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RESUMEN

En la actualidad las plantas se utilizan para tratar padecimientos de tipo infeccioso y
otros trastornos de la salud como las enfermedades cronicas, su efecto se atribuye a
una gran variedad de metabolitos secundarios, los cuales son responsables de la
actividad bioldgica de las plantas contra una amplia gama de microorganismos, efecto
de gran relevancia sobre todo por la aparicion cada vez mas frecuente de bacterias
resistentes a los antibidticos. Son escasas las investigaciones que se han realizado
con pteridofitos, en particular helechos, sin embargo, éstos son usados con fines
medicinales en diversos paises, por ello se han convertido en el objeto de estudio de
algunos investigadores sobre todo en lo relacionado con sus principios bioactivos, ya

gue de ellos se pueden obtener nuevos compuestos con un posible uso farmacéutico.

Por lo anterior, el propdsito del presente trabajo fue evaluar sobre nueve
bacterias el efecto de los extractos obtenidos con hexano, acetato de etilo, metanol y
agua, de frondas y rizomas+raices de G. stolzeana y A. amplum. Los grupos de
metabolitos secundarios se identificaron con pruebas colorimétricas y de precipitacion,
la actividad antimicrobiana se determiné mediante la concentracion inhibitoria minima
(CIM) sobre las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Bacillus subtilis y Gram negativas Escherichia coli y su patotipo EPEC, Shigella sonnei,
Salmonella Typhi, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. La toxicidad se

evalué mediante la prueba de Artemia salina.

Los MS presentes variaron en tipos e intensidad de reaccion de acuerdo a la
estructura botanica, en G. stolzeana se identificaron alcaloides, fenoles, flavona,
glucésidos, saponinas, taninos, terpenos y lactonas sesquiterpénicas, y en A. amplum
alcaloides, fenoles, flavona, glucésidos, saponinas, taninos condensados y esteroides.
Los extractos de A. amplum de mayor efecto biol6gico fueron los de acetato de etilo
de frondas y rizomas+raices, que son estadisticamente significativos (P=0.0001), y
qgue inhibieron a las nueve bacterias ensayadas, las CIM mas baja de todo el
experimental, fue de 10 mg/mL, y las bacterias mas susceptibles a este helecho fueron

B. subtilis y S. sonnei.



En cuanto a G. stolzeana los extractos activos fueron los de MeOH y AcOEt de
frondas y rizomas+raices, los que no presentaron diferencia estadisticamente
significativa (P=0.6164); las bacterias mas susceptibles a los extractos fueron S.
epidermidis y S. aureus inhibidas por cuatro y tres extractos respectivamente. El mayor
efecto inhibitorio de G. stolzeana fue con el extracto metanolico de frondas sobre la
Gram positiva S. epidermidis a 20 mg/mL, esto posiblemente fue por la presencia de
fenoles, saponinas y alcaloides, mientras que los extractos de acetato de etilo A.
amplum presentaron las CIM mas bajas a 10 mg/mL, con el de frondas sobre B.
subtilis, S. sonnei, P. aeruginosa y K. pneumoniae, esto se debio tal vez a la presencia
de fenoles, y en el de rizomas+raices la interaccion de fenoles, alcaloides y flavonas
pudieron haber influido en la ausencia de crecimiento de S. aureus, S. sonnei y S.
Typhi.

Los extractos no téxicos fueron el hexanico de frondas de G. stolzeana y los
metandlicos y acuosos de las dos estructuras en ambas especies, resultados
importantes ya que la forma en que las plantas se consumen en la medicina tradicional

es como infusion.

Los resultados muestran actividad antibacteriana in vitro, lo que permite
identificar el potencial terapéutico de estas dos especies de helechos, aunado a ello
se identificaron como extractos no téxicos los acuosos y metandlicos de ambos

pteridofitos.

Palabras clave: efecto antimicrobiano, etnopteridolégicos, helechos, toxicidad de

planta medicinal.



I. INTRODUCCION

México es uno de los paises de América con mayor tradicion ancestral y riqueza en el
uso de la vegetacion con fines medicinales (Gomez-Alvarez, 2012), las que han
constituido desde tiempos remotos un recurso de gran importancia para cubrir diversas
necesidades terapéuticas. Se utilizan en la actualidad no solo para tratar
padecimientos de tipo infeccioso sino también para otros trastornos de la salud, su
efecto se atribuye a una gran variedad de metabolitos secundarios (MS) que producen,
que en su mayoria son de bajo peso molecular y gran diversidad estructural (Wink,
2015).

Los extractos vegetales obtenidos de diversas estructuras botanicas son
mezclas complejas de diversos metabolitos secundarios los cuales son responsables
de la fragancia y de las propiedades biolégicas de las plantas, cubren un amplio
espectro de efectos farmacolégicos mostrando diversas propiedades como
antidiarreicos, antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos. Ademas, entre sus
actividades bioldgicas se sefiala el efecto biocida en contra de una amplia gama de
microorganismos como bacterias, hongos, virus y protozoarios (Garcia-Lujan et al.,
2010; Ramos et al., 1998).

Para tratar enfermedades de tipo infeccioso se han utilizado los antibidticos,
pero su uso indiscriminado ha propiciado que las bacterias hayan desarrollado
resistencia a los mismos, por lo que en diversas regiones en el mundo se desarrollan
investigaciones encaminadas a encontrar especies del reino vegetal que contengan
principios de interés para la industria farmacéutica y que sustituyan a los antibioticos
(Wallach et al., 2010); sin embargo, la mayoria de las investigaciones sobre el efecto
antibacteriano de las plantas se ha realizado principalmente con las angiospermas,
mas no con pteridofitos. Estos Ultimos integran un grupo menos extenso y poco
estudiado, aunque también se utilizan con fines medicinales en diversos lugares (Cao
et al., 2017), lo que sugiere que los MS que producen tienen efecto sobre algunas

bacterias de tipo infeccioso.



Lo anterior indica la importancia de realizar estudios fitoquimicos y biolégicos
de especies vegetales usadas como medicinales, ya que ello posibilita identificar
metabolitos que puedan ser utilizados por su accion terapéutica frente a enfermedades

causadas por bacterias.



II. MARCO TEORICO

2.1. PTERIDOFITOS Y SUS GENERALIDADES

Los helechos son un grupo de plantas muy antiguo, con una larga historia evolutiva,
pues han logrado sobrevivir desde hace alrededor de 400 millones de afios hasta
nuestros dias (Veldzquez-Montes y Aguirre-Hernandez, 2015), forman parte de un
grupo de plantas vasculares que reciben el nombre de pteridofitas (Pérez-Garcia y
Reyes-Jaramillo, 1993). Existen terrestres, rupicolas, epifitos, acuaticos vy
arborescentes (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
[CONABIO], 2009).

Tienen grandes frondas (hojas primitivas), y el esporofito es lo que comiunmente
se conoce como helecho (CONABIO, 2009). No producen semillas y difieren de las
Bryophytas y de las plantas con semilla por su ciclo de vida (Martinez-Salas y Ramos,
2014).

Su ciclo de vida se caracteriza por presentar alternancia de generaciones
independientes, una asexual o esporofitica, que produce esporas y otra sexual o
gametofitica que, como su nombre lo indica, forma gametos (Pérez-Garcia y Reyes-
Jaramillo, 1993), esta alternancia puede estar acompafiada por una multiplicacion

vegetativa de cualquier generaciéon (Martinez-Salas y Ramos-Hilda, 2014).

La mayoria de las especies se encuentran en zonas tropicales, y es el bosque
mesofilo el mas rico en este tipo de plantas; le siguen la selva perennifolia, el bosque
de pino-encino, la selva caducifolia, los matorrales xerdfilos y la vegetacion acuatica
(Riba, 1993 citado en Minjarez y Macias-Rodriguez, 2016). Son, después de las
angiospermas, el grupo mas diverso de plantas vasculares con casi 9 000 especies y
267 géneros (Minjarez y Macias-Rodriguez, 2016). En México existen 1 014 especies
registradas de helechos (alrededor del 10% de la diversidad mundial), de ellas 188 son
endémicas; la mayor cantidad de especies se encuentra en los estados de Oaxaca,
Chiapas y Veracruz; con mas de 500 especies registradas, siendo Oaxaca el estado
con mayor cantidad de endemismos con 13 especies, seguido de Chiapas con ocho y



en tercer lugar Guerrero y Nuevo Ledn con siete, y Veracruz tiene cinco de esta

categoria (Martinez-Salas y Ramos-Hilda, 2014).

Existen 29 familias de helechos registradas en Chiapas, la familia Pteridaceae
tiene 26 géneros (Pérez-Farrera et al., 2013) entre ellos el género Adiantum, que es
uno de los de mayor distribucion (Minjarez y Macias-Rodriguez, 2016), las especies
del mismo son conocidas por su eficiencia medicinal y se usan tradicionalmente en el
tratamiento de diversos padecimientos durante un periodo prolongado. Es un género
grande y diverso de helechos de aproximadamente 150 (Brahmachari et al., 2003) a
casi 200 especies, de las cuales, més de la mitad de ellas son de América tropical y
crecen a elevaciones de bajas a medias en bosques humedos o en regiones secas

(Minjarez y Macias-Rodriguez, 2016).

De las casi 200 especies de Adiantum en América, 35 especies ocurren en
México (Minjarez y Macias-Rodriguez, 2016), entre ellas A. amplum objeto de estudio

en esta investigacion.

Mientras que la familia Thelypteridaceae comprenden de 1 000 a 1 200 espceies
lo que la hace una de las familias de helechos mas diversa. Tiene una distribucion
cosmopolita, y la mayoria se encuentran en regiones tropicales y subtropicales (Salino
et al., 2015; Fawcett et al., 2021) y en escasa proporcion en zonas templadas. Son
helechos terrestres, higréfilos y heliéfilos, con numerosos taxones palustres o

epipétricos en lechos de torrentes (Ponce, 2007).

La clasificacion genérica de la familia aun no esta bien definida, ya que varia en
la delimitacion del nimero de géneros, segun diferentes criterios son aceptados de 1
a 35 géneros (Ponce, 2007). Hasta el 2010, se reconocian dos géneros para el
continente americano: Macrothelypteris, con una especie, y Thelypteris, dividido en
cinco subgéneros: Amauropelta, Cyclosorus, Meniscium, Steiropteris y Goniopteris
(Ponce et al., 2010), sin embargo ultimas en algunas investigaciones, diverso sautores
como Almeida et al., (2016), Hassler (2018) y Fawcett et al., (2021) reconocen a
Goniopteris C. Presl. como género, al cual pertenece la especie estudiada Goniopteris
stolzeana, siendo Goniopteris el segundo género mas diverso en el Neotropico con
115 a 120 especies (Oliveira-Moura et al., 2016; Salino et al., 2016).



2.1.1. Goniopteris stolzeana (A.R. Sm.) Salino & T.E. Almeida

Esta especie sinbnimo de Thelypteris stolzeana A.R. Sm (Salino et al., 2015)(Figura
1), reconocido como género Goniopteris, actualmente siendo Goniopteris stolzeana
(Hassler, 2018). Presenta rizoma erecto; hojas de 25 a 45 cm; peciolo de 10 a 20 cm
por 1-2 mm; lamina de 15 a 25 cm, gradualmente reducida distalmente a un apice
confluente, pinnatifido; yemas ausentes; pinnas de 8 a 9 pares, incisas 1/2 a 3/4 de su
ancho, de 1 a 2 pares proximales ligeramente reducidos y deflexos, angostados en su
base; segmentos de 2 a 3 mm de ancho, redondeados a truncados en el apice;
nervaduras con 4 a 6 pares por segmento, el par proximal de los segmentos
adyacentes encontrandose con el margen en el seno o justo por encima de él;
indumento del envés principalmente con tricomas, 2 a 4 hendiduras, estipidados, y
algunos tricomas aciculares sobre el raquis y las costas, el tejido laminar glabro en

ambas superficies; soros exindusiados y esporangios glabros (Smith, 1976).
Distribucion
De acuerdo a Villasefior (2016) y, Mickel y Smith (2004) se encuentra en los estados

de Chiapas, Hidalgo, Oaxaca y Veracruz, y segun Tropicos.org (2009) es nativa y

endémica de México.
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Figura 1. Goniopteris stolzeana. Fotografia: Montoya Lépez E. (2019).



2.1.2. Adiantun amplum C. Presl
Descripcion botanica

Hierba terrestre, con rizomas de 3 a 5 mm de didmetro, corto postrado a sub-erectos
0 compactos, escamas de 0.6 a 1.0 cm de largo, 0.8 a 1.0 mm ancho, linear
lanceoladas, margen ciliado-denticulado, pardas a anaranjadas, lustrosas, concoloras.
Sus hojas son fasciculadas, erectas; con peciolos de 1/3 a 1/2 del largo de la hoja,
negruzcos, lustrosos y glabros excepto en la base; laminas 3 a 4 pinnadas, de 25 a 60
cm de largo y 25 a 40 cm de ancho, deltadas, glabras en ambos lados, sin idioblastos;
raquis negruzco, glabro; pinnas de cuatro a 12 pares, las mas grandes de 15 a 35 cm
de largo y 10 a 20 cm de ancho, alternas, pecioluladas; pinnula acroscé-pica basal 1
pinnada y no se traslapa al raquis, ultimos segmentos de 0.7a l.5cmdelargoy 1.0 a
2.5 cm de ancho, flabelados a obovados o rombicos, lobulados o incisos con base
cuneada, pecidlulo de 2.0 a 6.0 mm de largo y ensanchado en el 4pice en forma de
disco plano cuando se caen los segmentos, el color oscuro del peciblulo no pasa hacia
la base del tejido foliar, presenta venas libres, bifurcadas, las de los segmentos
estériles terminan en regiones no dentadas. Indusios falsos de 1 a 3 mm de largo,
reniformes a oblongos, glabros; esporangios formando ocho a 10 grupos de falsos
soros por pinnula, con poca farina amarilla entre ellos; esporas tetraédricas, superficie

lisa, amarillentas (Velazquez-Montes, 2010) (Figura 2).

Habitat

Bosque tropical caducifolio, en sitios muy himedos a orillas de rios, en elevaciones de
680 msnm (Mickel y Smith, 2004; Velazquez-Montes, 2010).

Distribucion

Se distribuye de México a Sudamérica. En México se localiza en los estados de
Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Tabasco y
Veracruz (Mickel y Smith, 2004; Velazquez-Montes, 2010).



Figura 2. Adiantum amplum. a) ejemplar completo; b) pinnula con soros. Fotografia: Montoya
Lépez E. (2019)

2.2. METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y de energia a la
sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas, denominados metabolitos
primarios y secundarios, esté ultimo abreviado como (MS), conocidos también como
productos secundarios o productos naturales, los cuales se sintetizan en pequeiias
cantidades; estos difieren de los metabolitos primarios en las vias metabdlicas de
formacion y en el hecho de que ciertos grupos presentan una distribucion restringida
en el reino vegetal, debido a que cada grupo de plantas puede presentar diferentes

compuestos (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Existe un extenso repertorio de metabolitos secundarios de distribucién comun
y concentraciones variables en plantas diferentes o familias de plantas, aunque no son
moléculas necesarias para el crecimiento y la reproduccion de las misma en la
actualidad se conoce mucho acerca de ellos, debido al avance en métodos
bioguimicos y de biologia molecular ha sido posible demostrar que tienen un papel
importante en la adaptacién de las plantas al ambiente a partir de interacciones
ecosistémicas (Vivanco et al., 2005; Suarez-Medina y Coy-Barrera, 2016). Ademas,

de forma indirecta, las plantas dafiadas producen algunos metabolitos secundarios que



actian como sinomonas, que atraen parasitoides y depredadores naturales de los

herbivoros que las comen (Castillo-Espafia et al., 2019).

Los productos secundarios no tienen una funcion aparente en el metabolismo
primario, pero si tienen una implicacion ecolégica de defensa, simbiosis y competencia
(Thirumurugan, 2018), mientras que otros tienen una funcién fisiolégica para las
plantas, como las pectinas que sirven de transporte y compuestos de almacenamiento.
En la actualidad los compuestos fendlicos como los flavonoides se utilizan como
protectores de rayos ultravioleta, ademas de ser fuente importante de principios activos

de medicamentos (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

Las condiciones ambientales, asi como la cantidad de horas-luz, el clima, la
altitud sobre el nivel del mar y el suelo, tienen ingerencia directa en la produccién de
MS, interfiriendo asi en el tipo y cantidad producida de acuerdo a cada condicion
ambiental en que se desarrollan plantas de la misma especie o de acuerdo a la etapa
de desarrollo de la planta, éstos tipos de investigacion donde estudian dicha variacion
son relevantes en la busqueda de MS que tiene una funcion ecolégica importante que
implica una posible utilidad, al igual que aquellos que presentan propiedades
medicinales (Suarez-Medina y Coy-Barrera, 2016; Castillo-Espafia et al., 2019).

Por lo tanto, los productos naturales se pueden definir como un grupo
heterogéneo de productos metabodlicos que no son esenciales para el crecimiento
vegetativo de los organismos productores, pero se consideran compuestos de
diferenciacion que confieren roles adaptativos, por ejemplo, al funcionar como
compuestos de defensa o sefializacion. Para los humanos son importantes debido a
gue se pueden utilizar en la alimentacion y en el control de diversos padecimientos

(Suérez-Medina y Coy-Barrera, 2016; Thirumurugan et al., 2018).

Los compuestos secundarios de las plantas se suelen clasificar segun sus vias
biosintéticas y generalmente se consideran tres grandes familias de moléculas:

fenoles, terpenos y esteroides, y alcaloides (Bourgaud et al., 2001).



2.2.1. Fenoles o polifenoles (PF)

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles
o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo y son de los principales metabolitos secundarios de las plantas (Avalos-
Garcia y Pérez-Urria, 2009) (Figura 3).

OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Dado que la mayoria de los compuestos que poseen un grupo fenol son
potencialmente toxicos o ambos que forman compuestos y solubles en agua. La
mayoria de las clases para la vida, con frecuencia se almacenan en la vacuola de las
plantas en conjugacién con azlcar, sulfato de fenol ocurren naturalmente como

glucosidos y se han descrito muchas formas diferentes (Harborne, 1999).

Existen alrededor de 8 000 PF identificados, los compuestos fendlicos son
estructuras aromaticas que llevan uno o mas grupos hidroxilo, siendo la mayoria
polifenoles, que tienen varios sustituyentes del grupo hidroxilo, uno o méas de los cuales
pueden estar sustituidos con grupos metilo o glicosilo. y la mayoria de ellos tiene en
su estructura tres anillos, A y B que son aromaticos y el C que es un heterociclo
oxigenado (Harborne, 1999; Mercado-Mercado et al., 2013).

El grupo de los fenoles incluye gran variedad de moléculas que pueden ser
divididas en varios subgrupos de acuerdo a su estructura basica: los fenoles simples,
en donde podemos encontrar al grupo de los flavonoides (C6-C3-C6) que incluyen a
chalconas, dihidrocharconas, flavonas, flavononas, flavonoles, isoflavonas,

antocianinas, aldehidos derivados de los acidos benzoicos, que son constituyentes de



los aceites esenciales, los acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico y sus
derivados) y las cumarinas (Soares, 2002). Y en el rubro de no flavonoides
encontramos a los taninos, estilbenos como resveratrol y lignanos (Mercado-Mercado
et al., 2013).

Los fenoels son sintetizados de novo y son regulados genéticamente, tanto a
nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel también existen factores
ambientales que intervienen en su sintesis (Gimeno-Creus, 2004). El acido p-
hidroxicinamico, formado a partir de la fenilalanina por desaminacion e hidroxilacion,
ocupa un papel central en la formacion de las diversas clases de fenoles en los

vegetales (Harborne, 1999).

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos:
la ruta del acido maldnico que es una fuente importante de fenoles en hongos y
bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores, y la ruta del acido. Esta ruta
esta presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

Los fenoles pueden actuar como fitoalexinas y contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta, por ejemplo: los antocianos que son responsables del color
rojo, naranja, azul, purpura o violeta que tienen las pieles de las frutas y hortalizas. Por
otro lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color
pardo que muchas veces es indeseable (Gimeno-Creus, 2004). Ademas de estas
funciones, los polifenoles son reconocidos por su remarcada capacidad antioxidante
(Valencia-Avilés et al., 2017).

Un mecanismo de accion de los fenoles y los &cidos fendlicos puede ser
explicado por el papel que desempeiian en la interrupcion de la produccion de energia
debido a la inhibicion de enzimas por parte de los productos oxidados, a través de la
reaccion con grupos sulfidrilo o mediante interacciones mas inespecificas con las
proteinas, como ocurre en el caso de la inhibicion de ureasa y la interrupcion de la

produccion de energia por la inhibicion de la prolin hidrogenasa en la membrana
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plasmatica del patdégeno gastrico humano Gram negativo Helicobacter pylori (Simdes
et al., 2009).

La actividad antibacterial y antifingica de los polifenoles se basa en la
capacidad que tienen estos compuestos para inhibir el crecimiento, reproduccion,
respiracion, y cualquier otra funcion vital de los microorganismos. Esta accion la
realizan mediante mecanismos como la oxidacién de enzimas especificas, que van a
inhibir alguna funcion vital, como la respiracion, también se reporta que los polifenoles
se pueden unir a las cadenas de ADN interrumpiendo la reproduccion o la sintesis de
proteinas y elementos vitales para los microorganismos de igual forma, se plantea que
algunos polifenoles tienen la capacidad de romper las membranas celulares de
algunos microorganismos, produciendo una apoptosis celular (Martin-Gordo, 2018).

2.2.1.1. Fenoles simples

Son compuestos poco frecuentes que se encuentran en las plantas en forma de
heterdsidos (Rojas-De-Astudillo et al., 2015), estos tienen dos grupos hidroxilo en el
anillo aromético en las posiciones 1,2, 1,3, 1,4, o tres en las posiciones 1,3,50 1,2,3
(Pefnarrieta et al., 2014). Dentro de la clase de fenoles simples estan el fenol, el catecol,
el resorcinol y el fluoroglucinol, estos fenoles son, en si mismos, constituyentes
infrecuentes de las plantas, pero se pueden encontrar cloroglucinol, resorcinol y
catecol en combinacién con &cidos que forman varios flavonoides en las plantas
(Kougan et al., 2013).

Los derivados de resorcinol, que son compuestos en su mayoria anfifilicas,
estan presentes en muchos cereales. Hay pruebas de que, ademas de sus
propiedades antioxidantes, estos compuestos fendlicos tienen una actividad bioldgica

importante, como antibioticos, antiparasitarios y citotoxicos (Pefarrieta et al., 2014).
2.2.1.2. Flavonoides

Son los compuestos fendlicos mas numerosos y se encuentran en todo el reino
vegetal, estan presentes en altas concentraciones en la epidermis de las hojas y

cascaras de las frutas (Vélez-Terranova et al., 2014). Se pueden encontrar en casi
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cualquier parte de la planta y lo mismo ocurre con otras moléculas, como los

fenilpropanoides y los acidos hidroxibenzoicos (Harborne, 1999).

Son compuestos polifendlicos que comprenden quince atomos de carbono, con
dos anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos, que permite su
clasificacion en funcién del grado de oxidacion del mismos (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009).

Las principales clases de flavonoides son: 1) flavonas (formadas por glicésidos
de luteolina y apigenina), 2) flavonoles (que tiene un grupo hidroxilo en la posicién 3),
3) flavanonas (enlaces saturados en las posiciones 2-3), 4) flavan-3-ol, 5) isoflavonas
(quimicamente similares a los estrogenos), 6) antocianidinas (pigmentos,
generalmente como glicosidos (Figura 4). La mayoria de los flavonoides se encuentran
comunmente conjugados con azucares en forma de glucésidos, también es comun
encontrar grupos hidroxilo en las posiciones 4, 5y 7 (Granado-Serrano, 2009; Vélez-
Terranova et al., 2014).

Su actividad antibacteriana puede deberse al anillo B de los flavonoides, el cual
puede desempefiar un papel en la intercalacion o el enlace de hidrogeno con el
apilamiento de bases de acido nucleico, lo que puede explicar la accion inhibitoria
sobre la sintesis de ADN y ARN. Un ejemplo claro es la quercetina, se une a la
subunidad GyrB de la girasa de ADN de E. coli e inhibe la actividad ATPasa de la
enzima, este flavonoide causa un aumento en la permeabilidad de la membrana

bacteriana interna y una disipacion del potencial de membrana (Simdes et al., 2009).

En especies de helecho, Ibraheim et al. (2011) identificaron tres flavonoides en
Adiantum capillus-veneris de la fraccion de acetato de etilo, que fueron, quercetina,
quercetina-3-O-glucésido y quercetina-3-O-rutindsido (rutina). De igual forma, dos
flavonoides fueron identificados: rutina y quercetina en Cheilanthes tenuifolia,
presentando una CIM de 2.25 y 0.45 mg/mL contra Staphylococcus aureus y
Enterobacter sp. respectivamente (Jarial et al., 2018a), en otro estudio Jarial et al.
(2018b) aislaron los flavonoides: gliricidin-7-O-hexosido y quercetina-7-O-rutindsido,

keampferol-3-O-rutinosido y miricetina-3-O-ramanosido, evaluando la actividad
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antibacteriana contra Proteus mirabilis, P. vulgaris y Pseudomonas aeruginosa,
obteniendo valores de CIM de 0.04, 0.0005 y 0.02 mg/mL con gliricidin-7-O-hexdésido

y con quercetina-7-O-rutindsido. 6.0, 0.005, 3.1 mg/mL respectivamente.

QO o c;

Flavonoide Flavanol Antocianidina

OH O

Flavanona
(pinocembrina)

Isoflavona Flavan-3-ol \;
Figura 4. Estructuras basicas de flavonoides y sus tipos (Martinez-Florez et al., 2002;

Dominguez-Villegas, 2014; National Center for Biotechnology Infromation, s.f.).

2.2.1.3. Acidos fendlicos

En plantas superiores estos acidos han sido implicados en numerosas ocasiones como
agentes alelopaticos, en procesos de resistencia a enfermedades y en situaciones de
estrés donde la biosintesis fendlica es activada en algunos sistemas por factores tales
como bajas temperaturas, transporte de agua y otros, de igual forma se sabe que los
acidos fendlicos son precursores de ligninas (Alonso et al., 1993). Se sintetizan por la
ruta de los fenilpropanoides, la cual comienza utilizando fenilalanina generada por la

ruta del acido shikimico (Rodriguez-Enriquez, 2008).
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Se encuentran en forma libre o conjugada. En frutas y hortalizas estan
principalmente en forma libre, y en los cereales predominan en forma conjugada o
ligada (Reyes-Luengas et al., 2015); se caracterizan por tener un anillo bencénico, un
grupo carboxilico y, uno o mas grupos de hidroxilo o metoxilo en la molécula,

proporcionando propiedades antioxidantes a los alimentos (Soares, 2002).

Los &cidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los
acidos hidroxicinamicos. Es importante recalcar que la presencia de mas de un grupo
hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la

capacidad antioxidante de estos compuestos (Pefarrieta et al., 2014).

Sanchez-Maldonado et al. (2011), estudiaron la relacién entre la estructura de
los acidos fendlicos y su efecto en bacterias acido-lacticas, E. coli y B. subtilus. La
accion antibacteriana fue distinta para los acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos.
La actividad de los hidroxibenzoicos disminuyé cuando aument6 el nimero de
hidroxilos en el anillo benzoico, es decir cuando aument6 su caracter lipofilico. Para
los hidroxicinAmicos, el nimero de hidroxilos en el anillo tuvo un efecto mucho menor,
lo cual se atribuy6 al marcado poder antibacteriano del doble enlace conjugado de la
cadena lateral. Por tanto, si existe una relacién estructura quimica-actividad

bactericida.
2.2.1.4. Taninos

Como ya se mencion0, este grupo de moléculas esta incluido en los PF o compuestos
polifendlicos (CPF), cuyo nombre procede de la antigua préactica de utilizar extractos
vegetales para convertir la piel animal en cuero (en el curtido, se unen al colageno
aumentando su resistencia al calor, al agua y a microorganismos) (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009), estos compuestos con accion astrigentes se encuentran
principalmente en la corteza y las hojas, y se limitan principalmente a estos tejidos en
las plantas lefiosas (Harborne, 1999).

Los taninos son compuestos de alto peso molecular, que confieren al alimento
la sensacion de astringencia (Soares, 2002) y son solubles en agua. La presencia de

un gran numero de grupos hidroxilo fendlicos les brinda la capacidad de formar
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complejos principalmente con las proteinas y en menor medida con iones metalicos,

aminoacidos y polisacéridos.

Los taninos generalmente son toxicos debido a su capacidad de unirse a
proteinas, por lo que también actian como repelentes alimenticios de muchos
animales como los mamiferos, que evitan plantas o partes de plantas que contienen
altas concentraciones de taninos. Esto ocurre en los frutos inmaduros en los que se

concentran los taninos en la piel (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Los taninos se dividen en tres grupos: hidrolizables, condensados (Figura 5) y
complejos, augnue los dos primeros con los mas estudiados (Patra y Saxena, 2011;
Olivas-Aguirre et al., 2015).

HO
OH

OH OH
OH HO

Hidrolizable Condensado

HO

Figura 5. Tipos de taninos (Ghosh, 2015).

Los taninos hidrolizables (TH), llamados también galicos o pirogalicos,
guimicamente se definen como: poliésteres de un azucar (generalmente glucosa), y
varias moléculas de un acido fenol, son moléculas complejas con un poliol como
nucleo central los cuales son esterificados parcial o totalmente con un grupo fendlico.
Los grupos fendlicos restantes pueden ser esterificados u oxidados para producir mas
TH complejos (Patra y Saxena, 2011). Después de una hidrdlisis acida se libera acido
galico o &cido elagico, denominados galotaninos o elagitaninos (Figura 6)

respectivamente (Alvarez, 2007).

15



OH

HO e
HO COOH =
HO
HO O A
1 H_,,.DH
HO™
Acido galico
¥
|:|>_ {f{( "*1.\
2 s
o
Galotanino

A
Figura 6. Compuestos provenientes de la hidrolisis de taninos hidrolizables (Benitez-Cruz, s.d.)

Los taninos condensados (TC) o proantocianidinas son polimeros de unidades
de flavonoides unidas por enlaces C-C, no contienen azUcar, los cuales no pueden ser
hidrolizados pero si oxidados por un acido fuerte para rendir antocianidinas. Tienen la
particularidad de liberar, después de una hidrodlisis &cida una antocianidina (Harborne,
1999; Alvarez, 2007).

Los TC, son principalmente polimeros de las unidades flavan-3-ol (Figura 7)
(epi) catequina y (epi) galocatequina, que estan unidos por enlaces interflavonoides
C4-Cs y C4-Cs (Vélez-Terranova et al., 2014). Los flavolanos o taninos condensados
son productos finales de esta via, formados a través de flavanonoles, flavan 3,4-dioles

y flavan-3-ols (Patra y Saxena, 2011).

Las proantocianidinas presentes en el jugo de arandano exhiben actividad
antibacterial, impidiendo la adhesion de E. coli a superficies celulares del tracto urinario
(Prior y Gu, 2005).
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Figura 7. Flavan-3-ol. Monémero estructural del que derivan los taninos condensados (Alvarez, 2007).

La capacidad antibacteriana de los taninos, puede deberse a su interaccion con
la pared celular bacteriana, haciendo que las colonias bacterianas se desintegren
(Doss et al., 2009). Esto es debido a que los taninos pueden formar enlaces de
hidrégeno entre el grupo carboxilo del enlace peptidico con los grupos hidroxi de los
taninos, con las proteinas que conforman la pared celular, y asi estas proteinas seran
desnaturalizadas, y consecuentemente el metabolismo bacteriano se ve afectado.
Ademas los taninos también pueden reaccionar con los fosfolipidos que se encuentran
en las membranas celulares, que dan como resultado un dafo a la membrana celular,
provocando la fuga de metabolitos esenciales que inactivan el sistema enziméatico

bacteriano (Nelce-Mailoa et al., 2014).

La estructura quimica de los taninos varia cualitativa y cuantitativamente en
vegetales y frutas. Aunque algunos taninos son comunes en el reino vegetal, unos son
caracteristicos de alguna fruta y otros de algun vegetal en especifico; por ejemplo, los
taninos condensados abundan en las uvas, sin embargo, en ciertas variedades de Vitis
vinifera predominan los taninos condensados acilados. Otros factores que afectan la
presencia de taninos son las condiciones ambientales, genéticas o estado de
maduracién del fruto o la planta. Por ejemplo, por cuestiones genéticas, la uva contiene
tanto taninos hidrolizables como condensados, estos Uultimos predominan
especialmente en semilla, posiblemente por la mayor expresion de genes de

biosintesis en semilla (Vazquez-Flores et al., 2012).

Las plantas con efecto astringente, como se menciond, son aquellas que
contienen taninos, y de las actividades farmacolégicas de los taninos podemos

destacar su empleo, tanto por via interna como topica. Al aplicar las especies vegetales
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(via topica) sobre la piel y las mucosas producen que se sequen y constrifian. Actdan
precipitando las proteinas de la superficie celular sin afectar a la vitalidad de las propias
células. Por via interna se emplean como antidiarreicos, favoreciéndose esta actividad
por cierto efecto antiséptico, ya que precipitan los enzimas extracelulares secretados
por los microorganismos causantes de las infecciones, lo que hace que sean de

utilidad en diarreas infecciosas (L6épez-Luengo, 2003; An6énimo, 2018).

Poseen también propiedades vasoconstrictoras por lo que se utilizan tanto
interna como topicamente en el tratamiento de afecciones vasculares como varices o
hemorroides (disminuye el exudado inflamatorio) y en pequefias heridas. En uso topico
estan indicados en diversos problemas de la piel, empledndose en ciertas dermatosis
asi como en cosmética como ténicos astringentes (LOpez-Luengo, 2003; Andnimo,
2018).

Igualmente la propiedad astringente del tanino puede inducir la formacion de
complejos con enzimas o sustratos, debido a que muchas enzimas microbianas en los
filtrados de cultivos crudos o en formas purificadas se inhiben cuando se mezclan con
taninos; también la complejacion de los iones metélicos por los taninos puede explicar

la toxicidad de estos (Akiyama et al., 2001).

Muchas plantas ricas en taninos han sido y contindan siendo empleadas en la
practica farmacéutica etnobotanica por muchos pueblos para tratar los problemas de

salud a los que se enfrentan (Santana-Romero et al., 2002).
2.2.2. Terpenos

Los terpenos o terpenoides son el grupo de metabolitos secundarios mas numeroso y
diversificado, en 2014 Renault reporta un registro de 46 000 compuestos se
encuentran en muchas hierbas y especias, principalmente en tricomas glandulares de
las hojas, en exudados de brotes y en resinas de la corteza de algunas especies
(Harborne, 1999). Las familias Myrtaceae y Lamiaceae son conocidas por su alta
concentracion de terpenos en el follaje (Vilela et al., 2011).
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Estos compuestos se derivan de una estructura basica de 5 carbonos (CsHs),
llamada isopreno (2-metil-1,3-butadieno) por lo que también se conocen como
isoprenoides (Vélez-Terranova et al., 2014; Gonzéalez-Lopez et al., 2016). Se sintetizan
a partir de dos rutas: la del acido mevalonico, activa en el citosol, en la que tres
moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acido mevalénico que reacciona
hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP)
que funciona en cloroplastos y bacterias que genera también IPP (Avalos-Garcia y

Pérez-Urria, 2009; Boronat y Rodriguez-Concepcion, 2015).

Los terpenoides o isoprenoides tienen propiedades lipofilicas, quimicamente
son principalmente hidrocarburos insaturados ciclicos aunque pueden arreglarse
linealmente (aciclicos), con grados variables de oxigenacibn en los grupos
sustituyentes (alcoholes, aldehidos, cetonas, epoxidos, éteres, acidos carboxilicos y
ésteres) unidos al esqueleto de carbono basico. Pueden encontrarse en forma libre o
como glicésidos (saponinas). Se subdividen segun la cantidad de isopreno, unidades
de cinco carbonos (Cs) que estan presentes, las que pueden arreglarse linealmente
como el escualeno o ciclicamente como en la limonina (Harborne, 1999; Pérez-lbafiez,
2013).

Se clasifican en: monoterpenoides aciclicos y ciclicos (Ci) como el geraniol,
limoneno, mentol, citronelal; sesquiterpenos (Cis) cariofileno y bisaboleno;
diterpenos (C20) como el retinal, el fitol y las Vitaminas a-Tocoferol (E) y K1;
sesterpenos (Czs), de gran variedad estructural como el humuleno obtenido del
Humulus lupulus L., (-)-a-bisabolon aislado de Matricaria recutita L. y a-tumerona
Curcuma longa L. por ejemplo esteviosido (Stevia rebaudiana (Bertoni) Hemsl),
ginkgolidos (Ginkgo biloba L.), paclitaxel o taxol (Taxus brevifolia Nutt.), existen
sesquiterpenos fuertemente oxidados que tienen grupos lactona. También se han
aislado los limonoides C2s (Que se localizan en la cascara de frutas citricas), los
butadienolidos Coz4, los cardendlidos C2s (glucdsidos cardiacos y cianogénicos)
(Harborne, 1999; Martinez, 2003; Pérez-lbafiez, 2013) (Figura 8).

La clase méas grande de terpenoides son los triterpenoides o triterpenos (Cso),

distribuidos en los reinos vegetal y animal, y comparten en comun el precursor
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escualeno (Czo), Los distintos tipos de cierre del anillo en el intermediario aciclico
(escualeno) pueden dar lugar a mas de un tipo de triterpeno. Se hallan tanto en forma
libre como asociada con azucares que se conocen como saponinas triterpénicas estan
presentes en las Apiaceae y Pittosporaceae (Almeyda-Cen, 2017). El grupo de
terpenos que tiene 40 atomos de carbono son los tetraterpenoides que incluyen all a'y
el B-caroteno (Harborne, 1999; Martinez, 2003; Pérez-lbafiez, 2013).

Los terpenos mas simples (mono- y sesquiterpenos) son los principales
constituyentes de los aceites esenciales, son ampliamente utilizados en la industria de
la perfumeria; en general los monoterpenos hidrocarbonados (felandreno y mirceno)
se encuentran en la mayoria de los aceites esenciales vegetales, particularmente de
aquellos extraidos de hojas, semillas y flores. En menor medida, se encuentra un grupo
de los compuestos aromaticos derivados del fenilpropano (LOpez-Luengo, 2004;
Bueno-Sénchez et al., 2009; Caputi y Aprea, 2011).

Los aceites esenciales (AE) de las plantas, son mezclas complejas de MS
volatiles lipofilicos, obtenidos a partir de las plantas por procesos de destilacion a
vapor, estos aceites son responsables del sabor y fragancia, y mientras mayor sea la
cantidad de oxigeno en las moléculas mayor sera su aroma (Peredo-Luna et al., 2009;

Simdes et al., 2009; Vélez-Terranova et al., 2014).

Entre los terpenos mas abundantes en plantas se encuentran los esteroles,
llamados fitoesteroles (Meco-L6pez et al., 2016) como el estigmasterol y el sitosterol,
este ultimo solo difiere del estigmasterol por la ausencia del doble enlace entre C22y
C2s. La principal funcion de los esteroles en plantas es formar parte de las membranas
y determinar su viscosidad y su estabilidad, algunos esteroles tienen funciones
protectoras frente a insectos como en el caso de la ecdisoma aislada del helecho

comun (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).
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Figura 8. Estructuras de diversos terpenos (Samuelsson y Bohlin, 2009 y Fenaroli, 1968 citado
en Pacheco-Jiménez, 2012; Sang et al., 2017; Devlin, 2004; Unidad de Informatica del Instituto
de Quimica, 2015).

Farmacologicamente los terpenos tienen accion antibacteriana, antiviral,
antipaltdica, antiinflamatoria, antioxidante y antimumoral inhiben la sintesis de
colesterol y con actividad anticancerigena. De igual forma estos compuestos han
estado involucrados en el proceso de biocontrol, debido a sus propiedades

antifngicas (Hermosa et al., 2014).

Su mecanismo de accién contra las bacterias aun no se entiende
completamente, pero se especula que involucra la ruptura de la membrana a través de
productos lipofilos, esta accion antibacteriana puede resultar en la expansion de la
membrana, aumento de la fluidez y permeabilidad de la membrana, alteracion de las
proteinas integradas en la membrana, inhibicion de la respiracion y la alteracion de los
procesos de transporte de iones tanto en bacterias Gram positivas como Gram

negativas (Simoes et al., 2009).
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2.2.2.1. Lactonas sesquiterpénicas o sesquiterpenlactonas

Descritas en los tratados antiguos de Materia Médica como “principios amargos”.
Llamadas también lactonas sesquiterpenolidas, constituyen un extenso grupo de
productos naturales. Se conocen mas de 4 500 registros (Pérez-lbafiez, 2013; Ruiz-
Reyes y Suéarez, 2015). Son sustancias, incoloras, relativamente estables, de caracter
lipofilico (Diaz-Flores et al., 1995), amargas que se encuentran en todas partes de las
plantas, se derivan de los sesquiterpenos, compuestos lactdnicos que se clasifican con
base en su esqueleto carbociclico (Castillo-Olivera et al., 2017).

Se han encontrado en hongos, briofitas, algunas familias como Apiaceae,
Magnoliaceae y Lauraceae, especialmente en las Asteraceas (Compositae) donde su
presencia es mayoritaria excepto en la tribu Tagetae. En esta ultima, se localizan
frecuentemente en pelos secretores situados en las hojas, tallos y bracteas de la
inflorescencia. La mayoria de las lactonas sesquiterpénicas se han aislado de los
brotes de la planta, principalmente hojas y cabezas de flores, donde pueden constituir
hasta el 5% del peso seco, son raras en los 6rganos subterraneos (Picman, 1986;
Pérez-lIbafiez, 2013).

Pueden clasificarse, en relacién con su esqueleto carbociclico (Figura 9), en los
siguientes grupos: germacrandlidos (anillo de diez miembros); eudesmandlidos y
eremofilandlidos (todos los 6/6 compuestos biciclicos); y guaiandlidos,
pseudoguaiandlidos e hipocretendlidos (todos los 5/7 compuestos biciclicos).
Curiosamente, los guaiandlidos y los pseudoguaiandlidos comparten esqueletos
similares, que se diferencian simplemente por la posicion de un grupo metilo, que esta

en C-4 en guaiandlidos y en C-5 en pseudoguaiandlidos (Ghantous et al., 2010).

En general, se acepta que los germacranolidos representan biogenéticamente
la clase mas primitiva de lactonas sesquiterpénicas y que todas las demas
evolucionaron a partir de ellas (Picman, 1986). Una caracteristica comun e importante
de estos compuestos es que contienen como estructura principal una gamma-lactona
alfa-beta insaturada, o una alfa-metilen-gamma lactona, las cuales han mostrado estar

asociadas con sus actividades biologicas, que despliegan (Diaz-Flores et al., 1995).
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Algunas lactonas sesquiterpénicas estdn en forma glicosidica y otras contienen

hal6genos o azufre (Picman, 1986).

El interés en estas moléculas se justifica por el amplio espectro de actividades
biolégicas que presentan, como son: antibacterial, antiinflamatoria, antitumoral,
citotéxica, antimalaria y actividad neurotéxica (Enriz et al., 1998), ademas
antineoplasica y citotoxica, ambas vinculadas a la funcién del agrupamiento a-metilén-
y-lactona. La actividad que presenta cada lactona sesquiterpénica se debe a las
diferencias en el numero de alquilaciones, lipofilicidad, geometria molecular de estos
elementos y su entorno quimico tomando como blanco los grupos tioles. Asi, los
grupos tiol de la cisteina parecen ser las dianas primarias de las lactonas
sesquiterpénicas, la cual da lugar la inhibicion de diversas funciones celulares que
conducen a las células a la apoptosis. En esencia, la interaccion entre ellas y los
grupos tiol de las proteinas dejan una reduccién de la actividad enzimética o causan
la interrupcién del metabolismo, el cual es de vital importancia en el balance redox

intracelular de la célula (Ruiz-Reyes y Suéarez, 2015).
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Figura 9. Clases de sesquiterpenlactonas (Apaza-Tacca y Gonzales-Uscamayta, 2015; Hidrobo-Guzman,
2013: Picman. 1986).

23



Muestran actividad farmacologica interesante tales como: citotOxica,
antitumoral, antiinflamatoria como la matricina de Matricaria recutita L., antipalidica
como la artemisinina aislada de Artemisia annua L., antimigrafiosa, antimicrobiana y

alergénica (Pérez-lbafiez, 2013).
2.2.2.2. Saponinas (triterpenos)

Muchas plantas sintetizan y acumulan saponinas (Figura 10) durante el crecimiento y
desarrollo normales, su distribucion varia mucho entre las especies de plantas, plantas
individuales, 6rganos y tejidos, durante el desarrollo y la maduracién, y muestra
fluctuaciones estacionales, estas variaciones en la distribucion de saponinas, la
composicién y las cantidades en las plantas pueden ser un reflejo de las diferentes

necesidades de proteccion de las plantas (Moses et al., 2014).

En varias especies de plantas, la produccién de saponinas se induce en
respuesta al estrés bidtico como la humedad, la falta de nutrientes, la luz y la
temperatura pueden influir en la calidad y la cantidad del contenido de saponinas
(Szakiel et al., 2011). Los cambios regulados por el estrés o el desarrollo en la
composicién de la saponina contribuyen a la acumulacién total de metabolitos

secundarios de la planta (Moses et al., 2014).

Son un grupo complejo y quimicamente variado de compuestos, estas se
encuentran como glicésidos esteroideos, glicosidos esteroideos alcaloides o bien
glicosidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o
mas moléculas de azucar en su estructura. Se pueden presentar como agliconas, es
decir, sin el azlcar (el terpeno sin el azdcar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan

sapogeninas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Figura 10. Estructura quimica de las saponinas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).
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La amplia clasificacion de los tipos de saponinas se basa en la naturaleza del
esqueleto de aglicona, a partir del cual se derivan. Los esqueletos triterpenoides y
esteroides de aglicona se derivan del precursor lineal de 30 carbonos (2,3-
oxidosqualeno). La combinacion de un esqueleto de aglicona hidréfobo y moléculas
de azlcar hidrofilas hace que las saponinas sean altamente anfipaticas y les confiere

propiedades espumantes y emulsionantes (Moses et al., 2014).

Las saponinas son potentes agentes permeabilizantes de membrana,
antimicrobianos, inmunoestimulantes, hipocolesterolémicos, anticancerigenos,
antiinflamatorios,  antiprotozoarios, = molusquicidas y tienen propiedades
antioxidantes. En general, se considera que tienen funciones importantes en la

defensa de las plantas contra plagas, herbivoros y patdogenos (Moses et al., 2014).

Algunas moléculas como las saponinas glucénidas, pueden inducir poros que
cambian la permeabilidad de la membrana, lo que produce alteraciones en la
homeostasis ionica entre los compartimentos intracelular y extracelular de las
bacterias, también pueden interferir con el metabolismo energético a través de la
interaccién con las enzimas catabdlicas y la cadena de transporte de electrones
(Simdes et al., 2009); todo ello implica el mecanismo de la actividad inhibitoria en

bacterias.

Algunos trabajos han evaluado la actividad antibacterial de ciertos triterpenoides
de especies de helecho, como Niranjan-Reddy et al. (2001), aislaron el compuesto
uno, 22,29¢-epoxy-30-norhopano-13b-ol y de otros seis compuestos conocidos como,
fern-9(11)-en-6-ol, fern-9(11)-ene, fern-9(11)-en-25-oic acid, fern-9(11)-en-28-ol,
filicenol-B, adiantona y producto de oxidacién de fern-9(11)-en-6a-ol obtenido como 6-

oxofern-9(11)-ene de toda la planta de Adiantum lunulatum. Los compuestos fern-

9(11)-ene, fern-9(11)-en-25-oic acid y adiantona fueron altamente activos contra
Salmonella Typhi y moderadamente activos contra P. aeruginosa, mientras que el
compuesto uno mostré actividad moderada contra Salmonella Typhi. Las bacterias

Gram negativas, excepto E. coli, fueron altamente susceptibles a los compuestos fern-
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9(11)-eno, fern-9(11) -en-25-oico y adiantona y fueron comparables con el control

positivo de kanamicina.
2.2.3. Alcaloides

Son compuestos organicos que tienen un atomo de nitrdgeno como parte de su
estructura, generalmente estdn vinculadas a un sistema ciclico de cinco o seis

carbonos (Harborne, 1999).

Los alcaloides tienen una distribucion restringida en plantas superiores,
encontrdndose en aproximadamente el 20% de las especies de angiospermas,
mientras que raramente en gimnospermas y helechos, y no se han registrado en
musgos o hepaticas. Una razon de la distribucién relativamente restringida de los
alcaloides en los vegetales se debe a que el suministro de nitrégeno a la planta siempre
es limitado, incluso en las leguminosas que fijan su propio nitrdgeno (Harborne, 1999).

Todos los metabolitos nitrogenados se derivan de algunos de los aminoacidos
de las proteinas, por lo que siempre hay competencia por estos precursores que
también se requieren para procesos mas basicos como la sintesis proteica. En los
tejidos vegetativos la concentracion es baja mientras que los niveles de alcaloides
pueden ser significativamente mas altos en los tejidos de almacenamiento (raices,

frutos, semillas) que en las hojas verdes (Harborne, 1999).

Los alcaloides tienen una ruta metabdlica compleja que implica las rutas del
mevalonato, acido shikimico, acido malénico y mezclas de las mismas (Martin-Gordo,
2018). Se sintetizan normalmente a partir de unos pocos aminoacidos comunes, en
concreto lisina, tirosina y triptéfano, sin embargo el esqueleto carbonado de algunos
alcaloides contiene un componente derivado de la ruta de los terpenos (Taiz y Zeiger,
2006).

Estos metabolitos se han estructurado de acuerdo con su origen biogenético;
con base en esta clasificacion se tienen cuatro grupos: 1) alcaloides derivados de
aminoacidos tales como ornitina/arginina, lisina, histidina, fenilalanina/tirosina,

triptofano, y de los acidos antranilico y nicotinico; 2) alcaloides purinicos; 3) terpenos
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aminados y 4) alcaloides policétidos. Entre los alcaloides derivados del triptofano se
encuentran los alcaloides inddlicos, mismos que pueden ser reagrupados en
monoterpernos o indol terpenos (iridioides). Dentro del grupo de los alcaloides
inddlicos existen numerosos subgrupos, los cuales dependen del modo en que se
ciclan después de la remocién del residuo de glucosa de la estrictosidina (Loyola-
Vargas et al., 2004).

Se ha investigado el mecanismo de accion antibacteriano de los alcaloides
cuaternarios planos altamente aromaticos, la cual, se atribuye a su capacidad de
intercalacion con el ADN (Cowan, 1999), en la clase de indolizidina, se ha propuesto
que los alcaloides pergularinina y la tiloforinidina actdan inhibiendo la sintesis de acido
nucleico, ya que inhiben la enzima dihidrofolato reductasa; para la clase isoquinolina,
se han propuesto dos mecanimsos: las isoquinolinas benzofenantridina y
protoberberina que acttan perturbando el anillo Z e inhibiendo la divisién celular, y la
sanguinarina y la berberina que se unen a la proteina FtsZ, inhiben la actividad de la
FTSZ GTPasa, inhiben la formacion del anillo Z e inducen el alargamiento de las
células sin afectar la replicacion del ADN, la segregacion de los nucleésidos o la
estructura de la membrana (Tim-Cushnie et al., 2014).

La fenantridina isoquinolina ungeremina actta inhibiendo la sintesis de acido
nucleico después de la inhibicion de las topoisomerasas de tipo I. La poliamina
alcaloide escualamina se piensa que actiua comprometiendo la membrana externay la
integridad de la membrana citoplasmética. La escualamina, penetra en las monocapas
de lipopolisacaridos reconstituidas, causa la despolarizacion de la membrana
citoplasmica, aumenta la tincion bacteriana con el ioduro de propidio del acido nucleico
resistente a las células y causa la fuga de contenidos citoplasmicos (Tim-Cushnie et
al., 2014). Lo anterior sefiala que tal parece que los alcaloides tienen efectos muy
variados sobre las bacterias, lo que posiblemente sefiale mecanismos diferenciados

acorde a la estructura quimica.
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2.3. BACTERIAS EMPLEADAS EN LOS ENSAYOS

Al dominio Bacteria corresponden las células procariotas, una de cuyas caracteristicas
es la de carecer de membrana nuclear. Su importancia radica en el hecho de haber
desarrollado una pared celular o membrana externa que les confiri, desde el principio,
autonomia y proteccion con respecto a su medio ambiente. Desde entonces
constituyeron la forma de vida més abundante en el planeta en términos de biomasa y
namero de especies. Las bacterias pueden vivir en habitats extremos, se les encuentra
en las profundidades de la Tierra, sobreviviendo gracias al lento catabolismo del
carbono organico depositado en los sedimentos, y en las profundas fuentes

hidrotermales submarinas (Molina y Uribarren, 2017).

Las bacterias son agentes etioldgicos de numerosas enfermedades, al inicio del
siglo XX las enfermedades infecciosas eran una de las causas de muerte mas
frecuentes y, aunque se ha conseguido controlar a muchas de ellas con la consiguiente
disminucién de la mortalidad, pero aun hoy constituyen una de las principales causas
de muerte en paises subdesarrollados (Lizarbe-Iracheta, 2009). Sin embargo, también
existen infecciones bacterianas que aunque estan asociadas en menor frecuencia

como causa de muerte, son un problema de salud publica (Molina y Uribarren, 2017).

Cabe resaltar que, aunque ciertos microorganismos son los agentes
responsables de algunas enfermedades, la mayor parte de ellos no son perjudiciales
para el hombre (Lizarbe-Iracheta, 2009). Se estima que el intestino de un ser humano
adulto alberga entre 500 y 1 000 diferentes especies bacterianas. La mayoria de esos
microorganismos pertenecen al dominio Bacteria, que incluye tanto a bacterias Gram
negativas como Gram positivas (Molina y Uribarren, 2017), clasificados de esta
manera de acuerdo al bacteridlogo Hans Christian Joachim Gramen quien desarroll6
una técnica de coloracion diferencial para la observacion de bacterias, y la denomino
Tincién Gram (Mollinedo-Patzi y Gonzales-Villalobos, 2014). Las bacterias tefiidas de
azul-violeta se denominaron Gram positivas, y las tefiidas de rojo como Gram

negativas (Rodriguez y Arenas, 2018).

Los fundamentos de diferenciacion de las bacterias esta en la estructura de la
pared celular, ya que las bacterias Gram negativas tienen una pared celular delgada,
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y esta unida mediante lipoproteinas a otra membrana plasmatica externa, dicha
membrana es soluble en solventes organicos y la capa de péptidoglucano es muy
delgaday no retiene el complejo de cristal violeta, y por lo tanto no es posible su tincién

azul violacea (Mollinedo-Patzi y Gonzales-Villalobos, 2014).
2.3.1. Bacterias Gram positivas

La pared de las bacterias Gram positivas esta formada por una capa de péptidoglicano
separada de la membrana plasmatica por el espacio periplasmico. El constituyente
bésico de la pared celular es el péptidoglicano, éste estd formado por un esqueleto de
glicano en el que se alternan dos tipos de hidratos de carbono la N-acetilglucosamina
y el &cido N-acetilmuramico, que a su vez se une con cinco aminoacidos (tetrapéptido)
y a su vez se conecta con otro tetrapéptido, generando una estructura en forma de

jaula (Lizarbe-Iracheta, 2009).

También la pared celular bacteriana contiene acidos teicoicos (polimeros de
glicerol y ribitol unidos por grupos fosfato) que se unen covalentemente al hidroxilo de
la posicion 6 del &cido N-acetilmuramico o a los lipidos de membrana, denominandose
en este Ultimo caso acido lipoteicoico. Este tipo de enlace genera entrecruzamientos
covalentes entre las cadenas de glicanos, proporcionando una estructura compacta y
estable (Lizarbe-Iracheta, 2009) (Figura 11).

Acido teicoico . Acido lipoteicoico

gl — Peptidoglicano

Espacio periplasmico

—— Membrana celular

Figura 11. Envoltura celular de bacterias Gram positivas (Modificado de Cowan, 2012).
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El grosor de la capa de peptidoglicano suele ser muy superior al de las bacterias
Gram-negativas (Lizarbe-Iracheta, 2009). Entre los géneros que causan infecciones
en el hombre estan: Streptococcus, Enterococcus y Staphylococcus, los que incluyen
especies que en la actualidad han desarrollado resistenica a antimicrobianos (Morfin-
Otero et al., 2002).

2.3.1.1. Género Staphylococcus

Existen mas de 30 especies de estafilococos pertenecientes a la familia
Staphylococcaceae; el término Staphylococcus viene de la palabra griega Staphyle
gue significa racimo de uvas y coccus que significa grano, haciendo referencia a la
agrupacion que adquieren las bacterias cuando se observan a través de un

microscopio (Baos-Mufios, 2017).

Las bacterias de este género son de forma esférica, de aproximadamente 0.5 a
1.5 um de didmetro. Son bacterias inmoviles, no forman esporas, generalmente no
poseen capsula o la formacion de esta es limitada y, raras excepciones son anaerobias
facultativas (Llop et al., 2001; De Cueto y Pascual, 2009), son catalasa positivo (Baos-
Mufos, 2017). Por lo general se encuentran como parte de la flora normal de la piel y
mucosas (Rodriguez et al., 2005), predominando en las fosas nasales, nasofaringe y
en algunos casos el tracto urogenital (Garcia-Martos et al., 1997). En su relacién con

el oxigeno son aerobios-anaerobios facultativos (Llop et al., 2001).
Staphylococcus aureus

Esta bacteria fue denominada en 1984 por Rosenbach debido al pigmento amarillo-
dorado de sus colonias. Su principal reservorio lo constituyen las fosas nasales
anteriores, representando asi un factor de riesgo muy importante de infecciones

nosocomiales (Sejas-Claro et al., 2016).

Staphylococcus aureus tiene un diametro aproximado de 0.8 a 1.2 um (Ramirez-
Cuenca, 2005), es coagulasa positivo, crece formando colonias lisas, elevadas,
brillantes y de bordes enteros, de consistencia cremosa, con una coloracion
amarillenta a dorada debido a la produccion de un pigmento carotenoide. Algunas

cepas estan recubiertas por una capa de polisacaridos externos denominada slime o
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capsula mucoide, que confiere, en ciertas condiciones, una mayor capacidad de
adherencia (De Cueto y Pascual, 2009). La pared celular de la bacteria esté constituida
por peptidoglicano, cuyas cadenas laterales de aminoacidos se unen mediante
puentes pentapeptidicos (que en S. aureus son de pentaglicina) y acidos teicoicos
(ribitol en S. aureus y glicerol en S. epidermidis), los cuales han sido propuestos como
componentes importantes de la pared celular para la adherencia (Cisterna-Cancer y
Madariaga-Torres, 1986).

Es una bacteria considerada como oportunista, debido a que ocasiona
enfermedades al humano, principalmente cuando éste atraviesa lapsos de
vulnerabilidad que disminuyen la competencia de su sistema inmunolégico, y bajo las
condiciones Optimas es capaz de provocar afecciones en casi cualquier region
anatomica, lo cual refleja su conjunto de genes de virulencia que lo capacitan para
establecerse, reproducirse, sobrevivir y diseminarse en diversas clases de tejidos
(Gordon y Lowy, 2008).

El mecanismo de transmisién mas importante de esta bacteria es por contacto
directo (Sejas-Claro et al., 2016). Produce toxinas, tales como citotoxinas (a, B, oy Y
leucocidina de PV), toxina exfoliativa (ETA y ETB), enterotoxinas (A-E, G-I) y toxina
del sindrome del choque téxico TSST-1 (Zendejas-Manzo et al., 2014), ademas son
causantes del sindrome de la piel escaldada y el sindrome del shock téxico (Sejas-
Claro et al., 2016).

Es agente causal frecuente de infecciones leves localizadas en piel y tejido
subcutaneo, e intoxicaciones alimentarias en humanos (Gaona-Hernadndez, 2016).
También causa enfermedades sistémicas como, endocarditis, neumonia, artritis
séptica, osteomielitis, bacteriemias (Sejas-Claro et al., 2016), Ulceras cronicas, heridas
en fase de cicatrizacion o en la uretra de portadores de sonda (Marquilles-Bonet et al.,
2015) pudiendo entablar una relacion de huésped-portador asintomatico (Gaona-
Hernandez, 2016).

Staphylococcus aureus destaca como uno de los principales agentes causales
de infecciones intrahospitalarias a nivel mundial. Estas, como muchas otras bacterias,

producen altas concentraciones de (3-lactamasas, que inactivan a la mayor parte de
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los antibidticos clasificados como [B-lactdmicos, sin embargo, también resultan

resistentes a antibioticos clasificados como penicilinas (Gordon, 2008).

Una vez que ha iniciado un cuadro estafilocéccico, la evolucién del proceso
infeccioso es incierta, debido a la influencia de numerosas toxinas, enzimas y
componentes estructurales de la bacteria, asi como de ciertos elementos
predisponentes. De igual forma muchos de los genes asociados a la virulencia de S.
aureus son regulados por un efectivo sistema de quorum-sensing, que coordina su
comportamiento durante la colonizacion de los tejidos humanos y la aplicacién de

estrategias para su sobrevivencia (Garza-Velasco et al., 2013).

Como ya se anot0, esta bacteria tiene una compleja variedad de antigenos
celulares y extracelulares; asi mismo, algunas cepas son capaces de adquirir genes
gue las capacitan para producir ciertas toxinas y enzimas (enterotoxinas, penicilinasas)

gue le otorgan mayor patogenicidad (Gaona-Hernandez, 2016).
Staphylococcus epidermidis

Al igual que S. aureus, las bacterias de esta especie son de forma esférica, y se
agrupan de forma irregular. En agar sangre produce colonias color blanco, no
hemolitico y pueden medir de 1 a 2 um de diametro. Es negativo para manitol, B-
galactosidasa, coagulasa, y positiva para fosfatasa (Acero-Montafia y Marcela-Vargas,
2008), catalasa y ureasa; es anaerobia facultativa que puede crecer mediante la
respiracion aerobica o por fermentacién de hidratos de carbono como la glucosa y
sacarosa (Lopez-Edgar, 2013).

Es capaz de establecer una relacion comensal de por vida con los seres
humanos, encontrandose por primera vez en el Gtero, como lo demuestra su presencia
en el liguido amniotico. La piel del recién nacido sera colonizada en unos pocos dias
y a partir de entonces se convierte en parte de la microbiota “normal” residente de la
piel humana. Para persistir en la piel humana S. epidermidis ha desarrollado diversos
mecanismos para detectar y superar las caracteristicas fisicas y quimicas de la
defensa antimicrobiana del huésped. Tales mecanismos incluyen adhesinas de

superficie que permiten la union al huésped, sistemas para detectar péptidos
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antimicrobianos (AMP) y moléculas de comunicacién, mecanismos contra AMP y
estrategias de supervivencia contra la desecacion y el estrés osmaético (Sabaté-Bresco
et al., 2017).

Para que S. epidermidis cambie de un habitante normal de la piel humana a un
agente infeccioso requiere de un huésped predispuesto y por lo tanto, claramente debe
ser descrito como oportunista. En general, el éxito de esta bacteria como patdgeno se
atribuye a su capacidad para adherirse a las superficies y permanecer alli, bajo la

cubierta de un material extracelular protector (Vuong y Otto, 2002).

Es por ello que ahora se le reconoce como un patdégeno importante y es
considerado el agente causal de diferentes entidades clinicas, entre las que destacan,
infecciones urinarias intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de valvula nativa y

bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos (Garcia-Apac et al., 2003).

Las toxinas son los contribuyentes mas importantes de la virulencia agresiva,
en S. epidermidis se limita principalmente a las modulinas anfipaticas solubles en fenol
(PSM), estos son péptidos a, helicoidales, anfipaticos, caracteristicamente cortos y
tienen funciones proinflamatorias, y a veces citoliticas (Otto, 2009), igualmente varias
enzimas degradativas secretadas, en su mayoria proteasas, se unen a la virulencia
(Otto, 2014).

Muchas cepas tienen la capacidad de formar un biofilm o biopelicula, basada
en acido teicoico, el cual forma normalmente parte de la pared celular de estafilococo
(Brefia et al., 2009). La capsula del organismo, conocida como polisacarido de
adhesion intercelular (PIA), se compone de polisacéarido sulfatado, esto permite que
otras se unan a la biopelicula ya existente, creando una biopelicula multicapa,
disminuyendo asi la actividad metabodlica de las bacterias dentro de ellas (Lopez-
Edgar, 2013). Esta capa los protege de la accion de los neutrofilos y a su vez disminuye
la penetracion de los antibiéticos y los mecanismos de defensa del hospedador (Brefia
et al., 2009).
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2.3.1.2. Género Bacillus

El género Bacillus pertenece a la familia Bacillaceae, en la que principalmente se
encuentran microorganismos esféricos o bacilares esporulados, la mayoria claramente
Gram-positivos, dotados o no de capsula, méviles o inmdviles y aerobios, anaerobios
facultativos o anaerobios, se distinguen cinco géneros, Bacillus, Sporolactobacillus,
Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcina (Ruiz-Lépez y Pinzén-Lépez, 2009). Las
bacterias pertenecientes a esta familia se caracterizan porque todas forman esporas

en su proceso metabdlico (Bustillo, 1979).

Las esepcies de este género tienen un tamafio que varia de 0.5 a 2.5 um (Winn
et al., 2008), son méviles por la presencia de flagelos laterales (Cuervo, 2010). Las
colonias de Bacillus son de forma irregular y color crema, la apariencia de los bordes
de las colonias varia entre aserrada, lobulada, digitiforme y ondulada; las elevaciones
de la colonias suelen ser planas o0 acuminadas, en este Ultimo caso presentan el centro
mas elevado en forma de anillo, la consistencia suele ser seca pero también se
presentan colonias cremosas Yy ligosas. La gran mayoria presenta una superficie
opaca, las colonias de Bacillus presentan la caracteristica de formar un anillo

conceéntrico y borde irregular en el centro (Calvo y Zadiga, 2010).

Se encuentra ampliamente distribuido en los mas diversos habitats que incluyen
ecosistemas de agua dulce, marinos y el suelo, y sus especies estan muchas veces
asociadas a plantas (Calvo y Zufiga, 2010; Tejera-Hernandez et al., 2011). Los
miembros de este género se caracterizan por ser Gram-positivos, de forma bacilar,
catalasa positiva, aerobios estrictos o anaerobios facultativos y formadores de

endosporas (Tejera-Hernandez et al., 2011).

Este género de bacterias tienen la ventaja de poseer diversos mecanismos para
asegurar su sobrevivencia ante condiciones fisicas desfavorables, bajo estas
condiciones Bacillus spp. inicia una serie de respuestas para poder mantenerse en
estado vegetativo si estas respuestas fallan, se induce la esporulacion. La habilidad
de las especies de Bacillus de formar endosporas altamente resistentes les da una
ventaja competitiva muy importante en un ambiente como el suelo (Calvo y Zufiga,
2010).
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria metabdlicamente versatil, capaz de adaptarse
eficientemente a una amplia variedad de condiciones de estrés, como estrés por calor
o privacion de fosfato (Hahne et al., 2010), puede crecer en un intervalo amplio de
temperaturas (desde 15 hasta 55 °C), presenta motilidad, aerotaxis y velocidades de
crecimiento altas, sobrevive en concentraciones salinas hasta del 7% de NacCl,
produce una amplia variedad de antibiéticos y enzimas hidroliticas extracelulares. Es
una de las 40 especies reconocidas del género Bacillus, su identificacion es sencilla:
forma esporas termoresistentes, es catalasa y Voges-Proskauer positivo y la hidrélisis

del almidén es positiva (Monteros-Fernandez, 2005).

Esta bacteria puede expresar al menos cinco tipos de células distintas
(subpoblaciones), que a menudo se estudian en el contexto de la formacion de
biopeliculas. Cada uno de estos tipos de células esta asociado con un conjunto Unico
de fenotipos: motilidad, produccion de surfactina, producciéon de matriz, produccion de

proteasas y esporulacion (Gestel et al., 2015).

2.3.2. Bacterias Gram negativas

Este tipo de microorganismos tiene una envoltura celular que se caracteriza por una
estructura multilaminar. La membrana interna o citoplasmética consiste en una doble
capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas.
La capa siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con
un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas (Puerta-
Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010), la cadena peptidica est4 constituida por un
aminoécido proteico (L-Ala) y aminoacidos no proteicos (D-Ala, D-Gli y acido meso-
diaminopimélico). Las cadenas de glicano se unen estableciendo enlaces covalentes
a través de las cadenas de aminoacidos. De igual forma poseen una proteina de
membrana, la lipoproteina de Braun, que esta unida covalentemente al péptidoglicano
y se incluye en la membrana externa (Lizarbe-Iracheta, 2009).

La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que
incluyen lipopolisacaridos (LPS) en la parte mas externa, son un importante factor de
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virulencia de estas bacteria, lipoproteinas (que estan fijadas al peptidoglucano),
proteinas porinas multiméricas que facilitan el paso de diversas sustancias (incluidos
los antibidticos betalactamicos), y otras proteinas de la membrana externa (Puerta-
Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010) (Figura 12).

La estructura resultante de la pared de las bacterias Gram-negativas puede
funcionar como barrera protectora, reduciendo la permeabilidad a moléculas toxicas y
a antibiéticos y por tanto, disminuyendo su eficacia terapéutica (Lizarbe-lracheta,
2009).

Muchas bacterias de este tipo poseen estructuras complejas que irradian hacia
el exterior: los flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocion, las fimbrias (o
pili comunes), con importante funciébn como adhesinas y los pili sexuales, estructuras
presentes en las bacterias que contienen plasmidos conjugativos y que las bacterias
utilizan para mediar la transferencia conjugativa de ADN del plasmido (Lizarbe-
Iracheta, 2009).

Lipopolisacaridos Poleinas porinas
\ Fosfolipidos
Capa de membrana externa ¥} -

Proteina de membrana

Figura 12. Envoltura celular de bacterias Gram negativas (Modificado de Cowan, 2012).

Entre las familias que integran este grupo de microorganismos esta la
Enterobacteriaceae que constituye uno de los grupos mas grande y heterogéneo de
bacterias Gram-negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose

de forma wuniversal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como

formando parte de la flora intestinal normal de muchos animales ademas del hombre.
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Escherichia coli, el microorganismo mas prevalente de esta familia, es una de las
bacterias prototipicas sometidas a estudio, y géneros como Salmonella y Shigella,
entre otros, presentan una importancia clinica (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez,
2010).

2.3.2.1. Género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son anaerobios
facultativos; crecen bien en los medios de cultivo habituales, se han agrupado en las
especies S. enterica y S. bongori. Los serotipos causantes de enfermedad en animales
de sangre caliente pertenecen a la sub-especie enterica, y comparten mas de 90% de
su ADN. Sin embargo, tienen diferencias importantes tales como el rango de
hospederos a los cuales infectan y los sintomas clinicos de la enfermedad que

producen (Barreto et al., 2016).

Salmonella son bacilos Gram negativos, su tamafio varia de 0.7 a 1.5 pm de
ancho y 2 a 5 um de largo (Ellermeier y Slauch, 2006), aerobios y anaerobios
facultativos, no esporulados (Montalvo-Merino y Bravo-Delgado, s.f.), no capsuladas
(salvo Salmonella serotipos Typhi, Paratyphi O y Dublin), normalmente mdviles por
flagelos peritricos (excepto Salmonella serotipo Gallinarum), crecen bien en medios
ordinarios entre limites de pH 6-8, forman colonias circulares, planas, convexas y
brillantes (Alonso-Melero, 1994). Producen sulfuro de hidrogeno (H2S), fermentan
glucosa, pero no lactosa, no producen ureasa (Melara-Cruz y Salazar-Artiga, 2012),

son catalasa positivo y oxidasa negativa (Ramirez-Cuenca, 2005).

Las bacterias Salmonella spp. viven en el tracto intestinal de animales sanos,
principalmente, aves de corral, ganado vacuno y porcino, y animales domesticos
(tortugas, perros, gatos, roedores) sin provocar problemas de salud. En el medio
ambiente (heces), esta bacteria sobrevive durante mucho tiempo debido a su gran

resistencia a la baja actividad de agua (Elika, 2013).

Salmonella se transmite por la ruta fecal-oral, ya sea directamente, o bien
indirectamente, a traves de los alimentos (Barreto et al., 2016). Puede permanecer

viable en productos ricos en proteinas y grasas. Si los alimentos no se refrigeran
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rapidamente (el limite de crecimiento esta en 6°C) el microorganismo se multiplica, con
el consiguiente riesgo de contaminar los alimentos. Cuando las bacterias Salmonella
pasan de los animales hospedadores a los alimentos derivados (carne, huevos, leche)
es capaz de multiplicarse a una velocidad muy elevada, ya que puede duplicar su
namero cada 15 6 20 minutos si la temperatura ambiente supera los 30°C, ya que su
temperatura éptima de crecimiento es de 30-37°C. Por tanto, temperatura y tiempo son
dos factores claves en el desarrollo de Salmonella (Elika, 2013).

Salmonella Typhi

Salmonella enterica serotipo Typhi (Salmonella Typhi) es un bioserotipo de salmonela
adaptado estrictamente al hombre, que causa la fiebre tifoidea. Aunque esta infeccion
ha disminuido en los paises desarrollados, es muy frecuente en los paises con bajo
nivel sanitario (Barreto et al., 2016; Gonzélez-Lopez et al., 2007).

Es asi como S. enterica serovar Enteritidis (S. enteritidis) y S. enterica serovar
Typhimuirum (S. Typhimurium) poseen un amplio rango de hospederos y la mayoria
de las veces generan una enfermedad gastrointestinal en el ser humano, infeccion
sistémica en el ratdn y un cuadro crénico asintomatico en aves (Jurado-Jiménez et al.,
2010).

De acuerdo con la presencia de los antigenos O (lipopolisacarido), Vi
(polisacarido capsular) y H (flagelar) pueden actualmente serotiparse (Jurado-Jiménez
et al., 2010). Sin embargo, el potencial patogénico esta representado por S. enterica 'y

por sus mas de 2 600 serotipos descritos hasta la fecha (Barreto et al., 2016).

De las enfermedades transmitidas por alimentos, la salmonelosis es una de las
mas comunes y estd ampliamente distribuida en el mundo; se le considera un
problema de salud publica principalmente en los paises en desarrollo, en donde las
condiciones de saneamiento basico y de educacién sanitaria y ambiental son precarias
o inexistentes (Oliveira-Souza et al., 2010), generalmente contraida por el consumo de
alimentos de origen animal, principalmente carne, pollo, huevos y leche, y también por

vegetales contaminados con materia fecal (Diaz-Osorio et al., 2014).
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Salmonella es capaz de sobrevivir la acidez del estbmago y la alta osmolaridad
del intestino delgado, induce su internalizacion por las células epiteliales intestinales
del ileon y resiste la fagocitosis mediada por las células dendriticas y macrofagos,
logrando colonizar el tejido linfoide subyacente y los ganglios linfaticos mesentéricos
(Barreto et al., 2016).

Los macrofagos se consideran las células blanco de la infeccion, ya que la
bacteria se establece en un compartimiento acido conocido como la vacuola que
contiene a Salmonella, donde es capaz de evadir la actividad litica de los componentes
lisosomales, multiplicarse y propagarse en el tejido intestinal o en el resto del
organismo de su hospedero cuando se establece una infeccion local o sistémica,

respectivamente (Barreto et al., 2016).

Una vez que la persona ingiere salmonellas el desarrollo de la enfermedad va
a depender fundamentalmente de la cantidad de microorganismos ingeridos (indculo),
de su virulencia y de factores dependientes del huésped. El periodo de incubacion

suele ser variable, entre dos y tres semanas (Jurado-Jiménez et al., 2010).

Dependiendo del tamafio del in6culo, los factores de virulencia y el estado
inmunoldégico del paciente, puede ocasionar desde una infeccion gastrointestinal leve
y autolimitada hasta una enfermedad sistémica que llega a poner en peligro la vida del
paciente, afectando a personas de cualquier edad y condicidn social y que constituye
una de las causas mas comunes de gastroenteritis en los grupos mas vulnerables, los

nifios y los ancianos, en los que puede ocasionar la muerte (Diaz- Osorio et al., 2014).

Salmonella enterica serovar Typhi, cuando produce enfermedad, esta se
caracteriza por la fiebre prolongada, cefalea, mialgia, artralgia, anorexia, malestar
general, alteraciones del transito intestinal (diarrea o constipacion) y hepato y/o
esplenomegalia. Si no se trata, la enfermedad puede evolucionar por semanas o hasta
meses, resultando en complicaciones como perforacion intestinal, hemorragia y

confusiéon mental progresiva, pudiendo llevar a obito (Oliveira-Souza et al., 2010).

El cloranfenicol esta considerado como el medicamento de eleccion para el

tratamiento de la fiebre tifoidea. Sin embargo, diversas publicaciones han informado
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acerca de la resistencia de muestras de Salmonella Typhi a altas concentraciones de
cloranfenicol en diversos paises de Asia y Africa, en proporciones elevadas, como en
India (20%) y en Nigeria (25%) (Oliveira-Souza et al., 2010).

Uno de los factores que favorecen la persistencia de Salmonella en variados
ambientes es su capacidad de formar biopeliculas sobre diferentes tipos de
superficies, inertes y vivas. Esta habilidad contribuye a su supervivencia tanto en
ambientes hostiles como también en condiciones favorables para su desarrollo. Las
biopeliculas pueden formarse sobre una gran variedad de superficies (plastico, vidrio,
gomas, acero inoxidable, etc.) y son los biopolimeros extracelulares los responsables
de la adhesion de las células a las mismas (Barreto et al., 2016).

Salmonella es considerada una bacteria que se transmite frecuentemente a la
poblacién humana desde los animales y por lo tanto, tiene el riesgo asociado de
transferir determinantes de resistencia que se han seleccionado a través de las
mencionadas malas practicas veterinarias. Otro factor que puede explicar estos
hallazgos, es la presencia de los denominados plasmidios de virulencia-resistencia en
Salmonella, que codifican, tanto factores de resistencia antimicrobiana como factores
de virulencia y pueden existir procesos de co-seleccién de estos determinantes,

incluso en ausencia de antimicrobianos (Barreto et al, 2016).

2.3.2.2. Género Shigella

El género Shigella se incluye en la familia Enterobacteriaceae; los serogrupos de
Shigella estan divididos en flexneri, sonnei, boydii y dysenteriae, siendo Shigella
sonnei la especie endémica mas prevalente en paises desarrollados (Bridle, 2013;
Guevara et al., 2014).

Esta constituido por bacilos cortos Gram-negativos sin agrupacion, que miden
de 0.7 um por 3 pum; son inmoviles, no esporulan, ni presentan capsula (Ledn-Ramirez,
2002; Percival y Williams, 2014). Las shigellas son organismos anaerobicos
facultativos que crecen pobremente en condiciones anaerébicas. La temperatura
Optima para el crecimiento de Shigella es de 37°C, son capaces de tolerar condiciones

extremadamente acidas con pH de 2.5, por periodos cortos, prefieren crecer a un pH
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neutro o ligeramente alcalino con pH de 7.0-7.4 (Percival y Williams, 2014). Son
oxidasa negativos y fermentadores de la glucosa (Ledn-Ramirez, 2002).

Shigella sonnei

Shigella es una bacteria altamente enteroinvasiva; su habitat es el colon y el humano
es el principal reservorio. Se transmite a través de contacto directo o indirecto
(alimentos y liquidos contaminados, principalmente) con heces de personas infectadas
(Molina y Uribarren, 2015).

Los dos principales factores de virulencia de Shigella son sus técnicas invasivas
y propiedades toxigénicas, sin embargo, el papel exacto de la toxina producida por
Shigella ain no se ha definido (Percival y Williams, 2014). Su amplia resistencia a
antibioticos esta dada por la prescencia de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE)

y genes que codifican pili de tipo IV (Chung et al., 2015; Manera et al., 2017).

Las especies de Shigella son reconocidas por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como un problema mayor de salud publica. Es una de las principales
causas de diarrea en pacientes pediatricos en paises en desarrollo, mientras que en
paises desarrollados es causa de diarrea ocasional en nifios. Como la mayoria de
infecciones gastrointestinales, la shigelosis esta asociada con deficiencias en salud
ambiental y en la higiene personal (Bridle, 2013; Guevara et al., 2014).

Actualmente, existe un problema creciente universal respecto al aumento de
resistencia antibacteriana de Shigella spp. La rapida emergencia de cepas multi-
resistentes se debe en gran parte a su habilidad de adquirir y diseminar genes
exdgenos asociados con elementos genéticos moviles tales como plasmidos,

transposones, integrones e islas genémicas (Marcoleta et al., 2013).
2.3.2.3. Género Escherichia

Bacteria de la familia Enterobacteriaceae descrita por primera vez por Theodor
Escherich en 1885; es considerada la primera causa de diarrea bacteriana. Dicha
bacteria coloniza el intestino del ser humano al momento del nacimiento, pueden
transmitirse directamente de persona a persona, de animal a persona o indirectamente

a traves del agua o los alimentos contaminados (Ochoa et al., 2011).
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Las especies de este género son bacilos cortos, no esporulados, con fimbrias y
flagelos peritricos (Molina, 2010). En medios de cultivo solidos las colonias crecen de
forma circular, lisas, de bordes continuos; algunas cepas producen colonias mucoides
(Tay-Zavala, 2012).

Escherichia coli

E. colies un bacilo Gram negativo, movil, aerobio facultativo, oxidasa negativo,
reductor de nitritos, no espuralados, fermenta la glucosa con produccion de &cido y
gas (Fernandez-Ferran et al., 2003). Es un bacilo que puede medir entre 1.1 a 1.5 um
de diametro por 2 a 6 um de largo, disponiéndose aislados o en parejas (Faleiro-Naves,
2010; Ripodas et al., 2017), puede crecer a temperaturas que oscilan entre 7°C y 50°C,
con una temperatura 6ptima de 37°C, algunas pueden proliferar en alimentos acidos,
hasta a un pH de 4.4 (OMS, 2018).

La mayoria de las E. coli son comensales normales que se encuentran en el
tracto digestivo (Oliveros, 2013). Presenta tres antigenos: O, somatico (grupo); H,
flagelar (tipo) y K, de superficie (asociado al grupo) (Fernandez-Ferran et al., 2003).
Sin embargo, hay algunas cepas de E. coli que se han convertido en patégenas por la
adquisicion de factores de virulencia a través de plasmidos, transposones,
bacteriéfagos o islas de patogenicidad. Estas E. coli patdgenas pueden ser
categorizadas de acuerdo a serogrupos, mecanismos patogenicidad, sintomas
clinicos, o factores de virulencia (Oliveros, 2013). EI mecanismo patogénico que
ocasiona la diarrea es variable, y estd en dependencia del grupo o categoria de E. coli
gue infecte al individuo, por lo que puede existir: invasividad, adherencia a la superficie
de la mucosa, produccion de enterotoxinas y produccion de citotoxinas (Fernandez-
Ferran et al., 2003).

Los seis diferentes patotipos de E. coli diarrogénicas (DEC), son: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), que causa la diarrea del viajero y la diarrea del destete; E.
coli enteropatégena (EPEC), produce diarrea aguda principalmente en nifios; E. coli
enterohemorragica (EHEC 6 STEC), capaz de causar colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico; E. coli enteroinvasiva (EIEC), puede ocasionar brotes de diarrea

con sangre; E. coli enteroagregativa (EAggEC), causa diarrea persistente en nifios y
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E. coli de adherencia difusa (DAEC), que causa diarrea acuosa en nifios (Rivero et al.,
2004; Avila-Cortés et al., 2011; Ochoa et al., 2011).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC o ECEP)

Es un tipo importante dentro de las cepas diarreogénicas de E. coli y se asocia a
diarrea infantil, aguda o persistente, principalmente en paises en vias de desarrollo.
Fue descrito por primera vez en los EE. UU. en 1945 por Bray, quien refirid la
asociacion de cepas de Escherichia antigénicamente homogéneas con brotes de
diarrea infantil (diarrea de verano) en Inglaterra. A partir del Segundo Simposio
Internacional sobre EPEC realizado en San Pablo, Brasil en 1995, se acepto la
definicion de que las “EPEC son cepas diarreogénicas de E. coli que producen en las
células intestinales lesiones histopatologicas de tipo A/E adherencia y borrado o
esfacelamiento (“adhesion and erase”) y que no producen toxinas tipo Shiga (Varela
et al., 2007).

De manera distintiva, todas las cepas de EPEC contienen una isla de
patogenicidad denominada LEE en el cromosoma bacteriano (como ECEH), mientras
gue sélo los aislamientos mas virulentos codifican al plasmido EAF. Las cepas tipicas
presentan el patron de adherencia localizada (LA, localized adherence) sobre cultivos
de células epiteliales, mientras que las cepas atipicas poseen adherencia semejante
a la localizada (LAL), adherencia difusa o, en algunos casos, adherencia agregativa
(Vidal et al., 2007).

Actualmente, el patotipo EPEC se divide en EPEC tipico (tEPEC) y EPEC
atipico (aEPEC), basado en la presencia del factor de virulencia, asociado a la
adherencia y codificado en el pldsmido denominado E. coli-adherence-factor (EAF),
presente en tEPEC y ausente en aEPEC. Ambos grupos producen una lesion
caracteristica en las células intestinales conocida como A/E de adherencia y borrado
de las micro vellosidades, que resulta de la accion cooperativa de proteinas
codificadas en un isla de patogenicidad denominada locus of enterocyte

effacement (locus LEE) (Silveyra et al., 2015).
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Escherichia coli enterohemorréagica (EHEC O ECEH)

Se define como un patotipo que produce toxina Shiga (Stxs o Stx el factor clave de
virulencia, también conocida como verotoxina (The Center for Food Security and Public
Health [CFSPH], 2010). La toxina se libera a través de la lisis mediada por fagos
lambdoides en respuesta al dafio en el ADN y la respuesta SOS por lo que el uso de
antibioticos esta contraindicado pues induciria la liberacion de la toxina que tiene como
blanco el ARNr 28s, para cesar la sintesis de proteinas eucariotas, o que conduce a
la muerte celular (Oliveros, 2013), y que ademas posee la isla de patogenicidad LEE
(CFSPH, 2010) (locus de destruccion del enterocito y en inglés, locus of enterocite
effacement) que codifica para una sistema de secrecion tipo Il y proteinas efectoras.
E. coli O157:H7 es el serotipo més frecuente de ECEH aislado de personas enfermas

en Norteamérica, Europa y Japon (Oliveros, 2013).

La toxina Stx es producida en el colon y viaja via sanguinea al rifidn, donde
dafia las células endoteliales renales y ocluye la microvasculatura a través de una
combinacion de toxicidad directa y la induccién de citosina local y produccion de
quimiocinas, resultando en una inflamacién renal (Oliveros, 2013); induce apoptosis
de células epiteliales intestinales, ademas media dafio local en el colon, que resulta en
diarrea hemorragica, colitis hemorragica, necrosis y perforacién intestinal. En
ocasiones, la colitis hemorragica deriva en sindrome urémico hemolitico (SUH), una
causa importante de insuficiencia renal aguda en nifios y morbilidad y mortalidad en
adultos (CFSPH, 2010).

Los humanos adquieren la ECEH por contacto directo con los portadores
animales, sus heces (via fecal-oral) y el suelo o agua contaminados, o a través de la
ingestion de carne molida mal cocida, otros productos derivados de animales o
vegetales y frutas contaminadas. Las aves y las moscas son vectores potenciales. La
dosis infectiva es muy baja, lo cual incrementa el riesgo de contraer la enfermedad
(CFSPH, 2010).
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Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC o ECET)

Es el agente asociado con mayor frecuencia a diarrea infantil en el mundo y con
mayores tasas de mortalidad y morbilidad en nifios menores de 5 afios después de
rotavirus. Ademas, se le reconoce como el agente mas frecuentemente asociado a la
diarrea del viajero (Gémez-Duarte, 2014). En México, esta bacteria se ha aislado hasta
en un 70% de los casos y su desarrollo se relaciona con zonas donde la higiene es

precaria (Chavez-Bravo et al., 2007).

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o
fimbrias que tienen diversas formas denominadas antigenos del factor de colonizacion
(CFA) (en inglés, colonization factor antigens). Su patogenicidad involucra factores de
colonizacion, expresion de adhesinas intestinales, siendo su principal mecanismo la
sintesis de alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina
termoestable (ST) que contienen mdultiples residuos de cisteina que le confiere
estabilidad (Rodriguez-Angeles, 2002), ambas toxinas pueden manifestarse juntas o
s6lo una de ellas para causar dafio a las células epiteliales (Chavez-Bravo et al., 2007,
Gomez-Duarte, 2014).

Las toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP y cGMP
respectivamente, que se encuentran en la membrana de las células intestinales,
provocando la salida de agua y también iones. La enfermedad tiene un periodo de
incubacion de 14 a 50 h, el cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda,
generalmente sin sangre, sin moco, Sin pus y en pocos casos se presentan fiebre y
vomito. La diarrea producida por ETEC puede ser leve, breve y autolimitada pero

también puede ser grave (Rodriguez-Angeles, 2002).
Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC o ECEI)

Histéricamente, EIEC se describié por primera vez en 1944, cuando se llamod
Paracolon bacillus, pero luego se identifico como E. coli 0124 (Lan et al., 2004). La
cepa de EIEC es descarboxilasa negativa, no movil y lactosa negativa (Rodriguez-
Angeles, 2002). Presenta una distribucion mundial y se ha reportado como causa

frecuente de diarrea en distintos lugares del mundo (Molina y Eslava, 2015),
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produciendo diarrea con sangre que como sucede con otros agentes invasivos puede
ir precedida por una diarrea acuosa inicial (Fernandez-Ferran et al., 2003)
acompafada de sangre y moco (Farfan-Garcia et al., 2016), de igual manera puede
causar una colitis inflamatoria invasiva y, en ocasiones, disenteria (Karper et al., 2004);
dichas cepas se internalizan y reproducen dentro del citoplasma de las células
epiteliales, a las que destruyen y de igual forma penetran a los macréfagos (Molina y
Eslava, 2015).

Las EIEC estan relacionadas bioquimica, genética y patogénicamente con
Shigella spp. (Robins-Browne y Hartland, 2002; Karper et al., 2004; Lan et al., 2004).
Estudios filogenéticos de RNA ribosomal y de analisis de ADN de los plasmidos de
virulencia indican que EIEC es un ancestro cercano a Shigella (Gémez-Duarte, 2014).
Las EIEC se distinguen de Shigella por algunas pruebas bioquimicas menores, pero

estos patotipos comparten factores de virulencia esenciales (Karper et al., 2004).

Las cepas de EIEC se asocian mas a brotes que a casos aislados, en lo que la
transmision puede ser de persona a persona, por ingestién de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patégeno importante en nifios sobre seis meses de
edad. En los individuos infectados, EIEC evade la respuesta inmune porque entra
facilmente a las células epiteliales del colon por medio de adhesinas (Farfan-Garcia et
al., 2016), para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades
de la mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar por
endocitosis a la célula, y posterior multiplicacién de la bacteria dentro de la célula y
diseminacién a células sanas adyacentes. Ademas de tener la capacidad de elaborar
una o mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccion de diarrea
(Rodriguez-Angeles, 2002; Robins-Browne y Hartland, 2002).

A pesar de que las EIEC son invasivas, la diseminacion de la bacteria mas alla
de la submucosa es rara. Gran parte de su patogenia parece ser el resultado de los
multiples efectos de su sistema de secrecion de tipo Il transmitido por plasmidos, que
secreta multiples proteinas, que median los eventos de sefializacion epitelial, los
reordenamientos del citoesqueleto, la captacion celular, la lisis de la vacuola endocitica

y otras acciones (Karper et al., 2004).
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Aungue el sistema de secrecion tipo Ill ampliamente caracterizado es esencial
para la caracteristica invasiva de dicha especie, se han descrito factores de virulencia
adicionales, que incluyen la serina proteasa SepA codificada por plasmidos, el sistema
de adquisicion de hierro con aerobactina codificado cromosOmicamente y otras
proteasas secretadas que estan codificadas por genes presentes en islas de
patogenicidad (Karper et al., 2004).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC o ECEA)

Entre las diferentes categorias de E. coli destaca E. coli enteroagregativa (ECEA),
asociada con casos de diarrea aguda o persistente en nifios y adultos tanto en paises
en desarrollo como en paises desarrollados, y han sido identificadas como la causa de
varios brotes a nivel mundial (Arias et al., 2004; Karper et al., 2004; Molina y Eslava,
2015; Farfan-Garcia et al., 2016). El sitio blanco de dafio de EAEC puede ser la
mucosa del intestino grueso y delgado, con un periodo de incubacién de menos de

ocho horas y puede durar hasta 18 o 20 dias (Rodriguez-Angeles, 2002).

Las cepas ECEA derivan su nombre de la forma de adherencia que presentan,
la que se caracteriza por la formacion de estructuras conocidas como fimbrias de
adherencia-agregativa (AA: aggregative- adherence) a células HEp-2 y HelLa descrito
como “apilacion de ladrillos” (Farfan-Garcia et al.,, 2016), estas estructuras estan
relacionadas con la familia de adhesinas fimbriales (Dr). Cabe sefialar, sin embargo,
gue no todas las cepas de ECEA se adhieren gracias a las frimbrias AA. Una proteina
recientemente descrita llamada dispersina forma una capa poco asociada en la
superficie de las cepas de ECEA y parece contrarrestar los fuertes efectos agregantes
de la adhesina AA, quizas facilitando la propagacion a través de la superficie de la

mucosa o la penetracién de la capa mucosa (Karper et al., 2004).

Estudios realizados sugieren tres etapas en la infeccion: 1) adherencia a la
mucosa intestinal mediante fimbrias de adherencia agregativa u otros factores; 2) la
estimulacién de la produccién de moco, con la formacion de una biocapa en la
superficie de la mucosa; y 3) toxicidad hacia la mucosa, que se manifiesta por la
liberacion de citocinas, exfoliacion celular, secrecion intestinal e induccion de la

inflamacion de la mucosa (Molina y Eslava, 2015).
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Esta bacteria presenta una proteina llamada Pet (plasmid-encoded toxin) toxina
codificada por el plasmido, la cual tiene la capacidad de producir efecto citopatico en
células Hep-2, caracterizado por arredondamiento y desprendimiento de las células
asi como contraccion del citoesqueleto y pérdida de fibras de actina, se ha descrito
también la proteina Pic que esta codificada en el genoma y que tiene actividad de
proteasa (Rodriguez-Angeles, 2002).

Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC o ECAD)

Este patotipo se puede aislar tanto de personas sanas como en personas con diarrea,
siendo mas importante en niflos de 4 a 5 afios (Rodriguez-Angeles, 2002),
asociandose a procesos diarreicos de tipo agudo, sin embargo tanto adultos como
nifios pueden ser portadores asintomaticos. Los principales sintomas que se presentan
son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos. Dentro de las principales caracteristicas
observadas en la patogénesis de DAEC se encuentran la union mediante adhesinas a
la mucosa intestinal, formacion de microcolonias tipicas en forma de ladrillos apilados,
la produccion de citotoxinas y enterotoxinas, y el desarrollo de una inflamacion grave

de la mucosa (Farfan-Garcia et al., 2016).

Las cepas de DAEC expresan: adhesinas afimbriales (Afa), involucrada en la
adherencia difusa y adhesinas fimbriales (Dr) (Farfan-Garcia et al., 2016). Dichas
cepas se definen por la presencia de un patron caracteristico y difuso de adherencia a
las monocapas de células HEp-2, observandose la induccién de algunas proyecciones
de la membrana celular (Riveros et al., 2011). Estas bacterias inducen un efecto
citopético que se caracteriza por el desarrollo de extensiones celulares largas, que
envuelven las bacterias adherentes (Karper et al., 2004).

Las adhesinas se encuentran en la superficie de la membrana externa de la
bacteria, confiriendole el principal mecanismo de patogenicidad. Se subdividen en dos
clases, la tipica Afa/DrECAD vy la atipica Afa/DrECAD que tienen como caracteristicas
la misma organizacion genética y la unién al factor de aceleracién (hDAF: human

decayaccelerating factor) (Farfan-Garcia et al., 2016).
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2.3.2.4. Género Pseudomonas

Las especies que se encuentran en esté género, son bacilos aerobios, no
fermentadores de la glucosa, catalasa positivos, con flagelos polares, que no forman
esporas. Algunas especies son psicrofilos, es decir son capaces de vivir a bajas
temperaturas (Pinzon-Junca, 2019). Algunas de las especies que se encuentran en
este género son, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri, P. alcaligenes, P. aeruginosa,
siendo esta ultima la de mayor importancia médica (Mallolas-Masferrer y Vila-Estapé,
2002).

Pseudomonas aeruginosa

Fue aislada en cultivo puro de heridas cutaneas por primera vez en 1882 por Carle
Gessard (Lujan-Roca, 2014). Esta bacteria puede ser parte de la flora normal en los
humanos (Gomez-Alvarez et al., 2005) aunque la prevalencia de colonizacion en
individuos sanos fuera del ambiente hospitalario es relativamente baja (0-24 %) (Batlle-
Almodévar et al., 2005). En su gran mayoria, las infecciones ocasionadas por P.
aeruginosa estan relacionadas al ambiente hospitalario, constituyendo un grave
problema clinico, de la cual se han descrito infecciones en pacientes quemados, con

infeccion de tracto urinario, con cancer, neutropénicos y neonatos (Lujan-Roca, 2014).

Es un bacilo muy versatil, es oxidasa positiva, no fermentador y puede crecer a
temperaturas superiores a 42°C (Gémez Alvarez et al., 2005; Lujan-Roca, 2014). Las
cepas de esta especie presentan un caracteristico color verde brillante, debido a la
produccion de los pigmentos piocianina, de color azul, y pioverdina, de color amarillo

fluorescente, los cuales juntos le dan dicha coloracion (Lujan-Roca, 2014).

Se trata de un bacilo recto o ligeramente curvado (Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo, s.f.) que puede medir 1.5 a 5 um de largo y, un
diametro de 0.5 a 1.0 um (Ruiz-Martinez, 2007), en relacion con su metabolismo, es
aerobio (aunque puede desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato),
catalasa positivo y oxidasa positivo (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el

Trabajo, s.f.). Es un bacilo no formador de esporas, méviles, debido a la presencia de
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un flagelo polar o en ocasiones hasta tres flagelos. La morfologia colonial tipica es
alargada y plana, con el centro elevado (Ruiz-Martinez, 2007).

Psuedomonas aeruginosa produce una amplia variedad de factores de
virulencia y causa un amplio espectro de enfermedades por lo tanto, la patogénesis de
esta bacteria puede ser descrita como multifactorial (Andueza et al., 2015; Lujan-Roca,
2014). Algunos de estos factores son el flagelo, fimbrias (pili), matriz exopolisacarida,

toxinas, exoenzimas y biopeliculas (Lujan-Roca, 2014).

Es intrinsecamente resistente a diversas clases de antibioticos que no guardan
relacion estructural entre si (Lujan-Roca, 2014). Entre los mecanismos intrinsecos se
encuentra la reduccion de la permeabilidad que tiene la membrana plasmatica a los
antimicrobianos (Ossa-Giraldo et al., 2014), dada principalmente por las bombas de
expulsion, estas son complejos enzimaticos de membrana, que expulsan de la célula
detergente y sustancias anfipaticas que de otra manera destruirian la bacteria. Uno de
estos complejos es el llamado MexAB_OprM, el cual se compone de una proteina
bomba en la membrana citoplasmatica, una proteina ligadora en el espacio
periplasmico y un canal de salida en la membrana externa, este complejo tiene la
capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y en contra de un gradiente de
concentracion: B-lactamicos, cloranfenicol, quinolonas, macrélidos, novobiocina,

sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim (Gémez-Alvarez et al., 2005).

La farmacorresistencia de este microorganismo esté relacionada con diferentes
mecanismos tales como presencia de 3-lactamasas y alteraciones de la permeabilidad
de membrana dadas por la presencia de bombas de expulsion y las mutaciones de las
porinas transmembranales (Gomez-Alvarez et al., 2005; Gonzales-Escalante et al.,
2013).

Pseudomonas aeruginosa posee una B-lactamasa cromosomica inducible tipo
AmpC, que produce resistencia a piperacilina, aztreonam, ceftazidima y cefepima.
También posee B-lactamasas plasmidicas, carbapenemasas tipo metalo-p-lactamasas
y una nucleotidil-transferasa y acetil-transferasa, que acttan sobre los
aminoglucoésidos. Otro mecanismo de resistencia de esta bacteria es la alteracion de

los sitios blanco de los antimicrobianos como ocurre con las fluoroguinolonas, en los
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cuales se han observado mutaciones sobre el gen gyr que codifica la subunidad A de
la enzima ADN girasa, ademas de la alteracion de las porinas, que impide la entrada
del compuesto al microorganismo (Ossa-Giraldo et al., 2014).

Las mutaciones de porinas transmembranales son muy importantes en la
resistencia a los antibidticos, ya que limita la penetracion de pequefias moléculas
hidrofilicas, excluye las moléculas mas grandes, por eso es que solo pequefios
antibiéticos hidrofilicos tales como los B-lactamicos y las quinolonas pueden atravesar
la membrana externa a través de canales acuosos constituidos en el interior de unas
proteinas designadas porinas. Las bombas de eflujo forman un sistema eficiente de
expulsién de los antibidticos, dichas bombas pertenecen a la familia resistance-
nodulation-division (RND) (Lujan-Roca, 2014).

Ademas, posee la capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia via
mutaciones (Lujan-Roca, 2014) y su tendencia a colonizar superficies en forma de una
biocapa la convierten en impermeable a las diversas concentraciones terapéuticas de
los antibibticos. Por otra parte, este patdégeno presenta plasmidos de resistencia, los
cuales puede transferir por medio de procesos bacterianos de transduccion y
conjugacion (Batlle-Almodévar et al., 2005).

2.4. TOXICIDAD

En la naturaleza existen numerosas sustancias, no so6lo inorganicas como compuestos
arsenicales, de plomo, de radio, etc., sino también biolégicos, como toxinas
bacterianas, micotoxinas, alcaloides, glucésidos y muy diversas biotoxinas,
sintetizados como productos metabdlicos o0 como sustancias defensivas contra
depredadores (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn, 2009), producidos por plantas,

bacterias, microhongos y hongos, etc.

Para referirnos a la toxicidad de una sustancia o comparar entre si dos toxicos,
es necesario utilizar ciertos criterios o parametros de toxicidad que proporcionen una
indicacion de la peligrosidad de dichas moléculas sobre los humanos o cualquier otro
organismo. Se pueden distinguir tres tipos de parametros o criterios de toxicidad:

indices de toxicidad, los cuales se determinan en el proceso de evaluacion
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toxicoldgica; limites tolerables de exposicidon y concentraciones maximas permisibles
(Pla et al., 2012).

El indice de toxicidad es una medida cuantitativa de la toxicidad de una
sustancia determinada experimentalmente en animales de laboratorio; se distingue
entre indice de toxicidad aguda e indice de toxicidad para dosis repetidas (toxicidad
subcronica y cronica) (Pla et al., 2012). Es aguda cuando se refiere a una gran dosis
de compuestos toxicos pero de corta duracion, cuyos efectos son fatales por lo
general, y la crénica, ocasionada por bajas concentraciones durante largos periodos.
Las pruebas de toxicidad aguda son cortas y permiten estimar las concentraciones de
los compuestos que causan una respuesta en un tiempo determinado, tales como la
concentracion letal media (CLso), a la cual muere el 50% de los organismos en
diferentes tiempos, y la concentracidén efectiva (EC), que es aquella que causa un

efecto que no es la muerte (Pinilla-Agudelo, 1998).

La intensidad de toda reaccion quimico-bioldgica y, por tanto, téxica, depende
de una serie de circunstancias, como pueden ser: la dosis y, consecuentemente, la
concentracion a la que el producto libre y activo se encuentra en el lugar del receptor,
de igual forma, la capacidad del toxico para atravesar las barreras bioldgicas hasta
llegar a los receptores sin sufrir destruccion o eliminacién y las condiciones de
sensibilidad del receptor; estas circunstancias son, a su vez, funcién de una serie de
factores que modifican a su vez la toxicidad de un producto como son: los factores
exdgenos o del medio, factores enddgenos del individuo, condiciones de la absorcion,

cambios crono y cosmobioldgicos, etc. (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn, 2009)

Las plantas medicinales pueden ser toxicas de acuerdo al tipo de metabolitos
secundarios que producen y esta toxicidad puede variar dependiendo de distintos
factores que se ralacionan con el tipo y cantidad de compuestos quimicos, las
variaciones climaticas y la época del afio ya que pueden influir en la composicion cuali
y cuantitativa de sus principios activos, lo que influye también el efecto de la parte de
la planta utilizada (Rios et al., 2012).
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Aunque la variedad de metabolitos secundarios que producen las plantas es
muy amplia, existen algunos grupos que predominan o0 que tienen una mayor
relevancia toxicolégica como pueden ser los nitratos, glucésidos cianogénicos,
glucosidos cardiotoxicos, alcaloides pirrolizidino, lectinas, inhibidores de proteasa,

oxalatos, saponinas y taninos (Diaz-Gonzalez, 2010).

Desde 1982 se han venido desarrollando bioensayos para la determinacion de
la toxicidad con la utilizacion de “camarones de mar” (Artemia salina); los cuales son
utilizados como via inicial de tamizaje toxico de extractos crudos, fracciones y
compuestos depurados, principalmente de plantas, para discriminar aquellas muestras
de elevada toxicidad. Debido a que presenta buena correlacion con la toxicidad in vitro,
ha demostrado ser un método adecuado para poner de manifiesto metabolitos
secundarios relacionados con actividades biologicas interesantes (Galvis-Garcia et al.,
2012).

El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la
muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método, en el
cual se determina el valor de la concentracion letal media (CLso) de compuestos y
extractos en medio salino, ha sido utilizado para la deteccién de toxinas de hongos y
cianobacterias, toxicidad de extractos de plantas, metales pesados y para predecir
citoxicidad de compuestos puros, de igual forma ha sido empelado con eficiencia para
detectar componentes con accion citotoxica. Con vistas a correlacionar la accion toxica
mostrada por extractos de plantas con otras actividades biolégicas o con la presencia
de determinados componentes quimicos; varios autores reportan una clasificacion de
la toxicidad segun el valor de la CLso del extracto. Aunque estas clasificaciones poseen
variaciones entre si, todas coinciden en agrupar los extractos con CLso inferiores a 100
pug/mL en las categorias de mayor toxicidad, mientras, los que muestran valores
superiores a 1 000 pug/mL se clasifican como no toxicos (Fernandez-Calienes et al.,
2009).

Artemia spp. son pequefios camarones de cuerpo blando, de color carmelita y
transparentes a la luz; pertenecen al Phylum Arthropoda, clase Crustaceae, subclase

Branchiopoda. Se conocen comunmente por el nombre de artemia, también llamados

53



“‘monos de mar” o “brine shrimp” en inglés. El género Artemia esta compuesto por
varias especies, de las cuales se han identificado al menos cinco especies bisexuales
y varias poblaciones partenogenéticas, entre ellas Artemia salina Leach, Artemia
persimilis Piccinelli y Prosdocimi, Artemia franciscana Kellogg (bisexuales) y Artemia
partenogenetica Bowen y Sterling. Estas especies se encuentran distribuidas en todo
el mundo en aguas de elevada salinidad, pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35°C.
Se alimentan de algas y bacterias y son fuente de alimento para peces, pajaros y varios

invertebrados (Pino-Pérez y Jorge-Lazo, 2010).

Las hembras producen huevos que, en condiciones externas favorables,
eclosionan produciendo larvas de un tamafio aproximado de 1 mm. Los huevos
también pueden formar quistes y permanecer en esta forma por un afio o mas. Las
artemias se convierten en adultos transcurridas 6 a 8 semanas, alcanzando un tamafio
promedio de 7 mm. Artemia es el Unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobidtico (quistes) esta disponible comercialmente de manera continua, como
fuente de alimentos para peces y crustaceos en acuicultura. Esto ha constituido un
elemento clave en su utilizacion en ensayos bioldgicos. Por razones practicas, las
especies con un estado criptobidtico, durante su ciclo de vida son mas adecuadas para

el desarrollo de un bioensayo estandar (Pino-Pérez y Jorge-Lazo, 2010).

Algunas de las ventajas al utilizar este método son: que no hay necesidad de
mantener una colonia viva permanentemente, las pruebas pueden realizarse donde y
cuando sea necesario y se dispone siempre de un numero suficiente de individuos de
la misma edad y condicion fisiologica. El ensayo permite la evaluacion rapida y
conveniente de extractos, ademas de comparar varias partes de la planta y establecer

variaciones estacionales en plantas individuales (Pino-Pérez y Jorge-Lazo, 2010).

La importancia de conocer la toxicidad tiene relacién con el consumo de la
mayoria de las plantas medicinales en todo el mundo se realiza sin receta, con escasa
informacion para el consumidor y muchas veces sin controles suficientes para
garantizar la calidad de los productos comercializados. La Oficina de Drogas y
Alimentos de Estados Unidos (Food and Drug Administration: FDA) ha informado de

185 muertes, en un periodo de cinco afios, asociadas al consumo de plantas
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medicinales, por ello en los Ultimos afos, estas han empezado a tener una regulacion
mAas estricta por parte de las autoridades, principalmente por la existencia de informes
de toxicidad en la literatura cientifica (Rios et al., 2012).
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lIl. ANTECEDENTES

La informacion acerca de las especies utilizadas en esta investigacion es escasa, por
ello se buscaron publicaciones en la bibliografia especializada en donde emplean
algunas especies del género. En la busqueda de informacion especializada sobre la
especie G. stolzeana, hasta el momento no se ha encontrado ningun reporte de
investigacion, por lo que se describen algunos trabajos realizados con géneros

pertenecientes a la familia:

Pereira Da-Silva y Antunes De-Paiva (2012) identificaron grupos de metabolitos
secundarios en distintos clados pteridofiticos, permitiendo asi, inferir posibles efectos
terapéuticos. Su andlisis lo realizaron con extractos hidroalcohdlicos de frondas de
adultos y expandidos estériles de Phymatodes scolopendria, y fértiles y estériles de
Nephrolepis pectinata y Thelypteris dentata, estos fueron acondicionados en bolsas
plasticas humedecidas, para posteriormente lavarlo, fragmentarlo y parte del material
fue estabilizado en invernadero con ciclo de aire a la temperatura de 45°C por 72h.
Las pruebas fitoquimicas se realizaron en drogas frescas y deshidratadas para todas
las especies, bajo la metodologia de Matos (1988). De acuerdo con las pruebas
realizadas, obtuvieron que, los metabolitos encontrados en los extractos
hidroalcohdlicos, tanto de material fresco como seco, fueron los taninos condensados,
catequinas y saponinas. Los autores de acuerdo a literatura consultada pudieron
relacionar la utilizacién de la fronda de Nephrolepis pectinata para actividades

hemostéticas y el uso de Thelypteris dentata para problemas estomacales.

Raj et al. (2011) estudiaron la morfologia, bioquimica y bioactividad de las
glandulas epidérmicas del morfotipo glandular de Christella parasitica. La recolecta del
material la realizaron en Kakachi Tirunelveli Hills en los Ghats Occidentales de India,
los estudios morfolégicos los llevaron a cabo utilizando un microscopio 6ptico y un
electronico de barrido; el extracto lo obtuvieron con acetona, el andlisis de actividad
antibacteriana lo llevaron a cabo por el método de disco de papel filtro; también
realizaron un estudio de toxicidad utilizando larvas de mosquito y renacuajos de rana.

En los estudios microscopicos encontraron que las glandulas se distribuyen sobre la
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superficie inferior de la costa y venas, y se encontraban en mayor numero en hojas
jovenes, de igual forma, observaron que las glandulas eran de color naranja brillante y
alargadas, con superficie lisa y apice apiculado. Entre los grupos de metabolitos
secundarios identificaron alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides, saponinas,
taninos y azucares. El extracto mostro actividad antibacteriana contra Staphylococcus
albus, S. aureus y Pseudomonas aeruginosa; el estudio de toxicidad, mostré que los
extractos en diferentes concentraciones produjeron alta mortalidad en los dos tipos de

larvas utilizadas.

Vincent y Kanna (2007) probaron la actividad antimicrobiana de extractos
acuosos y de acetona de las glandulas epidérmicas de los helechos, Christilla
parasitica y Cyclosorus interuptus, sobre Salmonella Typhi. Los helechos fueron
colectados en Ghats Occidentales del Sur de India; se dejaron secar bajo sombra,
posteriormente las frondas se sumergieron tanto agua y acetona para disolver las
glandulas epidérmicas. Este extracto se concentré por destilacion y se seco a
temperatura ambiente. Realizaron el estudio antibacteriano utilizando el método de
difusién en disco de Kirby-Bauer. Los resultados mostraron que los extractos de
acetona de ambos helechos muestran un efecto notable en S. Typhi cuando se usan

individualmente, pero los acuosos no.

De la especie A. amplum tampoco se encontraron reportes especializados, pero

si existen estudias acerca de especies del mismo género:

Muhammad-Saqib et al. (2014) realizaron un estudio evaluando las propiedades
fitoquimicas, antibacterianas y antifingicas de extractos obtenidos de Adiantum
capillus-veneris, con metanol, etanol, agua, acetato de etilo y hexano de hojas, tallos
y raices, colectado en diferentes areas de Swat y Peshawar en Pakistan, contra cepas
bacterianas de Citrobacter freundii, E. coli, Providencia sp., Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, S. Typhi, Shigella sp., Vibrio cholerae, P. aeruginosa y S. aureus,
obtenidas de los laboratorios del hospital Lady Reading, Peshawar y el Consejo de
Investigacion Cientifica e Industrial de Pakistan. También se ensayaron los hongos
Candida albicans, Pythium, Aspergillus flavis, A. niger y Trichoderma sp., del

laboratorio de microbiologia de la Universidad de Abasyn Peshawary. Para la
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obtencion de los extractos, se separaron y molieron las estructuras, se remojaron 100
g de cada parte vegetal en un litro con cada solvente durante 24 h a 25°C, después se
rotoevaporaron. Se determinaron los valores de: cenizas de toda la planta se obtuvo
por el método de Premnath et al. (2012); humedad determinada por el método de
Ashutosh et al. (2009), y el redimiento (valores extractivos) de cada unos de los
extractos obtenidos mediante el método de Singh et al. (2013). También realizaron
diferentes tipos de pruebas fitoquimicas para detectar la presencia de diferentes
grupos de metabolitos. Realizaron el método FTIR (espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier), para todos los extractos en forma seca por el método de
Meenambal et al. (2012). La actividad antibacteriana de los quince extractos de A.
capillus-veneris la evaluaron por el método de difusion en disco de Janovska et al.,
(2003) con algunas modificaciones, también realizando una prueba de sensibilidad a
catorce antibidticos; la evaluacion de la actividad antifungica de los extractos, la

llevaron a cabo por el método de difusion en pozos de Mbaveng et al. (2008).

El mayor valor de extraccién correspondio al de metanol de hoja con 35% vy el
de menor porcentaje fue el de hexano de tallo con 2.75%. Las pruebas fitoquimicas
mostraron alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides, en todos los extractos,
mientras que glucdsidos y azlUcar reductores solo en extractos acuosos y metandlicos,
y los terpenoides estuvieron ausentes en extractos de acetato de etilo de hojas y
hexano con tallo. La espectroscopia FTIR mostré la presencia de compuestos como
aldehidos, amidas, alcohol, &cido carboxilico, cetona y éteres. Los resultados
obtenidos en la prueba de sensibilidad a antibioticos, la mayoria de las cepas
bacterianas analizadas eran resistentes, siendo C. freundii la cepa mas resistente
(92.8%) que mostré una sensibilidad relativamente baja (10 mm) solo a la tetraciclina
(TET), K. pneumoniae (85.7%), que mostro sensibilidad solo a gentamicina (GEN) (15
mm) y cefoperazona-sulbactam (CZS) (15 mm), seguida por Providencia (85.7%), que
mostré sensibilidad a la cefotaxima (CTX) (22 mm) y ceftriaxona (CRO) (18 mm).
Mientras que P. vulgaris y E. coli (78.6%), y V. cholera y S. Typhi fueron 71.4%
resistentes a todos los antibioticos probados. P. aeruginosa y S. aureus se encontraron
resistentes al 50%, mientras que Shigella fue resistente al 35.8% contra los 14

antibioticos. Los extractos que mostraron una actividad antibacteriana significativa
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contra todas las cepas bacterianas fueron: metandlicos de hoja (15-30 mm), tallo (18-
30 mm), raiz (15-25 mm); etandlicos de hoja (16-30 mm), tallo (18-30 mm), raiz (15-
25 mm); y acuosos de hoja (20-25 mm), tallo (10-20 mm) y raiz (10-30 mm).

Para el caso de las cepas fungicas los extractos de hexano fueron los Unicos
gue no mostraron actividad, mientras que, el extracto metandlico de hojas mostraron
zonas de inhibicién mayor frente a todas las levaduras, con un tamafio de 30 mm a 28
mm de diamtro, mientras que el extracto etandlico Unicamente frente a A. flavis y A.

niger con 28 mm de didmetro.

Young-Kang et al. (2009), llevaron a cabo una investigacion fitoquimica de los
aceites esenciales, en las raices y hojas de Adiantum flabellulatum. Para identificar los
componentes quimicos utilizaron la técnica de microextraccion en fase sélida (HS-
SPME). Posteriormente analizado por cromatografia de gases-masas (GC-MS). Como
resultados obtuvieron la identificacion de cuarenta y dos compuestos en las raices de
A. flabellulatum, que comprendieron el 94.6% de la fraccion volétil. Los principales
constituyentes del aceite en las raices fueron acido n-decanoico (11.44%), 6,10,14-
trimetil-2-pentadecanona (11.23%), ftalato de dietilo (8.63%) y &cido nonanoico
(6.15%); se identificaron treinta y ocho compuestos en las hojas, que comprendian el
91.64% de la fraccion volatil, los principales constituyentes fueron acido n-decanoico
(11.77%), 2-isopropenil-4a, 8-dimetil-1,2,3,4,4a, 5,6,7-octahidronaftaleno (10.63%),
[MR (1a, 7B, 8aa)] - 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-1,8a-dimetil-7- (1-metiletenil) —naftaleno
(9.88%), a-panasinsen (8.11%), 4-tetradecyne (6.63%), B-pineno (5.16%) y acido
nonanoico (4.01%). Diecinueve compuestos se identificaron tanto en las raices como

en las hojas, el principal compuesto fue el &cido n-decanoico.

Singh et al. (2008), examinaron los extractos metandlicos de Adiantum capillus-
veneris, A. peruvianum, A. venustum y A. caudatum, como agentes antimicrobianos,
frente a las bacterias: Micrococcus luteus (MTCC-106), Bacillus subtilis (MTCC-121),
Bacillus cereus (MTCC-430), Enterobacter aerogenes (MTCC-111), Escherichia coli
(MTCC-443), Klebsiella pneumoniae (MTCC-109), Proteus mirabilis (MTCC-1429),
Pseudomonas aeruginosa (MTCC-424), Staphylococcus aureus (MTCC-96),
Salmonella Typhimurium (MTCC-98) y Streptococcus pneumoniae (MTCC-2672), y
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ocho hongos: Candida albicans (MTCC-183), Cryptococcus albidus (MTCC-2661),
Trichophyton rubrum (MTCC-296), Aspergillus niger (MTCC-16404), A. flavus (MTCC-
1973), A. spinulosus (MTCC-16919), A. terreus (MTCC-1782) y A. nidulans (MTCC-
11267). Los extractos de cada especie los obtuvieron por percolaciéon en frio en
metanol (consecutivamente tres veces) a temperatura ambiente durante 24 h, los
filtraron y concentraron a sequedad en un evaporador rotativo. A los extractos se les
determinaron los valores de CIM por el método de microdilucion utilizando como
control positivo gentamicina y ketoconazol; el crecimiento microbiano se determiné
usando un espectrofotometro Ultraspec 200 UV/visible y la concentracidén bacteriana
minima (CBM) y la concentracion micética minima (CMM) se determinaron con una
muestra de 5 pL de cada pocillo (mostrando bien la turbidez minima) en placas de agar
sobre secadas (MHA/PDA) y luego incubadas a 37°C durante 18-24 h (bacterias) y 48-
96 h (28°C) para hongos. Ademas realizaron un analisis fitoquimico preliminar y la
cuantificacionde fenoles totales.

El mayor rendimiento de los extractos metandlicos se obtuvo con A. peruvianum
el cual correspondi6 al 10.2%. Los fenoles totales (p/p) variaron de 0.52% al 0.83%.
Las CIM y la CBM evaluadas frente a las bacterias Gram-positivas, todas presentaron
un efecto inhibitorio de las cuantro especies de Adiantum, a excepcion de A. caudatum
contra S. aureus y Streptococcus pneumoniae; mientras que para las Gram-negativas
hubo menor efecto, pues Unicamente presento actividad, A. venustum contra todas las
bacterias, A. capillus-veneris solo frente a E. coli, y A. peruvianum frente a S.
typhimurium y E. aerogenes, siendo la CIM de mayor efecto (0.48 pg/mL) A. capillus-
veneris frente a E. coli y una CBM de 4x10-*2. En el caso de las levaduras Gnicamente
A. perivianum y A. caudatum contra A. spinulosus y A. niger respectivamente, no
presentaron actividad, siendo la CIM de mayor actividad A. venustrum frente a A.
terreus con valor de 0.97 pg/mL y una CBM de 3x10-L,

En el cribado fitoquimico observaron la presencia de flavonoides y taninos junto
con azucar reductor en todas las especies investigadas, mientras que los
triterpenoides, esteroides y glucdsidos fueron ausentes en todas las especies. Las

saponinas estuvieron presentes solo en A. caudatum y A. venesutum.

60



V. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Evaluar el efecto biolégico de los grupos de metabolitos secundarios presentes en
extractos de diferente polaridad de frondas y rizomas+raices de Goniopteris stolzeana

(AR Sm.) Salino y TE Almeida y Adiantum amplum C. Presl.

4.2. PARTICULARES

» lIdentificar los grupos de metabolitos secundarios mediante pruebas

colorimétricas y de precipitacion.

» Estimar la actividad antimicrobiana de los extractos de frondas y rizomas+raices
de Goniopteris stolzeana y Adiantum amplum frente a las cepas Gram positivas
de S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis y Gram negativas E. coli y su patotipo

EPEC, S. sonnei, S. Typhi, P. aeruginosa y K. pneumoniae.

» Conocer el efecto toxico de los extractos sobre Artemia salina.
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V. ZONA DE RECOLECTA

La recoleccion del material vegetal se realizo en el municipio de Villa Corzo, Chiapas
(figura 11), en la Unidad de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA)
“La Tasajera” ubicada en las coordenadas 16°13'57.26" latitud norte y 93°3'53.65”
longitud oeste a una altitud de 652 msnm. La UMA nos permitio la colecta mediante

un permiso escrito.

El municipio de Villa Corzo se encuentra dentro de la region frailesca (Delgado-
Ruiz et al., 2018), en las coordenadas 16°27' latitud norte y 93°37' de longitud oeste,
representando el 5.32% de la superficie del estado de Chiapas. Colinda al norte con
los municipios de Villaflores y Chiapa de Corzo; al este con los municipios de Chiapa

de Corzo, Venustiano Carranza y La Concordia; al sur con los municipios de La
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Figura 13. Ubicacién de la UMA “La Tasajera”’, municipio de Villa Corzo, Chiapas
(INEGI, 2019 modificado con Google Maps). 62



5.1. TEMPERATURA Y PRECIPITACION

En los meses de mayo a octubre, la temperatura minima promedio va de los 12°C a
los 21°C, mientras que la méxima promedio oscila entre 21°C y 34.5°C. En el periodo
de noviembre-abril, la temperatura minima promedio va de 9°C a 18°C, y la maxima
promedio fluctia entre 18°C y 33°C. En los meses de mayo a octubre, la precipitacion
media fluctda entre los 1 000 mm y los 2 600 mm, y en el periodo de noviembre-abril,
la precipitacion media va de los 25 mm a 200 mm (Comision Nacional del Agua
[CONAGUA], s.d.).

5.2. CLIMA

Su clima varia de acuerdo a la altitud, es por ello que se presentan varios tipos de
clima, como son: calido sub-humedo con lluvias en verano (que abarca el 74.04% de
la superficie municipal); semicalido humedo con lluvias en verano (15.20%); semicalido
sub-humedo con lluvias en verano (7.20%); calido humedo con lluvias en verano
(2.9%) y templado humedo con lluvias en verano (0.65%) (CONAGUA, s.d.).

5.3. SUELO

En el municipio de Villa Corzo predominan los suelos, regozol, leptosol, luvisol,
cambisol, fluvisol, vertisol y phaeozem, con una cobertura de la superficie del municipio
aproximada de: 46.96%, 25.82%, 14.62%, 8.71%, 0.58%, 0.19% y 0.28%
respectivamente (Prontuario de Informacién Geografica Municipal de los Estados

Unidos Mexicanos, s.f.)

5.4. HHDROGRAFIA

El municipio de Villa Corzo se ubica en la region hidrografica RH30 Grijalva
Usumacinta, con dos cuencas: Grijalva-Tuxtla Gutiérrez y Grijalva-La Concordia. Las
subcuencas municipales son tres: subcuenca Rio Santo Domingo, subcuenca Presa
La Angostura y la subcuenca Rio San Pedro (Ayuntamiento Constitucional Municipal
de Villa Corzo, 2019).
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Los rios principales del municipio son Los Amates, El Pando, El Dorado y
Nijundilo. Otras corrientes de agua son: Sabaneta, Las Marias, Candelaria, La Victoria,
San Marcos, La Ermita, Blanco, Pinavetal, EI Naranjo, El Chiflon, La Ciénaga, San
José, Rincon Pablo, Arena, Macoite, El Palon, Frio y San Diego. Dentro de su territorio
esta parte del embalse de la presa Belisario Dominguez, también conocida como La
Angostura donde desembocan los rios Nijundilo, El Dorado, Blanco, Cuxtepeques y

San Vicente (Ayuntamiento Constitucional Municipal de Villa Corzo, 2019).

5.5. VEGETACION

En el municipio de Villa Corzo se presentan diversos tipos de vegetacion, entre ellos
se pueden citar, bosque de coniferas con el 16.47%; vegetacion secundaria de bosque
de coniferas con el 14.89%; bosque mesofilo de montafia con el 10.17%; vegetacion
secundaria de selva caducifolia con el 8.5%; vegetacién inducida con el 4.49%;
vegetacion secundaria de bosque mesofilo de montafia con el 3.92%; bosque de
encino con el 3.74%; vegetacion secundaria de selva perennifolia con el 2.08%;
vegetacion secundaria de bosque de encino con el 1.41%; pastizal con el 0.94% y
vegetacion secundaria de selva sub-caducifolia con el 0.12% (CONAGUA, s.d.).

5.6. DESCRIPCION DE LA UMA “LA TASAJERA”

La UMA tiene una extensiéon territorial de 159.90 ha, con numero de registro
SEMARNAT-UMA-IN-0643-CHIS/14. Dentro de esta se encuentra un arroyo llamado
“San Marcos” conocido también como “Ribera del dorador”, el cual nace de un vertiente

en el rancho “La Joya” ubicado aproximadamente 8 kilbmetros de la UMA.

La UMA maneja dos especies en modalidad intensiva, como son, venado cola
blanca (Odocoileus virginianus Zimmermann) y tepezcuintle (Cuniculus paca
Linnaeus), de igual forma a llevado a cabo programas de reforestacion de especies

nativas del lugar y divulgacion y conservaciéon de la fauna asociada a la UMA.

La informacion de las especies de flora y fauna presente en la UMA se ha
recopilado por medio de las visitas hechas y por la informacién proporcionada por parte

de los propietarios.
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En la vegetacion presente en la UMA podemos encontrar, huanacaxtle
(Enterolobium cyclocarpum (Jacq.)Griseb), maculishuate (Tabebuia rosea (Bertol.)
DC), nanchi (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth), papausa (Annona macroprophyllata
Donn. Sm), mango ataulfo (Mangifera indica L.), ceiba (Ceiba pentandra (L.) Gaerth),
algunas especies de helecho como Blechnum polypodioides Raddi, Blechnum
appendiculatum Willd., Pityrogramma calomelanos (L.) Link, culantrillo de agua

(Adiantum trapeziforme L.) y bejuco de alambre (Lygodium venustum Sw.).

Como fauna asociada se encuentran, armadillo de nueve bandas (Dasypus
novemcinctus L.), puercoespin tropical (Coendou mexicanus Kerr.), 0so hormiguero
(Tamandua mexicana Saussure.), zorra gris (Urocyon cinereoargenteus Schreber.),
coyote mexicano (Canis latrans Say.), lagarto escorpion (Heloderma horridum
Wiegmann.), serpiente de cascabel (Crotalus atrox Baird & Girard.), iguana verde
(lguana iguana Linnaeus.), guaco (Herpetotheres cachinnans Linnaeus.), carpintero
frentidorado (Melanerpes aurifrons Wagler.), garcita verde (Butorides virescens
Linnaeus), titira enmascarada (Tityra semifasciata Spix.), zambullidor menor
(Tachybaptus dominicus Linnaeus), pijije ala blanca (Dendrocygna autumnalis
Linnaeus), pescador de collar (Megaceryle torquatus Linnaeus), garza nocturna
(Nyctanassa violacea Linnaeus), trogon nortefio (Trogon caligatus Gould), trogon
(Trogon violaceus Gmelin), carpintero lineado (Dryocopus lineatus Linnaeus),
cernicalo americano (Falco sparverius Linnaeus), tucan collarejo (Pteroglossus
torquatus J. F. Gmelin), quebranta hueso (Caracara cheriway Jacquin), saltador
cabeza negra (Saltator atriceps Lesson), tecolote bajefio (Glaucidium brasilianum J. F.
Gmelin), cuclilo canelo (Piaya cayana Linnaeus), colibri picudo occidental
(Heliomaster constantii Delattre), garza morena (Ardea herodias Linnaeus), cormoran
Neotropical (Phalacrocorax brasilianus Gmelin), aguila pescadora (Pandion haliaetus
Linnaeus), garza purpura (Egretta caerulea Linnaeus), pajaro péndulo (Momotus
mexicanus Swainson), saltapared barrado (Thryothorus pleurostictus P. L. Sclater),
cuclillo crespin (Tapera naevia Linnaeus), calandrai dorso rayado (Icterus pustulatus
Wagler), cuclillo terrestre (Morococcyx erythropygus Lesson), carpintero bellotero
(Melanerpes formicivorus Swainson), agulilla gris (Buteo plagiatos Schlegel) y colibri

frentiverde (Amazilia viridifrons D. G. Elliot).
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VI. METODO
6.1. MUESTRA VEGETAL

Se recolectaron plantas completas de G. stolzeana y A. amplum en 2018, entre las
11:00 am y 1:00 pm, en la temporada de lluvias, en la Unidad de Manejo para la
Conservacién de Vida Silvestre (UMA) “La Tasajera”, ubicada en el municipio de Villa
Corzo, Chiapas. Los helechos se trasladaron al laboratorio de Fisiologia y Quimica
Vegetal del Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas (UNICACH).

Las partes utilizadas para la obtencion de los extractos fueron dos: 1) las
frondas (hojas completas de los helechos), que incluyen el estipe (peciolo) y lamina
(raquis y pinnas) y, 2) el rizoma (tallo), junto con las raices, abreviados en esta
investigacién como rizomas+raices (Ri+Ra). Las partes vegetales se denominaron de
acuerdo a The New York Botanical Garden (1999); American Fern Society (2021) y
United States Department of Agriculture (s.d.).

Las partes vegetales que presentaron plaga, estuvieron deterioradas o
marchitas se desecharon, posteriormente se separaron frondas y rizomas+raices, se
lavaron para eliminar el polvo, después se dejaron secar a la sombra a temperatura

ambiente; una vez deshidratadas se molieron hasta obtener un polvo fino.

También se recolectaron ejemplares para herbario que se secaron, prensaron,
identificaron y depositaron en el herbario Eizi Matuda del Instituto de Ciencias
Biologicasde la UNICACH.

6.2. OBTENCION DE EXTRACTOS POR EL METODO DE
MACERACION

De ambas especies se pesaron 193 gramos de frondas y 160 gramos de
rizomas+raices a los que se les agregaron 780 mL y 680 mL respectivamente de los
disolventes hexano, acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH), dejando en contacto
el material vegetal durante 24 horas, transcurrido este tiempo se concentro a presion

reducida en un evaporador rotatorio a 120 rpm a temperaturas de 69°C (hexano), 77°C
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(AcOEt) y 65°C (MeOH). El extracto concentrado se depositd en un frasco limpio
previamente pesado y el solvente se colocé de nuevo con el material vegetal por otras

24 horas, este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada solvente (Figura 14).

El disolvente se termina de evaporar a temperatura ambiente, después se peso
el extracto en una balanza analitica estandar. Finalmente se determind el rendimiento

(%) de cada extracto seco, por diferencia de pesos.

6.3. OBTENCION DE EXTRACTOS POR EL METODO DE DECOCCION

El extracto acuoso se obtuvo por decoccion o cocimiento, para ello se pesaron 190
gramos de frondas y 175 gramos de rizomas+raices, se agregaron 758 mL y 700 mL
de agua destilada respectivamente, se coloc6 en una placa de calentamiento dejando
hervir por 15 minutos después se dejo enfriar por 10 minutos, posteriormente se filtrd
el extracto para eliminar los residuos y se dej6é evaporar a sequedad en condiciones
de luz y temperatura ambiente (Figura 14).

Se pesaron los extractos en una balanza analitica estandar y se determing el

rendimiento (%) de cada extracto ya seco por diferencia de pesos.

67
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Figura 14. Obtencion de los distintos tipos de extractos.

6.4. IDENTIFICACION DE GRUPOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS (MS)

Se prepar6é una solucién madre de cada extracto utilizando 50 mg de cada uno de ellos
y se diluyé en 10 mL del disolvente con el que se extrajo. Después, se distribuy6é 1 mL
de la solucion anterior en tubos de ensayo (una serie de tubos por cada tipo de
extracto), y se dejo evaporar el solvente a temperatura ambiente. Las pruebas se

realizaron por duplicado y los resultados se anotaron mediante un sistema de cruces
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para especificar la presencia o ausencia de los grupos de metabolitos siguiendo los
criterios de: abundante (+++), media (++), ligera (+) y ausencia (-).

Las pruebas colorimétricas y de precipitacion (Figura 15) empleadas en este

trabajo fueron las siguientes (Dominguez, 1973):

Alcaloides (Prueba con el reactivo de Dragendorff)
Se afadié 1 mL HCL al 10%, y dos gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado

marron indico la presencia de este metabolito.

Fenoles (Prueba de cloruro férrico)
Se agrego 1 mL de etanol mas tres gotas de FeCls al 3% en etanol. La aparicion de

una coloracién verdosa correspondié a una reaccion positiva.

Flavonoide (Prueba de Shinoda)
Se afiadié 1 mL etanol mas tres trocitos de magnesio y dos gotas de HCI concentrado.
El desarrollo de un color naranja indicé la presencia flavona, color rojo para flavonona,

rojo azuloso para flavonol y violeta para xantinas.

Glucdsidos (Prueba de Molish)
Se le afiadié 1 mL de etanol, luego se agregaron dos gotas de alfa-naftol al 5% en
etanol y 1 mL de H2S0O4, gota a gota dejando resbalar por las paredes del tubo. La

formacion de un anillo de color violeta indicoé una reaccién positiva (Plumer, 1981).

Saponinas (Prueba de espuma)
Se agreg6 1 mL de agua destilada, se tap6 y agitdé durante 30 segundos, la aparicion

de espuma y su permanencia durante 2 minutos indicé la presencia de saponinas.

Taninos (Prueba para taninos hidrolizables y condensados)
Se afladié 1 mL de agua y dos gotas de solucién acuosa de FeCls al 2%. La aparicién
de una coloracion azul indic6 que se trataba de taninos hidrolizables y una coloracion

verde la presencia de taninos condensados (método modificado de Salem et al., 2013).
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Terpenos-esteroides (Prueba de Liebermann-Buchard)
Se afadié 1 mL de cloroformo y 1 mL del reactivo de Liebermann-Buchard. Se tomé
COmo una reaccion positiva para esteroides si se desarrollé una coloracion azul o azul

verde, y si se trata de terpenos una coloracion rojo, rosa o violeta (Dominguez, 1973).

Lactonas sesquiterpénicas o Sesquiterpenlactonas (Prueba de Baltej)

Se agrego 1 mL de etanol al extracto y se agit6. Posteriormente se le afiadié 1 mL del
reactivo de Baljet. La presencia una coloracion roja (++) o precipitado de color rojo
(+++) indica una prueba positiva (Miranda-Martinez, 2002).
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Figura 15. Pruebas para identificar grupos de metabolitos secundarios.
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6.5. MICROORGANISMOS EVALUADOS

Se ensayaron las cepas Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S.
epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 6051) y las Gram negativas:
Escherichia coli (ATCC 25923), E. coli enteropatdgena, Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Shigella sonnei (ATCC 25931), Salmonella Typhi (ATCC 6539) vy
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Las bacterias fueron resembradas en agar nutritivo e incubadas a 36°C £ 1
durante 24 horas, se realizaron frotis para determinar el tipo de Gram y, pruebas
bioquimicas para corroborar la especie. Se resembraron y mantuvieron en agar

inclinado.

6.6. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) (Sarker et al.,
2007)

Se prepar6 una solucién madre de cada extracto con DMSO en concentracion de 96
mg/mL. En una placa estéril de 96 pozos (Brandplates®) se realizan los controles:
positivo (gentamicina + caldo + bacteria + resazurina) y el negativo (DMSO + caldo +
bacteria + resazurina. Se colocaron en el primer pocillo 200 pL de la solucion madre,
a partir de este se realizaron transferencias de 100 uL para obtener las siguientes
diluciones seriadas: 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 y
0.0390625 mg/mL. Después se afadié a cada pocillo el in6culo estandarizado a 1.8
unidades formadoras de colonias por mL (1.8 UFC/mL) y solucion de rezarurina

(Sigmae).

Las placas se incubaron a 36°C+1 por 18 horas. Al finalizar el periodo de
incubacion se observo la coloracién de cada pozo: color rosa indicé crecimiento y azul
inhibicion del crecimiento, determinando entonces el valor de la CIM para cada
microorganismo, la cual es definida como la menor concentracion del agente
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento. Las placas se realizaron por duplicado
(Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

6.7. PRUEBA DE TOXICIDAD SOBRE Artemia salina (McLaughlin et

al. 1998)

Se construyd una pecera con agua salina para eclosionar huevecillos de A. salina en

un recipiente dividido en dos partes, una totalmente oscura y la otra descubierta,

separadas por una tira de unicel con perforaciones, en la que se deposité agua salina,

se ilumind con un foco de 60 watts a una distancia de 1 metro, y se colocaron los

huevecillos en la parte oscura.
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Se prepararon viales de prueba, para ello se disolvieron 10 mg de extracto en 1
mL de etanol, después se transfirieron 5, 50 y 200 pL a los viales y se dej6 evaporar
el disolvente a temperatura ambiente, una vez evaporado se afiadieron 5 mL de agua
salina y se depositaron 10 larvas del crustaceo en cada uno de los viales, obteniendo
concentraciones de 10, 100 y 1 000 ppm, en cada vial, los que se mantuvieron bajo

luz constante durante 24 horas (Figura 17).

Se realiz6 el conteo de larvas sobrevivientes a las 24 horas. Cada evaluacién
de los extractos se realizo por quintuplicado. Se clasificé la toxicidad de acuerdo a las

categorias propuesta por Fernandez-Calienes et al. (2009) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Categoria de toxicidad.

Concentracion del extracto (ug/mL) Categoria
Menor a 10 Extremadamente téxico

Entre 10y 100 Muy téxico
De 100 a 1 000 Moderadamente toxico

Mayor a 1 000 No toxico
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Figura 17. Evaluacion de la toxicidad de los extractos sobre Artemia salina.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron utilizando el programa STATGRAPHICS Centurion. Para
determinar el extracto mas activo sobre el conjunto de las bacterias ensayadas, se
empled el Analisis de Varianza Multifactorial (MANOVA) con un 95% de confianza,
para separar e identificar las medias diferentes, en cada analisis se utilizara la prueba

de diferencias minimas significativas (LSD) con un 95% de confianza.
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La evaluacién de los resultados de la prueba de toxicidad se realiz6 con el
programa PROBIT para obtener la concentracion letal media (CLso).
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VIl. RESULTADOS

Se deposité dos ejemplares de herbario de los helechos G. stolzeana y A. amplum, en
el herbario Eizi Matuda del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la UNICACH, registrados

con los nimeros 47132 y 47134 respectivamente.

7.1. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Los extractos se obtuvieron por maceracion en frio de frondas y rizomas+raices
deshidratados. De cada una de las dos especies estudiadas se elaboraron ocho
diferentes extractos a partir de frondas y rizomas+raices con: hexano, acetato de etilo

(AcOEt), metanol (MeOH) y acuoso. En total se investigaron 16 extractos.

7.1.1. Goniopteris stolzeana

De los ocho extractos obtenidos de las dos estructuras botanicas de la especie G.
stolzeana, los extractos de mayor rendimiento fueron los metandlicos de frondas y

rizomas+raices con 11.90 g y 10.64 g respectivamente.

Las cantidades de los extractos de hexano (2.10 g) y AcOEt de frondas (2.34 g)
fueron mayores que la de los extractos de rizomas+raices, con 1.41 g (hexano) y 1.40
g (AcOEt), mientras que el extracto acuoso de frondas fue el de menor rendimiento
con 1.23 g (Figura 18, Anexo 1).
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Figura 18. Rendimiento de los extractos obtenidos de Gonieopteris stolzeana.
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7.1.2. Adiantum amplum

En el caso de A. amplum, al igual que en G. stolzeana, el extracto de MeOH de frondas
y rizomas+raices fueron los de mayor rendimiento con valores de 11.38 gy 10.15 g
cada uno, seguidos por el acuoso de frondas (4.99 g) y de los de acetato de etilo de la
misma estructura con 4.39 g, y el hexanico con la menor cantidad. Los de
rizomas+raices obtenido con agua, hexano y acetato presentaron diferentes

cantidades de solidos (Figura 19, Anexo 1).
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Figura 19. Rendimiento de los extractos obtenidos de Adiantum amplum.

En general, los ocho extractos de frondas y rizomas+raices del helecho A.
amplum fueron los que tienen mayor cantidad de sélidos, ya que son los que mayor

rendimiento, mientras que los de G. stolzeana fueron los de menor rendimiento.

7.2. GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN LOS
EXTRACTOS

La presencia de los grupos de metabolitos secundarios (MS) en los extractos obtenidos
en frio con hexano, acetato de etilo, metanol y agua de las dos especies de helechos
estudiadas, es positivo, ya que se observo la presencia de uno o0 mas grupos en los

diferentes extractos.
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7.2.1. Goniopteris stolzeana

En este helecho fueron ocho grupos los identificados: alcaloides, fenoles, flavonoides
(flavona), glucdsidos, saponinas, taninos (condensados e hidrolizables), terpenos y
lactonas sesquiterpénicas; variando de acuerdo a la estructura vegetal y tipo de

disolvente usado (Cuadro 2, Anexo 2y 3).

Cuadro 2. Grupos de metabolitos secundarios presentes en Goniopteris stolzeana.

Frondas Rizomas+Raices
Hexano | Acetato | Metanol | Acuoso | Hexano | Acetato | Metanol | Acuoso
Alcaloides + - + - ++ ++ = -
Fenoles - - + = = = + -
% Flavona - - - - ++ ++ + o
'-§ Flavonona - - - - - = o -
% Flavonol - - - - = = = -
L Xantinas - - - - - - o o
Glucdsidos + + - - + + - +
Saponinas - - + + = = + +
§ Hidrolizables - o = - + + - -
,‘_C" Condensados - - - + = = ++ -
Esteroides - - - - - - - -
Terpenos - + - - = = . -
Lactonas
sesquiterpénicas + B - B - +++ ++ -

Intensidad de reaccién: -: nula; +: baja; ++: media; +++: alta.

Extractos de frondas

En estas se identificaron siete grupos de MS: alcaloides, fenoles, glucésidos,
saponinas, taninos condensados, terpenos y lactonas sesquiterpénicas. Los alcaloides
en el extracto de hexano y metanol, los fenoles en el extracto metandlico, los
glucosidos en el hexanico y de acetato de etilo, las saponinas en el de metanol y
acuoso, los taninos condensados solo en el acuoso, al igual que los terpenos
Gnicamente en acetato, todos en baja intensidad, solo las lactonas sesquiterpénicas

presentan intensidad media solo en el hexanico (Figura 20, Anexo 2).
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Figura 20. Presencia e intensidad de los grupos de metabolitos secundarios en extractos
de frondas de Goniopteris stolzeana. Intensidad de reaccion: +, baja; ++, media; +++, alta.

Extractos de rizomas+raices

Los extractos presentaron mayor diversidad de MS y en intensidad variable: en
intensidad baja fenoles, glucésidos, saponinas, taninos hidrolizables; alcaloides,
flavonas, taninos condensados en intensidad moderada (++), y sélo las lactonas

sesquiterpénicas en alta intensidad (+++).

En tres extractos, hexano, acetato de etilo y metanol la flavona estuvo presente,
al igual que los glucésidos en el de hexano, de acetato de etilo y acuoso, siendo los
de mayor presencia, seguido por los alcaloides y taninos hidrolizables en hexano y
acetato, y lactonas sesquiterpénicas en acetato y metanol, inicamente se observaron

fenoles, saponinas y taninos condensados en metanol (Figura 21, Anexo 3).
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Figura 21. Presencia e intensidad de los grupos de metabolitos secundarios en extractos de
rizomas+raices de Goniopteris stolzeana. Intensidad de reaccion: +, baja; ++, media; +++, alta.

7.2.2. Adiantum amplum

Aunque hubo variaciones en la presencia de grupos de metabolitos secundarios, se
identificaron de manera general siete grupos: alcaloides, fenoles, flavona, glucésidos,
saponinas, taninos condensados y esteroides (Cuadro 3, Anexo 4 y 5). Los extractos
con mayor numero de MS fueron los metandlicos y el acuoso de frondas, cuatro en

comun excepto fenoles en el primero y glucésidos en el segundo.
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Cuadro 3. Grupos de metabolitos secundarios presentes en Adiantum amplum.

Frondas Rizomas+Raices

Hexano | Acetato | Metanol | Acuoso | Hexano | Acetato | Metanol | Acuoso
Alcaloides = = + + = + = =
Fenoles - + + - - + + .
Flavona - - + + + ++ = +

Flavonona - - - - - - - -

Flavonol - - - - - - - -

Flavonoides

Xantinas - - - - - - - -
Glucésidos - - - + + + = +

Saponinas - - + + - - - +

Hidrolizables - - - = = = - -

Taninos

Condensados - - ++ + = = + +

Esteroides + +++ - - - - - -

Terpenos - - - - - - - -
Lactonas =
sesquiterpénicas

Intensidad de reaccion: -: nula; +: baja; ++: media; +++: alta.
Extractos de frondas

Se identificaron siete grupos: alcaloides, fenoles, flavonoides de tipo flavona,
glucosidos, saponinas, taninos condensados y esteroides, de éstos el extracto
hexanico Unicamente presentd esteroides en intensidad baja, seguido de acetato
donde se encontr6 fenoles y esteroides siendo este Ultimo es el Unico que tuvo
intensidad alta de todos los identificados, en los otros dos disolventes se identificd
cinco grupos, en metanol: alcaloides, fenoles, flavona, saponinas y taninos
condensados, y en el extracto acuoso: alcaloides, flavona, glucésidos, saponinas y

taninos condensados, todos ellos en la menor intensidad (Figura 22, Anexo 4).
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Figura 22. Presencia e intensidad de los grupos de metabolitos secundarios en extractos de
frondas de Adiantum amplum. Intensidad de reaccién: +, baja; ++, media; +++, alta.

Extractos de rizomas+raices

Se encuentraron seis grupos de MS en los cuatro extractos de esta estructura:
alcaloides, fenoles, flavona, glucoésidos, saponinas y taninos condensados. Los
alcaloides y saponinas solo estuvieron presentes en los extractos de mediana y mayor
polaridad, alcaloides en el de acetato y saponinas en el acuoso; los fenoles estuvieron
presentes en acetato y metanol, y los taninos condensados en metanol y acuoso; los
glucosidos y flavonas se comparten en hexano, acuoso y acetato, en este ultimo las
flavonas tiene una intensidad media, siendo el inico grupo de MS con esta intensidad,
pues todos los demas grupos de MS en los demés extractos estan en intensidad baja
(Figura 23, Anexo 5).
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Figura 23. Presencia e intensidad de los grupos de metabolitos secundarios en extractos de
rizomas+raices de Adiantum amplum. Intensidad de reaccion: +, baja; ++, media; +++, alta.

La diversidad de los extractos de los dos helechos en cuanto a los MS presentes

depende no solo del género, sino del tipo de disolvente empleado para obtenerlos.

7.3. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

El efecto de los extractos de las dos especies de helechos sobre tres bacterias Gram
positivas y seis especies Gram negativas corresponde a los valores de la CIM
obtenidos frente a todas las cepas bacterianas, dicho valor se considera como la

minima concentracion de extracto necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano.

7.3.1. Goniopteris stolzeana

De las Gram positivas solo B. subtilis no crecié en presencia de los extractos de acetato
de etilo y de metanol de frondas y rizomas+raices. Los de metanol de ambas
estructuras inhibieron a S. aureus y S. Typhi con la mayor concentracién y a S.
epidermidis con 20 mg/mL. El extracto de acetato de etilo del rizomas+raices no
permitiéd que crecieran en la concentracion de 40 mg/mL S. aureus, S. epidermidis y

las Gram negativas E. coli y S. sonnei; mientras que el de frondas con acetato fue
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activo con la misma concentracion frente a S. sonnei (Cuadro 4). Los extractos

hexanicos fueron inactivos (Anexo 6y 7).

Cuadro 4. Valores de CIM producidos por extractos de Goniopteris stolzeana.

Frondas Rizomas+Raices
Bacteria/ Extracto AcOEt | MeOH | AcOEt | MeOH
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
+ S. aureus - 40 40 40
= S. epidermidis 40 20 40 40
1) B. subtilis - - - -
E. coli - = 40 -
E. coli - - - -
: enteropatdgena
g S. sonnei 40 - 40 -
o S. Typhi - 40 - 40
P. aeruginosa - - - -
K. pneumoniae - - - -

No hubo diferencia significativa (P= 0.6164) en la actividad inhibirotia entre los
extractos (Anexo 10), mientras que las bacterias que fueron inhibidas por mas
extractos fueron S. epidermidis y S. aureus.

7.3.2. Adiantum amplum

A diferencia de lo observado con G. stolzeana, los extractos de acetato de etilo de
ambas estructuras despliegan su efecto inhibitorio sobre todas las bacterias, mientras
gue el de metanol de rizomas+raices fue inactivo al igual que los de hexano. En ambas
estructuras 10 mg/mL fue el valor de CIM mas bajo, en el caso de los extractos de
frondas sobre B. subtilis, S. sonnei, P. aeruginosa y K. pneumoniae, y en el caso del

rizomas+raices a S. aureus, S. sonneiy S. Typhi (Cuadro 2, Anexo 8y 9).

La concentracién de 20 mg/mL de frondas no permitio el crecimiento de las dos
cepas de Staphylococcus y de las Gram negativas E. coli y S. Typhi, mientras que el
rizomas+raices con la concentracion mencionada solo inhibi6 a B. subtilis y P.
aeruginosa. El efecto de la mayor concentracién evaluada (40 mg/mL) del extracto
metandlico de frondas es solo sobre las Gram positivas S. epidermidis y B. subtilis, en

el caso del de acetato de etilo de frondas con la concentracion sefalada, impidio el
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crecimiento de E. coli enteropatdégena y el de rizomas+raices a S. epidermidis y a tres

Gram negativas (Cuadro 5, Anexos 8 y 9).

Cuadro 5. Valores de CIM producidos por extractos de Adiantum amplum.

Frondas Rizomas+Raices
Bacteria/Extracto | AcOEt | MeOH AcOEt
mg/mL | mg/mL mg/mL
+ | S. aureus 20 - 10
% S. epidermidis 20 40 40
o) B. subtilis 10 40 20
E. coli 20 - 40
E. coli 40 - 40
' | enteropatégena
% S. sonnei 10 - 10
O [ S. Typhi 20 - 10
P. aeruginosa 10 - 20
K. pneumoniae 10 - 40

De acuerdo a los resultados obtenidos los extractos de mediana polaridad de
frondas y rizomas+raices son los que desplegaron mayor actividad (P=0.0001), ya que
no permitieron el crecimiento de todas las bacterias ensayadas (Anexo 11), siendo B.

subtilis y S. sonnei las bacteria inhibidas por los tres extractos.
7.4. TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS SOBRE Artemia salina

El bioensayo de toxicidad permite determinar la concentracién letal media (CLso)
producida por los 16 extractos analizados con un nivel de confianza del 95%. Los
rangos de toxicidad se consideraron de acuerdo a las categorias reportadas por
Fernandez-Calienes et al. (2009): menor a 10 pg/mL extremadamente toxico, entre 10
y 100 pg/mL muy toxico, de 100 a 1 000 pg/mL moderadamente toxico y mayor a 1
000 pg/mL no toxico. En general, los extractos de los dos helechos fueron de

moderadamente toxicos a no téxicos (Cuadro 6).

86



Cuadro 6. Concentracion letal media de los extractos.

CLso (ug/mL) Categoria de
Estructura Disolvente Goniopteris Adiantum toxicidad
stolzeana amplum
1012.13 No toxico
He
X 645.26 Moderfao_lamente
toxico
Frondas ACOEt 939.01 21459 Moderadamente
toxico
MeOH 1826.47 1412.72 No téxico
ACU0SO0 1543.62 1967.34 No toxico
Hex 203.75 WTpEy  CCEEREEE
toxico
Rizomas+Raices  ACOEt 487.21 165.57 MOdetg"ggg"e”te
MeOH 1940.62 1365.85 No téxico
AcCuU0So 2044.57 1047.26 No téxico

7.4.1. Goniopteris stolzeana

El extracto de frondas hexénico (CLsode 1 012.13 pg/mL), el metandlico y acuoso
resultaron no téxicos, con una CLsode 1 826.47 ug/mL y 1 543.62 pg/mL, al igual que
los de rizomas+raices metandlicos y acuoso con 1 940.62 ug/mL y 2 044.57 pg/mL
respectivamente, mientras que acetato de frondas y, hexano y acetato de

rizomas+raices fueron moderadamente toxicos (Cuadro 6, Anexo 12).
7.4.2. Adiantum amplum

Los extractos metandlicos y acuosos de ambas estructuras no fueron toxicos al igual
que los del otro helecho estudiado, los primeros con una ClLso de 1 412.72 pg/mL
producida por frondas y los de rizomas+raices con el mismo disolvente con CLso de 1
365.85 pg/mL. Los acuosos con valores de 1 967.34 ug/mL (frondas) y 1 047.26 pg/mL
(rizomas+raices), los extractos de hexano y acetato de etilo fueron moderadamente

toxicos (Cuadro 6, Anexo 12).

7.5. METABOLITOS SECUNDARIOS VS. BACTERIAS INHIBIDAS

Las gréficas siguientes relacionan los metabolitos secundarios presentes y la actividad

antimicrobiana que presentan los extractos. Las bacterias mas sensibles a este
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helecho fueron las Gram positivas S. epidermidis inhibida por cuatro extractos, los de
mediana y mayor polaridad, con los glacidos en comun en los de AcOEt y en los de
MeOH fenoles y saponinas, y S. aureus por tres, el de acetato de etilo de
rizomas+raices con cinco tipos de productos naturales y los metandlicos de frondas y

rizomas+raices, con MS en comun como son fenoles y saponinas (Figura 24).

Las frondas y las rizomas+raices en metanol inhibieron a S. Typhi que tienen
en comun a fenoles y saponinas, mientras que los de acetato de etilo no permitieron

el crecimiento de S. sonnei y solo el de AcOEt presenta efecto en E. coli (Figura 24).

Los extractos de G. stolzeana de frondas y rizomas+raices de hexano y acuoso
fueron inactivos sobre las cepas probadas y solo el grupo de glucdsidos comun en tres

de los cuatro, excepto en el acuoso de frondas (Figura 24).

De los extractos de rizomas+raices, el acuoso fue el que presento solo un grupo
de MS: glucésidos, mientras que hexano presento cuatro grupos; siendo los extractos
de acetato y metanol los que presentaron cinco grupos, compartiendo flavonas y
lactonas sesquiterpénicas, e inhibieron a cuatro y tres cepas respectivamente, pero

ambos inhibieron a S. epidermidis y S. aureus (Figura 24).
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Figura 24. Inhibicibn de bacterias y metabolitos secundarios presentes en extractos de G.
stolzeana. BIl: bacterias inhibidas; MS: metabolitos secundarios; S.au: S. aureus; S.ep: S.
epidermidis; E.co: E. coli; S.so: S. sonnei; S.Ty: S. Typhi; Alc: alcaloides; Fen: fenoles; Fla: flavona;
Glu: glucésidos; Sap: saponinas; Thi: taninos hidrolizables; Tco: taninos condensados; Ter:
terpenos; Lac: lactonas sesquiterpénicas.

En la especie A. amplum los extractos de frondas de acetato de etilo con fenoles
y esteroides no permitieron el crecimiento de las nueve cepas bacterianas ensayadas,
al igual que el de rizomas+raices pero este Ultimo con presencia de alcaloides, flavona,
glucdsidos y fenoles, sélo éste Ultimo en comudn en ambos extractos. El metandlico de
frondas con alcaloides, fenoles, flavonas, taninos condensados y saponinas inhibieron
a S. epidermidis y Bacillus subtilis ambas Gram positivas. EI metandlico de

rizomas+raices con fenoles y taninos condensados no tuvo efecto (Figura 25).

Los dos extractos de hexano (con diferentes MS) y los acuosos de frondas
(con cinco MS) y de rizomas+raices (tiene cuatro MS) y ambos con flavonas,
glucdsidos, taninos condesados y saponinas en comun, anicamente el de frondas con
presencia de alcaloides. Los cuatro tuvieron en comun el nulo efecto inhibitorio sobre
las tres bacterias Gram positivas y las seis Gram negativas (Figura 25).
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Figura 25. Inhibicion de bacteriana y metabolitos secundarios presentes en extractos de A. amplum.
Bl: bacterias inhibidas; MS: metabolitos secundarios; S.au: S. aureus; S.ep: S. epidermidis; B. su: B.
subtilis; E. co: E. coli; EPEC: E. coli enteropatégena; S. so: S. sonnei; S. Ty: S. Typhi; P. a: P.
aeruginosa; K. pn: K. pneumoniae; Alc: alcaloides; Fen: fenoles; Fla: flavona; Glu: glucésidos; Sap:
saponinas; Thi: taninos hidrolizables; Tco: taninos condensados;Est: esteroides; Ter: terpenos; Lac:
lactonas sesquiterpénicas.
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VIII. DISCUSION

A partir de las ultimas décadas del siglo pasado existe un creciente interés en el estudio
de las plantas como fuente de medicamentos, ya que éstas tienen compuestos
quimicos llamados también metabolitos secundarios, que les confieren usos
terapéuticos desde hace siglos. Entre las plantas medicinales mas usadas estan las
angiospermas que producen flores, pero existe otro grupo muy antiguo y menos
estudiado, el de las pteridofitas donde se encuentran los helechos, empleados también
en la medicina tradicional para tratar diferentes padecimientos en diversos paises del
mundo incluyendo México, usados en infusién o aplicados de manera externa (Mufiiz
Diaz de-Leon et al., 2005; Muhammad et al., 2020), por tal motivo actualmente los
helechos se han convertido en el objeto de estudio de diversos investigadores, sobre
todo en relaciébn a sus compuestos quimicos, y su actividad biolégica, siendo un
recurso amplio para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos para uso

farmacolégico (Winter y Amoroso, 2003).

Como se sefald en los antecedentes de las dos especies investigadas no se

han encontrado hasta hoy reportes acerca de A. amplum y G. stolzeana.

En total, de las dos especies, se obtuvieron dieciséis extractos, de ellos, doce
por maceracion en frio con disolventes organicos de polaridad creciente (hexano,
acetato de etilo y metanol) y cuatro acuosos por decoccion. En general, de los dos
helechos investigados G. stolzeana es el que tiene mayor cantidad de soélidos en los
extractos, los metandlicos con 11.90 g (frondas) y 10.64 g (rizomas+raices), y para A.
amplum 11.38 g (frondas) y 10.15 g (rizomas+raices), seguidos de los de acetato de
etilo, hexano y acuoso (Figura 18 y 19), siendo este ultimo la forma mas usada en la
medicina tradicional. El mayor rendimiento de los extractos metandlicos coincide con
el reportado por Muhammad et al. (2014), para los extractos metandlicos de A. caillus-
veneris de hojas (35 %) y tallos (20 %), los que tuvieron mayor rendimiento.

Con relacién a la diferencia de peso entre los extractos elaborados coincide con
lo reportado por Paiva et al. (2010) quienes mencionan que extractos del mismo

material vegetal obtenidos con disolventes de polaridad diferente poseen diversas
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cantidades y tipos de MS en intensidad diversa (Cuadros 2 y 3), lo que posiblemente
indiquen actividades biologicas diferentes. También, la diferencia en el rendimiento
puede deberse a factores como la temperatura, la forma y tiempo de extraccion
(Troung et al., 2019).

En los grupos de MS identificados en los extractos de ambos helechos, se
advierte diversidad en los extractos de cada estructura, asi como en la intensidad de
la reaccién (Cuadros 2 y 3), lo que coincide con Camacho-Escobar et al., 2020; Anaya
Lang (2003) y Vargas-Alvarez et al. (2006), al sefialar que esto puede explicarse
porque la biosintesis de los mismos es determinada por factores genéticos, quimicos

y factores fisicos-ambientales, al igual que la acumulacién es 6rgano-especifica.

Los grupos de MS identificados en frondas en G. stolzeana corresponden a siete
grupos: alcaloides, fenoles, glucosidos, saponinas, taninos condensados, terpenos,
todos con intensidad de reaccion baja (+), y lactonas sesquiterpénicas con intensidad
de reaccion media (++), con relacién a los grupos de MS identificados al no existir
reportes del género se compara con géneros de la misma familia, Pereira y Antunes
(2012) coinciden con dos grupos de MS en Thelypteris dentata, en el que unicamente
se identificaron taninos y saponinas. Los MS identificados en rizomas+raices
corresponden a siete grupos: fenoles, glucésidos, saponinas, y taninos hidrolizables,
con intensidad baja (+), alcaloides, flavona y taninos condensados con intensidad
media (++) y lactonas sesquiterpénicas con intensidad alta (Cuadro 2).

En A. amplum, en las frondas se encontraron: alcaloides, fenoles, flavonoides
tipo flavona, glucésidos y saponinas en baja intensidad de reaccion, taninos
condensados en intensidad media y esteroides en intensidad alta (+++), aunque no
hay presencia de terpenos y lactonas sesquiterpénicas (Cuadro 3); en rizomas-raices
se identificaron seis grupos: alcaloides, fenoles, glucdsidos, saponinas y taninos
condensados en baja intensidad de reaccion, flavonas en intensidad alta (+++),
aungue no hay presencia de terpenos, lactonas sesquiterpénicas y esteroides (Cuadro
2), eéstos resultados coinciden con los encontrados por Muhammad et al. (2014) ya que
en sus extractos encontraron los mismos grupos de MS en A. capillus-veneris, aunque

en hojas ellos si identificaron terpenoides, y en sus extractos de tallos y raices
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encontraron terpenos y esteroides, los cuales no se identificaron en el extracto de

rizomas-raices en esta investigacion.

La actividad antibacteriana fue evaluada mediante la CIM, donde los resultados
mostraron que los extractos bioactivos de ambos helechos fueron los de acetato de
etilo y el metandlico, aunque los MS y el nUmero de bacterias son diferentes.

Los resultados mostraron que la mayor actividad antibacteriana la ejercieron los
extractos de A. amplum de acetato de etilo sobre las nueve cepas bacterianas usadas
en esta investigacion, las frondas produjeron la CIM de 10 mg/mL siendo este el valor
mas bajo sobre B. subtilis, S. sonnei, P. aeruginosa y K. pneumoniae, y rizomas+raices
sobre S. aureus, S. sonnei y S. Typhi. Aunque el extracto de acetato de etilo se
identificaron fenoles y esteroides, estos al parecer hacen sinergia entre ellos ya que
inhibieron a todas las cepas evaluadas; cabe sefialar que en el caso de rizomas+raices
se observaron cuatro MS pero en comun los dos extractos tienen fenoles, los cuales

de acuerdo a Abud-Blanco et al. (2015) tienen un alto poder bactericida.

Los extractos de acetato de etilo de frondas de A. capillus-veneris reportado por
Muhammad et al. (2014), inhibieron a las mismas bacterias en este estudio, que
evaluo por el método de difusion sobre: E. coli, S. sonnei, S. Typhi, P. aeruginosa y K.
pneumoniae; sin embargo reportan que S. aureus no presento inhibicion, mientras que
en este estudio si (CIM=20 mg/mL.), en los extractos donde dividieron en tallos y
raices, reportaron actividad frente a: S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae,

S. sonnei y S. Typhi, los cuales concuerdan con lo obtenido en este estudio.

Aungue las bacterias Gram negativas presentan una cubierta externa mas
compleja al poseer tres capas (Molina y Eslava, 2015), el hecho de que existan CIM
bajas sobre estas bacterias es importante para los fines de esta investigacion,
indicando que uno o varios de los MS atraviesan la triple capa bactriana y por ello su

efecto inhibitorio.

Mientras que el extracto metandlico de frondas, el Unico activo, inhibi6 solo a S.
epidermidis y B. subtilis (CIM=40 mg/mL), presentando cinco grupos de MS, como son

fenoles (+), saponinas (+), taninos condensados (++), alcaloides (+) y flavona (+).

93



Aunque existen pocos reportes sobre la actividad antimicrobiana de especies
del género Adiantum, resultados obtenidos con el extracto metandlico difieren con lo
reportado sobre A. capillus-veneris, A. peruvianum, A. venustum y A. caudatum por
Singh et al. (2008), ya que los extractos metandlicos de los que no indica de qué
estructura del helecho lo obtuvieron, inhibieron a dos Gram positivas: S. aureus y B.
subtilis. Dichos resultados coinciden solo con el efecto sobre B. subtilis, pero no es
posible contrastar el valor de la CIM, ya que los autores no indican una estructura en

particular.

Los extractos de frondas y rizomas+raices de G. stolzeana obtenidos con
hexano y acuoso no inhibieron el crecimiento de ninguna de las bacterias evaluadas.
La accidn inhibitoria fue presentado por los extractos de acetato y metanol de ambas
estructuras, siendo el extracto de AcOEt con los MS glucésidos, taninos hidrolizables
(+), alcaloides, flavona (++) y lactonas sesquiterpénicas (+++) de rizomas+raices el de
mayor efecto sobre las Gram positivas S. aureus y S. epidermidis y las Gram negativas
E. coliy S. sonnei, mientras que el de frondas inhibié a S. epidermidis y S. sonnei con
glucosidos y terpenos (+); seguido de los extractos metandlicos, que inhibieron a S.
aureus, S. epidermidis y S. Typhi, que aunque difieren en el nimero de grupos MS,

comparten: fenoles (+) y saponinas (+).

Los resultados de las MIC nos muestran que los extractos mas activos fueron
los de acetato de etilo de A. amplum y los metabolitos de mayor presencia en los
extractos activos fueron los fenoles, alcaloides y flavonoides tipo flavona, los cuales
pudieron tener un mayor efecto sobre las bacterias; siendo las mas sensibles S.

epidermidis inhibida por los siete extractos activos y S. aureus inhibida por cinco.

Los fenoles, fueron el grupo que mayor presencia, pues se encontré en cinco
de los siete extractos activos; en A. amplum estuvo presente en los extractos de ACOEt
de frondas y rizomas+raices, mismos que presentaron el mayor efecto inhibitorio, y
metandlico de frondas y en G. stolzeana estuvieron en los extractos de MeOH; dentro
de los mecanismos que pudieron ejercer el efecto inhibitorio de estos extractos, estan
la inhibicién de enzimas, actuar como bombas de flujo reduciendo la actividad del paso

de iones, actuar directamente en el peptidoglicano, inhibe la biosintesis de la pared
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celular, se puede unir a las enzimas de las bacterias a través del enlace hidrogeno
induciendo asi modificaciones en la permeabilidad de la membrana celular y la
integridad de la pared celular (Cowan, 1999; Khameneh et al., 2019; Othman et al.,
2019; Jubair et al.,2021).

En las frondas (MeOH) y rizomas+raices (AcOEt) de ambas especies, estan
presentes los alcaloides, los cuales pueden actuar frente a las bacterias, afectando la
division celular, inhibicidn respiratoria e inhibicion enzimatica, rotura de membrana y

afeccion a los genes de virulencia (Othman et al., 2019).

Los flavonoides tipo flavona, que se encuentran en frondas con MeOH de A.
amplum y en rizomas+raices con AcOEt, al igual que en G. stolzeana con AcOEt y
MeOH, pudieron haber actuado sobre las bacterias formando complejos con proteinas
extracelulares y solubles, asi como con la pared celular bacteriana evitando asi la
adhesion (Baskaran et al., 2018; Othman et al. 2019; Jubair et al., 2021).

Los taninos de los dos tipos, que se encuentran en G. stolzeana en rizomas-
raices y en A. amplum en sus frondas (MeOH) uUnicamente condensados, estos
extractos variaron en la cepas bacterianas inhibidas, esto es porque la diferencia en
las estructuras quimicas influyé en la actividad biolégica de los extractos, ya que de
acuerdo a Goncalves-Alvim et al. (2011) la estructura quimica de los taninos
condiciona la actividad biol6gica y segun Cala et al. (2010) su afinidad por ciertas
moléculas, ya que la actividad inhibitoria la ejercen al formar complejos con proteinas
a través de interacciones covalentes y no covalentes. En el caso de los taninos
condensados, también se ha demostrado que pueden ser capaces de unirse a las
paredes celulares de las bacterias, inhibiendo el crecimiento y la actividad de las

proteasas (Othman et al. 2019).

En G. stolzeana de los extractos activos, fue el inico que presenta en terpenos
en frondas (AcOEt), saponinas en ambas estructuras (MeOH) y lactonas en
rizomas+raices con los dos solventes antes mencionados. Los terpenos y las lactonas
pueden actuar sobre las estructuras de la membrana, aumentando su fluidez y
permeabilidad, provocando alteraciones a lo largo de la cadena respiratoria, también
puede causar inhibicion de la bomba de flujo (Chadwick et al. 2013; Khameneh et al.
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2019; Jubair et al. 2021). Las saponinas su actividad antimicrobiana radica en que
forman complejos con los esteroles de las membranas celulares y produce grandes

poros que alteran su permeabilidad y la célula se lisa.

Es importante mencionar que los MS identificados en los extractos bioactivos
como son los alcaloides, fenoles, flavonoides, taninos, terpenos, lactonas y saponinas
se les atribuye propiedades antibacterianas (Araujo-Diaz y Salas-Asencios, 2008) por
lo que la actividad pudo ser por la interaccion entre los diferentes grupos de MS

presentes.

Aungue en los extractos exista una gran diversidad de tipos de MS, esto no
siempre se ve reflejado en el efecto antimicrobiano, como se observa en los resultados
de esta investigacién (Figura 24 y 25). Por ello podriamos inferir que el principio activo
se encuentre en una o varias de las moléculas de los grupos antes mencionado, las
cuales pueden estar actuando de manera separada o en conjunto (Dufourc, 2008;
Burcova et al., 2018). Aunado a esto, Neu (1992) menciona que los extractos no se
encuentran puros, sino que son mezclas complejas de MS que se en encuentran en
interaccién, como sinergismo, adicion, competencia y antagonismo, lo que interviene
en su actividad biolégica, por lo cual es posible explicar porque unos extractos

inhibieron ciertas bacterias y otros no.

Como ya se vio, aunque los extractos contiene metabolitos secundarios con
actividades bioldgicas importantes como la actividad antimicrobiana, también existen
moléculas que pueden afectar la salud humana, haciéndolas muchas veces toxicas.
Nuestros resultados presentaron una gran similitud entre las dos especies (Cuadro 6),
donde los extractos metandlicos y acuosos de ambas especies no son toxicos, esto
segun la categoria propuesta por Fernandez-Calienes et al. (2009), aunque la toxicidad
depende de la dosis, por consiguiente, la concentracion a la que el producto activo se
encuentra en el lugar del receptor (Repetto-Jiménez y Repetto-Kuhn, 2009), segun
Rios et al. (2012) las variaciones climaticas, la época del afio, la parte utilizada de la
planta, son factores que afectan la cantidad y diferencia de moléculas toxicas. Los
grupos reportados como toxicos segun, Granados-Sanchez et al. (2008), son algunos

nitratos, alcaloides, saponinas y taninos, los cuales pueden provocar la inhibicion de
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la sintesis de DNA y RNA, inhiben la mitosis y afectan la funcion de las membranas.
Que los extractos empleados no sean toxico da pauta para continuar estudiando la
actividad biologica, segun Martinez-Echeverria et al. (2017) la baja toxicidad en los

extractos los hace una alternativa para la obtencion de nuevos farmacos.
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IX. CONCLUSIONES

Los mayores rendimientos obtenidos corresponden a los extractos

metandlicos en ambas especies.

Las frondas y rizomas+raices de las dos especies de helechos presentaron
en comun los grupos de metabolitos secundarios: alcaloides, fenoles, saponinas,

taninos condensados y glucésidos.

La especie G. stolzeana fue el Unico que presentd terpenos en frondas,
taninos hidrolizables en rizomas+raices y lactonas sesquiterpénicas en ambas

estructuras. Y los esteroides solo estuvieron presentes en frondas de A. amplum.

Los extractos mas activos fueron los de acetato de etilo de frondas y

rizomas+raices de A. amplum al inhibir a todas las bacteriana evaluadas.

Los microorganismos mas sensibles fueron dos Gram positivas: S.
epidermidis y S. aureus y, las mas resistentes fueron E. coli enteropatégena, P.

aeruginosa y K. pneumoniae.

Las CIM més bajas (10 mg/mL) fueron producidas por A. amplum con el
extracto de acetato de etilo sobre la Gram positiva B. subtilis y Gram negativas S.
sonnei, P. aeruginosa, K. pneumoniae con frondas y S. aureus, S. Typhiy S. sonnei
con rizomas+raices. Mientras que G. stolzeana la CIM menor fue la del extracto

metandlicos de frondas sobre la Gram positiva S. epidermidis (20 mg/mL).

La toxicidad de los extractos de las dos especies de helechos, va de

moderada a no téxicos.
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El aporte de esta investigacion es importante, debido a que este es el primer
estudio realizado con estas dos especies de helechos, los cuales presentan
metabolitos secundarios con actividad farmacoldgica, mostrando inhibicion sobre
bacterias patégenas para los humanos, ademas la toxicidad que presentan es baja,

por ello, son especies que merecen ser estudiados a mayor profundidad.

99



X. RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios etnopteridolégicos en México para asi poder realizar mas
estudios enfocados a los MS presentes y la actividad que puedan presentar.

Realizar otros métodos de extraccion para determinar si hay diferencias en la

presencia de los grupos de metabolitos secundarios.

Llevar a cabo pruebas cuantitativas sobre los metabolitos secundarios
presentes en las estructuras estudiadas.

Realizar estudios sobre la actividad biolégica sobre diferentes

microorganismos para evaluar silos MS presentes tienen otras actividades bioldgicas.
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XII. ANEXO

Anexo 1. Rendimiento de los extractos de las especies estudiadas.

Especie Estrtfc'gura Solvente Rendimiento Rendimiento
botanica (9) (%)
Hex 2.10 1.09
AcOEt 2.34 1.21
Frondas MeOH 11.90 6.17
Acuoso 1.23 0.88
G. stolzeana Hex 141 087
Rizomas+Raices ACOE 1.39 0.86
MeOH 10.64 6.65
Acuoso 1.98 1.13
Hex 3.88 2.01
AcOEt 4.39 2.28
Frondas MeOH 11.38 5.89
A. amplum Acuoso 4.90 3.5
Hex 4,18 2.61
Rizomas+Raices AcOEt 3.66 2.29
MeOH 10.15 6.34
Acuoso 4.15 2.37
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Anexo 2. Prueba de identificacion de metabolitos secundarios de extractos de
frondas de G. stolzeana.
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Anexo 3. Prueba de identificacion de metabolitos secundarios de extractos de
rizomas+raices de G. stolzeana.
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Anexo 4. Prueba de identificacion de metabolitos secundarios de extractos de
frondas de A. amplum.
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Anexo 5. Prueba de identificacién de metabolitos secundarios de extractos de
rizomas+raices de A. amplum.
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Anexo 6. CIM de extractos de G. stolzeana frente a bacterias Gram positivas
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CIM de extracto metandlico contra S. aureus CIM de extracto acuoso contra S aureus

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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I
P

P

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticién 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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Anexo 7. CIM de extractos de G. stolzeana frente a bacterias Gram negativas.
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extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticién 2); R: rizoma+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticién 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra S. sonnei. CIM de extracto de acetato de etilo contra S. sonnei.
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CIM de extracto metandlico contra S. sonnei. CIM de extracto acuoso contra S. sonnei.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticién 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra S. Typh| CIM de extracto de acetato de etilo contra S. Typhi.
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CIM de extracto metanollco contra S. Typh| CIM de extracto acuoso contra S. Typhi.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra P. aeruginosa. CIM de extracto de acetato de etilo contra
P. aeruginosa.
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CIM de extracto metandlicos contra P. aeruginosa. CIM de extracto acuoso contra P. aeruginosa.
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G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticiéon 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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Anexo 8. CIM de extractos de A. amplum frente a bacterias Gram positivas.
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CIM de extracto metandlico contra S. aureus CIM de extracto acuoso contra S. aureus

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra S. epidermidis.

40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195 40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195
1 2 3 4

CIM de extracto metandlico contra S. epidermidis. CIM de extracto acuoso contra S. epidermidis.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticién 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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Anexo 9. CIM de extractos de A. amplum frente a bacterias Gram negativas
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CIM de extracto hexanico contra E. coli. CIM de extracto de acetato de etilo contra E. coli.
40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195 40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195
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CIM de extracto metanélico contra E. coli. CIM de extracto acuoso contra E. coli.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticién 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC

149



40 Concentraciones (mglmL) 0.0195 40 Concentraciones (mg/mL) °L°195
2 3 4 9 10 11 12 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2
-00000 0}@@0 000 00

I

. LR \ 4. 4% A p
CIM de extracto hexanico contra E. coli EPEC CIM de extracto de acetato de etilo contra E. coli EPEC
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CIM de extracto metandlico contra E. coli EPEC CIM de extracto acuoso contra E. coli EPEC

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticion 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra S. sonnei. CIM de extracto de acetato de etilo contra S. sonnei.

40 C traciones (mg/mL) 0.0195 40 Concentraciones (mg/mL) 0. 0195

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 123456789101112

CIM de extracto metandlico contra S. sonnei. CIM de extracto acuoso contra S. sonnei.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra S. Typhi. CIM de extracto de acetato de etilo contra S. Typhi.

40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195 40 Concentraciones (mg/mL) 0.0195

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexamco contra P. aeruginosa. ClM de extracto de acetato de etllo contra

P. aeruainosa.
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CIM de extracto metandlico contra P. aeruginosa. CIM de extracto acuoso contra P. aeruginosa.
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G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticién 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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CIM de extracto hexanico contra K. pneumoniae. CIM de extracto de acetato de etilo contra

I

X

K. pneumoniae.
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CIM de extracto metandlico contra K. pneumoniae. CIM de extracto acuoso contra K. pneumoniae.

G: gentamicina; C: caldo, bacteria e indicador; H: frondas; A: prueba de esterilidad del extracto; B:
extracto sobre bacteria (repeticion 1); C: extracto sobre bacteria (repeticion 2); R: rizomas+raices; D:
prueba de esterilidad del extracto; E: extracto sobre bacteria (repeticién 1); F: extracto sobre bacteria
(repeticion 2). Concentraciones (mg/mL): 1=40, 2=20, 3=10, 4=5, 5=2.5, 6=1.25, 7=0.625, 8=0.312,
9=0.156, 10=0.078, 11=0.039, 12=0.0195.

*El recuadro rojo indica el corte de la MIC
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Anexo 10. Analisis estadistico de ANOVA Multifactorial de G. stolzeana.

Andlisis de varianza para MIC de G. stolzeana.

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Bacteria 1.00926 8 0.126157 4.45 0.0001
B:Extracto 0.0509259 3 0.0169753 0.60 0.6164
INTERACCIONES

AB 0.657407 24 10.027392 0.97 0.5111
RESIDUOS 23.5 828 [0.0283816
TOTAL (CORREGIDO) |25.2176 863

Prueba para mdltiple rangos para MIC por extractos

Extracto Casos |Media LS |Sigma LS [Grupos
Homogéneos

AcOEt frondas [216  [0.0185185|0.0114628 | X

MeOH RiRa |216 |0.0277778]0.0114628 [X

MeOH frondas |216  |0.037037 [0.0114628 (X

AcOEtRiIRa [216 [0.037037 |0.0114628 |X

Prueba de mudltiple rangos para MIC por bacterias

Bacteria Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

E. coli EPEC |96 0 0.0171942 [X

P. aeruginosa |96 0 0.0171942 [X

K. 96 0 0.0171942 |X

pneumoniae

B. subtilis 96 0 0.0171942 [X

E. coli 96 0.0208333 [0.0171942 | XX

S. Typhi 96 0.0416667 [0.0171942 | XX

S. sonnei 96 0.0416667 [0.0171942 | XX

S. aureus 96 0.0625 0.0171942 | XX

S. epidermidis (96 0.104167 [0.0171942| X

155



Anexo 11. Analisis estadistico de ANOVA Multifactorial de A. amplum.

Andlisis de varianza para MIC de A. amplum.

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Bacteria 0.592593 8 0.0740741 0.95 0.4715
B:Extracto 6.18519 3 2.06173 26.54 0.0001
INTERACCIONES

AB 1.48148 24 10.0617284 0.79 0.7466
RESIDUOS 64.3333 828 [0.0776973
TOTAL (CORREGIDO) |72.5926 863

Prueba para miltiple rangos para MIC por extractos.

Extracto Casos |[MedialLS |SigmalS [Grupos Homogéneos
MeOH RiRa 216 0 0.018966 (X
MeOH frondas |[216 0.0185185 |0.018966 |X
AcOEt RiRa 216 0.157407 |0.018966 | X
AcOEt frondas 216 0.194444 |0.018966 | X

Prueba de mudltiple rangos para MIC por bacterias

Bacteria Casos |Media LS |Sigma LS|Grupos
Homogéneos

E. coli EPEC |96 0.0416667 [0.028449 | X

E. coli 96 0.0625 0.028449 [XX

K. 96 0.0833333(0.028449 (XX

pneumoniae

S. epidermidis |96 0.0833333|0.028449 | XX

P. aeruginosa |96 0.104167 |0.028449 | XX

S. aureus 96 0.104167 [0.028449 | XX

S. Typhi 96 0.104167 [0.028449 | XX

B. subtilis 96 0.125 0.028449 | X

S. sonnei 96 0.125 0.028449 | X
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Anexo 12. Prueba de toxicidad de los extractos de G. stolzeanay A. amplum.

Extracto Desviacion Gl Valor-P
50 100 estandar
Hex  1012.13 4410.84 1.69 1 0.1927
AcOEt  939.01 312252 3.77 1 0.052
Frondas

MeOH 1826.47 7 754.68 0.51 1 0.4722

Acuoso 1543.62 5318.13 1.28 1 0.2572

G. stolzeana Hex 203.75 1875.84 5.40 1 0.02
. AcOEt  487.21 1341.19 16.16 1 0.0001

R*Ra ~NeOH 194062 7 284.08 0.59 1 04422

Acuoso 204457 7378.22 0.57 1 0.4499

Hex 645.26 2 997.04 3.56 1 0.0589

AcOEt  214.59 749.30 13.62 1 0.0002

Frondas

MeOH 1412.72 5568.9 1.05 1 0.3046

Acuoso 1967.34 7401.95 0.57 1 0.4497

A.amplum Hex 17757  530.68 15.30 1 0.0001
. AcOEt  165.57 494.00 15.22 1 0.0001

R*Ra —NeoH 1365.85 4801.73 1.47 1 0.2247

Acuoso 1047.26 3630.14 2.70 1 0.0998
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