios tienen funciones atrayentes o repelentes de animales. Como o son
los pigmentos que proporcionan color a flores y frutos. Otros tienen funcion
protectora, proporcionando a la planta sabores amargos, o haciéndolas
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa frente a

patdgenos, actuando como pesticidas (Garcia y col. 2009).

Existen trabajos que demuestran las propiedades antimicrobiana de
extractos de plantas en contra de £ cofi. Neira-Gonzalez y Ramirez-Gonzalez
en 2005 demostraron que los extractos vegetales del fruto y hojas de Psidium

guayaba L.y Psidium guineese Sw inhibieron el crecimiento de Estreptococo
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Tabla Il. Farmacos de uso clinico aislados de plantas

Aicaloide Planta Uso

Ajmalina Rauwolfia serpentina Antiarritmico, inhibidor captura de
glucosa por la mitocondria del tejido
cardiaco

Atropina Hyoscyamusniger Anticolinérgico, antidoto del gas
nervioso

Cafeina Coffeaarabica Estimulante del sistema nervioso
central

Camptotecina  Camptothecaacuminata  Agente anticanceroso

Cocaina Erythroxylon coca Anestésico topico, estimulante del
sistema nervioso central, blogueante
adrenérgico, droga de abuso

Coniina Coniummacuiatum Paralisis del sistema nervioso motor

Morfina Papaversomniferum Analgésico, narcotico, droga de abuso

Nicotina Nicotianatabacum Toxico, insecticida en horticultura,
droga de abuso

Pilocarpina Pitocarpus jaborandi Estimulante del sistema
parasimpatico

Quinina Cinchonaofficinalis Tratamiento de la malaria

Sanguinarina

Estricnina

Vinblastina

Eschschoiziacalifornica

Strychnosnux-vomica

Catharanthusroseus

Antibacteriano (dentifricos)

Veneno

Antingoplésico

Tomado y modificado de: Avalos y col. 2009



mutans pero no a E coli. Solo se logré inhibir su crecimiento de manera parcial
a una concentracion de 400 ug/mL. El extracto metandlico de Phenax rugosus y
Tabebuia chrysantha inhibio el crecimiento de E cofi a una concentraciéon de
250 pg/mL. Por otro lado, los trabajos realizados por Zampini en 2007,
expusieron la capacidad de algunas especies de plantas de uso medicinal para
inhibir el crecimiento de cepas de E coli resistentes a farmacos. Los extractos
vegetales de Senna aphylla, Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, mostraron
inhibicion del crecimiento a una concentracion de 150 pg/mL, mientras que el
extracto de Pithecoctenium cynanchoides logro inhibir el crecimiento a 300
pg/mL. Estos hallazgos resultan particularmente significativos por el hecho de
gue se obtuvo inhibiciéon del crecimiento de cepas resistentes utilizando bajas
concentraciones de extractos crudos. Cuca y col. en 2011 determinaron el
efecto inhibitorio de 14 compuestos en contra de £ .coli y otras bacterias, y
demostraron que existe especificidad en su efecto antibidtico. Estos resultados
sugieren que un mismo extracto vegetal puede presentar diferentes grados de

actividad antimicrobiana contra diferentes especies bacterianas

Plantas sonorenses de uso medicinal

El estado de Sonora posee una flora muy extensa y diversa en la que se
pueden encontrar matorrales, cactaceas, pastizales y bosques templados
(Johnson Gordon y col, 2006). Aunque la mayor parte del sur del estado es
semiarida, existe una amplia variedad de plantas utilizadas para el tratamiento
de diferentes enfermedades, entre ellas: disenteria, refriados, cancer, diabetes,
artritis, enfermedades febriles, y parasitosis (Johnson Gordon y col., 2006). A
pesar de que la preparacion de medicamentos a partir de plantas es una
practica ampliamente realizada, pocas son las evidencias cientificas sobre las
propiedades medicinales atribuidas. Algunos trabajos se han enfocado en el

andlisis de la capacidad antibacteriana, antifungica y anticancerigena de



algunas especies (Ruiz-Bustos y col 2009; Rosas-Burgos 2009; Rascon y col
2013). Otros trabajos, ha demostrado que un gran porcentaje de las plantas
utlizadas con fines medicinales, estan destinadas al tratamiento de
enfermedades diarreicas (Moreno-Salazar y col en 2008). Ante la creciente
necesidad mundial de nuevos farmacos para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, las plantas de uso medicinal representan una

alternativa para su busqueda y desarrolio.

Lophocereus schottii {(muso)

Es un cacto erecto que puede Hegar a medir hasta 4 metros alto, usualmente
formando colonias y ramificAndose cerca de la base para formar macollos
densos de 10-15 ¢m de diametro; tallos grisaceos de 8-12cm de diametro; con 5
a 7 costillas anchas en la base y abruptamente angulares, 1.5-2.5 cm de aito,
separadas por intervalos anchos, gris-verduscos y frecuentemente distante
glaucos sobre tallos jovenes particularmente cerca del apice; espinas de las
aréolas florescentes 25 o mas, aciculares frecuentemente torcidas o algo
comprimidas, rectas, 2-6 ecm de largo, insertas en una monticula redondeada,
circular compuesta de numerosas fasciculas de fieltro gris a amariilento, toda la
areola 7-10 mm de diametro, llevando una glandula ovoide en la base; las
areolas, las inferiores no florecentes 4-6 mm de diametro, sin fieltro, cada uno
de 3 a 7 espinas corto-subuladas, radiales y de una a tres espinas centrales,
todas con base bulbosa, estas espinas 5-10 mm de largo, grisaceas. Posee
flores de 3-4 cm de largo, blancas a rosa-pdlidas, Iébulos del estigma y
filamentos blancos o tefiidos con rosa, incluidos; fruto globoso y ovoide, 2-3 cm
de didmetro. Se encuentra en las llanuras aluviales y pendientes rocosas, en
las partes de Sonora. Las variedades de L. schottii, Son similares pero menos
ramificadas, mas altas (hasta 8 m) y mas delgadas (5-8 cm de diametro). Con

flores rosa oscuro y nocturnas. Se localiza en llanuras de suelos arenosos,
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limosos, pendientes suaves, principalmente cerca de mar en la parte sur y oeste

de Sonora como bachomojaqui (Figura 1).

Pachycereus pecten-aboriginum (etcho)

Esta planta es muy abundante en el estado, los conocimientos empiricos, ka
etnias, culturas de nuestro municipio ha usado esta planta para curar la
gastritis.. Es una planta de la familia de las cactaceas este es un Cacto lumbar,
arborescente de 5-10 m. de alto, con numerosos tallos erectos de 1.5-2.5 dm
de diametro. Localizacién: pendientes suaves o llanuras deseérticas con suelos
de textura fina, pero ascendiendo a pendientes rocosas hacia el sur y centro de
sonora (Figura 2).



Figura 1. Espécimen de Lophocereus schotlii
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Figura 2. Espécimen de Pachycereus pecten-aboriginum
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra

Se recolectaron especies vegetales con las caracteristicas de cactaceas
descritas por Johnson y col, 1996 para la especie L. schottii y P. pecten-
aborignum, en bachomojaqui, municipio de Huatabampo, Sonora (latitud
26°34°14.81" Norte, longitud 109°18'23.65" Oeste.). Las muesiras fueron
trasiadadas al Laboratorio de Bioquimica y Toxicologia de la Universidad de
Sonora, URS. La pulpa fue separada secada, a una temperaiura aproximada de
25°C, y fue triturada en un molino manual hasta su pulverizacién (Zamora-
Alvarez 2014).

Obtencidon del extracto metandlico

Los extractos extracto metandlicos fueron realizados en base a la metodologia
descrita por Camacho y NuAez 2008; Ramirez y Diaz., 2007 y Zamora Alvarez
2011. Para ello, las muestras pulverizadas fueron suspendidas en metanol en
relacion 1:10 (peso/volumen) y se mantuvieron en agitacion constante durante
96 horas a temperatura de aproximadamente 25°C. Posteriormente, el
sobrenadante fue filirado con papel Whatman No.1, y concentrado evaporador
rotatorio marca Yamato RE 300. Los concentrados resultantes fueron
denominados extracto metanolico de L. schottii, y extracto metandlico de P

pecten-aborignum respectivamente.

Ajuste del inoculo bacteriano

Se realizo un cultivo primario de E. cofi (ATCC 25922) en caldo Mieller-Hinton
incubado a 37 °C por 12 horas. Posteriormente, se prepar6 un subcultivo diluido

1:80 utilizando 100 pL de cultivo primario y 4900 uL de Caldo Mueller-Hinton
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estéril, y se incubd por 2 horas a 37 °C. Despues el cultivo se ajustd a 0.5 en la
escala de McFarland para obtener una concentracion de 10° UFC/mL,
correspondientes también a 0.08 de absorbancia a 620 nm (Andrews 2001,
Zamora-Alvarez., 2014).

Evaluacion del Efecto Inhibitorio de los Extractos Vegetales

La evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de L
schottii y P. pecten-aboriginum contra E. coli, se realizé mediante el método de
micro dilucion en caldo en placas de 96 pocillos (Ruiz-Bustos y col. 2009). Se
evaluaron concentraciones de 800 ug/mL, 400 pg/mL, 200 pg/mL y 100 ug/mL
de cada extracto, las cuales fueron preparadas a partir de una soluciéon madre
mediante diluciones seriadas 1:2. La solucion madre se prepard disolviendo el
extracto en dimetilsulfoxido (DMSQO) y caldo Mueller-Hinton (CMH), la
concentracién final de DMSO fue del 3%. Para cada ensayo, se utilizaron 100
pL del inoculo ajustado mezclados con 100 pL de cada dilucion de extracto. Las
placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas y se midié la Densidad Optica
(D.O.) a 620 nm en un lector (Thermo Multiskan Ex®) cada 12 horas. Como
control de prueba se incubaron 100 uL de cada una de fas diluciones de
extracto con 100 yL de CMH. Como control de crecimiento total se incubo el
inoculo ajustado en CMH con una concentracion final de DMSO del 3%.

Analisis estadistico

Los resuitados fueron analizados mediante el paquete SPSS version 18, se
realizé un analisis de varianza de una via acompafado de la prueba de Tukey
para comparacion de medias. Valores de P20.05 se consideraran significativos.
Se compararon los porcentajes de crecimiento obtenidos bajo el efecto de cada

una de las diluciones de cada extracto contra el control de crecimiento total. Asi



mismo, se compararon los porcentajes de crecimiento obtenidos entre cada

dilucion de cada extracto.



RESULTADOS

Obtencion del Extracto Metandlico

El proceso de particion realizado dio como resultado la obtencion de 3.304 g de
extracto metandlico de P. pecten-aboriginum a partir de 50 g de muesfra
vegetal En el caso de L. schottii se obtuvieron 8407 g de extracto a partir de 50
g de muestra vegetal. Estos valores representan el 66% y el 16.8% de

rendimiento respectivamente.

Evaluacion del efecto inhibitorio del extracto metandlico de Pachycereus
pecten- aboriginum (etcho) en contra de E. coli (ATCC 25922)

Los resultados del crecimiento de E coli bajo el efecto del extracto metandlico
de P. pecten-aboriginum se muestran en la figura 3a. Solo a una concentracion
de 800 pg/mL se presentd actividad antibacteriana significativa con respecto al
control de crecimiento total, se obtuvieron porcentajes de inhibicion del 32 %,
5% y 2 % durante las 12, 24 y 30 horas de incubacion. A 400 pg/ml los valores
de D.O obtenidos fueron muy cercanos a los mostrados por la curva de
crecimiento del control positivo, no existe diferencia significativa (figura 3b). A
concentraciones de 200 y 100 ug/ml, se obtuvieron valores de D.O. superiores
a los obtenidos por el control de crecimiento positivo, y no se registré inhibicién
alguna.

Evaluacién del Efecto Inhibitorio del Extracto Metanodlico de L. schottii
(muso) en contra de E. coli (ATCC 25922)

La evaluacion de la actividad antibacteriana en contra de E.coli, mostré que el
extracto metanslico de L schottii inhibe su crecimiento de manera dosis
dependiente (Figura 4a). Asi mismo, el efecto inhibitorio se mantiene constante

después de las 12 horas de incubacién. Bajo una concentracion de 800 pg/mL
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de extracto, el crecimiento de E coli fue inhibido en un 80%, 95%, y 90%
durante las 12, 24 y 30 horas de incubacion respectivamente (Figura 4b). A 400
ug/mL, se obtuvieron valores de inhibicion del 70%, 80%, y 82% durante las 12,
24 y 30 horas de incubacion respectivamente. A una concentracion de 200
pg/mL y 100 pg/mL de extracto, se obtuvieron valores de inhibicion del 62%,
70%, 70%, y del 52%, 55%, 50%, durante las 12, 24 y 30 horas de incubacion

respectivamente.
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DISCUSION

En el presente trabajo se encontrd que el extracto metandlico de L schottii
(muso) posee mayor actividad antimicrobizna que el extracto metandlico de P.
pecten-aboriginum en contra de E coli (ATCC 25922). Asi mismo, los
resultados muestran que L schottii posee capacidad inhibitoria similar a la
presentada por los extractos vegetales de otras plantas de uso medicinal. Con
respecto a los resultados presentados por Zamora-Alvarez 2011 quien evalué
exiracto metandlico de R mangle L., nuestro extracto fue 0.88 veces mas activo
a una concentracion de 800 pg/mL a 12 y 24 horas de evaluacion. De manera
similar, comparado con los estudios realizados por Neira-Gonzalez y Ramirez-
Gonzalez 2005, a una concentracion de 400 pg/mL nuestro extracto fue 0.25 y
0.11 veces mas activo que los exiractos de Psidium guayaba y Psidium
guineese Sw a las 24 horas de evaluacion. Ofras investigaciones han
encontrado inhibicién total de crecimiento a concentraciones mas bajas, incluso
contra cepas resistentes. El extracto de Quercus dilatada evaluado por Jamil y
col. 2012 inhibié el crecimiento de E. coli a 200 pg/mL (fue 0.42 veces mas
activo que nuestro extracto), el extracto metandlico de Phenax rugosus y
Tabebuia chrysantha presento inhibicion total contra cepas resistentes a una
concentracién de 250 pg/mL (Péerez y col 2007), y los extractos de Senna
aphylla, Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, lo hicieron a 150 pg/mL (Zampini
2007).

Aungue en fa literatura existe un amplio numero de trabajos enfocados a
evaluar la actividad antimicrobiana de exiractos vegetales en contra de £ colj,
no todos ellos han sido exitosos, y en la mayoria de los casos no es posible
hacer una comparacion. En los Ultimos afios, se ha observado de manera
general que las bacteiias Gram negativas son menos sensibles que las Gram
positivas a la accidn antimicrobiana de los extractos vegetales (Ramirez y Diaz
2007); debido a las diferencias estructurales de la membrana bacteriana
(Sanchez y col. 2010). Los principales métodos de anslisis de la actividad
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antimicrobiana han sido el método de difusion en agar y sus modificaciones. Sin
embargo, €l método mas eficaz para determinar la concentracion minima
inhibitoria y la verdadera capacidad antimicrobiana de los extractos vegetales
es e método de microdilucion o dilucion en agar (Andrews 2001). En la
literatura existen trabajos que se han enfocado en evaluar diferentes
actividades biologicas al extracto de L schottii (Kazuko y col. 2005, Morales-
Rubio y col. 2010; Orozco-Barroco y col. 2013, y aunque existen autores gue
reportan su capacidad antimicrobiana sobre E. coli (Rico-Babadilla y col 2001;
Morales-Rubio y col. 2006);, hasta el momento no existen investigaciones gque

esclarezca €l origen de su actividad antimicrobiana.

En afios recientes, se ha reportado el aislamiento de triterpenos a partir
de L. schottii como el lofenol y lupeol (Bravo-Hollin y Sanchez 1981), asi
mismo, s& ha observado que el lupeol posee actividad inmunosupresora,
inhibicion de fagocitosis y de produccion de NO2 (Dupuy y col. 2013). Ademas ,
se ha reportado la capacidad dei iupeol inhibir fa activacién de Linfocitos T (Bani
y col. 2008). El esclarecimiento de la actividad antimicrobiana del extracto de L
schottii, representa oportunidad para el desarrollo de nuevas investigaciones.
Ante ello, nosotros consideramos que €l extracto de L. schottii representa un
candidato para la obtencién de nuevos farmacos contra de E. coli.
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CONCLUSION

El extracto metandlico de L. schottii poseen compuestos con mayor actividad
antimicrobiana en contra de Escherichia coli (ATCC 25922), que el extracto de

P. pecten-aboriginuim

Debido a que el efecto inhibitoric del extracto metandlico de L schoitii se
mantuvo constante a través del tiempo, los resultados sugieren que L. schottii
representa una alternativa para la obtencion de nuevos compuestos

antibacterianos.
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