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RESUMEN
Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias patdgenas y oportunistas
continuan siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en el mundo. El uso
inadecuado de antibidticos para tratar estas infecciones ha generado resistencia, por
lo que investigaciones recientes se han enfocado en conocer el potencial terapéutico
de las plantas usadas en la medicina tradicional, ya que poseen compuestos activos
con propiedades para atender problemas infecciosos comunes de salud en gran parte

de la poblacion humana en muchos paises del mundo.

En este estudio se evalud la actividad biolégica de Muntingia calabura L., una
planta medicinal originaria del Neotropico con usos variados. Para ello, se analizo el
efecto de ocho extractos de hojas y cortezas de tallos sobre bacterias de coleccion
ATCC: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli,
Salmonella Typhi, Shigella sonnei y Pseudomonas aeruginosa; asi como tres
provenientes de aislamientos clinicos: S. aureus, E. coliy P. aeruginosa. Ademas, se
identificaron a los grupos de metabolitos secundarios (MS) presentes en cada extracto

y se determiné su toxicidad mediante ensayos con Artemia salina.

Se identificaron nueve grupos de MS, destacando los fenoles, glucésidos y
lactonas sesquiterpénicas, compuestos posiblemente relacionados con la actividad
antibacteriana de la planta, lo que fue evidenciado mediante ensayos de difusién en
agar y de concentracion inhibitoria minima (CIM). La inhibicion fue estadisticamente
significativa (p<0.05) sobre las cepas ATCC de B. subtilis, E. coli, S. Typhiy S. sonnei,
asi como en S. aureus de aislamiento clinico (AC). La especie mas sensible fue S.
aureus AC frente al extracto acuoso de hojas, con halos de 7.7 a 15.7 mm, marcando
dosis-dependencia con este extracto y el de acetato de etilo; la CIM fue de 0.313
mg/mL, usando el extracto de acetato de etilo con cortezas de tallos. Finalmente, se
demostro que tres extractos de la planta fueron no téxicos, mientras que cinco de ellos
se consideraron moderadamente toxicos. Estos hallazgos respaldan el uso tradicional

de M. calabura L. y su potencial en el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.

Palabras clave: efecto antibacteriano, planta medicinal, productos naturales, toxicidad

sobre Artemia salina.

vii



ABSTRACT
Infectious diseases caused by pathogenic and opportunistic bacteria continue to be a
major cause of morbidity and mortality worldwide. The inappropriate use of antibiotics
to treat these infections has generated resistance, so recent research has focused on
understanding the therapeutic potential of plants used in traditional medicine, because
they contain active compounds with properties to address common infectious health

problems in a large part of the human population in many countries of the world.

This study evaluated the biological activity of Muntingia calabura L., a medicinal
plant native to the Neotropics with varied uses. To do this, the effect of eight extracts of
leaves and bark from stems on ATCC collection bacteria was analyzed: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Salmonella Typhi, Shigella
sonnei and Pseudomonas aeruginosa; as well as three from clinical isolations: S.
aureus, E. coli and P. aeruginosa. In addition, the groups of secondary metabolites
(SM) present in each extract were identified and their toxicity was determined by testing

with Artemia salina.

Nine groups of SM were identified, highlighting phenols, glucosides and
sesquiterpene lactones, compounds possibly related to the antibacterial activity of the
plant, which was evidenced by agar diffusion tests and minimum inhibitory
concentration (MIC). The inhibition was statistically significant (p<0.05) on ATCC strains
of B. subtilis, E. coli, S. Typhi and S. sonnei, as well as in clinical isolation S. aureus
(AC). The most sensitive species was S. aureus AC versus aqueous extract of leaves,
with halos from 7.7 to 15.7 mm, marking dose-dependence with this extract and ethyl
acetate; the IMC was 0.313 mg/mL, using ethyl acetate extract with bark of stems.
Finally, three plant extracts were found to be non-toxic, while five of them were
considered moderately toxic. These findings support the traditional use of M. calabura

L. and its potential in developing new therapeutic alternatives.

Keywords: antibacterial effect, medicinal plant, natural products, toxicity on Artemia

salina.
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I.  INTRODUCCION
Las patologias infecciosas han sido tratadas por el personal de salud con farmacos
conocidos como antibioticos, los cuales tienen un valor indiscutible para curar
enfermedades de ese tipo. No obstante, el mal uso y abuso de su empleo ha
ocasionado un problema mundial de resistencia de los microorganismos que
representa un desafio terapéutico en la actualidad, el cual de no combatirse a tiempo
puede seguir comprometiendo a futuras generaciones (Medina-Morales et al., 2015;

Contreras-Omana et al., 2021).

Estos padecimientos son muy frecuentes en la actualidad, siendo una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en personas de cualquier edad, en
donde las nifias y nifios, adultos mayores y personas con un sistema inmunitario débil
son los mas vulnerables. Son ocasionados por microorganismos patégenos, e incluso
oportunistas, como bacterias, hongos o parasitos que invaden fluidos, tejidos o
cavidades del organismo, por lo que son consideradas uno de los primeros motivos de

consulta médica en México y en el mundo (Garcia-Palomo et al., 2010; Losa, 2021).

Debido a esta problematica, el uso de plantas medicinales para combatir estas
infecciones y enfermedades se ha incrementado en los ultimos afios, llegando a ser
un excelente recurso para tratar cualquier tipo de infecciones y enfermedades cronico-
degenerativas. Las especies vegetales utilizadas con fines terapéuticos poseen
principios activos que en conjunto son los que le otorgan sus propiedades (Avila-Uribe
et al., 2016; Gallegos-Zurita, 2016).

A partir de las plantas usadas en la medicina tradicional se han logrado
desarrollar tratamientos que en ocasiones provienen de la época prehispanica, los
cuales han utilizado las personas para reducir tanto los sintomas de un problema de
salud infeccioso como la enfermedad misma, por lo que en la actualidad las empresas
farmacéuticas se han motivado a dirigir sus investigaciones en la diversidad vegetal
para descubrir plantas que presentan metabolitos secundarios que puedan ser
utilizados en la farmacia para sustituir el uso de antibiéticos a los que la mayoria de
los microorganismos se han vuelto resistentes (Pabén et al., 2017; Fonnegra, 2023;
Frias y Rosales, 2023).



Debido a lo anterior, una de las plantas que ha sido utilizada con fines
medicinales de manera empirica es Muntingia calabura L., ya que posee diversos
efectos benéficos para la salud. Entre sus aplicaciones, las investigaciones de
Candelaria y Flota (2018) y el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana
(2024) han reportado que las infusiones de raices y flores se emplean para tratar
molestias estomacales, asi como el uso de hojas para controlar los espasmos,
neuralgias e infecciones cutaneas. Sin embargo, es la infusion de la corteza la que
tiene mayor reporte de usos, siendo empleada como emoliente y para el tratamiento

contra padecimientos digestivos y afecciones broncopulmonares.

Por ello, esta investigacion tiene la finalidad de evaluar la actividad biolégica de
los metabolitos secundarios presentes en los extractos de M. calabura frente a
bacterias asociadas a enfermedades infecciosas, para lo cual se obtendran extractos
organicos y acuosos de hojas y cortezas de tallos con el fin de identificar los grupos
de metabolitos secundarios presentes y determinar la capacidad inhibitoria de estos
sobre las bacterias. Ademas, se determinara la actividad sobre Artemia salina para

conocer si los extractos pueden provocar toxicidad.



II. MARCO TEORICO
2.1. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Las enfermedades infecciosas son trastornos de salud causados por bacterias,
parasitos u hongos, que tras invadir un huésped, se multiplican e invaden tejidos,
fluidos o cavidades del organismo, transformando la manera en la que éste funciona.
La interaccion puede ser muy variable, ya que depende de factores como las
caracteristicas del microorganismo, la cantidad de inoculo y otros factores
relacionados al huésped, especialmente la respuesta inmunitaria (Garcia-Palomo et
al., 2010; Jawerth, 2020).

El equilibrio establecido entre los factores de patogenicidad o virulencia del
microorganismo, y los factores del huésped representados por su respuesta inmune,
determina que se establezca una relacion de colonizacién (en donde el
microorganismo vive y se multiplica sin causar dafo), una infeccion latente (cuando se
limita por la respuesta inmune), o bien da lugar a la enfermedad. En este sentido, una
enfermedad infecciosa es la expresion clinica de la infeccion, caracterizada por un
conjunto de signos y sintomas que surgen tanto del dafio causado por el patogeno

como de la inflamacién producida por el huésped (Garcia-Palomo et al., 2010).

Estas enfermedades representan un problema de salud publica en la actualidad,
ya que son una importante causa de morbilidad y mortalidad en personas de cualquier
edad, siendo mas vulnerables las nifias y nifios, adultos mayores y personas
inmunodeprimidas. En regiones econdémicamente desarrolladas, la mayoria de las
enfermedades suelen estar causadas por microorganismos pertenecientes a la
microbiota normal del huésped, que colonizan principalmente el tracto gastrointestinal,
la piel y el tracto genitourinario; cuando se altera el equilibrio huésped-patdgeno, se
desencadena una infeccién que provoca alteraciones estructurales en la piel o en las
mucosas, disminuyendo las defensas del huésped y facilitando la progresion de la

enfermedad (Garcia-Palomo et al., 2010; Losa, 2021).

En regiones con recursos mas limitados, las patologias suceden por otras
razones, principalmente por la falta de acceso a agua potable y saneamiento, asi como

una infraestructura médica y farmacéutica deficiente. En este contexto, la mayoria se



transmiten por microorganismos encontrados en agua o alimentos contaminados, de
persona a persona por contacto directo, o a través de fémites, es decir, objetos inertes
contaminados con materia fecal u otro tipo de fluidos, como saliva, secreciones

nasales o sangre (Garcia-Palomo et al., 2010).

Uno de los principales agentes etioldgicos de las enfermedades infecciosas en
humanos son las bacterias patdgenas, aunque se ha demostrado que algunas
oportunistas también se encuentran asociadas a distintos padecimientos, causando
complicaciones en pacientes con un sistema inmunitario débil. Entre las principales
bacterias causantes de estas infecciones se encuentran: Escherichia coli, Salmonella
enterica o Campylobacter jejuni, asociadas comunmente con cuadros de
gastroenteritis, asi como Pseudomonas aeruginosa y Haemophilus influenzae, que
provocan neumonia, y especies como Staphylococcus aureus y Bacillus cereus,
implicadas en toxiinfecciones alimentarias (Morey-Ledn et al., 2020; Garcia-Palomo et
al., 2010).

El tratamiento para estas enfermedades depende del diagnéstico y las
manifestaciones clinicas del paciente, sin embargo, el uso de antibiéticos ha sido
fundamental, ya que combaten directamente a las bacterias, reducen su poblacion y
previenen distintos tipos de complicaciones. A pesar de esto, en los ultimos afios el
uso indiscriminado e inapropiado de estos farmacos ha conducido a un problema de
resistencia bacteriana, por lo que deben ser prescritos de acuerdo con las necesidades
del paciente y siguiendo las indicaciones y supervision del personal de salud (Medina-
Morales et al., 2015; Contreras-Omania et al., 2021; Alpuche-Aranda y Echaniz-Avilez,
2024).

Es por ello que para atender los padecimientos que sufren, las comunidades
étnicas y campesinas suelen combinar los conocimientos modernos, como el uso de
antibidticos, con practicas tradicionales, realizando preparaciones a base de plantas
medicinales consumidas principalmente en forma de té o infusiones por medio de la
decoccion de las partes duras de las plantas, como cortezas, raices, rizomas e incluso
frutos, aunque también se suelen usar hojas y flores, siendo las hojas la estructura

vegetal mas utilizada (Consolini, 2023; Lara-Reimers et al., 2023).



2.2. PLANTAS MEDICINALES

Los medicamentos producidos por la industria farmacéutica frecuentemente estan
fuera del alcance de la mayoria de la poblacién en paises en desarrollo, ya que
presentan altos costos y dificultad para conseguirlos, por lo que se han buscado
nuevas opciones para combatir las distintas infecciones y enfermedades. Una de las
alternativas ante esta problematica que ha alcanzado un apogeo y desarrollo
inesperado es el uso de plantas medicinales, llegando a ser un excelente recurso para
tratar los problemas mas frecuentes de salud (Lopez, 2008; Alds, 2014; Fonnegra,
2023).

Las plantas medicinales corresponden a cualquier especie vegetal que posee
sustancias utilizadas con fines terapéuticos o principios activos que se utilizan como
precursores para la sintesis de nuevos farmacos. A partir de las plantas medicinales,
la medicina tradicional ha logrado desarrollar distintos tratamientos efectivos para
reducir la sintomatologia y los trastornos asociados a las enfermedades. El uso de
estos tratamientos no corresponde a una practica moderna, pues ha estado presente
desde tiempos antiguos remontados a la prehistoria, donde cada una de las culturas
ha creado conocimiento sobre las propiedades medicinales de las plantas a través de
la busqueda de medicamentos, aprendiendo por ensayo y error a utilizar los elementos

de la naturaleza para curar sus dolencias (Bermudez et al., 2005; Fonnegra, 2023).

El uso a diferente escala de las plantas medicinales se encuentra relacionado
con la cultura de los pueblos, ya que para unos es una practica permanente, mientras
que otros (aun sin excluir las propiedades de estas plantas) optan por usar la medicina
formal. De acuerdo con la practica médica y la experimentacion farmacoldgica, la
actividad biologica de una planta no puede explicarse solo por uno de sus compuestos
activos, generalmente dichas moléculas son mezclas de compuestos quimicos bajo la
forma de fitocomplejos, en los que los principios activos se unen a otras moléculas
aparentemente inactivas o sustancias adyacentes que les confieren sus propiedades
(Frias y Rosales, 2023).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2023), un total de

170 paises han comunicado que usan la medicina tradicional, siendo de forma comun



en 113 de ellos y en muchos paises se comienza a reconocerla e integrarla en sus
sistemas de salud, dicho uso implica el consumo directo y/o el empleo de los extractos
de diferentes partes de la planta. Por otro lado, los principios activos también se suelen
usar para satisfacer estas necesidades, sin embargo, en la mayoria de los casos son
desconocidos, por lo que distintos investigadores se han dado a la tarea de identificar
a los compuestos con actividad biolégica para asi aportar mayor conocimiento dentro
de este campo, aun cuando la caracterizacion quimica de las miles de especies
utilizadas en la medicina tradicional es un trabajo que esta lejos de completarse
(Bermudez et al., 2005; Sarker et al., 2006; Guzman et al., 2017).

En México existe una gran cantidad de plantas medicinales conocidas y
utilizadas desde tiempos prehispanicos. Pueden encontrarse a lo largo del pais, desde
lugares tan populares como los jardines de las mas grandes ciudades hasta los
traspatios de los hogares, mientras que algunas también se comercializan frescas o

secas en puestos de tianguis o en tiendas naturistas (Guzman et al., 2017).

Entre las familias botanicas que poseen especies con potencial medicinal
distribuidas en Meéxico, se encuentran las siguientes: Leguminosae Juss.,
Euphorbiaceae Juss., Asteraceae Giseke, Lamiaceae Martinov, Verbenaceae J. St.-
Hil., Rutaceae Juss. y Solanaceae Adams., por lo que su conservacion es importante
al representar un valioso legado para las nuevas generaciones, asi como por su valor
incalculable en la exploracién de nuevos medicamentos para atender las necesidades

de salud del pueblo mexicano (Méndez et al., 2010; Villarreal-lbarra et al., 2014).

2.3. FAMILIA MUNTINGIACEAE C. BAYER, M. W. CHASE & M. F.
FAY.

2.3.1. Generalidades
La familia Muntingiaceae C. Bayer, M. W. Chase & M. F. Fay. es originaria y distribuida

de forma natural en la regién Neotropical. Es considerada como un posible grupo basal
del orden Malvales Juss., perteneciente al grupo de las angiospermas o también
conocidas como plantas con flores. Esta conformada por tres géneros monotipicos:
Muntingia L., Dicraspidia Standl. y Neotessmannia Burret, siendo Muntingia el Unico

género con distribucién en México. En cuanto a su situacién taxondémica, esta familia



se encontraba en controversia porque algunos caracteres que la definen los comparte
con otras familias botanicas como Tiliaceae Juss., Flacourtiaceae Rich. ex DC. y
Elaeocarpaceae Juss., en donde se habian incluido a sus tres géneros. Posteriormente
se propuso que los vinculos mas cercanos de esta familia estarian relacionados con
Cistaceae Juss. y Dipterocarpaceae Blume (Bayer et al., 1998; Carvajal y Acosta,
2010; Ferrer y Laguna, 2013).

2.3.2. Género Muntingia L.
Este género comprende a una sola especie distribuida a lo largo de América tropical y

esta conformado por arboles o arbustos pubescentes (Calderén, 2002). La ubicacion
taxondmica del género se encuentra en discusion ya que distintos autores la ubican
como miembro de la familia Tiliaceae, aunque otros la consideran como parte de
Flacourtiaceae o Elaeocarpaceae. No obstante, el criterio aceptado hoy en dia situa a

Muntingia dentro de la familia Muntingiaceae (Bayer et al., 1998).

2.3.3. Especie en estudio: Muntingia calabura L.
2.3.3.1. Generalidades
Es una especie arbustiva o arbérea de hasta 12 m de altura, con follaje vistoso, hojas

alargadas siempre verdes, flores blancas y frutos rojizos en la madurez, floreciendo y
fructificando de manera intermitente a lo largo del afo. Es originario de América
tropical, habitando en climas semicdlidos a calidos y asociada a la vegetacion
perturbada de bosques tropicales subcaducifolio, caducifolio y perennifolio, desde el
nivel del mar hasta los 1 800 m. Se encuentra a orillas de arroyos permanentes o rios
pequefos, en matorral espinoso, terrenos planos y lomerios o laderas rocosas,
cafadas poco profundas con tolerancia a la sombra y rara vez a las orillas de los
canales de riego, afines a suelos arcillosos con grava o franco-arenosos, humedos,
pedregosos o con rocas calcareas aflorantes (Carvajal y Acosta, 2010; Atlas de las
Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2024; The World Flora Online, 2024).

2.3.3.2. Descripcion botanica
Es un arbol comunmente pequefio o arbustivo, facultativamente perennifolio de 10-12

m de alto (Figura 1A). El tronco mide de 12-15 cm de diametro, con corteza lisa, ramas
delgadas y pelos simples o glandulosos (Figura 1B). Las hojas son alternas con textura

membranacea, cuya lamina es lanceolada a eliptica u oblonga de 4-14 cm de largo y



1.5-4 cm de ancho, acuminadas, con base oblicua, truncada o subcordada y margen
serrado. El haz de las hojas es de color verde mientras que el envés es blanco o
grisaceo-tomentoso (Figura 1C). Las inflorescencias son supraaxilares, de una o
comunmente dos a tres flores de color blanco, pedicelos de 1-2 cm de largo, cinco
sépalos de 5-7 mm de largo con 1.5-3 mm de ancho, y cinco pétalos blancos de 1 cm
de largo y ancho, obovados a suborbiculares y con textura delgada (Figura 1D). El fruto
es globoso y carnoso, con un didametro de aproximadamente 1 cm, color rojo brillante
en la madurez y epicarpio glabro y granuloso (Figura 1E). Las semillas son numerosas
y miden 0.5 mm de largo, con forma subglobosa a elipsoide (Carvajal y Acosta, 2010;
Candelaria y Flota, 2018).

Figura 1. Caracteristicas botanicas de M. calabura. A) Arbol de estudio; B) Corteza de
tallos; C) Hoja; D) Flor y E) Fruto. Fotografias: Hernandez-Aguilando (2024)



2.3.3.3. Distribucion geografica
Es una especie de la region Neotropical en América, distribuida desde México hasta

Brasil, norte de Argentina y las Antillas. En la republica, los estados en los que se
distribuye corresponden a los del Centro y Sureste, como lo son San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Estado de México, Morelos,
Puebla, Veracruz, Guerrero, Ciudad de Meéxico, Oaxaca, Tabasco, Chiapas,

Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Figura 2) (Carvajal y Acosta, 2010).

Simbologia
=] Estados con distribucion de M.
calabura

Figura 2. Distribucién geografica de M. calabura en México. Fuente: Hernandez-
Aguilando (2024)
Para el caso de Centroamérica puede observarse en los paises de Belice, Costa
Rica, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Panama, mientras que en
Sudamérica se encuentra en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru y
Venezuela. Su presencia esta igualmente reportada en El Caribe, particularmente en
Las Bahamas, Cuba, Haiti, Jamaica, Puerto Rico, Republica Dominicana y Trinidad y

Tobago (/dem).

Esta especie también ha sido introducida y cultivada en Oceania, Australia,
Madagascar y el sureste asiatico, incluidos los paises de Tailandia, Filipinas, China,
Malasia, Indonesia y Singapur, donde se ha expandido de modo artificial como cultivo
agroforestal y ornamental, alcanzando relieve como especie invasora (Carvajal y
Acosta, 2010; Ferrer y Laguna, 2013).



2.3.3.4. Nombres vernaculos y étnicos
La especie es conocida de distintas maneras alrededor del mundo. De acuerdo con

Janick y Paull (2008) y Ferrer y Laguna (2013), en paises del Centro y Sur de América
recibe los nombres comunes de capulin, cerezo de montafia, teresita, uvilla, puam,
calabura, sachacapuli y pau de seda. En otros paises se conoce como bois de soil 0
bois (Francia), jam tree (India y Sri Lanka), bua cheri o kerukup siam (Malasia), cay
trung ca (Vietnam), datiles, cereza o manzanita (Filipinas), tarkop farang (Tailandia) y
cerri o talok (Indonesia). Adicionalmente, en inglés es conocido como calabur,

strawberry tree, jamaican cherry, malayan cherry, Panama cherry y Singapore cherry.

Para el caso de México, Vazquez et al. (1999) mencionan que la planta se
conoce como capulin, capulincillo, carecillo y huztlan. No obstante, en algunos estados
posee algunas variantes, las cuales son: bisilana (Oaxaca), capolin (Tabasco vy
Chiapas), capolin de mayo (Chiapas), nigua (sur de Veracruz), palman (Puebla), puan,

pus, pua o guinda (sureste de San Luis Potosi) y capulin manso (Veracruz y Oaxaca).

De igual forma, algunos nombres de diferentes lenguas étnicas que recibe son:
yaga-bi-ziaa o mbe’e’ze’c (zapoteco), la-in-né (chontal), ma-lau o manun (chinanteco),

puan o puyan (totonaco), cacanicua (tarasco) y was ak (tzeltal) (/dem).

2.3.3.5. Usos medicinales
Los usos medicinales de la especie son ampliamente variados, usando practicamente

todas las estructuras de la planta. Entre las aplicaciones que se han reportado se
encuentran las infusiones de raices y flores para combatir molestias estomacales y
controlar los espasmos. Por otro lado, las hojas son también recomendadas mediante
infusiones para ser usadas como antiespasmaodico, para neuralgias, en bafos contra
el sarampidn, urticaria, viruela o para clarificar la vista (Niembro,1990; Vazquez et al.,
1999; Martinez et al., 2001; Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana,
2024).

Asi mismo, la infusion de la corteza tiene mayor reporte de usos, ya que se
emplea como emoliente y se prescribe para el tratamiento contra intoxicacion,
amenorrea y en padecimientos digestivos como empacho, vémito, diarrea, disenteria,

dolor de estbmago y gastroenteritis, al igual que para afecciones broncopulmonares

10



asociadas a tos y bronquitis. Ademas, para fiebres altas se recomienda frotar o banar
al paciente con el mismo preparado. Esta estructura también se ha usado para tratar
el algodoncillo frotando con ella el area afectada, mientras que para mordeduras de
vibora se aplica la corteza pulverizada, con la que también se prepara un té (Atlas de
las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2024).

Por otra parte, Janick y Paull (2008), mencionan que la infusion de la raiz de la
planta es usada como antiséptico en Vietnam y como abortivo en Malasia, mientras
que la infusion de las flores es usada como solucion tranquilizante y tonico en
Colombia, o para tratar dolores de muelas en Filipinas, donde también aprovechan sus

propiedades antidispépticas, antiespasmadicas y diaforéticas.

El potencial curativo de estas plantas es ocasionado por una gran variedad de
principios activos que producen a través de su metabolismo, variando en
concentracion en los distintos érganos de las plantas. Los compuestos activos mas
relevantes son los metabolitos secundarios, a los que se les ha otorgado actividad
bioldgica contra distintos microorganismos, como bacterias y hongos, siendo asi
responsables de la eficacia de las plantas medicinales para el combate de distintas
dolencias y enfermedades (Martinez et al., 2012; Cebrian, 2016).

2.4. METABOLITOS SECUNDARIOS

2.41. Generalidades
Los compuestos naturales poseen una gran diversidad y complejidad molecular. Se

han agrupado en dos distintos grupos de acuerdo con su origen biosintético: productos
del metabolismo primario y productos del metabolismo secundario. Los mas
abundantes en la naturaleza son los del metabolismo primario, correspondientes a las
proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos, mismos que aparecen en todo el
reino vegetal y desempenan un papel fundamental en el metabolismo de las plantas.
Ademas de estos, las plantas también contienen una gran cantidad de compuestos
organicos que se encuentran implicados en su crecimiento y desarrollo: los metabolitos

secundarios (Acero et al., 2021).

Los metabolitos secundarios (MS) son un grupo de compuestos de bajo peso

molecular de gran importancia, responsables del olor, sabor y color de la planta, asi
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como de sus propiedades medicinales al ser usados como antimicrobianos, para el
tratamiento contra el cancer y para tratar diversos padecimientos. A nivel ecoldgico
participan en procesos de adaptacion de las plantas en su ambiente, al igual que en el
establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion de polinizadores
y dispersores de semillas y frutos. Ademas, cuando las plantas se encuentran
expuestas a condiciones adversas ocurre una sintesis activa de MS, lo que es inducido
por la presencia de herbivoros, el ataque por microorganismos patdégenos, la
competencia por espacio, luz y nutrientes, la exposicion a la luz solar y otros tipos de
estrés abiotico (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Sarker et al., 2006; Taiz y Zeiger,
2006; Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Acero et al., 2021).

Esta clase de compuestos tienen una distribucidn restringida entre los distintos
grupos taxonoémicos, por lo que algunos pueden encontrarse en una sola especie
vegetal o bien en un grupo de especies relacionadas. La cantidad de MS existentes en
una planta depende de diferentes factores, los cuales pueden ser extrinsecos o
intrinsecos, de los primeros se considera el clima, la temperatura, la humedad o las
condiciones del suelo, mientras que los intrinsecos pueden ser de tipo genético, por
interaccion con enzimas para transformarse y por variaciones diurnas o estacionales

de la especie vegetal (Taiz y Zeiger, 2006; Duefas, 2009).

2.4.2. Clasificacion

Los metabolitos secundarios pueden clasificarse bajo distintos criterios, ya sea de
acuerdo con su estructura, por su ruta biosintética, por los grupos funcionales que
posee o0 por la actividad biolégica que cumplen, no obstante, ninguna de estas es
exclusiva ni excluyente, por lo que pueden ser ubicados dentro de varios grupos. En
este caso, los MS son agrupados en cuatro tipos quimicamente diferentes: alcaloides,

terpenos, glucésidos y fenoles (Guarnizo y Martinez, 2009).

24.21. Alcaloides
La mayoria de las plantas contienen compuestos aromaticos nitrogenados llamados

alcaloides, que a diferencia de la mayor parte de los metabolitos secundarios son
quimica y biolégicamente muy heterogéneos. Constituyen el grupo de sustancias

vegetales mas representativo, numeroso y diverso, caracterizado por moléculas mas
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0 menos complejas y de caracter basico, lo cual se debe a la presencia de uno o mas
atomos de nitrégeno que pueden formar un heterociclo (Figura 3). Se describen como
cristales amargos, sin olor y generalmente incoloros, que en su forma base son poco
solubles en agua y solubles en disolventes organicos, aunque en forma de sal se
vuelven hidrosolubles, solubles en alcoholes e insolubles en disolventes apolares
(Salisbury y Ross, 2000; Pinol et al., 2013; Acero et al., 2021; Frias y Rosales, 2023).

~., .../ —
ANy A

o

Cafeina Nicotina

Figura 3. Ejemplos de alcaloides heterociclicos. Fuente: MolView (2024)

La sintesis de los alcaloides se lleva a cabo a partir de aminoacidos, como la
lisina, tirosina y el triptéfano, no obstante, el esqueleto carbonado de algunos
alcaloides contiene un componente que se deriva de la ruta de los terpenos o de sus
derivados inmediatos. En su estado natural se encuentran en todos los 6rganos de la
planta como hojas, flores, frutos, semillas, corteza y raiz. Su distribucion se encuentra
limitada a algunos grupos taxonomicos, como las angiospermas, donde son
abundantes en dicotiledéneas y escasos en monocotiledéneas, mientras que en
gimnospermas estan disponibles en baja proporcion (Salisbury y Ross, 2000; Taiz y
Zeiger, 2006).

De acuerdo con Acero et al. (2021) y Frias y Rosales (2023), los alcaloides
pueden clasificarse en tres tipos: a) alcaloides verdaderos, con el nitrégeno
heterociclico y siempre procedentes de aminoacidos, tales como la estricnina y
ajmalina, b) protoalcaloides, correspondiente a aminas simples con caracter basico,

nitrégeno no heterociclico y formados a partir de aminoacidos, destacando la
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muscarina, la efedrina y la mezcalina y c) pseudoalcaloides, los cuales tienen
propiedades idénticas a los alcaloides verdaderos provenientes de compuestos no

aminoacidos, como la aconitina y la tomatidina.

Los efectos terapéuticos de algunos alcaloides han sido demostrados en
distintos estudios, donde mencionan el uso de estos como antibacterianos,
antiinflamatorios, antivirales, anticancerigenos, analgésicos, antitusivos,
antidepresivos, antipiréticos y anticonvulsivos. De igual forma se han citado a otros por
sus efectos hepatotdxicos y alucindégenos, o bien por actuar como antifibrilantes,
bloqueantes espasmoliticos, neuromusculares, antimalaricos y antineoplasicos (Velu
et al., 2018; Gonzalez-Chavarro et al., 2020; Frias y Rosales, 2023).

Las propiedades antimicrobianas de estos compuestos se han reportado tanto
para la inhibicion de bacterias como de hongos, por alcaloides como el harman y la
harmalina, asi como de algunos alcaloides bencilisoquinolinicos a los que se les
atribuye mayor efecto contra bacterias, principalmente las Gramnegativas. Por otra
parte, algunos alcaloides como la tomatina, solanina, B-solamarina y desacetoxi-
solafilidina han mostrado efectos antibacterianos frente a bacterias Grampositivas
como S. aureus, o sobre Gramnegativas como E. coli y P. aeruginosa (Cuca et al.,
2011; Pena, 2011; Soto, 2014).

El mecanismo de accidon de estos compuestos nitrogenados es diverso, ya que
pueden actuar inhibiendo el metabolismo bacteriano, la sintesis de acidos nucleicos o
proteinas y la actividad de proteasas funcionales. Por otro lado, también se ha
demostrado que pueden daiar la pared celular y la permeabilidad de la membrana,
asi como a las bombas de expulsion activa, la ADN topoisomerasa y la respiracion

celular (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Yan et al., 2021).

24.2.2. Terpenos
Los terpenos, también conocidos como isoprenoides, forman parte de uno de los

grupos mas abundantes de compuestos secundarios caracterizados por ser insolubles
en agua. Sus estructuras pueden ser lineales o ciclicas que poseen enlaces
conjugados (Figura 4), los cuales pueden ser excitados por luz o temperatura, por lo

que estan relacionados con la recepcion de estimulos luminicos o quimicos. Los
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metabolitos secundarios de este grupo estan distribuidos en el reino vegetal
localizados en hojas, flores y frutos, asi como en tallos, troncos y raices pero en menor

proporcion (Taiz y Zeiger, 2006; Pifol et al., 2013; Frias y Rosales, 2023).

Mentol Limoneno

X

Figura 4. Estructura quimica de terpenos: mentol y limoneno. Fuente: MolView (2024)

La ruta biosintética de los terpenos es compartimentalizada en las células
vegetales, por lo que puede ocurrir en el citoplasma o en el cloroplasto a partir del
isopentenil difosfato (CsHs), considerado como el isopreno activo. En el citoplasma, la
biosintesis de los terpenos ocurre por la ruta del mevalonato, donde se condensan tres
moléculas de acetil-CoA para originar al acido mevalonico, precursor del isopentenil
pirofosfato (IPP). Por otro lado, en los cloroplastos sucede por la via del metileritritol
fosfato, teniendo como precursor al piruvato y el gliceraldehido, cuyo producto después
de la condensacion también se transforma en IPP. El producto de ambas rutas puede
transformarse por isomerizacion en dimetilalil difosfato (DMAPP) (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009; Pifol et al., 2013).
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De acuerdo con Pifol et al. (2013) y Frias y Rosales (2023), los terpenos pueden

clasificarse segun las unidades de isopreno que los componen (Cuadro 1):

Cuadro 1. Clasificacion de terpenos

Hemiterpenos: grupo mas
pequeio de terpenoides de

caracteristica muy volatil.

Monoterpenos:
componentes de las
esencias naturales debido a
su volatilidad.
Sesquiterpenos: presentes

en esencias y resinas.

Diterpenos: suelen ser
aceites o solidos a

temperatura ambiente.

Triterpenos: se encuentran
como resinas, ésteres o
heterésidos.
Tetraterpenos:
generalmente pigmentos
intensos y liposolubles.
Politerpenos: con
propiedades elasticas y
resistentes a la degradacién

quimica.

>8

5 (CsHs)

10 (C10H1e)

15 (CisHz4)

20 (C20H32)

30 (C30H48)

40 (C40H64)

>40

Isopreno, emitido a través
de las hojas de la mayoria
de los arboles, helechos y

plantas tropicales.

Mentol, limoneno y geraniol.

Farnesol, acido abscisico y
feromonas.
Acidos resinicos y abiéticos
de la resina de pino,
giberelinas, fitol y

fitoquinonas.

Limonoides y esteroles de

lanolina.

Carotenos y xantofilas.

Libres o unidos a
estructuras quinénicas,
formando a la plastoquinona

y la ubiquinona.

Esta amplia variedad de terpenos ha sido encontrada en casi todas las plantas,

siendo de gran interés comercial. A muchos de estos compuestos no se les conoce

ninguna actividad biologica, sin embargo, muchos influyen en interacciones con
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plantas o animales, de manera que ambas especies sean beneficiadas. En el campo
de la farmacia las aplicaciones de los terpenos son variadas, pues se les han atribuido
efectos como antibacterianos, analgésicos, antihepatotoxicos, antioxidantes,
antitumorales e incluso como inmunoestimulantes (Salisbury y Ross, 2000; Pérez-
Alonso y Jiménez, 2011).

Segun Paduch et al. (2007) y Bueno-Sanchez et al. (2009), distintos terpenos
han sido encontrados activamente contra una gran variedad de microorganismos,
estos estudios se han realizado sobre bacterias Grampositivas y Gramnegativas, al
igual que en hongos. Debido a las diferencias en la permeabilidad, composicién y
carga de las estructuras externas, se demostrd que las bacterias Grampositivas son
mas sensibles a los terpenos que las Gramnegativas. Dicho esto, el mecanismo de
accion de los terpenos esta relacionado con el caracter lipofilico; los monoterpenos,
aquellos que poseen mayor uso terapéutico contra bacterias, influyen de manera
particular en las estructuras membranales, lo que incrementa la fluidez y permeabilidad
de la membrana, cambiando la topologia de las proteinas e induciendo alteraciones
en la cadena respiratoria. Asi mismo, se ha reportado que la actividad antibacteriana
de los terpenos esta estrechamente relacionada con el numero de atomos de carbono

en la cadena hidrofébica de los grupos hidroxilo hidrofilicos.

2.4.2.2.1. Lactonas sesquiterpénicas
Corresponden a un grupo de compuestos pertenecientes a los sesquiterpenos,

clasificados segun los esqueletos carbociclicos que forman. Son sustancias incoloras,
amargas, relativamente estables y de caracter lipofiico que se encuentran
mayormente en hojas y cabezas florales. La funcion biolégica de estos metabolitos en
las plantas es diversa, ya que tienen un papel en la proteccion ante depredadores, asi
como de sefalizacibn para comunicarse con otros organismos dentro de su
ecosistema. Presentan actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antitumoral,
antileucémica y citotoxica, ademas de ser los posibles responsables de alergias
cutadneas en el ser humano y de algunos efectos sobre el sistema nervioso central y
cardiovascular (Humar et al., 2003; Diaz et al., 2017; Martino y Sulsen, 2019; Frias y
Rosales, 2023).
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Las lactonas sesquiterpénicas poseen un grupo a-metileno- y-lactona al que se
le adjudica su actividad biolégica, el cual en una reaccién de alquilacion irreversible se
adiciona a nucledfilos, grupos sulfhidrilos de enzimas, factores de transcripcion y de
proteinas. De igual forma, la presencia de grupos funcionales aumenta la reactividad
de conjugacion de lactonas sesquiterpénicas, influyendo en la actividad antimicrobiana
de estos. Algunas de estas moléculas se han identificado como responsables de la
actividad antimicrobiana, como la helenalina (Figura 5), presentando inhibicién sobre
especies de bacterias Grampositivas y Gramnegativas (Amorim et al., 2013; Diaz et
al., 2017; Martino y Sulsen, 2019).

Helenalina

Wit \
-
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H m’ﬂm.

Figura 5. Helenalina, lactona sesquiterpénica con accion antimicrobiana. Fuente:
MolView (2024)

2.4.2.3. Glucésidos

Los glucésidos son metabolitos secundarios formados por la condensacion de una
molécula de azucar o glicona (principalmente polisacaridos) a un compuesto no
glucidico llamado aglicona, caracterizado por un grupo hidroxilo en su estructura. La
unién de ambas moléculas ocurre a través del enlace glucosidico, el cual es el que le
da el nombre a este grupo de compuestos. La hidrdlisis enzimatica de los glucésidos
produce la formacion de glucésidos activos. Son incoloros y de estructura cristalina,
formados por carbono, hidrégeno, oxigeno, azufre y nitrogeno (Doughari, 2012; Velu
et al., 2018; Frias y Rosales, 2023).
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Los glucésidos también son conocidos como profarmacos debido a que la
actividad farmacoldgica se activa cuando la aglicona se separa del azucar durante la
hidrdlisis. Existen distintos tipos de glucdésidos: a) glucésidos cardiacos, los principales
responsables de distintos trastornos del corazén, b) glucésidos de chalcona, usados
por su actividad anticancerigena, c) glucdsidos antracénicos, utilizados para tratar
infecciones en la piel y d) glucésidos cianogénicos, empleados en la industria

farmacéutica como agentes aromatizantes (Doughari, 2012; Velu et al., 2018).

Algunos estudios han determinado que los glucésidos cianogénicos como la
amigdalina (Figura 6), presentes en diversas plantas, podrian estar relacionados con
actividad antimicrobiana principalmente en bacterias Grampositivas aunque también
en Gramnegativas. Este mecanismo estaria dado por la inhibicion de la pared celular,
la sintesis de proteinas y la replicacién del ADN (Arauz, 1998; Jaszczak-Wilke et al.,
2021).

Amigdalina

Figura 6. Estructura de la amigdalina (glucésido cianogénico). Fuente: MolView (2024)

2.4.2.3.1. Saponinas
Las saponinas constituyen un amplio grupo de glucosidos distribuidos en plantas

terrestres superiores. En su estructura incluyen a un grupo de compuestos que
contienen una genina (llamada sapogenina), que puede ser triterpénica o esteroidica
(Figura 7). Las sapogeninas triterpénicas son de estructura tetraciclica o pentaciclica,
frecuentes en plantas dicotiledoneas, mientras que las esteroidicas poseen una

estructura que ha perdido tres atomos de carbono y se encuentran principalmente en
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bulbos, raices y semillas de distintas familias de angiospermas. Ambos tipos de
saponinas se originan por la ruta del acetil-CoA, la cual corresponde a la del acido

mevaldnico (Acero et al., 2021; Frias y Rosales, 2023).

Lupeol Ruscogenina

J
H

Figura 7. Estructura quimica de saponinas. A) Lupeol (saponina triterpénica) y B)

Ruscogenina (saponina esteroidica). Fuente: MolView (2024)

Las plantas con saponinas han sido empleadas desde la antiguedad como
jabones, ya que debido a sus propiedades tensioactivas forman espuma en el agua.
Estas moléculas tienen una amplia gama de usos en la industria cosmética y
farmacéutica, donde se usan como materias primas para la semisintesis de productos
costosos, como hormonas sexuales de uso clinico. También tienen aplicaciones
farmacoldgicas, por lo que se han usado como antimicrobianos, venenos, hemoliticos,
expectorantes, inhibidores de la agregacion plaquetaria, insecticidas, antioxidantes,
antitumorales, antidiabéticos y antiinflamatorios (Doughari, 2012; Frias y Rosales,
2023).

La actividad antimicrobiana de las saponinas depende de la ramificacion de los
azucares, ya que cuando esta pierde un azucar terminal la cadena de azucares se
vuelve lineal y la saponina pierde dicha propiedad, mientras que para la actividad
citotoxica es mas relevante el radical acido carboxilico. El mecanismo de accion de
estos compuestos frente a bacterias es a través de la formacién de grandes complejos

con los esteroles de la membrana celular, lo que produce poros en la membrana que
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alteran su permeabilidad y provoca la lisis celular (Diaz, 2009; Alcazar, 2016; Ahumada
et al., 2016; Lopez-Sanchez et al., 2022).

2.4.2.4. Compuestos fendlicos
Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos secundarios que poseen

un grupo fenol (Figura 8), los cuales reciben el nombre de compuestos fendlicos.
Poseen un anillo aromatico al que se unen grupos sustituyentes como hidroxilo,
carboxilo, metoxilo y frecuentemente otras estructuras ciclicas no aromaticas. Son
solubles en agua y menos solubles en solventes organicos no polares. Debido a su
estructura quimica son un grupo muy diverso que comprende desde moléculas
sencillas (como acidos fendlicos) hasta polimeros complejos (como los taninos) y
pigmentos llamados flavonoides (Salisbury y Ross, 2000; Avalos-Garcia y Pérez-Urria,

2009).
Fenol
H
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Figura 8. Estructura quimica del grupo fenol. Fuente: MolView (2024)

Entre ellos, los flavonoides proceden de la participacion simultanea de la via del
acido sikimico y de la malonil-CoA, mientras que otros son mixtos de las rutas del
acetato y del mevalonato, o bien del acido sikimico y del mevalonato. De acuerdo con
su origen y complejidad estructural, los compuestos fendlicos pueden clasificarse en:
a) fenoles propiamente dichos, que incluye a los acidos fendlicos, cetonas polifendlicas
y a taninos hidrolizables, b) fenilpropanoides, constituidos por cumarinas, cromonas,
benzofuranos y lignanos, c) xantonas, estilbenos y quinonas y d) flavonoides, que
incluyen a las antocianinas, flavonoides menores, flavonas y flavonoles, isoflavonoides

y taninos condensados (Acero et al., 2021).
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Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
desde raices y tallos hasta flores, frutos y semillas. Son responsables del color de las
plantas y de algunos beneficios para la salud, por lo que tienen aplicaciones en la
industria alimentaria y farmacéutica, ya que contienen moléculas con actividades

diversas, entre ellas la antimicrobiana (Abarca-Vargas y Petricevich, 2019).

Entre los acidos fendlicos de las plantas se encuentra el acido galico y acido
elagico, los cuales tienen capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos.
El numero de grupos hidroxilo y el lugar que ocupan dentro del anillo parece estar
relacionado directamente con la toxicidad frente a los microorganismos, de tal manera
que un aumento en la hidroxilacion provocaria mayor toxicidad; de esta forma, el
mecanismo estaria relacionado con la inhibicidon enzimatica por los compuestos
oxidados, posiblemente mediante reacciones de grupos sulfhidrilo o por interacciones

no especificas con proteinas (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Zambuchini, 2018).

El mecanismo de accién de los fenoles también incluye alteraciones en la pared
y membrana bacteriana, o bien por absorcion y difusion citoplasmatica para afectar las
vias metabdlicas de sintesis de acidos grasos e inactivar los sistemas enzimaticos. La
actividad efectiva de estos compuestos se ha demostrado mayormente sobre las
bacterias Grampositivas que sobre las Gramnegativas (Abud-Blanco et al., 2015;

Chacén-Jiménez y Rojas-Jiménez, 2020).

2.4.2.41. Flavonoides
Los flavonoides son un tipo de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

sintetizados a partir de flavononas, cuya estructura incluye dos anillos fendlicos ligados
a un anillo heterociclo (Figura 9). Contienen en su estructura quimica un variable
numero de grupos hidroxilo fendlicos y propiedades de quelacién del hierro y otros
metales de transicién, por lo que tienen una gran capacidad antioxidante (Duefias,
2009; Espinosa et al., 2012). Todos los flavonoides se derivan de chalconas
provenientes de la via fenilpropanoide. Aunque esta ruta es conservada en todas las
plantas, segun la especie pueden aparecer enzimas como las isomerasas, reductasas,
hidroxilasas o aquellas que modifican su esqueleto basico, lo cual da lugar a las

diferentes clases de flavonoides (Drago, 2007; Frias y Rosales, 2023).
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Figura 9. Estructura quimica de la flavonona. Fuente: MolView (2024)

Segun Acero et al. (2021), el sistema heterociclico que contienen los flavonoides

es llamado flavano, que conforme a la diferencia en su grado de oxidacion se clasifican

en (Cuadro 2):

Antocianinas,
antocianos o

antocianosidos

Flavonoides

menores

Flavonas y

flavonoles

Cuadro 2. Clasificacion de flavonoides

Son frecuentemente combinados con
azucares. Confieren el color rojo, rosa,
purpura, azul o violeta a las flores, frutos y
hojas de casi todas las angiospermas, asi
como en algunos musgos, helechos y
gimnospermas.

Derivados reducidos con el esqueleto
flavano. Incluyen a todos los flavonoides

con distribucién natural mas restringida.

Distribuidos de forma glucosilada en

pétalos y hojas de plantas superiores.

Cianidina, presente en las

flores de color rojo.

Las flavanonas y los
dihidroflavonoles son de las
mas conocidas.

Los mas comunes son el
kaenferol, la quercetina y la

mircetina.

Los flavonoides son los compuestos fendlicos con mayor actividad bioldgica,

principalmente como antimicrobiano, antiviral, antifungico, antioxidante, antitumoral,

antiinflamatorio, antihipertensivo, captador de radicales libres y hormonal (Martinez-
Florez et al., 2002; Domingo y Lépez-Brea, 2003; Drago, 2007; Escamilla et al., 2009;
Frias y Rosales, 2023).
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El efecto antimicrobiano esta relacionado con la inactivacion de enzimas
celulares, la cual depende de la relacion en la penetracidon de estos compuestos a la
célula del microorganismo o por cambios en la permeabilidad de la membrana.
Ademas, el anillo aromatico de los flavonoides puede desempefar una funcion en la
intercalacion o también en el enlace del hidrogeno por el apilamiento de bases de
acidos nucleicos, lo que podria explicar la accién inhibitoria en la sintesis de ADN y
ARN. Asi mismo, se ha planteado que el mecanismo puede ser por el desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa en funcién del numero de grupos hidroxilo, ya que los
flavonoides resultan ser mas eficientes desacopladores cuando hay mayor cantidad
de estos grupos funcionales (Modak et al., 2002; Simdes et al., 2009; Grande-Tovar et
al., 2021).

2.4.2.4.2. Taninos
Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles que contienen un importante

numero de grupos hidroxilo y otros grupos funcionales capaces de unirse a proteinas
y macromoléculas. Al igual que las reacciones clasicas de los fenoles, los taninos
tienen la propiedad de precipitar los alcaloides, la gelatina y otras proteinas. Forman
parte de las sustancias fendlicas poliméricas que pueden dividirse en hidrolizables y
condensados en funcion de que sean o no hidrolizadas por el calor o por acidos
diluidos. (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Porras-Loaiza y Lépez-Malo, 2009; Pifol et
al., 2013; Pérez-lbafez, 2014).

Los taninos hidrolizables se clasifican en galotaninos (o derivados del acido
galico, como la glucogalina) y elagitaninos (derivados del acido elagico), mientras que
los taninos condensados tienen como precursores a las moléculas de flavan-3-ol
(catequinas) o flavan-3,4-diol (leucoantocianidina) (Figura 10). En las angiospermas y
dicotiledoneas son mas abundantes los taninos hidrolizables, mientras que los
condensados pueden encontrarse tanto en gimnospermas como en angiospermas
(Pérez-Ibanez, 2014; Frias y Rosales, 2023).
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Figura 10. Estructura quimica de taninos. Fuente: MolView (2024)

La actividad biolégica de los taninos esta relacionada con su capacidad de
unirse a proteinas y combinarse con enzimas. La interaccién de los taninos con
enzimas les confiere capacidad para emplearse como antimicrobianos, pues forman
complejos que alteran la estructura y funciéon de las células bacterianas (Frias y
Rosales, 2023).

2.5. BACTERIAS ENSAYADAS
2.5.1. Generalidades

Los microorganismos son un grupo de organismos vivos que incluye a bacterias,
hongos (levaduras y mohos), protozoarios y algas microscopicas. Poseen una gran
variedad de funciones, ya que la mayoria contribuyen a mantener el equilibrio de los
organismos vivos y de las sustancias quimicas del planeta. Algunos microorganismos
marinos y de agua dulce son parte de la cadena alimentaria de océanos, rios y lagos,
mientras que los presentes en el suelo degradan los residuos e incorporan nitrogeno
del aire a los compuestos organicos. En el humano son encargados de procesos de
digestion en el intestino y de la sintesis de vitaminas que el cuerpo necesita, sin
embargo, algunos son patégenos o causantes de enfermedades, por lo que el
conocimiento de estos es necesario para la medicina y areas relacionadas con la salud
humana (Tortora et al., 2007; Rivas y Giraldo, 2021).

Uno de los grupos de mayor importancia son las bacterias, que se refiere a

microorganismos unicelulares, relativamente simples, que se reproducen a través de
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un mecanismo conocido como fision binaria. Estan formadas por un citoplasma
envuelto por una membrana, en la que se lleva a cabo la sintesis de proteinas, y una
pared celular externa. Esta membrana funciona como barrera de permeabilidad
selectiva, regulacion osmdética, metabdlica y de excrecién de enzimas o toxinas, siendo
también el lugar de reacciones energéticas de fosforilacion oxidativa, sintesis de
polimeros para la pared y la diana de accion de muchos antibiéticos y detergentes. Sin
considerar la membrana celular, las células bacterianas no poseen otras estructuras
membranosas, por lo que su material genético, formado por ADN circular de doble
cadena, se encuentra fuera de un nucleo verdadero (Prats, 2005; Tortora et al., 2007;
Lizarbe, 2009).

En cuanto a su morfologia, el tamafio de las bacterias es muy variable, siendo
en promedio de 0.2-2 ym de diametro y de 2-8 um de largo, aunque algunas pueden
medir hasta 40 o 50 um. Sus formas son reducidas y se pueden agrupar en tres clases:
a) cocos, generalmente esféricos, que pueden dividirse y permanecer solitarios o
unidos entre si, ya sea en pares formando diplococos, en cadenas llamadas
estreptococos o en grupos denominados estafilococos; b) bacilos, en forma de bastoén,
que se unen en pares para formar diplobacilos, en largas cadenas llamadas
estreptobacilos o en cadenas de bacilos ovalados conocidas como cocobacilos; y c)
espirilos, caracterizados por una o mas curvaturas, siendo las de aspecto de “bacilos
curvos” llamadas vibriones, las de forma helicoidal llamadas espirilos y otras flexibles
de forma helicoidal conocidas como espiroquetas (Prats, 2005; Tortora et al., 2007;
Montoya, 2008; Romero-Cabello et al., 2018).

Para las bacterias, el cuerpo humano es un conjunto de factores que les
proporcionan calor, humedad y nutrientes necesarios para su desarrollo y
supervivencia. Estas han adquirido diferentes caracteristicas genéticas que les
permiten invadir el ambiente, permanecer en él, acceder a las fuentes de nutrientes y
evitar respuestas de proteccion inmunitarias y no inmunitarias del organismo huésped.
Ademas, algunos de los mecanismos que la bacteria usa para sobrevivir implican
dafios y problemas en el humano, los cuales se conocen como factores de virulencia,

mismos que aumentan la capacidad de las bacterias para producir una infeccion. A
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pesar de esto, no todas las bacterias son capaces de producir una enfermedad pero
muchas de ellas la causan después de la infeccion debido su naturaleza patdégena
(Romero-Cabello et al., 2018; Murray et al., 2021).

Las bacterias se clasifican de acuerdo con la estructura de su pared, la cual esta
compuesta por peptidoglicanos, conformados por carbohidratos y proteinas. De
acuerdo con esto, las Grampositivas se caracterizan por poseer varias capas de
peptidoglucanos, mientras que las Gramnegativas tienen una o pocas capas unidas a

una membrana de lipopolisacaridos (Pirez y Mota, 2008; Romero-Cabello et al., 2018).

2.5.2. Bacterias Grampositivas
Estas bacterias se caracterizan por una pared celular compuesta por varias capas de

peptidoglucanos que le confieren una estructura gruesa y rigida de 15-80 nm. La pared
contiene acidos teicoicos, compuestos por un alcohol y un grupo fosfato y se pueden
dividir en dos clases: acido lipoteicoico, que incluye la capa de peptidoglucano y esta
unida a la membrana plasmatica, y el acido teicoico mural, que se une solamente a la
capa de peptidoglucano (Figura 11). La carga negativa de los acidos teicoicos,
conferida por los grupos fosfato, determinan su uniéon a cationes que regulen su
movimiento hacia el interior y exterior de las células. Estos compuestos pueden
contribuir al desarrollo celular para prevenir la ruptura de la pared y con ello la lisis
celular (Tortora et al., 2007; Montoya, 2008).
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Figura 11. Pared celular de bacterias Grampositivas. Fuente: Tortora et al. (2007)

Algunas de las bacterias Grampositivas son causantes de enfermedades en el

humano, tales como Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus
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pneumoniae, S. pyogenes, Clostridium difficile, Listeria monocytogenes, entre otras

(Zamora-Ramirez y Toro-Huamanchumo, 2021).

2.5.2.1. Género Bacillus
Las especies del género Bacillus son Grampositivas, forman endosporas y son

aerobios estrictos 0 anaerobios aerotolerantes. La mayoria de aproximadamente 70
especies se encuentran en el suelo y el agua, asi como en laboratorios médicos como
contaminantes del aire. Los miembros de este género son reconocidos como
organismos causantes de intoxicaciones alimentarias al producir enterotoxinas
diarreicas, por lo que la ingestion de alimentos contaminados puede representar un

riesgo para el desarrollo de brotes (Abdulla y Muyasar, 2012; Nau y Metzgar, 2020).

2.5.2.1.1. Bacillus subtilis
Se trata de una procariota Grampositiva de forma bacilar, con un diametro de 850 nm,

generalmente movil (Figura 12), aerobia y anaerobia facultativa, ademas de catalasa
positiva que degrada el almidén. Su crecimiento 6ptimo ocurre de 28 a 35° C y tiene la
capacidad de formar endosporas. Es ampliamente distribuida en la naturaleza, aislada

de una gran variedad de ambientes (Su et al., 2020; Gonzalez-Ledn et al., 2022).

Figura 12. Morfologia de B. subtilis. Fuente: NYrture (2025)

Es una bacteria patdogena oportunista con caracteristicas de virulencia bajas.
Habita comunmente en el suelo y con frecuencia puede contaminar alimentos, ademas
de estar ampliamente distribuida en entornos hospitalarios. Su capacidad de formar
esporas resistentes le permite soportar condiciones extremas de calor y desecacion,
lo que favorece su supervivencia en diversos ambientes, generando dificultades para

las labores de limpieza y desinfeccion (Abdulla y Muyassar, 2012).
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La transmision por via aérea se ha asociado con el desarrollo de un conjunto de
sintomas, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, lo que incluye irritacion
ocular y de los senos paranasales, asi como dolor de garganta, dolor de cabeza, fatiga
y mareo. Ademas se han reportado casos de bacteriemia nosocomial en pacientes con
enfermedades subyacentes como cancer y trastornos hematologicos (Idem).

2.5.2.2. Género Staphylococcus
Se trata de un género de bacterias Grampositivas que incluye al menos a 40 especies

y 25 subespecies. Son de forma esférica agrupadas en racimos, no forman esporas ni
estructuras para el desplazamiento o adherencia. Algunas especies en muestras
clinicas aparecen como células aisladas, en pares o cadenas cortas. La mayoria tienen
un diametro de 0.5-11 ym, pueden crecer en presencia o ausencia de oxigeno y son
capaces de crecer en un medio con alta concentracion de sales debido a su
halotolerancia. Son un importante grupo de patégenos para el ser humano, originando
un amplio numero de enfermedades sistémicas, infecciones de la piel, partes blandas,
huesos, aparato genitourinario e infecciones oportunistas. Las especies de importancia
médica son S. aureus (Figura 13A) y S. epidermidis (Figura 13B), siendo la primera de
estas la mas importante (Pahissa, 2009; Romero-Cabello et al., 2018; Murray et al.,
2021).

Figura 13. Morfologia de bacterias del género Staphylococcus. Fuente: Public Health
Image Library (2024)
La mayoria de las especies tienen la capacidad de producir catalasa, que es
una enzima que permite desdoblar el peréxido de hidrogeno en H20 y oxigeno libre,
caracteristica que es usada para diferenciarlas de los géneros Streptococcus y

Enterococcus, los cuales no producen esta enzima (Pahissa, 2009).
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2.5.2.2.1. Staphylococcus aureus
El patégeno mas conocido del género es S. aureus, caracterizada por ser coagulasa

positivo y provisto de una variedad de factores de virulencia con una expresion
controlada por la regulacién compleja de genes. Mediante la interaccion de estos
factores y el ambiente, la bacteria puede coordinar la expresion génica para evitar la
respuesta inmunoldgica, ya sea para dafar las células del sistema inmune por medio
de toxinas, impedir la opsonizacién y la fagocitosis, evitar la fijacién del complemento
y repeler el ataque de proteinas con accion antibidtica (Romero-Cabello et al., 2018;
Pasachova et al., 2019).

Es causante de diarrea aguda, acuosa y no complicada a causa de la ingestidon
de una enterotoxina presente en mayonesas y cremas, implicada también en diarrea
postantibiética. Se dice que una parte de la poblacién es portadora permanente de S.
aureus en las fosas nasales, aunque también puede colonizar areas como la piel y el
tracto gastrointestinal; cuando se rompe la integridad de las barreras mecanicas, estas
bacterias pueden llegar a tejidos mas profundos e infectarlos. Esta especie también
esta implicada en enfermedades cutaneas mediadas por toxinas, artritis séptica,
bacteriemia, empiema, endocarditis, osteomielitis y neumonia (Paredes y Roca, 2004;
Romero-Cabello et al., 2018; Murray et al., 2021).

De acuerdo con Garcia et al. (2003), Pahissa (2009) y Cervantes-Garcia et al.
(2014), algunas cepas de S. aureus producen una capa de polisacaridos llamada
biofilm o biopelicula, la cual ayuda a la comunidad bacteriana a adherirse a distintas
superficies y colonizar nuevos sitios, ademas de protegerla de fagocitosis y de
antibidticos. Otro componente de esta especie es la capsula de naturaleza polisacarida
implicada en la adherencia de las bacterias a diversas células y en la capacidad
antifagocitaria. También produce una serie de enzimas como exoenzimas, proteinas

de membrana activas y toxinas involucradas en enfermedades.

Asi mismo, es necesario considerar que la meticilina se ha convertido en un
indicador de resistencia, ya que cepas de S. aureus resistentes a la meticilina también
son resistentes a varios antibidticos, por lo que esta cepa se ha convertido en uno de

los patéogenos causantes de infecciones hospitalarias en el mundo, asi como
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responsable del surgimiento y diseminacion de cepas mas virulentas y resistentes de
bacterias (Velazquez-Meza, 2005; Cervantes-Garcia et al., 2014; Romero-Cabello et
al., 2018).

Al igual que muchas bacterias, S. aureus produce altas concentraciones de [3-
lactamasas, por lo que el antimicrobiano idéneo para el tratamiento seria aquel
resistente a estas enzimas, sin embargo, aquellas cepas resistentes a la meticilina son
también resistentes a todos los tipos de betalactamicos, incluyendo a las penicilinas,
cefalosporinas y carbapenémicos, lo que representa emergencia para el combate

contra las infecciones por esta bacteria (Miranda, 2011; Romero-Cabello et al., 2018).

2.5.2.2.2. Staphylococcus epidermidis
Otra de las especies del género es S. epidermidis, que a diferencia de S. aureus no

produce la enzima coagulasa. Esta produce el biofilm a partir del acido teicoico, lo que
le otorga proteccion contra las defensas del huésped y multirresistencia frente a
diversos antimicrobianos, con una alta frecuencia en una patologia comun como lo es
la conjuntivitis bacteriana, asi como para colonizar la piel de pacientes hospitalizados
y personal de salud. Otra caracteristica de esta bacteria es la susceptibilidad
antimicrobiana que tiene, pues ha desarrollado resistencia a la meticilina al igual que
S. aureus (Garcia et al., 2003; Hernandez-Rodriguez et al., 2005; Ortega-Pefa y
Franco-Cendejas, 2014).

También esta relacionada con padecimientos como bacteriemia, endocarditis,
heridas quirurgicas, infeccion urinarias e infecciones oportunistas de los catéteres. Se
ha comprobado que S. epidermidis puede infectar la piel, las mucosas y las heridas, al
mismo tiempo que es responsable de infecciones en vias urinarias (Romero-Cabello
et al., 2018; Murray et al., 2021).

Dado que S. epidermidis es una bacteria de transmisién hospitalaria, tiene una
tasa de resistencia alta a multiples antibiéticos como macrdlidos, lincosaminas,
aminoglicosidos y fluoroquinolonas, mientras que el farmaco con mejor actividad es la
vancomicina, no obstante, algunas cepas han disminuido su sensibilidad contra este

antibiético causando un serio problema de salud publica (Garcia et al., 2003).
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2.5.3. Bacterias Gramnegativas

La estructura de las bacterias Gramnegativas se base en una o pocas capas de
peptidoglucano (de aproximadamente 10-15 nm) y una membrana externa. Al tener
una escasa cantidad de peptidoglucano, la pared de estas bacterias es mas vulnerable
a la ruptura mecanica, asi mismo, el peptidoglucano se encuentra unido a lipoproteinas
de la membrana externa y esta en el periplasma, una sustancia ubicada entre las
membranas externa y plasmatica, cuyo contenido es una elevada concentracion de
enzimas degradativas y proteinas de transporte (Figura 14). En cuanto a la membrana
externa, esta tiene distintas funciones especializadas, ya que su intensa carga
negativa dificulta la fagocitosis y la actividad del complemento, al igual que impide el
paso de antibidticos, enzimas digestivas, detergentes, metales pesados, sales biliares
y ciertos colorantes (Tortora et al., 2007; Montoya, 2008).
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Figura 14. Pared celular de bacterias Gramnegativas. Fuente: Tortora et al. (2007)

2.5.3.1. Género Escherichia
Es un género de la familia Enterobacteriaceae conformado por bacterias

Gramnegativas en forma de bacilos, de un tamafo de 2-3 ym, que crecen en medios
selectivos. Tienen una cadena de ADN vy estructuras méviles como flagelos, fimbrias
periféricas en algunas cepas y pili. Son positivo al indol y a la descarboxilasa de lisina,
producen manitol y gas a partir de la fermentacion de la glucosa, fermentan la lactosa
con produccién de acidos y gases, poseen plasmidos responsables de la produccion
de toxinas y de la resistencia a los antimicrobianos y resisten temperaturas altas que

permite diferenciarlas de otros géneros. Ademas, son saprofitos de la flora aerobia y
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anaerobia facultativa del tubo digestivo, su presencia en aguas y alimentos es
indicativo de contaminacion fecal reciente, por lo que puede crear trastornos
gastrointestinales como diarreas debido a la accién de sus antigenos (Prats, 2005;
Granados y Villaverde, 1997; Romero-Cabello et al., 2018).

2.5.3.1.1. Escherichia coli
La especie de mayor importancia es E. coli (Figura 15), implicada en distintas

patologias clinicas. Es considerado parte de la flora normal, sin embargo, hay algunas
cepas que pueden ser patdégenas y causar dafo al colonizar tejidos extraintestinales,
produciendo procesos inflamatorios al igual que diferentes cuadros clinicos en los que
se incluye la diarrea, bacteriemia e infeccion del aparato urinario. Ademas, es la
bacteria que mas infecciones causa en heridas dentro de los hospitales (Rodriguez-
Angeles, 2002; Romero-Cabello et al., 2018; Murray et al., 2021).

Figura 15. Morfologia de E. coli. Fuente: Public Health Image Library (2024)

La resistencia de E. coli ha aumentado en los ultimos afos a través de multiples
mecanismos por el uso irracional de antibiéticos, tales como los carbapenémicos y
betalactamicos. No obstante, en algunos estudios muestra baja resistencia contra
cefalexina, gentamicina, kanamicina, ciprofloxacina y nitrofurantoina, asi como al

cotrimoxazol y acido nalidixico en proporcionas mas bajas (Exposito et al., 2019).

Los patotipos de E. coli capaces de producir diarrea son los principales agentes
que causan esta afeccion en nifas y nifios. Esta multitud de cepas se debe a la
diversidad antigénica de la especie, por tanto, se reconocen seis categorias: E. coli
enteropatogena tipica y atipica (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli

enteroagregativa (ECEA), E. coli enterodifusa (ECDA), E. coli enterohemorragica
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(ECEH) y E. coli enteroinvasora (ECEI) (Rios-Muhiz et al., 2019; Martinez-Organiz et
al., 2020; Murray et al., 2021).

2.5.3.2. Género Salmonella
El género esta conformado por un grupo heterogéneo de bacterias de la familia

Enterobacteriaceae, de forma baciliforme con 2-4 ym de diametro, no encapsuladas,
moviles con flagelos periféricos, fimbrias y pili. Son aerobios o anaerobios facultativos,
fermentan glucosa, maltosa y manitol pero no fermentan lactosa ni sacarosa. Se
consideran viables en distintas condiciones ambientales, resistiendo tanto bajas como
altas temperaturas. La transmisidon ocurre por la ruta fecal-oral, directa o
indirectamente, o bien a través de alimentos contaminados. Por consiguiente, la
infeccidn ocurre por la colonizacién del intestino humano y de otras especies animales.
Algunas de estas bacterias se diseminan facilmente por la circulacién sanguinea,
produciendo estados septicémicos graves o el desplazamiento del bacilo hacia otros

tejidos u 6rganos (Barreto et al., 2016; Romero-Cabello et al., 2018).

La clasificacion del género ha sido puesta en discusién ya que algunos estudios
de homologia del ADN han determinado que el género se conforma por dos especies:
S. enterica y S. bongori. La primera de estas es la causa mas frecuente de diarrea
infecciosa en todo el mundo, responsable del 10-50% de las diarreas bacterianas,
siendo las aves el reservorio mas importante del microorganismo. Estas especies han
sido subdivididas en mas de 2 500 serovares, como ahora se conocen. El uso de
anticuerpos especificos facilita la identificacion de los distintos antigenos de la
superficie celular bacteriana, lo cual ha permitido distinguir esta variedad de serovares
basandose en la inmunorreactividad de dichos antigenos (Paredes y Roca, 2004;
Murray et al., 2021; Alfaro-Mora, 2018; Alikhan et al., 2018).

Los serotipos capaces de causar enfermedades pertenecen a S. enterica y
comparten mas del 90% de su ADN, aunque poseen diferencias importantes como el
rango de hospederos que infectan y los sintomas clinicos que producen. Algunos

serotipos tienen alta especificidad de hospederos y causan enfermedades unicas,
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como S. enterica serovar Typhi (S. Typhi) (Figura 16) que afecta al humano con una

enfermedad sistémica llamada fiebre tifoidea (Barreto et al., 2016; Murray et al., 2021).

Figura 16. Morfologia de S. Typhi. Fuente: Public Health Image Library (2024)

La resistencia de las cepas de Salmonella a los antimicrobianos incluye a
agentes de primera eleccion para el tratamiento de las infecciones humanas. Distintos
estudios han demostrado que cepas aisladas de humanos son altamente resistentes
al acido nalidixico, tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, doxiciclina, amoxicilina/acido
clavulanico y las sulfas, mientras que esta multirresistencia afecta principalmente a S.
Typhimurium. Asi mismo, otros aislamientos de los serotipos de Salmonella fueron
resistentes a las cefalosporinas, como la cefotaxima y ceftriaxona (Puig et al., 2011,
Kotwitzz, 2013; Quesada et al., 2016).

2.5.3.3. Género Shigella
Las bacterias del género Shigella también forman parte de la familia

Enterobacteriaceae. Son bacilos Gramnegativos de 1-3 ym de diametro, inmdviles, no
encapsulados ni formadores de esporas. No produce acido sulfhidrico ni desdobla la
urea, reduce los nitratos a nitritos y realiza la fermentacion de la glucosa con
produccion de acido pero no de gas. Es altamente invasora y habita principalmente en
el intestino, siendo el humano su principal reservorio, en especial las nifias y nifios de
cinco afos o menores. La virulencia de las especies es determinada por el antigeno
“O” que protege a la bacteria de la accion litica del complemento y promueve la
adherencia y el ingreso de las células al epitelio intestinal. La transmision es a través
de contacto directo o indirecto, con alimentos y liquidos contaminados o heces de

personas infectadas (Artieda et al., 2015; Romero-Cabello et al., 2018).
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Las especies de este género son los principales agentes patdgenos causantes
de enfermedad diarreica aguda, que se conoce como shigelosis o disenteria bacilar,
acompanada de deshidratacion y desequilibrio electrolitico. Afecta principalmente a
nifas y ninos menores, adultos de la tercera edad y personas inmunocomprimidas. La
gravedad de la infeccion y la tasa de mortalidad dependen de distintos factores
asociados al hospedero, como la edad, el estado nutricional e inmunoldgico de la
persona, asi como del serogrupo y el serotipo de la bacteria (Paredes y Roca, 2004,
Bracho et al., 2012; Baca et al., 2014; Vélez et al., 2015).

Se han descrito cuatro especies del género con mas de 45 serogrupos basados
en el antigeno “O” de la pared celular bacteriana: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
y S. sonnei. De estas, S. sonnei es la principal causa de shigelosis en zonas de mayor
urbanizacién, mientras que S. flexneri es frecuente en contextos socioeconémicos mas
vulnerables. Analisis de ADN han determinado que las cuatro especies son biogrupos
de E. coli que difieren a nivel serolégico, sin embargo, se han conservado sus nombres
debido a las diferencias en sus manifestaciones clinicas, la gravedad de la disenteria
y para evitar confusion (Murray et al., 2021; Guevara et al., 2014; Lopardo et al., 2016).

2.5.3.3.1. Shigella sonnei
La especie S. sonnei (Figura 17) es la de mayor importancia clinica en el género.

Produce infecciones invasivas en el coldén y causa una variedad de sintomas, desde
diarreas leves hasta la disenteria bacilar. Es la causa de un gran numero de brotes de
gastroenteritis de origen por agua contaminada del suministro publico o por

contaminacion fecal (Godoy et al., 2011; Marcoleta et al., 2013).

Figura 17. Morfologia de S. sonnei. Fuente: Asociacion Catalana de Empresas de Salud
Ambiental (2024)
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Este bacilo es responsable de la disenteria y actualmente se ha incrementado
su dominio como agente etioldgico de la shigelosis. Algunos estudios han mostrado
alta resistencia hacia la ampicilina y al trimetoprima/sulfametoxazol, al igual que al
cloranfenicol, tetraciclina y amoxicilina/acido clavulanico, siendo cada vez mas
escasas las alternativas terapéuticas. De esta forma, los antibiéticos mas susceptibles
incluyen a la ciprofloxacina y al acido nalidixico, aunque este ultimo produce
resistencia mas rapida y cruzada con fluoroquinolonas. Por otro lado, la ceftazidima
(cefalosporina de tercera generacion) posee altos niveles de sensibilidad, pero se debe
tomar en cuenta que su uso debe ser restringido a infecciones mas graves para evitar
el incremento de la resistencia a esta generacion de antimicrobianos (Baca et al., 2014;
Vélez et al., 2015).

2.5.3.4. Género Pseudomonas
Este género incluye a microorganismos presentes en materia organica en

descomposicion, vegetacion y agua. También se han aislado de ambientes
hospitalarios humedos, como la comida, lavabos, bafos, respiradores y equipos de
didlisis, incluso en soluciones desinfectantes. Las especies del género son bacilos
Gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no productoras de esporas y la
mayoria mdviles con un flagelo polar o un mechon conformado por 2-3 flagelos,
fimbrias y pili. No fermentan azucares, son oxidasa y catalasa positivo y algunas cepas
producen pigmentos hidrosolubles como piocianina (azul), pioverdina (verde),
piorrubina (rojo) y piomelanina (negro). Casi todas crecen en agar MacConkey
(Romero-Cabello et al., 2018).

Tienen diversos factores estructurales, como enzimas y toxinas, que aumentan
su virulencia y las hacen resistentes a los antibioticos. A pesar de su capacidad de
proliferar en practicamente cualquier ambiente y ser fundamentalmente oportunistas,
estas bacterias no son microorganismos patdégenos frecuentes, sin embargo, la
especie P. aeruginosa es la de mayor relevancia médica, reportada en infecciones de
pacientes inmunodeficientes y asociada con una mortalidad elevada (Pinzén-Junca,
2019; Murray et al., 2021).
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2.5.3.4.1. Pseudomonas aeruginosa
Es un patdégeno ubicuo, oportunista y muy persistente en el medio ambiente,

principalmente en el agua y suelo, viviendo con necesidades nutricionales minimas y
en diversos medios fisicos, asi como también en areas y equipos de hospitales.
Cuenta con un flagelo polar que le permite la motilidad (Figura 18). Tiene la capacidad
de producir una serie de proteasas y elastasas que son enzimas encargadas de
degradar proteinas inmunorreguladoras, el complemento, inmunoglobulinas y péptidos

antibacterianos (Lebeque et al., 2006; Paz-Zarza et al., 2019).

Figura 18. Morfologia de P. aeruginosa. Fuente: Public Health Image Library (2024)

La infeccion ocurre en distintas etapas: primero la bacteria se adhiere y coloniza,
después sucede la invasion y por ultimo la diseminacion e infeccion sistémica. Una vez
infectado el organismo, P. aeruginosa secreta exotoxinas y enzimas hidroliticas que al
entrar en contacto con los tejidos degrada las membranas celulares y las destruye
gradualmente para facilitar su diseminacion, la invasién tisular y la necrosis. La
gravedad de las infecciones se debe a los factores de virulencia de la especie,
asociada a pili o fimbrias, formacion de biopeliculas y a dichas exotoxinas, proteasas
y exoenzimas que danan el tejido al alterar la estructura del citoesqueleto, por
despolimerizacion de filamentos de actina y por escision de inmunoglobulinas
(Lebeque et al., 2006; Lujan, 2014; Espinosa y Esparza, 2021).

Puede alojarse en cualquier tejido u o6rgano, a través de una herida o
quemadura, invadir el oido externo o colonizar las vias urinarias, intestinos, pulmones,
endocardio, cérnea y huesos. Consecuentemente puede trasladarse al torrente

circulatorio y producir septicemias graves e instalarse en otros tejidos, ocasionando
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procesos supurativos. Las manifestaciones clinicas también incluyen meningitis,
sepsis, bacteriemia, ectima gangrenoso, enterocolitis, neumonia, infecciones

cutaneas, otitis, queratitis, entre otras (Romero-Cabello et al., 2018).

Estas bacterias suelen presentar resistencia a los antibidticos, donde la
membrana externa juega un papel importante al limitar la penetracion de moléculas
hidrofilicas pequefas y excluye a las mas grandes, asi como por la expresién de
bombas de expulsion y mutaciones que modifican el sitio de accion de los
antimicrobianos; en casos de resistencia, el paciente al tener las defensas alteradas
es incapaz de potenciar la actividad de los farmacos. Algunas cepas sensibles se
pueden volver resistentes durante el tratamiento debido a las enzimas que inactivan
los antibidticos, como las [B-lactamasas, responsables de la resistencia contra
penicilina, cefalosporina, cefamicina y aztreonam en algunos casos (Lujan, 2014;
Murray et al., 2021).

Debido a dicha resistencia que genera P. aeruginosa durante el tratamiento con
los antibidticos convencionales, se ha propuesto la utilizacion de farmacos
combinados, como penicilinas activas (ticarcilina, mezlocilina, piperacilina)
combinadas con un aminoglucoésido (gentamicina, tobramicina, amikacina), que actuan
de forma sinérgica para combatir con mayor eficacia a la bacteria (Pérez et al., 2006;
Bodi y Garnacho, 2007).

2.6. TOXICIDAD

2.6.1. Generalidades
La toxicologia es una disciplina que representa una enorme trascendencia en la

actualidad debido al amplio nimero de sustancias quimicas que se comercializan y el
impacto de estas sobre la salud publica, ya que muchos compuestos bioactivos (como
los obtenidos de plantas medicinales) se utilizan para combatir enfermedades. Por
tanto, el interés por el uso de estas plantas para obtener nuevos farmacos ha
incrementado en respuesta a la variedad y complejidad de sus metabolitos
secundarios, los cuales les confieren las propiedades para tratar una amplia gama de
afecciones en el organismo, no obstante, es importante considerar la toxicidad que

dichos compuestos presentan, ya que asi como pueden tener efectos terapéuticos,
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también pueden presentar riesgos para la salud si no son utilizados de manera
adecuada o en las dosis indicadas (Solari y Rios, 2009; Avalos-Soto et al., 2014; Rivas-
Morales et al., 2016).

Por tanto, la toxicidad describe los efectos secundarios resultantes de la
exposicidn de un organismo frente a una sustancia que ocasiona dafos a nivel celular
o molecular. Estos efectos son ocasionados por la interferencia con la estructura,
procesos celulares o ambos, como dafos a la integridad de la membrana y el
citoesqueleto, al metabolismo, a la sintesis y degradacion, la regulacién idnica e
incluso a la division celular, lo cual ocurre en todas las células y es esencial para su
funcionamiento, supervivencia y proliferacion. Los estudios toxicolégicos se basan en
la busqueda de posibles agentes etioldgicos implicados en el cuadro clinico de la
intoxicacion (Solari y Rios, 2009; Avalos-Soto et al., 2014; Casado et al., 2016).

Es por ello que conocer la toxicidad que presentan los compuestos quimicos
resulta relevante, pues un alto porcentaje de la poblacién utiliza las plantas medicinales
como recurso primario de salud, y aunque se cree que no producen efectos adversos
en el organismo (por ser naturales), algunas de estas sustancias son altamente toxicas
(Rivas-Morales et al., 2016).

2.6.2. Ensayo con Artemia salina
La toxicidad in vivo de un organismo animal puede emplearse como un método eficaz

para el seguimiento y fraccionamiento en la busqueda de nuevos productos naturales
bioactivos. Uno de los métodos ampliamente utilizado es el bioensayo de letalidad con
nauplios de crustaceos de A. salina, una alternativa poco costosa, sencilla y rapida
que genera resultados confiables. Es usado rutinariamente en la investigacion
fitoquimica, ya que agiliza estudios posteriores que brindan aplicaciones de estos

compuestos (Sanchez y Neira, 2005; Gonzalez et al., 2007).

A. salina es un crustaceo sensible a una amplia variedad de compuestos con
actividad biolégica y diversas estructuras quimicas. Son camarones diminutos de
cuerpo blando y transparentes a la luz (Figura 19), distribuidos en todo el mundo en
aguas con altas concentraciones de salinidad, creciendo a una temperatura de entre

6-35° C. Se alimentan de algas y bacterias, aunque también son fuente de alimento
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para peces, aves e invertebrados. Las hembras producen huevos que en condiciones
externas favorables eclosionan en larvas de un tamafio de 1 mm, que al convertirse
en adultos después de 6-8 semanas alcanzan en promedio 7 mm de diametro. Esto
ha permitido que se usen en ensayo bioldgicos, ya que no es necesario mantener la
colonia viva permanentemente y las pruebas pueden realizarse en el momento o lugar
necesario, ademas de disponer de un numero suficiente de individuos de la misma

edad y condiciones fisiologicas (Pino-Pérez y Jorge-Lazo, 2010).

Figura 19. Morfologia microscépica de A. salina. Fuente: Hillewaert (2010)

El fundamento de este ensayo se basa en la habilidad del extracto o compuesto
de ser toxico contra los nauplios. Inicialmente fue utilizado para la preevaluacion de
los extractos vegetales, pero sus aplicaciones cada vez han ido incrementando, por lo
que ya también es usado para la evaluacioén preliminar de toxicidad, deteccién de
toxinas fungicas, metales pesados, pesticidas, ensayo de toxicidad de materiales
dentales y recientemente para evaluar farmacos potentes, como los que se aislan de

distintas especies de plantas (Rivas-Morales et al., 2016).
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lll. ANTECEDENTES

En el estudio de Zakaria et al. (2010) realizado en Malasia, se determin¢ la actividad
antimicrobiana in vitro de los extractos cloroférmicos, metandlicos y acuosos de hojas
de M. calabura frente a Staphylococcus aureus sensible a la meticilina (SASM, ATCC
25923) y S. aureus resistente a la meticilina (SARM, ATCC 33591), asi como a las
cepas de Escherichia coli (35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y hongos
de la especie Candida albicans (10231) y Microsporum canis (ATCC 36299).

Para las pruebas antimicrobianas utilizaron la técnica de microdilucion en caldo,
iniciando con una concentracion de 50 mg/mL, los resultados mostraron que los
extractos cloroférmicos y acuosos no presentan efectos inhibitorios significativos sobre
ninguna de las cepas, a excepcion del extracto cloroférmico sobre SARM, con un valor
de 2.5 mg/mL de concentracién inhibitoria minima (CIM) y concentracion bactericida
minima (CBM). En cuanto a los extractos metandlicos, estos fueron considerados los
mas activos, ya que se observo una CIM de 1.25 mg/mL en SASM, mientras que una

concentracion de 2.5 mg/mL fue eficaz contra SARM.

Por otro lado, la investigacion que realizaron Sibi et al. (2012) se enfocé en el
uso potencial de M. calabura contra de patégenos de plantas y de humanos. Para esto
se realizaron extractos acuosos y metandlicos usando hojas y cortezas secas, y los
analisis fitoquimicos revelaron la presencia de glucésidos y flavonoides como los
principales compuestos con actividad biolégica. Las pruebas antimicrobianas se
realizaron por difusién en agar con extractos diluidos en dimetilsulféxido (DMSO, 20%),
y se emplearon algunas cepas bacterianas de aislamientos clinicos como Micrococcus
luteus, P. aeruginosa y Bacillus cereus, y otras de fitopatdgenos como Aspergillus

oryzae, Fusarium sp. y Penicillium sp.

Los resultados de la prueba con extractos acuosos de hojas mostraron un
diametro de inhibicién de 20 mm para M. luteus y 14 mm para P. aeruginosa, mientras
que con los extractos de las cortezas fueron de 16, 18 y 10 mm para B. cereus, M.
luteus y P. aeruginosa, respectivamente. Por otra parte, los extractos metandlicos
lograron inhibir a una mayor cantidad de microorganismos, ya que los extractos foliares

produjeron una zona de inhibicion de 15 mm en B. cereus, 25 mm sobre M. luteus, 20
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mm en P. aeruginosa, 13 mm en A. oryzae, 30 mm para Fusarium sp. y 26 mm frente
a Penicillium sp., mientras que los extractos de la corteza mostraron halos de 17 mm

para B. cereus, 22 mm en M. luteus 'y 20 mm para Fusarium sp. y para Penicillium sp.

Otro estudio fue hecho en Malasia por Sufian et al. (2013), quienes analizaron
los compuestos antibacterianos de las hojas secas de M. calabura extraidos con
metanol. La actividad antibacteriana se determiné mediante pruebas de microdilucion
en caldo para conocer la CIM, iniciando con 50 mg/mL del extracto disuelto en DMSO.
Las bacterias utilizadas fueron P. aeruginosa (ATCC 27853), E. coli (ATCC 10536), S.
aureus sensible a meticilina (SASM, ATCC 25923), S. aureus resistente a la meticilina
(SARM, ATCC 33591), B. cereus (ATCC 11778) y B. subtilis (ATCC 6633). Los
resultados indicaron que la actividad antibacteriana de los extractos ocurridé contra
SASM y SARM con una CIM de 1.25 y 2.5 mg/mL, respectivamente. En cuanto a las
demas bacterias: E. coli, P. aeruginosa, B. cereus y B. subtilis, los valores de la CIM y

CBM fueron mayores a 5 mg/mL y no se consideraron resultados significativos.

El perfil de metabolitos bioactivos y actividad antimicrobiana de los extractos
etandlicos de M. calabura también fueron analizados por Cruiz et al. (2016) realizando
extractos de hojas y cortezas de tallos secos con etanol al 95%. Los resultados
mostraron abundantes flavonoides y saponinas en los extractos foliares, pero menor
abundancia de glucdsidos, taninos, esteroles y alcaloides; por su parte, los tallos
tuvieron mayor cantidad de saponinas, glucésidos y taninos, mientras que los
triterpenos y flavonoides fueron mas reducidos. La actividad inhibitoria de cada
extracto se evalu6 por medio de difusién en disco a una concentracion de 10 mg/mL,
empleando bacterias como E. coli, Salmonella typhimurium, P. aeruginosa, S. aureus
y B. subtilis, asi como el hongo Candida albicans. Cabe mencionar que no se

especifica la procedencia de las cepas de los microorganismos.

Los extractos foliares mostraron diversos grados de actividad antimicrobiana
contra las cinco especies de microorganismos ensayados, con halos de inhibicion de
12.3 mm para E. coli, de 17 mm para B. subtilis, de 18.7 mm sobre C. albicans, de 19
mm en S. typhimurium, de 20 mm en P. aeruginosa y de 37.7 mm en S. aureus. Por

otro lado, la zona de inhibicién con los extractos de tallos fue de 10 mm para E. coli,
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de 15.7 mm en P. aeruginosa, de 16.0 mm sobre B. subtilis, de 19 mm en C. albicans,

de 19 mm en S. typhimurium y de 24.7 mm frente a S. aureus.

Ademas, se realizé el ensayo de microdilucidon en caldo partiendo de una
concentracion de 10 mg/mL. En bacterias, la CIM fue la misma empleando tanto los
extractos de hojas como los de tallos, siendo de 2.5 mg/mL para P. aeruginosa, 1.25
mg/mL sobre S. aureus y >10 mg/mL para las especies S. typhimuriumy B. subtilis. En
el caso de C. albicans la CIM fue diferente en ambos casos, puesto que el extracto de
hojas inhibié con una concentracion < 0.625 mg/mL, mientras que con los tallos fue al
emplear 2.5 mg/mL del extracto. Cabe destacar que este ensayo no fue realizado sobre

E. coli debido a que mostré una actividad minima en el ensayo de difusion en disco.

Por otra parte, Sekar y Abdul (2017) realizaron un trabajo con extracto de hojas
de M. calabura y se analizaron sus propiedades antibacterianas para la formulacion de
una crema. Para ello extrajeron 500 g de hojas maduras maceradas con metanol al
70% durante siete dias, investigando la actividad del extracto a concentraciones de 5,
10 y 25 mg/mL contra bacterias Grampositivas (S. aureus y B. cereus) y
Gramnegativas (E. coli y Salmonella enterica) a través de difusion en agar. No se

menciona el origen de las cepas bacterianas empleadas en el estudio.

Los resultados mostraron que un incremento en la concentracion del extracto
produce una zona de inhibicion mas significativa. A una concentracion de 5 mg/mL se
observaron halos de 3.33 mm en S. aureus, de 6.03 mm en B. cereus, de 9.17 mm en
E. coliy de 4.07 mm en S. enterica. Con 10 mg/mL del extracto, los halos fueron de 4
mm para S. aureus, de 12.97 en B. cereus, de 14.17 mm en E. coliy de 3.67 en S.
enterica. Por ultimo, a una concentracion de 25 mg/mL, los halos fueron de 14.60 mm
en S. aureus, de 12.5 mm en B. cereus, de 14.33 mm en E. coliy de 12.53 mm en S.
enterica. La zona de inhibicion del control con vancomicina fue de 16.67-19.57 mm, lo
cual permite contrastar los resultados. Ademas, se realizaron dos formulaciones
distintas de la crema, sin embargo, las zonas de inhibiciéon no fueron significativas en

comparacion con las obtenidas unicamente con el extracto.

El perfil de la actividad antibacteriana de las hojas de M. calabura también fue

investigado por Desrini et al. (2018) en Indonesia. En este estudio, el material vegetal
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utilizado se sec6 al aire, se pulverizd y se realizé la extraccion con metanol. Con el
extracto obtenido se realizaron pruebas fitoquimicas mediante cromatografia en capa
fina, resaltando la presencia de flavonoides, taninos y saponinas. Las pruebas
antibacterianas se realizaron sobre S. aureus (FNCC 0047), S. epidermis (FNCC 0048)
y E. coli (FNCC 0091), mediante un ensayo de microdilucion en caldo con una
concentracion inicial de 64 mg/mL del extracto diluido en DMSO (10%). Los resultados
indicaron que la CIM y CBM en S. aureus fue de 0.5 mg/mL y 1 mg/mL,
respectivamente. Para S. epidermis, la CIM fue de 1 mg/mL y la CBM fue de 2 mg/mL,
mientras que para E. colila CIM fue de 2 mg/mL y la CBM de 4 mg/mL.

Chaudhari et al. (2020) realizaron un perfil fitoquimico y antimicrobiano de los
extractos de las hojas secas de M. calabura obtenidos con hexano, acetato de etilo y
metanol, utilizando el equipo Soxhlet y evaporados posteriormente al vacio. El analisis
cualitativo identificé en el extracto hexanico a compuestos como flavonoides vy
terpenos, mientras que en el de acetato de etilo ademas se encontraron fenoles, no
obstante, el extracto metandlico contenia mas grupos de compuestos, como
alcaloides, flavonoides, fenoles y saponinas. Las pruebas cuantitativas determinaron
mayor cantidad de fenoles en el extracto de acetato de etilo, por lo que se seleccion6
para la determinacion de la actividad antimicrobiana mediante difusién en agar sobre
las bacterias Klebsiella pneumoniae y E. coli, ademas del hongo C. albicans. Cabe

mencionar que no se indico la procedencia de las cepas bacterianas utilizadas.

Los resultados mostraron inhibicion significativa sobre las tres cepas
seleccionadas, a una concentracion del extracto de 25, 50 y 100 mg/mL. Para esto, los
halos de inhibicién con 25 mg/mL del extracto fueron de 10 mm en K. pneumoniae, de
9 mm sobre E. coliy de 6 mm en C. albicans. A una concentracion de 50 mg/mL, los
halos fueron de 11 mm en K. pneumoniae, de 10 mm sobre E. coliy de 6 mm sobre C.
albicans. Finalmente, a una concentracion de 100 mg/mL, los halos tenian un diametro

de 12 mm en K. pneumoniae, 13 mm en E. coliy 8 mm sobre C. albicans.

Para comparar los resultados se usaron distintas concentraciones de un control
positivo, el cual fue ciprofloxacina para ambas bacterias y fluconazol contra el hongo.

La ciprofloxacina a una concentracion de 10 ug/mL mostré halos de inhibicién de 19
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mm en K. pneumoniae y de 16 mm en E. coli. Empleando 20 ug/mL del antibiético los
halos fueron de 28 mm en K. pneumoniae y de 21 mm en E. coli. Por ultimo, a una
concentracion de 30 pg/mL los halos median 36 mm en K. pneumoniae 'y 28 mm en E.
coli. Asi mismo, C. albicans fue inhibida con fluconazol a distintas concentraciones,
mostrando halos de 7 mm (10 pg/mL), 19 mm (20 pg/mL) y 13 mm (30 pg/mL).

La investigacion de Gurning et al. (2021) realizada en Indonesia determinoé el
perfil fitoquimico y la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas
maceradas de M. calabura. De acuerdo con las pruebas realizadas, se reporto la
presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides y terpenoides, ademas de
un contenido total de taninos de 3.275 ug/mL. El extracto obtenido se disolvid en
DMSO para obtener concentraciones de 12.5, 25, 50 y 75%, con las cuales se
determiné la actividad antibacteriana por difusion en agar contra E. coli, S. typhi y
Propionibacterium acnes, usando cloranfenicol como control positivo y DMSO (10%)

como negativo. La procedencia de las cepas no fue reportada en el estudio.

Con la concentracion de 12.5% se observaron halos de inhibicién de 14.18 mm
en E. coli, de 13.37 mm en S. typhiy de 14.13 mm en P. acnes. Con el extracto al 25%
las zonas de inhibicion fueron de 15.53 mm en E. coli, de 14.47 mm en S. typhi y de
14.60 mm en P. acnes. A una concentracién del 50% los halos fueron de 15.92 mm
para E. coli, de 14.97 mm para S. typhi y de 15.52 mm en P. acnes. Para finalizar, con
un porcentaje del 75% del extracto, los halos observados fueron de 16.5 mm en E. coli,
de 15.5 mm en S. typhiy de 16.37 mm en P. acnes. De esta forma se demostré que el
incremento de la actividad inhibitoria estd relacionado con el aumento de la
concentracion del extracto, por lo que a una concentracién del 75% hubo un efecto
mas eficiente. En cuanto al control positivo con cloranfenicol, se presentaron halos de

30.10 mm sobre E. coli, de 25.15 mm en S. typhi y de 23.25 mm sobre P. acnes.

Un trabajo realizado en Indonesia por Sinaga et al. (2022) analiz6 el contenido
de fenoles y flavonoides, asi como la actividad antibacteriana del extracto de hojas
maceradas con etanol de M. calabura. Las pruebas de actividad antibacteriana se
realizaron sobre E. coli, S. aureus y S. epidermis utilizando el método de difusién en

agar con el extracto a concentraciones de 12.5, 25, 50 y 75%, asi como un control
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positivo de cloranfenicol y uno negativo de DMSO (10%). El estudio no proporciona el

origen de las cepas bacterianas empleadas.

Los resultados de esta prueba se determinaron de acuerdo con la zona de
inhibicién observada en las especies inhibidas. Con una concentracion del 12.5% se
observaron halos de 14.18 mm en E. coli, de 12.62 mm en S. aureus y de 13.53 mm
en S. epidermidis; con el 25% del extracto hubo halos de 15.53 mm en E. coli, de 13.83
mm en S. aureus y de 13.79 mm para S. epidermidis; a una concentracion del 50% las
zonas de inhibicién fueron de 15.92 mm para E. coli, de 13.87 mm para S. aureus y de
14.95 mm en S. epidermidis; por ultimo, al 75% los halos fueron de 16.5 mm en E. coli,
de 14.82 mm en S. aureus y de 15.9 mm en S. epidermidis. El control positivo con
cloranfenicol present6 halos de 31.25 mm en E. coli, 33.97 mm sobre S. aureusy 30.10

mm sobre S. epidermidis, categorizando asi a la actividad del extracto como fuerte.

En una investigacion en Malasia sobre la fitoquimica y actividad antimicrobiana
de M. calabura en contra de patdégenos, elaborada por Hassan et al. (2022), se
identificaron los grupos de compuestos quimicos de las hojas de la planta, la cual
presenta taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides. Asi mismo, se evalud la
actividad antimicrobiana del extracto metandlico de hojas contra S. aureus (ATCC
25923), S. typhimurium (ATCC 12228) y Shigella sonnei (ATCC 29930) mediante
difusién en agar y dilucion en caldo, con una concentracién inicial de 1 000 mg/mL del
extracto en ambos casos. Los resultados marcaron una zona de inhibicion media de
14.33 mm en S. aureus, seguido de S. sonnei con 10.66 mm y sin efecto sobre S.
typhimurium. En cuanto a los valores de la CIM, se determiné que corresponden a 7.81
y 62.5 mg/mL para S. aureus 'y S. sonnei, respectivamente, mientras que los de la CBM
fueron de 15.63 y 250 mg/mL, de forma respectiva, inhibiendo completamente a S.
aureus. Por tanto, la eficacia de las hojas de M. calabura al inhibir distintas especies
bacterianas ofrece una base para su uso potencial en el desarrollo de productos
farmacéuticos con la finalidad de tratar una gran variedad de enfermedades causadas

por estos microorganismos.

Finalmente, Chaudhari et al. (2022) realizaron una investigacion sobre la

actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos hexanicos, de acetato de etilo
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y metandlicos de corteza de M. calabura mediante extraccion con Soxhlet. El perfil
fitoquimico demostrd que el extracto hexanico sélo contenia flavonoides, mientras que
el de acetato de etilo ademas presento alcaloides, fenoles y saponinas, lo que difiere
con el metandlico, que contenia flavonoides, terpenos, fenoles y saponinas. El analisis
cuantitativo demostré que el mayor contenido de fenoles, flavonoides y alcaloides se
encontraba en el extracto de acetato de etilo, por lo que se empled para evaluar la
actividad antimicrobiana, realizada mediante difusidon en agar con concentraciones de
25, 50 y 100 mg/mL de extracto.

Los microorganismos ensayados fueron bacterias Grampositivas de las
especies Streptococcus mutans, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, al igual que
bacterias Gramnegativas como Salmonella bongori, Klebsiella pneumoniae 'y
Escherichia coli, y hongos microscopicos de las especies Aspergillus niger, A. flavus y
Candida albicans, sin embargo, el estudio no detalla la procedencia de las cepas. La
actividad del extracto se presentd unicamente sobre K. pneumoniae, E. coli y C.
albicans. Para ello, a una concentracion de 25 mg/mL los halos de inhibicion fueron de
8 mm para K. pneumoniae y E. coli, mientras que un diametro de 6 mm fue para C.
albicans. Por otro lado, con una concentracion de 50 mg/mL los halos fueron de 10
mm en K. pneumoniae, 9 mm en E. coliy 7 mm para C. albicans. Finalmente, con la
concentracion mayor de 100 mg/mL los halos fueron de 11 mm para K. pneumoniae y
E. coli, y de 8 mm en C. albicans, lo que indica una eficiente actividad antibacteriana y

antifungica del extracto.
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IV. OBJETIVOS
4.1. GENERAL

Evaluar la actividad biologica de los grupos de metabolitos secundarios presentes en

extractos con diferente polaridad de M. calabura.

4.2. ESPECIFICOS
= Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos

organicos y acuosos de hojas y cortezas de tallos de M. calabura.

= Determinar la capacidad inhibitoria de extractos organicos y acuosos de hojas
y cortezas de tallos de M. calabura sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella Typhi,

Shigella sonnei y Pseudomonas aeruginosa.

= Determinar la toxicidad de los extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y

acuosos de hojas y cortezas de tallos de M. calabura sobre A. salina.
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V. ZONA DE RECOLECTA

El municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas se encuentra localizado en la region
socioeconomica |-Metropolitana a una altura promedio de 610 m.s.n.m., entre las
coordenadas 16°46’34” de latitud norte y 93°7°10” de longitud oeste. Cuenta con una
extension territorial de 334.61 km?, mientras que la superficie del territorio es de 33
585 hectareas, de las cuales 14 001 ha estan ocupadas por los asentamientos
humanos, correspondientes a una poblacion de 604 147 habitantes. Al norte colinda
con los municipios de San Fernando, Osumacinta y Chiapa de Corzo; al este con
Chiapa de Corzo; al sur con Suchiapa y Ocozocoautla de Espinoza; y al oeste con
Ocozocoautla de Espinosa y Berriozabal (Figura 20) (Roman-Guillén et al., 2019; H.
Ayuntamiento Constitucional de Tuxtla Gutiérrez 2021-2024, 2022).

La recolecta de las muestras de M. calabura se llevo a cabo a las 8:00 am en
febrero de 2024, en el estadio de Ciudad Universitaria de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH) ubicada en Libramiento Norte Poniente de la colonia
Lajas Maciel en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Se seleccionaron ramas con
hojas de arboles ubicados en las coordenadas 14°46’34” de latitud norte y 93°7°10” de

longitud oeste a 610 m.s.n.m (Figura 20).
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S

Coordenadas:
16°46'34” N, 93°7°10” O

Figura 20. Zona de recolecta de las estructuras vegetales de M. calabura. Fuente:
Hernandez-Aguilando (2024)

5.1. FISIOGRAFIA

Ademas, Tuxtla Gutiérrez forma parte de la regidn fisiografica llamada Depresién
Central y se encuentra entre la de Montanas del Norte y Altos de Chiapas. Las formas
presentes en el municipio son: Llanura aluvial con lomerio (34.99%), Sierra alta de
laderas tendidas (29.73%), meseta tipica (25.16%), Valle de laderas tendidas con
lomerio, (4.21%), Lomerio tipico (3.85%) y Caidn tipico (2.06%) (H. Ayuntamiento
Constitucional de Tuxtla Gutiérrez 2021-2024, 2022).
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5.2. EDAFOLOGIA

Los datos vectoriales edafolégicos de la superficie del municipio estan compuestos por
los suelos: Leptosol (35.37%), Regosol (18.64%), Vertisol (18.31%) y Luvisol
(11.38%). Los cuerpos de agua y los asentamientos humanos corresponden al
porcentaje restante, equivalente a un 16.3%. En cuanto a los tipos de roca que
conforman la corteza terrestre se encuentra: Caliza-Lutita (roca sedimentaria)
(37.88%), Caliza (roca sedimentaria) (24.87%), Aluvial (suelo) (20.78%), Limolita-
Arenisca (roca sedimentaria) (11.61%) y Lutita-Arenisca (roca sedimentaria) (4.87%)
(Idem).

5.3. HIDROGRAFIA

Respecto a la hidrografia, Tuxtla Gutiérrez esta situado dentro de la cuenca del rio
Sabinal, inmersa en la Regién Hidrolégica No. 30 de Grijalva-Usumacinta. El rio
Sabinal es su principal caudal, que es un afluente del rio Grijalva; asi mismo, fluyen
los rios Suchiapa, Yatipak, Teran, San Agustin y Guadalupe. El rio Sabinal es
considerado el mas importante, mientras que sus afluentes son los arroyos San
Agustin, La Chacona, Chapultepec, Ojo de Agua, Pomarrosa, Pistimbak, Potinaspak,
Totoposte, Bambu, Arroyo Blanco, Lomas del Oriente, Cerro Hueco, Santa Ana, Poc-
Poc, San Roque, El Zope, San Pascualito, EI Cocal, Romeo Rincén, San Francisco
Sabinal y La Laguna (/dem).

5.4. CLIMA

El clima del municipio es principalmente calido-subhumedo, con lluvias en los meses
de verano y semicalido en otofio. La temperatura media anual es de 26° C, con una
temporada célida que comienza desde febrero hasta septiembre, siendo mas caluroso
entre abril y la segunda semana de mayo. Por otro lado, la temporada fresca varia
desde mediados de noviembre hasta inicios de febrero, con un periodo mas frio en
diciembre, donde la temperatura puede bajar hasta 9° C (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2010; H. Ayuntamiento Constitucional de Tuxtla
Gutiérrez 2021-2024, 2022).

Segun las areas municipales, la precipitacion anual es en promedio de 900 mm,

con una temporada normal de lluvias que abarca desde mayo hasta la segunda
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semana de octubre. Normalmente el mes mas lluvioso es junio, mientras que los
siguientes meses disminuye la precipitacién, la cual se incrementa hasta septiembre,
el segundo mes mas lluvioso del afio (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2010).

5.5. VEGETACION

El municipio de Tuxtla Gutiérrez se caracteriza por una vegetacion de selva baja
caducifolia, mientras que en otras areas municipales es la selva alta o mediana
subcaducifolia. La cobertura vegetal y el aprovechamiento del suelo se distribuye de
la siguiente forma: selva baja caducifolia secundaria (32.28%), agricultura de temporal
(29.18%), pastizal inducido (3.52%), pastizal cultivado (1.65%), bosque de encino
secundario (1.43%), sin vegetaciéon aparente (1.26%), selva mediana subperennifolia
secundaria (0.88%), selva baja caducifolia (0.71%) y lo correspondiente a cuerpos de
agua y asentamientos humanos (29.09%) (H. Ayuntamiento Constitucional de Tuxtla
Gutiérrez 2021-2024, 2022).

Para la ciudad, Roman-Guillén et al. (2019) reportaron un total de 38 familias,
88 géneros y 144 especies de plantas, donde destacan las siguientes familias
botanicas: Fabaceae Juss., Moraceae Gaudich., Bignoniaceae Juss., Malvaceae

Juss., Meliaceae Juss. y Rutaceae Juss.

Entre las especies se encuentran arboles y arbustos tanto nativos como
introducidos: benjamina (Ficus benjamina L.), almendro (Terminalia catappa L.), laurel
de la india (Ficus nitida Thunb.), matilisguate (Tabebuia rosea DC.), mango (Mangifera
indica L.), cupapé (Cordia dodecandra DC.) y la guaya (Talisia oliviformis Radlk.). Otras
de las especies que también se encuentran son: caulote (Guazuma ulmifolia Lam.),
flamboyan (Delonix regia [Bojer ex Hook.] Raf.), capulin (Muntingia calabura L.),
caobilla (Swietenia humilis Zucc.), guarumbo (Cecropia peltata Vell.), palo mulato
(Bursera simaruba Sarg.) y flor de mayo (Plumeria rubra L.) (Idem). Los nombres y
descriptores de las familias y especies botanicas mencionadas fueron verificados por
medio de The World Flora Online (2024).
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5.6. FAUNA

El estado de Chiapas posee una variedad de climas, topografia y vegetacion que le
confieren una gran diversidad faunistica. De acuerdo con el H. Ayuntamiento
Constitucional de Tuxtla Gutiérrez 2021-2024 (2022), la fauna presenta caracteristicas
de la selva baja caducifolia, aunque también habitan especies de selvas secas, como:
armadillo (Dasypus novemsinctus Linnaeus, 1758), murciélago frutero (Carollia
perspicillata [Linnaeus, 1758]), tejon (Nasua narica [Linnaeus, 1766]), venado cola
blanca (Odocoileus virginuanus [Zimmermann, 1780]), jaguarundi (Herpailerus
yagouaroundi [E.Geoffroy Saint-Hilaire, 1803]), jaguar (Panthera onca [Linnaeus,
1758]), guacamaya verde (Ara militaris [Linnaeus, 1766]), trogoén citrino (Trogon
citreolus Gould, 1835), cacique mexicano (Cacicus melanicterus [Bonaparte, 1825]),
iguana verde (/guana iguana [Linnaeus, 1758]), boa (Boa constrictor Linnaeus, 1758),
entre otros. Mediante Global Biodiversity Information Facility (2024) se corroboraron

los nombres y descriptores de dichas especies.

La mayoria de los habitats de plantas y de animales han sido fuertemente
alterados debido a las grandes extensiones de terreno transformadas en
fraccionamientos de casas, por lo que ahora sdélo se pueden observar vestigios muy
aislados de la flora de Tuxtla Gutiérrez, los que posiblemente son utilizados como

refugio y alimentacion por la escasa fauna presente.

5.7. AREAS NATURALES PROTEGIDAS

La ciudad de Tuxtla Gutiérrez y su Zona Metropolitana cuenta con areas naturales
protegidas de diversas categorias que proveen de servicios ambientales a la ciudad,
tales como: Area de Proteccion de Recursos Naturales Villa Allende y Parque Nacional
Cainon del Sumidero. Sin embargo, la actual expansion urbana y la introduccion de
especies invasoras, exoticas o ferales han propiciado graves danos a los ecosistemas
terrestres y acuaticos, asi como desequilibrios ecoldgicos entre la poblaciones
silvestres, cambiando la estructura tréfica, desplazando especies nativas, perdiendo
biodiversidad, reduciendo la diversidad genética y una gran variedad de enfermedades
e impactos a la salud y economia publica (H. Ayuntamiento Constitucional de Tuxtla
Gutiérrez 2021-2024, 2022).
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VI. METODOS
6.1. RECOLECTA Y REGISTRO DEL MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron ramas con hojas de M. calabura en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, correspondiente a la region fisiografica de la Depresion Central. Las
coordenadas corresponden a 14°46’°34” de latitud norte y 93°7°10” de longitud oeste, a
610 m.s.n.m. Las ramas se deshojaron y se extrajo la corteza de tallos, procurando no
deteriorar ninguna de las estructuras. Se desecharon las partes maltratadas o
enfermas de la planta y después se lavaron para eliminar la suciedad, se escurrieron
y colocaron por separado sobre papel de estraza para su deshidratacion a temperatura
ambiente. Por ultimo, las muestras deshidratadas se fragmentaron y pulverizaron

hasta un tamano de malla de 1 mm.

Posteriormente, un ejemplar botanico con flor fue colectado y se prenso, secé y
deposité en el Herbario Eizi Matuda (HEM) del Instituto de Ciencias Biologicas de la
UNICACH con la finalidad de corroborar la identificacion de la especie e ingresar un

ejemplar a la coleccion. Dicho ejemplar quedo registrado con el numero 046337.

6.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

6.2.1. Extractos organicos
Con base en el material deshidratado, se realizé una extraccion selectiva con el equipo

Soxhlet utilizando disolventes de diferente polaridad: hexano (Hex), acetato de etilo
(AcOEt) y metanol (MeOH). Este método emplea una cantidad minima de disolvente,
el cual es usado durante todo el proceso debido a su continua purificacion y destilacion
cada que pasa por la matriz en la que se encuentra la materia prima o la estructura
vegetal elegida, por lo que asegura extraer compuestos con alta estabilidad térmica en

respuesta a la temperatura de ebullicién de cada solvente (Naviglio et al., 2019).

Cabe mencionar que comunmente se utilizan solventes no polares, como el
hexano (Hex), para extraer compuestos lipofilicos como grasas o ceras. Después, los
solventes de polaridad intermedia, como el acetato de etilo (AcOEt), son empleados
para solubilizar una mayor cantidad de compuestos lipofilicos. Por ultimo, los solventes
polares como el etanol (EtOH) y el metanol (MeOH), se usan para extraer compuestos

hidrofilicos, tales como carbohidratos o azucares. Dicho esto, cada solvente posee
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propiedades particulares que lo hacen ideal para extraer compuestos con polaridad

especifica (Frias y Rosales, 2023; Kaur et al., 2024).

Para la obtencidon de los extractos se pesaron 120 g de material vegetal, se
colocaron en la camara de extraccion en papel filtro y se agrego6 el disolvente (Hex,
seguido de AcOEt y de MeOH) por tres periodos de ocho horas cada uno. El extracto
obtenido se concentrd a presion reducida en un rotaevaporador a 120 rpm, utilizando
temperaturas de acuerdo con el disolvente empleado. Los extractos concentrados se
depositaron en frascos limpios previamente pesados y se dejé evaporar el resto del
disolvente a temperatura ambiente. Por ultimo, se determind el rendimiento (en

porcentaje) de cada extracto y se almacenaron a 4° C en oscuridad (Figura 21).

6.2.2. Extractos acuosos
Con relacion a los extractos acuosos, se obtuvieron por medio de la decoccién de 50

g de muestra vegetal y 200 mL de agua destilada, llevando a ebullicién por 15 minutos.
El extracto se filtr6 para eliminar residuos y el sobrenadante se dejé evaporar a
sequedad en condiciones de luz y temperatura ambiente para luego ser depositados
en frascos previamente pesados. Al finalizar se determiné el rendimiento (en

porcentaje) del extracto y se almacend6 a 4° C en oscuridad (Figura 21).
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6.3. IDENTIFICACION DE GRUPOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Se realizaron pruebas cualitativas para la identificacion de los grupos de metabolitos
secundarios presentes. Cada una de estas fue realizada por duplicado y los resultados
se expresaron mediante un sistema de cruces para especificar su presencia o
ausencia, y en su caso la intensidad, de acuerdo con los siguientes criterios:
abundante (+++), media (++), ligera (+) y ausente (-). A continuacién se describe cada

una de las pruebas (Figura 22).

Para ello se prepard una solucion madre utilizando 50 mg de cada extracto
diluido en 10 mL del disolvente utilizado para su extraccion, con una concentracion
final de 5 mg/mL. Del extracto se distribuyé 1 mL de cada solucion a ocho tubos de

ensayo y se dejo evaporar el disolvente a temperatura ambiente.

6.3.1. Alcaloides: prueba con el reactivo de Dragendorff
En el tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se afiadié 1 mL de HCI al 10% y dos

gotas del reactivo de Dragendorff. En este caso, un precipitado marrén o anaranjado-
marrén indicé la presencia de este tipo de metabolito. Si existe opalescencia se

considera (+), turbidez definida (++) o precipitado (+++) (Espinoza-Olaya, 2014).

6.3.2. Fenoles: prueba de Cloruro férrico
A un tubo de ensayo con extracto seco se le adiciond 1 mL de etanol y tres gotas

de cloruro férrico al 1% en etanol. La aparicion de una coloracion verdosa o azul-

verdosa indicé una reaccion positiva (Dominguez, 1973).

6.3.3. Flavonoides: prueba de Shinoda
En el tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se afadid 1 mL de etanol y

posteriormente se le adicionaron tres trozos pequefos de magnesio junto a dos gotas
de HCI concentrado. Para esta prueba, una coloracion naranja indica la presencia de
flavonas; rojo para flavononas; rojo-azulado para flavonoles y violeta para xantinas
(Dominguez, 1973).
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6.3.4. Glucésidos: prueba de Molish
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le ainadié 1 mL de etanol, dos gotas

de alfa-naftol al 5% en etanol y 1 mL de acido sulfurico por gotas, resbalando sobre las
paredes del tubo. La formacion de un anillo de color violeta en la interfase indicé una

reaccion positiva (Plumer, 1981).

6.3.5. Lactonas sesquiterpénicas: prueba de Baljet
En el tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se colocé 1 mL de etanol, se agité y

se afadio 1 mL de reactivo de Baljet. La presencia de una coloracién roja (++) o de un

precipitado del mismo color (+++) indicé una prueba positiva (Miranda-Martinez, 2002).

6.3.6. Quinonas: ensayo de Borntrager
En el tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se anadié 1 mL de cloroformo y, por

separado, se anadié 1 mL de hidroxido de sodio, hidroxido de potasio e hidroxido de
amonio al 5% en agua. Se agité mezclando las fases y se dejo reposando hasta su
separacion. La coloracion de la fase acuosa alcalina (superior) en tono rosado o rojo

indica un resultado positivo (Miranda-Martinez, 2002).

6.3.7. Saponinas: prueba de espuma
A un tubo de ensayo con extracto seco se afadidé 1 mL de agua destilada, se tapo y

agito vigorosamente durante 30 segundos. La formacion de espuma durante 2 minutos

indico la presencia de saponinas (Dominguez, 1973).

6.3.8. Taninos: prueba para taninos hidrolizables y condensados
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le agregdé 1 mL de agua destilada

y dos gotas de solucién acuosa de cloruro férrico al 2%. Una coloracion azul indica la
presencia de taninos hidrolizables, mientras que una coloracion verde es para taninos

condensados (Salem et al., 2013).

6.3.9. Terpenos-esteroides: prueba de Liebermann-Buchard
A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le afadiéo 1 mL de cloroformo y 1

mL de reactivo de Liebermann-Buchard. La reaccion fue positiva para esteroides al
presentarse una coloracién azul o azul-verdosa. Por su parte, la coloracién rojo, rosa

o violeta fue para los terpenos (Dominguez, 1973).
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6.4. ENSAYOS BACTERIANOS

Las bacterias Grampositivas evaluadas fueron Bacillus subtilis (ATCC 6051)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).
Por otro lado, las bacterias Gramnegativas fueron Escherichia coli
(ATCC 25923), Salmonella Typhi (ATCC 6539), Shigella sonnei (ATCC 25931) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Todas se tomaron del cepario del
Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias Biologicas de la
UNICACH. Las cepas de coleccion ATCC provienen de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional y del Laboratorio Estatal de Salud

Publica de Chiapas.

Ademas, se ensayaron cepas provenientes de aislamientos clinicos, tales como
S. aureus, E. coliy P. aeruginosa, para lo cual se siguieron las normas expuestas en

la declaracion de Helsinki, respetando la confidencialidad del paciente.

6.4.1. Preparacion del inéculo microbiano
Los microorganismos se sembraron en caldo nutritivo y se incubaron a 36° C 1

durante 24 horas. Se realizo la tincion de Gram para corroborar la identidad de la cepa,
se revis6 la morfologia colonial, se realizaron pruebas bioquimicas con el sistema API
20E y finalmente se mantuvieron en agar soya tripticaseina (Cona, 2002; Andrews y
Howe, 2011).

Para la realizacion del in6culo de cada cepa se tomaron colonias aisladas
provenientes de un cultivo de 24 h, las cuales se depositaron en caldo soya
tripticaseina e incubaron a 36° C £1 de 3 a 6 h. La turbidez de la suspension se ajusté
a 0.5 de la escala McFarland, que contiene cerca de 1.5 x108 unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro, cuya densidad éptica fue medida en un espectrofotémetro;
al presentarse concentraciones mayores se utilizé caldo soya tripticaseina estéril para
diluir (Figura 23) (/dem).
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6.4.2. Difusién en agar
Se realiz6 un ensayo de difusién en agar, que es un método empleado para evaluar la

eficacia de un agente quimico, ampliamente usado de rutina en laboratorios clinicos y
de investigacion. La técnica consiste en impregnar un disco de papel filtro con una
sustancia quimica, se coloca sobre una placa de agar previamente inoculada con el
microorganismo de prueba y se incuba bajo condiciones controladas de temperatura 'y
tiempo. Si la sustancia es eficaz, después de la incubacion se puede observar una
zona clara que representa la inhibicion del crecimiento alrededor del disco, en donde
un halo mas grande indica mayor sensibilidad del microorganismo a la sustancia,
mientras que la ausencia de estos sugiere resistencia (Tortora et al., 2007; Araya et
al., 2015).

Para estos ensayos, se prepard una solucion madre de cada extracto disuelto
en 1 mL de agua destilada estéril, de la cual se realizaron diluciones seriadas para
obtener concentraciones de 2.5, 5y 10 mg/mL. En una campana de flujo laminar, se
impregnaron los discos de papel filtro estériles con cada una de las tres
concentraciones antes mencionadas. Posteriormente se realizé una siembra masiva
de cada bacteria en placas de agar Muller-Hinton, para lo cual se utilizé un hisopo
estéril, asegurando la distribucion homogénea en la superficie de la placa. Después se
colocaron los discos impregnados con cada una de las concentraciones del extracto
asi como el control, cuidando que los posibles halos de inhibicidon no se sobrepusieran
(Figura 24) (Bauer et al., 1966; Cona, 2002; Andrews y Howe, 2011).

Las placas se incubaron a 36° C +1 durante 18 horas. Transcurrido el tiempo se
observo la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano. Al observar ausencia de
bacterias se midieron los halos de inhibicidn con un vernier. Todas las pruebas se

realizaron por triplicado (Figura 24) (Idem).
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6.4.3. Porcentaje de inhibicion relativa (PIR)
Para el caso de los extractos que provocaron halos de inhibicién, se calcul6 el
porcentaje de inhibicidn relativa (PIR) respecto al control positivo usando gentamicina,

mediante la formula de Rivero et al. (1997):

PIR — Promedio de halos de inhibicion del extracto % 100
~ Promedio de halos de inhbicién del control positivo

6.4.4. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
Para determinar la menor cantidad de extracto que impida el crecimiento bacteriano

de las cepas ensayadas se realizdé el método de microdilucién seriada en medio
liquido. Para ello, se pesaron y disolvieron 40 mg del extracto a evaluar, obteniendo
una solucion madre. Ademas, se preparo resazurina en agua destilada estéril (Sarker
et al., 2007).

Las disoluciones seriadas de los extractos se prepararon en placas estériles de
96 pocillos en una campana de flujo laminar. Para ello, en todos los pocillos se
depositaron 100 pL de caldo Muller-Hinton y en el primer pocillo 100 uL de la solucion
madre, de la cual se realizaron transferencias para obtener diluciones en diferentes
gradientes de concentracion. El ultimo pocillo queddé con 200 pL por lo que se
desecharon 100 pL, de tal forma que todos tengan el mismo volumen. Finalmente, se
afadieron 10 pL del in6dculo estandarizado a cada pocillo, asi como 10 pL de la solucion
de resazurina. Las concentraciones finales de cada extracto fueron de 40, 20, 10, 5,
2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039 y 0.019 mg/mL. En cada ensayo se
realizaron cuatro controles: control de crecimiento (caldo Mdller-Hinton, inéculo y
resazurina), control de esterilidad (extracto, caldo Muller-Hinton y resazurina), control
positivo (gentamicina, caldo Muller-Hinton, inéculo y resazurina) y control negativo

(indculo sin extracto) (Figura 25) (Idem).

Las placas se incubaron aerdbicamente a 36° C +1 por 18 horas. Al finalizar el
periodo de incubacion, se examinaron visualmente y se observo la coloracién de cada
pozo: una coloracién rosa indicé crecimiento bacteriano, mientras que el color azul

indico la inhibicidn del crecimiento. De esta forma se determind el valor de la CIM, la
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cual es definida como la menor concentracién del agente capaz de inhibir el

crecimiento microbiano. Cada prueba se realizé por duplicado (/dem).

Concentracion
Inhibitoria Minima

Y
[Colocar 100 pL de caldo Miiller-

Hinton en los 96 pocillos

L Inocular bacterias en
caldo Miiller-Hinton de 3-6 h

A 4
Preparar solucion madre y

agregar 100 L a la primera fila de la Ajustar la turbidez de cada
microplaca indculo a 0.5 (escala
McFarland)

\ 4

\ 4

Realizar diluciones seriadas S o
partiendo de 40 mg/mL }(—{Anadlr 10 pL del moculo}

Y
| Afiadir 10 pL de resazurina |

\ 4
Anadir los controles:
crecimiento, esterilidad,
positivo y negativo

v

[Incubar a36°C 1 por18 h ]

\ 4
Observar coloracion de los }

pocillos

v !

‘ CIM negativo ’ ( CIM positivo ’

Y
Azul: Inhibicién de ]

Y
Rosa: Crecimiento
bacteriano

crecimiento bacteriano

Figura 25. Ensayo de concentracion inhibitoria minima (CIM)
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6.5. TOXICIDAD SOBRE Artemia salina

Se realizaron pruebas de toxicidad, cuyo procedimiento consistié en exponer nauplios
de A. salina frente a los extractos de M. calabura para determinar su concentracion
letal media (CLso) expresada en g/mL. Para ello se construyé una pecera con agua
salina para que eclosionen los huevecillos, cuyo recipiente se dividié en una parte
oscura y otra descubierta, con oxigenacion constante e iluminada. Los huevecillos se

depositaron en la parte oscura y se espero a que eclosionen (McLaughlin et al., 1998).

Se prepararon disoluciones con 10 mg de extracto en 1 mL de etanol y se
transfirieron 5, 50 y 500 uL a tubos de ensayo, evaporando el disolvente a temperatura
ambiente; las concentraciones finales fueron de 10, 100 y 1 000 pg/mL en cada tubo,
equivalentes a 10, 100 y 1 000 ppm. Una vez teniendo nauplios de A. salina, y después
de haberse evaporado el disolvente en los tubos, se afadieron 5 mL de agua salina 'y
se depositaron 10 larvas del crustaceo en cada uno de ellos y se dejaron durante 24
h. Por ultimo, se realizé el conteo de larvas sobrevivientes a las 24 h, realizando cada
evaluacion por quintuplicado. Se evalud un control positivo con agua salina y larvas
del crustaceo, asi como un control negativo con dicromato de potasio. En caso de que
existan muertes en el testigo, los valores de las concentraciones se deben corregir

mediante la formula de Abbot’s (Figura 26) (/dem).

X 1
10 00

% =

Donde:
= C es el numero de muertes por testigo

= T es el numero de muertes en el tratamiento

La toxicidad se calculé con el programa PROBIT, donde los resultados se
expresan mediante la concentracién letal media (CLso) que provoca la muerte del 50%
de los individuos ensayados. El criterio para evaluar la toxicidad del extracto indica que
la CLso puede ser: extremadamente toxico (<10 pug/mL), muy téxico (10-100 pg/mL),

moderadamente toxico (100-1 000 pg/mL) y no téxico (>1 000 pg/mL) (/dem).
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[ Toxicidad J

Y
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Y

Realizar a las 24 h el conteo de
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Figura 26. Prueba de toxicidad con A. salina



6.6. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Las pruebas de difusion en agar se realizaron por triplicado y se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de ANOVA en el programa RStudio version 4.4.3
(R Core Team, 2022). Para ello, se realizd6 una base de datos considerando la
estructura vegetal, el solvente y la concentracion del extracto en funcién de la bacteria

y el diametro de inhibicion producido.

Para el analisis se utilizaron los Modelos Lineales Generalizados (GLM, por sus
siglas en inglés), se ajustaron y compararon las distribuciones con modelos conocidos,
como gausse o binomial negativa, con base en diferentes criterios estadisticos de la
bondad de ajuste como: Kolmogoérov-Smirnov, Cramér-von Mises y Anderson-Darling,
asi como también el criterio de Akaike, que se basa en indicar que la mejor distribucion
se ajusta con relacion a una menor pérdida de datos (Akaike, 1987). A partir de la
seleccion de la distribucion con el mejor modelo de la bondad de ajuste, se empled
ese tipo de distribucion y se realizé el analisis, por lo que se obtuvieron tablas de
coeficientes con las que se evaludé la significancia (p=0.05) de los factores
considerados y se generaron graficos de caja y bigote para visualizar si existian

diferencias o no entre los grupos, con sus respectivas desviaciones estandar.

A continuacion, se realizaron los siguiente analisis en funcién del objetivo de

estudio de este trabajo:

1. Sellevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor para identificar
qué bacterias presentaron inhibicion.

2. Posteriormente, se descartaron aquellas que no mostraron actividad
inhibitoria y con las especies sensibles se aplicé un segundo ANOVA de un
factor, considerando el tipo de extracto y su efecto sobre las bacterias, con
el propésito de determinar el o los extractos que establecen diferencias
significativas en funcion del efecto inhibitorio entre las bacterias evaluadas.

3. Finalmente, se realiz6 un GLM para evaluar el efecto combinado de la
estructura vegetal y la concentracion del extracto sobre cada una de las
bacterias inhibidas. Ademas, se aplicé la prueba pareada o por pares post-

hoc de Tukey para identificar qué combinaciones de estructura (hoja o
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cortezas de tallos) y concentracion (2.5, 5 o 10 mg/mL) generaron un mayor
efecto inhibitorio en cada bacteria, asi como para determinar si hubo efecto

dosis-dependiente.

Por otra parte, la prueba de CIM fue realizada unicamente por duplicado,
mientras que para el ensayo de toxicidad se realizaron cinco repeticiones, evaluando
sus resultados por medio del algoritmo logic del programa estadistico PROBIT, en
donde se utilizé una base de datos por cada extracto, considerando el numero de
individuos vivos y muertos después de las 24 h de exposicion. Los resultados de este
analisis refieren a la concentracion letal media (CLso) de cada extracto, lo que permitié

determinar el grado de toxicidad.
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VIl. RESULTADOS
7.1. EXTRACTOS Y SUS RENDIMIENTOS

Los extractos de hojas y cortezas de tallos de M. calabura obtenidos con tres
disolventes organicos de distinta polaridad (hexano [Hex], acetato de etilo [AcOELt] y
metanol [MeOH]), presentaron rendimientos de 0.76 a 9.56%, en donde el extracto
metandlico fue el de mayor rendimiento con ambas estructuras botanicas, obteniendo
9.56% con hojas y 7.32% con cortezas de tallos, mientras que los preparados con agua
(acuosos [A]) alcanzaron valores de hasta 12.57% al emplear hojas y 9.29% usando

cortezas de tallos (Figura 27; Anexo 1).

B Hex ™ AcOEt " MeOH T A

12.57

g 10 9.56 9.29
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<
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2 . 0.76
0 [ |
Hex AcOEt MeOH A Hex AcOEt MeOH A
Hojas Cortezas

Figura 27. Rendimiento de los extractos de M. calabura. Hex: hexano; AcOEt: acetato de

etilo; MeOH: metanol; A: acuoso

Los sdlidos presentes en estos extractos son importantes debido a que permiten

conocer el rendimiento de los principios activos de M. calabura.

7.2. GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Las hojas y cortezas de tallos de M. calabura presentaron en comun siete grupos de
metabolitos secundarios: alcaloides, fenoles, flavonas, glucésidos, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas y esteroides. De manera particular, las hojas presentaron
taninos condensados, mientras que en las cortezas de tallos se encontraron taninos

hidrolizables (Anexos 2-3).
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7.2.1. Extractos de hojas

En los extractos hexanicos se presentaron fenoles con intensidad baja y lactonas

sesquiterpénicas (LS) con alta, en los de acetato de etilo Unicamente se encontraron

fenoles con intensidad media, el metandlico presenté el mayor numero de grupos con

alta intensidad, como alcaloides, fenoles, glucésidos, saponinas y taninos

condensados, mientras que con intensidad media se encontraron esteroides y LS.

Finalmente, los extractos acuosos mostraron intensidad alta de fenoles y glucésidos,

ademas de intensidad baja para flavonas y saponinas (Figura 28).

BHex WAcOEt B MeOH BA

+++
++

Alcaloides Fenoles Flavonas Glucésidos Saponinas Esteroides

Intensidad de la reaccién

Grupos de metabolitos secundarios

Figura 28. Grupos de metabolitos secundarios presentes en extractos de hojas de M.
calabura. Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuoso. LS: lactonas
sesquiterpénicas; TC: taninos condensados. Intensidad de la reaccion: ausente (-), baja

(+), media (++) y abundante (+++)
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7.2.2. Extractos de cortezas de tallos
En los extractos hexanicos se identificaron fenoles, glucésidos y LS con intensidad

baja, y esteroides con intensidad media. En el de acetato de etilo se observaron
alcaloides, esteroides y LS con intensidad baja, glucésidos con intensidad media, asi
como fenoles y taninos hidrolizables con intensidad alta. En el metandlico se
encontraron fenoles, glucésidos, LS, saponinas y taninos hidrolizables con intensidad
alta. Por ultimo, los acuosos presentaron con intensidad alta a los alcaloides,
glucésidos y saponinas, mientras que con intensidad media a los fenoles y flavonas
(Figura 29).

BMHex MWAcOEt mMeOH ®mA

Alcaloides Fenoles Flavonas Glucésidos Saponinas Esteroides

Intensidad de la reaccién

Grupos de metabolitos secundarios
Figura 29. Grupos de metabolitos secundarios presentes en extractos de cortezas de
tallos de M. calabura. Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuoso.
LS: lactonas sesquiterpénicas; TC: taninos condensados. Intensidad de la reaccion:

ausente (-), baja (+), media (++) y abundante (+++)

7.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

7.3.1. Ensayo de difusién en disco

7.3.1.1. Bacterias Grampositivas
De las cuatro bacterias Grampositivas ensayadas, solo se presentod inhibicion sobre

las especies B. subtilis ATCC y S. aureus de aislamiento clinico (AC), siendo activos
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los extractos de acetato de etilo, metanol y acuoso. Los graficos corresponden a la

media de tres repeticiones (Anexo 4, 5y 6).

7.3.1.1.1. Extractos de hojas
Los extractos de hojas que presentaron inhibicion sobre B. subtilis ATCC fueron el de

acetato de etilo, con halos de 8.3, 9 y 9.7 mm al emplear concentraciones de 2.5, 5y
10 mg/mL, respectivamente. Asi mismo, el extracto metandlico presentd menor
inhibicion, con diametros de 7.3, 7.7 y 8.3 mm con concentraciones de 2.5, 5y 10

mg/mL, respectivamente (Figura 30).

Por otra parte, S. aureus AC presento inhibicidon frente a los extractos de acetato
de etilo, metanol y acuosos. Los diametros con el extracto de acetato de etilo fueron
de 10.3, 13.3 y 15.7 mm a concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente.
Con los extractos metandlicos se presentaron halos de 9.3, 9.3 y 123 mm a
concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente. Finalmente, los extractos
acuosos unicamente mostraron actividad con concentraciones altas, con diametros de

10 y 14 mm a concentraciones de 5y 10 mg/mL, respectivamente (Figura 30).

18

B B. subtilis ATCC B S aureus AC
16
14
12

2.5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 2.5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 2.5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL

Diametro de inhibicién (mm)
(=]

L= B O B L L * -

AcOEt MeOH A

Concentracion del extracto
Figura 30. Actividad antibacteriana de los extractos de hojas de M. calabura frente a

bacterias Grampositivas. ACOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuosos. Las lineas

en las barras indican la desviacién estandar
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7.3.1.1.2. Extractos de cortezas de tallos
Los extractos de cortezas de tallos con efectos sobre B. subtilis ATCC fueron el de

acetato de etilo, metanol y acuoso. Con acetato de etilo los halos tuvieron un diametro
de 9 mm, mientras que con los extractos metandlicos y acuosos fueron de 8 mm,

empleando en los tres casos la concentracion de 10 mg/mL (Figura 31).

Por otro lado, frente a S. aureus AC se presentd actividad con el extracto
metandlico, cuyo diametro fue de 11 mm a una concentracion de 10 mg/mL. Asi mismo,
con el acuoso hubo mayor inhibicién, observando halos de 7.7, 9.3 y 14.7 mm con

concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente (Figura 31).
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Figura 31. Actividad antibacteriana de los extractos de cortezas de tallos de M. calabura
frente a bacterias Grampositivas. ACOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuosos. Las

lineas en las barras indican la desviacion estandar
7.3.1.2. Bacterias Gramnegativas
Se ensayaron un total de seis bacterias Gramnegativas, de las cuales sdlo frente a E.
coli ATCC, S. Typhi ATCC y S. sonnei ATCC se presenté inhibicién con los extractos
de acetato de etilo, metanol y acuoso. Los resultados corresponden a la media de tres
repeticiones (Anexo 4,5y 7).
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7.3.1.2.1. Extractos de hojas
Con los extractos de hojas unicamente se mostro actividad con el extracto metandlico.

Para el caso de E. coli ATCC, el extracto logro inhibir con halos de 7.7, 8.3y 11 mm a
una concentracion de 2.5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente. En el caso de S. Typhi
ATCC, los resultados fueron similares, ya que se presentaron halos de 7.7, 8.3 y 10
mm con 2.5, 5y 10 mg/mL del extracto. Finalmente, frente a S. sonnei ATCC los halos
fueron mas pequenos, con un diametro de 7, 7.7 y 9 mm con las concentraciones de
2.5, 5y 10 mg/mL (Figura 32).
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Figura 32. Actividad antibacteriana de los extractos de hojas de M. calabura frente a
bacterias Gramnegativas. MeOH: metanol. Las lineas en las barras indican la desviacion
estandar

7.3.1.2.2. Extractos de cortezas de tallos
Los extractos de cortezas de tallos con acetato de etilo y metanol presentaron actividad

sobre las tres bacterias, mientras que los acuosos unicamente para S. sonnei ATCC.
Frente a E. coli ATCC, el extracto de acetato de etilo mostré un halo de 10 mm con la
concentracion mas alta de 10 mg/mL, mientras que con el metandlico los halos fueron
de 8.3, 8.7y 10.3 mm con 2.5, 5 y 10 mg/mL del extracto, respectivamente. En el caso
de S. Typhi ATCC, el extracto de acetato de etilo tuvo actividad con un halo de 9.3 mm
empleando 10 mg/mL, y el metandlico mostré halos de 8.3, 8.7 y 10.7 mm con las

concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/mL, respectivamente (Figura 33).
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Frente a S. sonnei ATCC con el extracto de acetato de etilo se presentaron halos
de 7.7.,8.7 y 10 mm con 2.5, 5 y 10 mg/mL del extracto. Con el metandlico, los halos
fueron de 7.7, 8.3 y 8.7 mm, con las concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/mL,
respectivamente. Por ultimo, con el extracto acuoso los halos tuvieron un diametro de

6.7, 7y 8 mm con 2.5, 5y 10 mg/mL, respectivamente (Figura 33).
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Figura 33. Actividad antibacteriana de los extractos de cortezas de tallos de M. calabura
frente a bacterias Gramnegativas. AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuosos. Las

lineas en las barras indican la desviacion estandar
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7.3.1.3. Respuesta de las bacterias ensayadas frente a M. calabura
De acuerdo con la actividad producida por los extractos de M. calabura sobre las

bacterias ensayadas, los resultados indican que sélo cinco bacterias fueron inhibidas,
las cuales fueron B. subtilis ATCC, S. aureus AC, E. coli ATCC, S. Typhi ATCC y S.
sonnei ATCC, en donde S. aureus AC mostrd los halos de inhibicion mas grandes
(Figura 34). La inhibicién de sobre estas bacterias fue estadisticamente significativa
(p<0.05) (Anexo 8).
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Figura 34. Actividad antibacteriana de M. calabura sobre las bacterias ensayadas
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Por otra parte, se realizé un analisis para determinar qué extractos presentaron
mayor efecto sobre las bacterias inhibidas, considerando unicamente aquellos datos
con los que se presento inhibicion. La prueba de ANOVA factorial comparo el resultado
obtenido del primer extracto con los otros dos (Figura 35). Se visualizé que el primer
extracto, que corresponde al de acetato de etilo, tuvo una diferenciada actividad
inhibitoria entre las especies bacterianas, siendo estadisticamente significativa
(p<0.05), mientras que con el metandlico la inhibiciébn sobre las bacterias fue
marginalmente significativa (p=0.059) y el acuoso no mostré diferencias (p=0.304)
(Anexo 9).
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Figura 35. Actividad de los extractos activos de M. calabura sobre las bacterias inhibidas

7.3.1.4. Efecto combinado de la estructura vegetal y la concentracion de los
extractos

Para conocer la actividad especifica de cada extracto, se realiz6 un analisis por
bacteria con base en la inhibicién producida, considerando la estructura vegetal y
concentracion del extracto. Para ello se usé una ANOVA factorial y una prueba pareada

post-hoc de Tukey (Anexo 10).
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7.3.1.4.1. Bacterias Grampositivas
La actividad sobre B. subtilis ATCC con extractos de acetato de etilo y metanol fue mas

potente al emplear hojas, ya que las tres concentraciones mostraron inhibicion,
mientras que con las cortezas de tallos sélo hubo efecto con la mas alta. Los acuosos
no mostraron actividad con hojas, sin embargo, con cortezas de tallos hubo efecto al

emplear el extracto con la concentracion mas alta (Figura 36; Anexo 10).
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Figura 36. Actividad de los extractos de hojas y cortezas de M. calabura sobre B. subtilis
ATCC. A) AcOEt, B) MeOH y C) Acuoso. Las letras iguales sefialan que no existen diferencias
significativas entre las concentraciones, las letras distintas sefialan que si existen. Las lineas

corresponden a la desviacion estandar
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En el caso de S. aureus AC, los extractos de acetato de etilo sélo inhibieron con
hojas, empleando las tres concentraciones. Por su parte, los metandlicos tuvieron
actividad con hojas usando las tres concentraciones y con cortezas solo con la mas
alta. Finalmente, los acuosos mostraron mas actividad, ya que con hojas inhibieron
con 5y 10 mg/mL, mientras que con cortezas ocurrié con las tres concentraciones. De
acuerdo con la prueba pareada post-hoc de Tukey, el efecto del extracto de hojas con

acetato de etilo y acuoso marco dosis-dependencia (Figura 37; Anexo 10).
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Figura 37. Actividad de los extractos de hojas y cortezas de M. calabura sobre S. aureus AC.
A) AcOEt, B) MeOH y C) Acuoso. Las letras iguales sefialan que no existen diferencias
significativas entre las concentraciones, las letras distintas sefialan que si existen. Las lineas

corresponden a la desviacion estandar
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7.3.1.4.2. Bacterias Gramnegativas

En el caso de E. coli ATCC, los extractos de acetato de etilo no tuvieron actividad con

hojas, pero, con cortezas de tallos mostraron inhibicion al usar una concentracién de

10 mg/mL. Los metandlicos tuvieron mas actividad,

ya que ambas estructuras lograron

inhibirla con las tres concentraciones. Con los acuosos, ninguno de los extractos tuvo

actividad sobre la bacteria (Figura 38; Anexo 10).
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Figura 38. Actividad de los extractos de hojas y cortezas de M. calabura sobre E. coliATCC. A)

AcOEt, B) MeOH y C) Acuoso. Las letras iguales sefialan que no existen diferencias

significativas entre las concentraciones, las letras distintas sefialan que si existen. Las lineas

corresponden a la desviacion estandar
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La actividad sobre S. Typhi ATCC con extractos de acetato de etilo fue muy baja,
ya que con hojas no se presenté inhibicion y con cortezas de tallos sélo con la
concentraciéon mas alta del extracto. Los metandlicos fueron mas efectivos contra esta
bacteria, ya que con ambas estructuras mostraron inhibicion al emplear las tres

concentraciones. Los acuosos no tuvieron actividad (Figura 39; Anexo 10).
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Figura 39. Actividad de los extractos de hojas y cortezas de M. calabura sobre S. Typhi ATCC.
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significativas entre las concentraciones, las letras distintas sefialan que si existen. Las lineas

corresponden a la desviacion estandar
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Finalmente, sobre S. sonnei ATCC el extracto de acetato de etilo y el acuoso

con hojas no tuvieron actividad, mientras que los de cortezas de tallos fueron efectivos

con las tres concentraciones. Por el contrario, con los metandlicos de hojas hubo

inhibicién con las tres concentraciones, al igual que con cortezas de tallos (Figura 40;

Anexo 10).
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Figura 40. Actividad de los extractos de hojas y cortezas de M. calabura sobre S. sonnei ATCC.

A) AcOEt, B) MeOH y C) Acuoso. Las letras iguales sefialan que no existen diferencias

significativas entre las concentraciones, las letras distintas sefialan que si existen. Las lineas

corresponden a la desviacién estandar
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7.3.2. Porcentaje de Inhibiciéon Relativa (PIR)
La eficacia de los extractos ensayados se comprobo con relacion a la gentamicina en
concentraciones de 2.5, 5y 10 mg/mL, considerando que el maximo efecto sobre las

cepas es el producido por el antibiético, es decir, el 100% de inhibicidn.

7.3.2.1. Extractos de hojas
ElI PIR de los extractos de hojas fue mayor sobre S. aureus AC empleando los extractos

activos con las tres concentraciones propuestas. Con acetato de etilo el PIR varia de
35.6 a 49.5%, mientras que con el metandlico fue de 32.2 a 39% y con el acuoso de
34 a 44% (Cuadro 3; Anexo 11).

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion relativa producido por los extractos de hojas de M.

calabura sobre las bacterias evaluadas

Bacteria PIR (%)
2.5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL
AcOEt
B. subtilis ATCC 23.1 24.3 26.1
S. aureus AC 33.7 46.0 49.5
MeOH
B. subtilis ATCC 204 20 23
S. aureus AC 30.4 32 39
E. coli ATCC 25.9 27 35
S. Typhi ATCC 225 24 29
S. sonnei ATCC 23.3 24 29
Acuoso
S. aureus AC 0 34 44

PIR (%): porcentaje de inhibicion relativa; ACOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; ATCC:

American Type Culture Collection; AC: aislamiento clinico.

7.3.2.2. Extractos de cortezas de tallos
Con los extractos de cortezas, el PIR con el extracto de acetato de etilo fue mayor

sobre S. sonnei ATCC con las tres concentraciones, variando de 25.6 a 31.9%. Con el

extracto de metanol, S. aureus AC mostro el PIR mas alto de 34.7%, empleando 10
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mg/mL. Por ultimo, con el extracto acuoso el PIR mas alto fue con S. aureus AC con

las tres concentraciones, de 25.0 a 47.4% (Cuadro 4; Anexo 12).

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion relativa producido por los extractos de cortezas de tallos

de M. calabura sobre las bacterias evaluadas

Bacteria PIR (%)
2.5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL
AcOEt
B. subtilis ATCC 0 0 24.3
E. coli ATCC 0 0 31.6
S. Typhi ATCC 0 0 26.7
S. sonnei ATCC 25.6 27.7 31.9
MeOH
B. subtilis ATCC 0 0 21.6
S. aureus AC 0 0 34.7
E. coli ATCC 28.2 28.0 32.6
S. Typhi ATCC 245 24.8 30.5
S. sonnei ATCC 25.6 26.6 27.7
Acuoso
B. subtilis ATCC 0 0 21.6
S. aureus AC 25.0 32.2 47.4
S. sonnei ATCC 222 224 25.6

PIR (%): porcentaje de inhibicion relativa; AcCOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; ATCC:

American Type Culture Collection; AC: aislamiento clinico.

7.3.3. Ensayo de concentracién inhibitoria minima (CIM)

7.3.3.1. Extractos de hojas
Se evalué la actividad de los extractos foliares de acetato de etilo, metanol y acuoso

sobre las bacterias inhibidas mediante el ensayo de difusién en disco, correspondiente
a especies Grampositivas como S. aureus AC y B. subtilis ATCC, asi como en bacterias
Gramnegativas, que fueron E. coliATCC, S. TyphiATCC y S. sonnei ATCC (Anexo 13).

En cuanto a las bacterias Grampositivas, la actividad inhibitoria del extracto de

acetato de etilo presentdé mayor potencia sobre B. subtilis ATCC con una CIM de 2.5
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mg/mL, mientras que en S. aureus AC el efecto fue con 40 mg/mL. El extracto
metandlico presentd mayor actividad, ya que frente a B. subtilis ATCC la CIM fue de
10 mg/mL, mientras que con S. aureus AC fue de 1.25 mg/mL. Finalmente, el acuoso
también present6 una actividad alta sobre S. aureus AC, con una CIM de 1.25 mg/mL
(Cuadro 5).

Por otro lado, las bacterias Gramnegativas solo tuvieron inhibicién con el
extracto metandlico. Este extracto presentdé mayor potencia sobre S. sonnei ATCC,
cuya CIM fue de 5 mg/mL, mientras que en E. coli fue de 10 mg/mL y en S. Typhi de
40 mg/mL (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de CIM producidos por los extractos de hojas sobre las bacterias

evaluadas
Extracto Bacteria CIM (mg/mL)

AcOEt B. subtilis ATCC 25
S. aureus AC 40

MeOH B. subtilis ATCC 10
S. aureus AC 1.25

E. coliATCC 10

S. Typhi ATCC 40

S. sonnei ATCC 5
Acuoso S. aureus AC 1.25

AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; ATCC: American Type Culture Collection; AC:

aislamiento clinico.

7.3.3.2. Extractos de cortezas de tallos
El efecto de los extractos de cortezas de tallos se prob6 sobre las mismas especies

bacterianas, tanto Grampositivas como Gramnegativas (Anexo 14).

De las bacterias Grampositivas, con el extracto de acetato de etilo sélo se
reporta actividad sobre B. subtilis ATCC con una CIM de 2.5 mg/mL. Con el metandlico,
el efecto inhibitorio ocurrié en B. subtilis ATCC con una concentracion de 5 mg/mL,

mientras que sobre S. aureus AC hubo mayor susceptibilidad con una CIM de 0.313
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mg/mL. Por ultimo, con el extracto acuoso probado sobre B. subtilis ATCC la CIM fue

de 5 mg/mLy en S. aureus AC correspondié a 20 mg/mL (Cuadro 6).

Por otra parte, las bacterias Gramnegativas tuvieron inhibicion con los tres
extractos. El de acetato de etilo tuvo mayor efecto sobre S. Typhi, cuya CIM fue de
1.25 mg/mL, mientras que para E. coli ATCC fue de 2.5 mg/mL y para S. sonnei ATCC
de 10 mg/mL. Con el extracto metandlico, la CIM sobre E. coli fue de 5 mg/mL, en S.
Typhi de 2.5 mg/mL y en S. sonnei de 10 mg/mL. Con el acuoso Unicamente se mostro

efecto sobre S. sonnei ATCC, con una CIM de 10 mg/mL (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de CIM producidos por los extractos de cortezas de tallos sobre las

bacterias evaluadas

Extracto Bacteria CIM (mg/mL)
B. subtilis ATCC 25
ACOEL E. coli ATCC 25
S. Typhi ATCC 1.25
S. sonnei ATCC 10
B. subtilis ATCC 5
S. aureus AC 0.313
MeOH E. coliATCC 5
S. Typhi ATCC 25
S. sonnei ATCC 10
B. subtilis ATCC 5
Acuoso S. aureus AC 20
S. sonnei ATCC 10

AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; ATCC: American Type Culture Collection; AC:

aislamiento clinico.
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7.4. EFECTOS DE LOS EXTRACTOS SOBRE A. salina
Mediante el ensayo de toxicidad se determiné la concentracion letal media (CLso)

producida por los ocho extractos de M. calabura, cuyo nivel de confianza fue del 95%
(Anexo 15).

7.4.1. Extractos de hojas
De acuerdo con McLaughlin et al. (1998), la toxicidad de los extractos de hojas con

hexano fue de CLso=1 211.5 ug/mL y con acetato de etilo de CLso=1 479.5 ug/mL, los
cuales se clasificaron como no toxicos, mientras que los metandlicos con valores de
CL50=892.01 pg/mL y los acuosos con una CLs50=509.45 ug/mL se consideraron

moderadamente toxicos (Figura 41).
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Figura 41. Concentracion letal media (CLsp) de los extractos de hojas de M. calabura. Hex:
hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuoso. Las lineas en las barras

indican la desviacion estandar
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7.4.2. Extractos de cortezas de tallos

Por otro lado, los extractos de cortezas presentaron resultados similares, ya que el
extracto hexanico con una CLso=5 086.45 ug/mL se considerd no toxico, mientras que
el de acetato de etilo presentd una CL50=427.85 ug/mL, el metandlico con CL50=113.85
Mg/mL y el acuoso con CLs5=529.97 ug/mL, que fueron clasificados como

moderadamente toxicos (Figura 42).
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Figura 42. Concentracion letal media (CLsp) de los extractos de cortezas de tallos de M.
calabura. Hex: hexano; AcOEt: acetato de etilo; MeOH: metanol; A: acuoso. Las lineas en las

barras indican la desviacién estandar
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VIil. DISCUSION
Las plantas medicinales son el principal recurso para la extraccion de compuestos
naturales, con extractos que contienen solidos que permiten conocer el rendimiento,
la calidad y los principios activos de la especie utilizada para emplearlos en la
determinacion de la actividad bioldgica in vitro y la elaboracion de productos de interés

en la industria farmacéutica (Naviglio et al., 2019; Popova y Bankova, 2023).

Se obtuvieron ocho extractos organicos de las hojas de M. calabura, con
rendimientos de 2.96% con hexano, 2.90% con acetato de etilo y 9.56% con metanol
(Figura 26; Anexo 1). Estudios como el de Nilamsari et al. (2023) no coinciden con los
resultados de este estudio, al reportar 7.05% con el extracto hexanico de la misma
especie y estructura, utilizando 130 g mas del material vegetal que en este estudio,
extraido por maceracion. Estas diferencias pueden deberse al método de extraccion
usado, ya que la maceracidon no emplea calor, lo que permite una extraccion mas
eficiente de compuestos termosensibles, incrementando la cantidad de s6lidos en cada

uno de los extractos (Sankeshwari et al., 2018; Naviglio et al., 2019).

En cuanto a los extractos de cortezas de tallos de M. calabura, los rendimientos
alcanzados fueron de 0.76% con hexano, 1.95% con acetato de etilo y 7.32% con
metanol, siendo menores a los obtenidos con las hojas (Figura 26; Anexo 1). Con
relacion a esta estructura, Chaudhari et al. (2022) realizaron, utilizando un Soxhlet,
extractos organicos de cortezas de M. calabura empleando 52.8 g de material vegetal,
obteniendo rendimientos mayores con hexano (2.36%) y con acetato de etilo (5.21%),
mientras que con metanol su rendimiento fue de 6.45%, el cual es menor al registrado

en esta investigacion.

En los extractos de ambas estructuras se observa que entre mas polar es el
solvente empleado, existe un mayor rendimiento en la extraccion, sin embargo, las
diferencias entre los rendimientos de cada solvente siguen siendo amplias, lo cual se
puede atribuir a otros factores como la relacidén sélido-solvente o las caracteristicas
ambientales del lugar de recoleccion, que influyen en la cantidad de compuestos
quimicos sintetizados. Ademas, dichas investigaciones no indican la etapa fenolégica

de la planta al momento de la colecta del material vegetal, lo que es importante de
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considerar debido a que cada una presenta caracteristicas bioquimicas distintas, lo

que altera la composicién de los compuestos activos en la planta (Herrera, 2018).

Por otra parte, los extractos acuosos fueron los de mayor rendimiento en
comparacion con cada uno de los organicos, las hojas con un total de 12.57% y 9.29%
con cortezas (Figura 26; Anexo 1), lo que sugiere una alta proporcion de compuestos
polares debido a la capacidad del agua para romper los enlaces de hidrogeno en
compuestos hidrofilicos y solubilizarlos, contribuyendo a un mayor rendimiento de
extraccion (Voet y Voet, 2006). Ademas, la extraccion se realizé mediante la técnica
de decoccién, que de acuerdo con Naviglio et al. (2019) permite extraer compuestos

con alta eficiencia y buena calidad, aumentando el rendimiento del extracto.

En cuanto al perfil fitoquimico, en este estudio se han identificado siete grupos
de MS en los extractos foliares de M. calabura (Figura 27; Anexo 2 y 3). En el hexanico
de hojas se encontraron fenoles y LS, lo cual difiere con lo reportado por Chaudhari et
al. (2020), quienes reportaron flavonoides y terpenos en extractos del mismo tipo. Por
otro lado, con acetato de etilo unicamente se encontraron fenoles, lo cual coincide con

la investigacion de dichos autores.

En el extracto metandlico de hojas se encontr6 la mayor cantidad de
compuestos quimicos, como son alcaloides, esteroides, fenoles, glucésidos, LS,
saponinas y taninos condensados. En el estudio realizado por Sibi et al. (2012) se
registraron glucdsidos en extractos metandlicos de M. calabura, 1o que coincide con lo
reportado en este estudio. Los fenoles también fueron reportados por Chaudhari et al.
(2020), al igual que los alcaloides y saponinas, que también fueron identificados por
Desrini et al. (2018) y Hassan et al. (2020). Por otro lado, los extractos acuosos de
hojas indicaron la presencia de fenoles, flavonas, glucésidos y saponinas, lo que
coincide con el reporte publicado por Sibi et al. (2012), quienes encontraron glucésidos
en extractos del mismo tipo, pero difiere con lo mencionado por Fatimah y Santoso

(2020), ya que en su estudio encontraron alcaloides, flavonoides y taninos.

En cuanto a las cortezas de tallos, en esta investigacion se determinaron ocho
grupos de MS (Figura 28; Anexo 2y 3). En el extracto hexanico se encontraron fenoles,

esteroides, glucdsidos y LS, lo que no coincide con lo reportado por Chaudhari et al.
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(2022), cuyo perfil fitoquimico del extracto hexanico indico la presencia de flavonoides.
Por otro lado, con acetato de etilo se reporté la mayor cantidad de compuestos en
cortezas, incluyendo alcaloides, esteroides, fenoles, glucosidos, LS y taninos
hidrolizables, lo que concuerda con el estudio de Chaudhari et al. (2022), quienes

indicaron la presencia de alcaloides y fenoles.

En el extracto metandlico de cortezas de tallos se encontraron fenoles,
glucdsidos, LS, saponinas y taninos hidrolizables, lo cual es similar al reporte de Sibi
et al. (2012), ya que reportaron compuestos como glucésidos y taninos en extractos
metandlicos de la misma especie y estructura. Estos resultados también coinciden con
los de Chaudhari et al. (2022), puesto que indican la presencia de fenoles y saponinas.
En cuanto a los acuosos de cortezas, en este trabajo hubo presencia de alcaloides,
fenoles, flavonas, glucdsidos y saponinas, mientras que el reporte de Sibi et al. (2012)
sélo coincide con la presencia de glucdsidos. Cabe sefialar que hasta el momento no

hay mas reportes del perfil fitoquimico de extractos acuosos realizados con hojas.

Los resultados del analisis fitoquimico revelan que la composiciéon de cada
extracto tiene diferencias, lo que no es extrafio ya que la solubilidad de los compuestos
varia segun la naturaleza de cada solvente (Chaudhari et al., 2022). Dicho esto, es
valioso resaltar que en los extractos de polaridad mas alta de M. calabura, como en el
metandlico y el acuoso, se identificaron mayor cantidad de grupos de MS, lo que

sugiere una abundante presencia de compuestos polares producidos por la planta.

Ademas, las diferencias entre los grupos de MS identificados en cada extracto
pueden deberse a las actividades fisioldgicas y biosintéticas de la planta, las cuales
son responsables de la presencia 0 no de ciertos compuestos quimicos en 6rganos
vegetales especificos (Sibi et al., 2012). Por ello es importante reconocer el papel de
los factores ambientales que influyen en el tipo y en la cantidad de los fitocompuestos,
ya que como mencionan Osorio (2009) y Cruiz et al. (2016), el crecimiento y desarrollo
vegetal, asi como la naturaleza y cantidad de los compuestos de las plantas, dependen
de factores como la hora, temperatura, precipitaciéon, niveles de diéxido de carbono,
orientacion geografica, duracion del dia, altitud y presencia de herbivoros o patégenos.

Aunado a esto, la época de recoleccion de las muestras vegetales es crucial, pues el

93



tipo y la cantidad de los compuestos quimicos fluctuan a lo largo del afo, lo que podria
explicar las diferencias observadas en los resultados en comparacién con las

investigaciones mencionadas.

La actividad antibacteriana primero se evalué mediante ensayos de difusion en
disco, el cual es un método para evaluar el potencial de un agente quimico sobre
distintos microorganismos (Araya et al., 2015). El efecto global de los extractos de M.
calabura ocurrié significativamente sobre cinco bacterias (p<0.05), tanto
Grampositivas como Gramnegativas, siendo activos los extractos de acetato de etilo,

metanol y acuoso.

En el caso de las Grampositivas, los extractos foliares de acetato de etilo
inhibieron a B. subtilis ATCC y S. aureus de aislamiento clinico (AC), produciendo halos
de 9.7 y 15.7 mm, respectivamente, al emplear una concentracion de 10 mg/mL del
extracto (Anexo 4). Estudios similares no han reportado la actividad de estos extractos
sobre dichas bacterias, sin embargo, algunos trabajos como el de Sibi et al. (2012) han
demostrado que los MS presentes en extractos de acetato de etilo de M. calabura
poseen capacidad antibacteriana sobre distintos aislamientos clinicos, incluidas

algunas especies de bacterias Grampositivas.

Los extractos metandlicos de hojas fueron mas eficaces en este estudio, con
actividad sobre B. subtilis ATCC (8.3 mm) y S. aureus AC (12.3 mm), empleando una
concentracion de 10 mg/mL del extracto. Sekar y Abdul (2017) también probaron
extractos metandlicos de hojas de esta especie sobre S. aureus, sin embargo, el
diametro de los halos es menor, con tan s6lo 4 mm con la misma concentracion. Por
su parte, Hassan et al. (2022) también analizaron a S. aureus ATCC con este mismo
tipo de extracto y sus halos de inhibicion de 14.33 mm de inhibicién fueron mas

grandes, aunque emplearon una concentracién mayor del extracto de 1 000 mg/mL.

Los extractos acuosos de hojas unicamente inhibieron a S. aureus AC, con
halos mas grandes que tuvieron un diametro de 14 mm con 10 mg/mL del extracto. En
investigaciones realizadas con esta planta no han empleado el extracto acuoso de M.

calabura frente a bacterias del género Staphylococcus, por lo que se trata de evidencia
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nueva de la capacidad antibacteriana de estos extractos contra este género de

bacterias.

Contra las cepas Gramnegativas, los extractos metandlicos de hojas fueron los
unicos con actividad inhibitoria. El efecto sobre E. coli ATCC fue de hasta 11 mm de
inhibicion, mientras que en S. Typhi fue de 10 mm y en S. sonnei ATCC de 9 mm,
empleando 10 mg/mL del extracto en los tres casos. Sekar y Abdul (2017) realizaron
extractos metandlicos con hojas de la misma planta y los probaron sobre E. coli
mediante difusién en agar pero encontraron resultados diferentes, ya que reportan
halos de 14.17 mm, usando la misma concentracion. Hassan et al. (2017) lo realizaron
sobre S. sonnei ATCC, sin embargo, los resultados fueron mayores, ya que reportaron

halos de 10.66 mm usando una concentracion mas alta de 1 000 mg/mL.

Por otra parte, la actividad de las cortezas sobre bacterias Grampositivas con
extractos de acetato de etilo ocurrid Unicamente sobre B. subtilis ATCC, los halos
median 9 mm al emplear 10 mg/mL del extracto. Los extractos metandlicos fueron mas
efectivos, ya que frente a B. subtilis ATCC se observaron halos de 8 mm y frente a S.
aureus AC de 11 mm, usando en ambos casos la concentracion mas alta. Finalmente,
los extractos acuosos también inhibieron a ambas bacterias, sin embargo, los halos
mas grandes sobre B. subtilis ATCC median 8 mm, mientras que en S. aureus AC
alcanzaron 14.7 mm, usando en ambos casos la concentracion de 10 mg/mL. Estudios
como el de Sibi et al. (2012) y Chaudhari et al. (2022) han reportado el uso de extractos
de acetato de etilo, metanol y acuosos con cortezas de M. calabura, probandolos sobre
distintos microorganismos, sin embargo, ninguno de los trabajos menciona la
evaluacion de estos sobre las especies de bacterias que fueron sensibles en esta

investigacion.

En cuanto a las Gramnegativas, el extracto de cortezas con acetato de etilo
inhibio a E. coli ATCC con un diametro de 10 mm, a S. Typhi ATCC con 9.3 mmy a S.
sonnei ATCC con 10 mm, empleando 10 mg/mL del extracto. Esto es similar a lo
reportado por Chaudhari et al. (2022), quienes realizaron pruebas usando extractos de

cortezas de M. calabura con acetato de etilo pero unicamente frente a E. coli,
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encontrando halos de 9 y 11 mm con concentraciones de 50 y 100 mg/mL del extracto,

respectivamente.

Por otro lado, con los extractos metandlicos de cortezas se reportd actividad
sobre E. coli ATCC con halos de inhibicion de 10.3 mm, en S. Typhi de 10.7 mm y en
S. sonnei ATCC de 8.7 mm, usando 10 mg/mL del extracto. Mientras tanto, con los
acuosos solo se presento actividad frente a S. sonnei ATCC, con halos de hasta 8 mm
con la mayor concentracion del extracto. En ambos casos, soélo la investigacion de Sibi
et al. (2012) menciona el uso de este tipo de extractos de M. calabura sobre distintas
bacterias, sin embargo, no reportan el efecto sobre las especies ensayadas en esta
investigacion. Lo anterior resalta la importancia de evaluar la eficacia de los extractos
acuosos sobre bacterias asociadas a enfermedades infecciosas, ya que reflejan las
practicas de la medicina tradicional y permiten comprender sus mecanismos de accion,

optimizar su uso y su aplicacion en el desarrollo de alternativas terapéuticas.

La comparacién realizada de los extractos de hojas y cortezas de tallos a
distintas concentraciones demostré que las cortezas poseen mas actividad frente a las
bacterias, lo cual no es de extrafar ya que estos tuvieron mayor numero de grupos de
MS (Anexo 2), por lo que su potencial antibacteriano se ve incrementado. En el caso
de S. aureus AC frente a los extractos foliares de acetato de etilo y acuoso, se observo
que existe un efecto dosis-dependiente, ya que al incrementar la concentracién se
produce mas inhibicion en el crecimiento de las bacterias, lo cual se interpreto
mediante la prueba pareada post-hoc de Tukey. Para ello, Abdel-Rahman y Kauffman
(2004) mencionan que el efecto de una sustancia sobre su blanco de accién depende
de la concentracién, mientras que Peper (2009) demostrd que las variaciones en las
dosis de los farmacos pueden causar efectos grandes en los organismos donde se

administra, lo cual pudo haber ocurrido en el ensayo realizado sobre dicha bacteria.

Para complementar el analisis de los resultados, se realizé el calculo del
porcentaje de inhibicion relativa (PIR) (Cuadros 3 y 4), el cual permite comparar la
eficacia antimicrobiana de los extractos vegetales activos frente a un control positivo,
usando la gentamicina. De acuerdo con Santa-Maria et al. (2023), este valor es util

para estimar la potencia relativa de los extractos independientemente del tipo de
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bacteria evaluada, expresandose como el porcentaje del diametro de inhibicion del
extracto respecto al antibiético de referencia. En este estudio, el porcentaje mayor con
extractos de hojas fue de 49.5% sobre S. aureus AC, usando el extracto de acetato de
etilo a una concentracién de 10 mg/mL, mientras que con cortezas de tallos fue de
47.5% con el extracto acuoso sobre la misma bacteria y concentracion. Dicho lo
anterior, todos los extractos activos tuvieron un porcentaje menor al 50%, lo que indica
una eficacia baja de estos, sugiriendo que a pesar de que los extractos mostraron

actividad antimicrobiana, su potencia es menor que la del antibiético comercial.

Se realizaron ensayos en placas de micropocillos para determinar la
concentracion inhibitoria minima de cada extracto sobre las bacterias (Cuadros 5y 6).
Con los extractos de hojas probados en bacterias Grampositivas, la CIM sobre B.
subtilis ATCC fue de 2.5 mg/mL, empleando el extracto de acetato de etilo, mientras
que para S. aureus AC fue de 1.25 mg/mL con el metandlico. Estos resultados
coinciden con Zakaria et al. (2010) y Sufian et al. (2013), quienes probaron extractos
metandlicos de hojas contra cepas de coleccion de S. aureus sensible a la meticilina
(SASM, ATCC), la cual fue igual de 1.25 mg/mL, mientras que para S. aureus resistente
a la meticilina (SARM, ATCC) reportaron una CIM de 2.5 mg/mL. Hassan et al. (2022)
también probaron este extracto sobre S. aureus ATCC pero sus resultados difieren, ya

que reportan una CIM mas alta de 7.81 mg/mL.

Los extractos foliares también fueron probados sobre bacterias Gramnegativas,
en donde las CIM para E. coli ATCC, S. Typhi ATCC y S. sonnei ATCC fueron de 10,
40 y 5 mg/mL, respectivamente. Zakaria et al. (2010) y Sufian et al. (2013) reportaron
el uso de extractos metandlicos de hojas de M. calabura contra E. coli ATCC, y los
resultados fueron diferentes al observar una CIM de 5 mg/mL en ambos estudios. Por
otra parte, Hassan et al. (2022) probaron el mismo extracto frente a S. sonnei ATCC,
en donde el resultado también difiere, ya que inhibieron a la bacteria con 62.5 mg/mL

del extracto.

Con los extractos de cortezas sobre bacterias Grampositivas, la CIM sobre B.
subtilis ATCC fue de 2.5 mg/mL al emplear el extracto de acetato de etilo, mientras que

contra S. aureus fue de 0.313 mg/mL con el metandlico. Con relacion a las
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Gramnegativas, E. coli ATCC present6 una CIM de 2.5 mg/mL y S. Typhi ATCC de 2.5
mg/mL, ambas con el extracto de acetato de etilo, mientras que para S. sonnei ATCC

la CIM fue de 10 mg/mL, pero en este caso usando los tres extractos activos.

Para esto, no se ha reportado la actividad de ningun extracto de cortezas sobre
las bacterias evaluadas mediante el ensayo de CIM, a excepcién de Cruiz et al. (2016)
quienes probaron el extracto metandlico de cortezas sobre E. coli, sin embargo, no
encontraron actividad inhibitoria. Por tanto, estos resultados abren paso a nuevas
investigaciones para comparar la actividad antibacteriana mediante este ensayo con

dicha estructura.

De acuerdo con lo anterior, el potencial antibacteriano que presentaron los
extractos de M. calabura se debe a la variedad de MS encontrados, los cuales ejercen
su accion mediante diferentes mecanismos contra las bacterias. Todos los extractos
activos indicaron la presencia de fenoles, compuestos conocidos por su potente
actividad antibacteriana. Segun Abud-Blanco et al. (2015), los fenoles tienen actividad
bacteriostatica o bactericida al destruir la pared, alterar la membrana celular y
desactivar los sistemas enzimaticos esenciales para el metabolismo bacteriano,
siendo mas efectivos sobre bacterias Grampositivas debido a la estructura accesible

de su pared celular, aunque también muestran efectos sobre Gramnegativas.

Las LS son otros compuestos con alta actividad antibacteriana, las cuales
estuvieron presentes en los extractos hexanicos y metandlicos de hojas, asi como en
los de acetato de etilo y metanol de cortezas de tallos. Estos compuestos poseen un
grupo a-metileno-y-lactona que reacciona con proteinas esenciales del metabolismo
bacteriano, causando alquilacion irreversible, ya que se unen a grupos sulfhidrilo de
proteinas, enzimas y factores de transcripcion bacteriano, lo que impide su funcion y
desorganiza procesos metabdlicos clave como la sintesis de proteinas y la replicacion

celular (Amorim et al., 2013).

Extractos como el metandlico de hojas, y el de acetato de etilo y metanol de
cortezas, contenian compuestos fendlicos conocidos como taninos, que inhiben

diversas enzimas microbianas extracelulares, interfieren en la fosforilacién oxidativa
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implicada en la generacién de energia celular y alteran la permeabilidad de la

membrana celular, convirtiéndolos en téxicos para las bacterias (Hassan et al., 2022).

Los alcaloides son otro grupo de compuestos altamente efectivos contra
bacterias, encontrados en los extractos foliares con metanol, asi como en los de
cortezas con acetato de etilo y acuosos. Estos compuestos son capaces de inhibir la
sintesis de acidos nucleicos de las bacterias al bloquear las enzimas claves en el
proceso de replicacion celular, como la dihidrofolato reductasa y la topoisomerasa,

esenciales para la sintesis de ADN y replicacion celular (Gurning et al., 2021).

Otros grupos de MS, como los glucdsidos, fueron abundantes en todos los
extractos de ambas estructuras botanicas, a excepcion del extracto foliar con acetato
de etilo. Estas moléculas tienen la capacidad de alterar la pared o membrana celular
de las bacterias, interfiriendo directamente en su crecimiento y provocando su

debilitamiento o muerte (Arauz, 1998).

Finalmente, las saponinas también han demostrado ser eficaces en la
eliminacién de microorganismos, incluidas las bacterias, y fueron identificados en los
extractos metandlicos y acuosos de ambas estructuras vegetales. Su accién ocurre
mediante la degradacién de la pared celular, seguida de la disrupcién de la membrana
citoplasmatica, provocando la expulsion del contenido celular. Ademas, se ha
reportado que forman complejos con esteroles en las membranas celulares, creando
poros que alteran la permeabilidad de la membrana y provocan la lisis celular (Diaz,
2009; Hassan et al., 2022).

Cabe destacar que las diferencias respecto a la actividad antibacteriana
observadas en este estudio pueden deberse a factores que involucran tanto el origen
de las cepas como los tipos de extractos y los compuestos presentes. Es importante
distinguir que las cepas de coleccion, como las bacterias provenientes de la American
Type Culture Collection (ATCC), son aquellas que se obtienen a partir de sistemas de
preservacion para mantener organismos puros y viables en el tiempo, asegurando su
estabilidad genética, sus caracteristicas fenotipicas originales y sirviendo de referencia

en el ambito cientifico (Castro, 2020). Al ser cepas de referencia y no estar expuestas
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a ambientes clinicos o antibidticos, la resistencia natural que presentan es menor, lo

que explicaria una mayor susceptibilidad de estas frente a los extractos de M. calabura.

Por otro lado, las cepas de aislamiento clinico se obtienen de muestras
biolégicas de pacientes, como sangre, orina o esputo, durante una infeccion. A
diferencia de las ATCC, los aislamientos pueden presentar variabilidad genética, tener
mutaciones o incluso resistencia a antibidticos, por lo que suelen usarse para estudiar
el comportamiento bacteriano en un contexto clinico real, entender mejor las
infecciones humanas y desarrollar nuevos tratamientos. Usualmente su resistencia es
mayor, ya que han estado expuestas a multiples tratamientos antibiéticos, sin
embargo, Akram et al. (2022) menciona que existen casos en los que algunos genes
de resistencia en bacterias aisladas no forman un complejo estable con los plasmidos
asociadas a dicha resistencia, por lo que tienden a perderse en subcultivos in vitro, lo
cual hace que la cepa se vuelva sensible a ciertos compuestos antibacterianos, lo cual

pudo ocurrir con la cepa de S. aureus obtenida por aislamiento clinico.

Estas diferencias también pueden suceder en respuesta a la variabilidad en la
composicidn quimica del extracto por la procedencia de las plantas, asi como a las
condiciones y métodos de extraccion empleados. Como se mencioné anteriormente,
las condiciones ambientales de la zona de colecta influyen en la naturaleza de los
compuestos quimicos producidos, lo que podria sefialar las diferencias en la actividad
antibacteriana observadas en este estudio con los de otras investigaciones (Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022)

Cabe mencionar que en algunos casos la eficacia antibacteriana no depende
solo de los compuestos bioactivos sino también de la interaccion entre ellos, pues
existen interacciones sinérgicas entre los componentes de los extractos de plantas que
potencian su accion al combinarse, por lo que el extracto puede ser mas efectivo, pero
en otros casos puede ocurrir antagonismo, en donde dos sustancias se combinan y se

pierde el efecto de dicho compuesto (Casanova y Costa, 2017; Ritter et al., 2024).

El ensayo de toxicidad se realizé empleando nauplios de A. salina expuestos a
diferentes concentraciones de los extractos organicos y acuosos de hojas y cortezas

de tallos de M. calabura (Anexo 15). De acuerdo con la escala de toxicidad de
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McLaughlin et al. (1998), los extractos foliares de hexano y de acetato de etilo fueron
no téxicos, mientras que los metandlicos (CL50=892.01 ug/mL) y acuosos
(CL50=500.45 pg/mL) se interpretaron como moderadamente téxicos (Figura 33). En el
estudio realizado por Fatimah y Santoso (2020) se obtuvo un extracto acuoso de hojas
de M. calabura que contenia alcaloides, flavonoides y taninos, y se probd sobre A.
salina. Los resultados coinciden con los de este estudio, al obtener una CLso= 621.25
pg/mL, valor que también se clasifica como moderadamente téxico, no obstante, el
perfil fitoquimico no coincide con el reportado en la presente investigacion, el cual

sefiala la presencia de fenoles, glucdsidos y saponinas.

Dicho lo anterior, los alcaloides identificados por Fatimah y Santoso (2020),
presentan acciones fisiolégicas marcadas en organismos animales, incluyendo la
toxicidad, asi como algunos efectos hepatotdxicos y cancerigenos. Sin embargo, en el
extracto acuoso obtenido en esta investigacion se encontraron saponinas, las cuales
tienen la capacidad de inducir la muerte celular mediante rutas programadas o no
programadas, lo cual esta mediado por la concentracion en la que se encuentren (Frias
y Rosales, 2023). Por tanto, aunque el perfil fitoquimico difiere en ambos estudios, la
presencia de compuestos asociados a la actividad toxica podria explicar la similitud en

los niveles de toxicidad observados.

Por otra parte, el extracto hexanico de cortezas resulto no téxico, mientras que
el de acetato de etilo (CL50=427.85 pg/mL), metanol (CLs0=113.85 ug/mL) y acuoso
(CL50=529.97 pg/mL) se consideraron moderadamente téxicos (Figura 34). En este
caso, no se han realizado estudios empleando esta estructura para evaluar la toxicidad
sobre A. salina, lo que resalta la importancia de estos hallazgos como una contribucién

inicial al conocimiento de los posibles efectos adversos de la planta.
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IX. CONCLUSIONES

La estructura vegetal de M. calabura con mayor rendimiento fue la hoja, con un

total de 27.99%, mientras que la corteza de tallos alcanz6 un 19.32%.

El rendimiento de los extractos metandlicos fue el mayor de los organicos, sin
embargo, los acuosos los superaron por un 3.01% en hojas y 1.97% en cortezas

de tallos.

Tanto en los extractos de hojas como en los de cortezas de tallos se identificaron
un total de ocho grupos de MS, siendo comunes los alcaloides, esteroides, fenoles,

flavonas, glucdsidos, lactonas sesquiterpénicas y saponinas.

El grupo de metabolitos secundarios correspondientes a los fenoles estuvieron

presentes en los ocho extractos realizados.

Los extractos de acetato de etilo, metanol y acuoso de ambas estructuras fueron
los que presentaron actividad inhibitoria sobre cinco bacterias: las Grampositivas
que fueron B. subtilis ATCC y S. aureus AC, y las Gramnegativas correspondientes
a E. coliATCC, S. Typhi ATCC y S. sonnei ATCC.

Los extractos metandlicos de ambas estructuras fueron capaces de inhibir a las

cinco bacterias.

Las cortezas de tallos tuvieron mayor actividad, ya que cada uno de los extractos
probados (AcOEt, MeOH y acuoso) inhibieron a mas bacterias que los obtenidos a

partir de hojas con los mismos solventes.

La bacteria mas sensible fue S. aureus AC, observando halos de 7.7 a 15.7 mm,

mientras que S. sonnei tuvo los halos mas pequefios de tan s6lo 7 a 10 mm.

Los extractos foliares de acetato de etilo y acuoso mostraron dosis-dependencia

frente a S. aureus AC.
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Con relaciéon a la inhibicion producida por el extracto, comparado con la
gentamicina sobre las bacterias ensayadas, el extracto de hojas de acetato de etilo

mostro el porcentaje de inhibicion relativa mas alto de 49.5% sobre S. aureus AC.

Las CIM mas bajas se presentaron al emplear los extractos metandlicos sobre S.
aureus AC, siendo de 1.25 mg/mL con hojas y de 0.313 mg/mL con cortezas de

tallos.

Los extractos hexanico y de acetato de etilo con hojas, asi como el hexanico de

cortezas de tallos, fueron considerados no toxicos.

La presente investigacion respalda de forma experimental el potencial
antibacteriano de M. calabura, especie empleada en la medicina tradicional de la
republica mexicana. Asi mismo, reconoce el papel de los grupos de MS presentes

en hojas y cortezas de tallos como compuestos quimicos con efectos bioldgicos.
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X. RECOMENDACIONES

Implementar pruebas cuantitativas para los MS presentes en la especie y asi poder

relacionar la concentracion de estos con la actividad bioldgica.

Realizar mas repeticiones en la prueba de difusién en agar para fortalecer la validez

estadistica.

Llevar a cabo pruebas antibacterianas sobre microorganismos que se encuentren

asociados a otras enfermedades de tipo infeccioso.

Realizar pruebas de toxicidad sobre lineas celulares o con modelos animales in

vivo para complementar este estudio.

Difundir el conocimiento obtenido en esta investigacién acerca de M. calabura para
reconocer el saber tradicional de los pueblos originarios y comunidades mestizas a

fin de lograr un mejor aprovechamiento de las propiedades de la planta.
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