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RESUMEN

Rhoeo discolor (Commelinaceae), comunmente conocido como maguey morado es
una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana. Se le han atribuido
propiedades cémo antiparasitarias, antimicrobiana, anticancerigena,
antiinflamatoria, antigenotoxica y antioxidante. Sin embargo, se desconoce cuéles
son los principales metabolitos secundarios y/o compuestos responsables en
particular de la actividad antimicrobiana asi como la concentracion minima
inhibitoria para aplicar dichos extractos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad antimicrobiana de extractos de hojas de R. discolor contra
microorganismos patégenos humanos mediante la técnica de microdilucion y CCF-
Bioautografia. Se obtuvieron 5 extractos R. discolor y se evalud la actividad
antimicrobiana. Los extractos metandlico y acuoso mostraron la alta actividad
(=50%) frente a 6 bacterias y 4 levaduras. Ambos extractos mostraron alta
sensibilidad con valores CMI de 0.8 mg/mL contra S. tiphi ATCC 6539 y de 3.2
mg/mL contra C. glabrata. El andlisis de bioautografia de los extractos metandlico y
acuoso revelaron al menos 9 componentes antibacterianos, mientras que se
encontraron 5 componentes anti fungicos con diferentes zonas de inhibicion. Dadas
las propiedades de solubilidad de los extractos activos, los fenoles pueden
comprender la mayoria de los compuestos antibacterianos activos de R. discolor,
los cuales fueron cuantificados mediante colorimetria y detectados por CLAR. Este

trabajo demostro la actividad antimicrobiana de extractos de hojas de R. discolor.

Palabras clave: Planta medicinal, R. discolor, actividad antimicrobiana, patdgenos

clinicos.



ABSTRACT

Rhoeo discolor (Commelinaceae) commonly known as purple maguey is a plant
used in traditional Mexican medicine. It has been attributed properties as
antiparasitic, antimicrobial, anticancer, anti-inflammatory, antigenotoxic and
antioxidant. However, the major secondary metabolites and/or compounds
responsible for antimicrobial activity and the minimal inhibitory concentration for
applying said extracts are unknown. The aim of this work was to evaluate the
antimicrobial activity of leaves extracts of R. discolor against human pathogenic
microorganisms, using the microdilution technique and TLC-Bioautography. Five R.
discolor extracts were obtained and the antimicrobial activity was evaluated. The
methanolic and aqueous extracts showed high activity (=50% of inhibition) against 6
bacteria and 4 yeasts. Both extracts showed high sensitivity with MIC values of 0.8
mg/mL against S. tiphi ATCC 6539 and 3.2 mg/mL against C. glabrata. TLC-
Bioautography analysis of the methanolic and aqueous extracts revealed at least
nine antibacterial components and five antifungal components with different zones
of inhibition. Given the solubility properties of the active extracts, the phenols may
comprise most of the active R. discolor antimicrobial compounds, which were
qguantified by colorimetry and HPLC. This work demonstrated systemically the

antimicrobial activity of leaves extracts of R. discolor.

Keywords: Medicinal plant, Rhoeo discolor, microdilution assay, TLC-

bioautography



1. INTRODUCCION

México cuenta con una amplia biodiversidad de especies vegetales, en niumeros
esto es expresado en 30,000 a 50,000 plantas con potencial de tipo terapéutico. Sin
embargo de esta cantidad solo se ha estudiado y caracterizado al menos el 5% de
las plantas. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina
alternativa representa la Unica opcion para las personas que no cuentan con los
recursos necesarios para adquirir un servicio médico o medicamentos que alivien
sus malestares, es por eso que ellos acuden al uso de plantas, al menos el 60 % de
la poblacion mundial (OMS,2015)

Se considera una planta medicinal a aquella que en algunos de sus 6Organos
contenga sustancias con posible actividad farmacolégica que pueda ser utilizada
para fines terapéuticos. Esas sustancias con tales actividades pertenecen al
metabolismo secundario de la planta, es decir, que cumple con funciones no
esenciales en ellas. Debido a distintos tipos de estimulos provenientes a distintos
tipos de estrés bidtico o abidtico, de esta forma la planta produce metabolitos

secundarios responsables de algun tipo de actividad biolégica.

Es necesario que una planta medicinal con fines farmacoldgicos debe ser validada
conforme a distintos procedimientos. Estos consisten en una serie de pruebas tanto
fitoquimicas como toxicolégicas y de pruebas in vitro e in vivo, aprobando asi su
eficacia y seguridad. Los perfiles fitoquimicos se realizan para identificar los tipos
de compuestos que contiene la planta, para posteriormente identificar el compuesto
activo responsable de alguna actividad biologica, estas son corroboradas por
pruebas del tipo microbiolégicas, el andlisis fitoquimico va acompafiado de analisis
toxicoldgicos, esto para evaluar la eficacia y seguridad del uso de la planta.
Finalmente se realizan pruebas in vivo utilizando modelos bioldgicos y pruebas

clinicas. (Villar-Lopez, 2001).



Una de las plantas utilizadas en la medicina tradicional, endémica del pais es,
Rhoeo discolor, conocida cominmente como maguey morado o arca de Noé. Se le
utiliza en la medicina tradicional como agente desinflamatorio, en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, para cicatrizar heridas, y como antigripal. Estudios
realizados en esta planta le han atribuido propiedades cémo antiparasitarias,
antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, antigenotéxica y antioxidante,
esto debido a que en su composicion fitoquimica se encuentran metabolitos de tipo
flavonoides y compuestos cumaricos, responsables de las propiedades de esta
planta (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2015). Sin embargo,
se desconoce cuales son los principales metabolitos secundarios responsables de
la actividad antimicrobiana y la concentracion minima inhibitoria para aplicar dichos
extractos. Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos de Rhoeo discolor mediante la técnica de
microdilucién y TLC-Bioautografia sobre bacterias y levaduras de importancia

clinica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades infecciosas y su importancia

Las enfermedades infecciosas son todas aquellas patologias que se manifiestan por
una infeccion provocada por un microorganismo Entre los agentes patdgenos
involucrados se encuentran las bacterias, hongos o levaduras, y en algunas
ocasiones virus. Este tipo de enfermedades pueden ser transmitidas por via oral,
consumo de agua, y alimentos contaminados, cabe destacar que la poblacién
infantil es la que se ve mas afectada. Representan un problema importante de salud
y son una de las causas principales de morbilidad y mortalidad en México
(Hernandez, 2011).

Mundialmente, las infecciones gastrointestinales son una de las causas mas
importantes de mortalidad entre los lactantes y nifios. Se ha estimado que en Asia,
Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera antes de los 5 afios
puede llegar a 50%, aunque esto depende de factores socioeconémicos y
nutricionales. Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las
enfermedades infecciosas mas frecuentes. Los cuadros gastrointestinales pueden
presentarse en cualquier época del afio, pero el riesgo de sufrir estas enfermedades

se incrementa en la temporada de calor (Garcia-Sanchez, 2013).

La salmonelosis es causada por Salmonella tiphi, de la que existen mas de 2 500
serotipos. Uno de los serotipos aislados en México mas frecuente se encuentra
Typhimurium (Gutiérrez-Cogco, 2000). Constituye una de las causas de
gastroenteritis en la poblacion de bebés y nifios. Los estados en los que se ha
reportado mayor indice de casos son: Oaxaca, tabasco, Coahuila, Chiapas y
Sinaloa (Salud y Lii, 2012). Una estimacion de casos de fiebre tifoidea al afio es de
al menos 16 millones, con una cantidad aproximada en muertes de 6 millones y

1,300 de casos de gastroenteritis (Figueroa Ochoa y Verdugo Rodriguez, 2005).



Por otra parte, la Shigelosis es endémica de climas tropicales y templados.
Lamentablemente los paises en vias de desarrollo son los mas afectados. La mas
frecuente es causada por la bacteria Shigella flexneri, con un 60% de aislamientos,
en nuestro pais causa al menos el 11% de frecuencia en enteropatias. La poblacion
mas vulnerable son los nifios menores de 10 afios de edad, causandoles falla renal

y llegando a causar la muerte si no es tratado a tiempo (Roy Subarna, 2006).

Escherichia coli por su parte es causante de diversos tipos de padecimientos tales
como: enterotoxigénicos, enteropatogénico y enterohemorragico, estos se
presentan debido a la cantidad de aguas residuales que se encuentran cerca de los
lugares poblados. La frecuencia del aislamiento de esta bacteria es de un 30% vy la
infeccion de igual forma afecta en su mayoria a niflos menores de 5 afios y adultos
de edad avanzada. En el pais, uno de cada cinco nifios enfermos de diarrea es por

causa de E.coli (Estrada-Garcia et al., 2005).

Oaxaca ocupa el segundo lugar en el pais con mayor indice de enfermedades de
tipo gastrointestinal (Instituto Nacional de Salud Publica, 2015) .Algunas de las
enfermedades de origen microbiano y de importancia médica en pais son:
Neumonia (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus spp), Tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis),
Aspergilosis (Aspergillus fumigatus), Enfermedades gastrointestinales (Escherichia
coli, Salmonella tiphi, Shigella frexnery, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori), Candidiasis (Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei) (Paredesy Roca, 2015).

2.2 Uso de Antibidticos y Antifungicos

Los antibidticos y los antifingicos son sustancias que eliminan (bactericidas y
fungicidas) o inhiben (bacteriostaticos y fungistaticos) el crecimiento de los

microorganismos.



2.2.1 Antibidticos

Antibidtico es una palabra derivada de las palabras griegas anti "contra” y Bios

"vida". Un antibiotico, también llamado farmaco antimicrobiano, es un medicamento

gue combate las infecciones causadas por bacterias.

Los antibiticos en la practica médica se clasifican de acuerdo a su actividad en

bactericida y bacteriostética, su efecto sobre bacterias de acuerdo a la composicion

quimica de la pared celular (Por tincion de Gram) y de acuerdo a su mecanismo de

accion y su estructura quimica (Camacho, 2010).

Segun su actividad:

Bactericidas: Penicilinas, cefalosporinas, Aminoglucdsidos, Rifampicina,
quinolonas, Monobactamicos, Poliximinas.
Bactereostaticos: Tetraciclinas, Eritromicina, Sulfanamida, Novoviocina,

Cloranfenicol.

Segun el efecto sobre bacterias de acuerdo a la pared bacteriana.

Bacterias Gram (+): Penicilinas, Glicopéptidos, Lincosamida, Rifampicinas.
Bacterias Gram (-) Aminoglucésidos, Monobactadmicos, Aminociclitoles.

Segun se mecanismo de accion sobre la estructura bacteriana (Figura 1):

Inhibicibn de la sintesis de pared celular: Penicilinas, Cefalosporinas,
Vancomicina, Fosfomicina, Teicoplanina, Bacitracina.

Lesion en la permeabilidad de la membrana celular: Polimixinas, Colistinas,
Nistatina.

Inhibicibn de la sintesis proteica: Cloranfenicol, Tetraciclina,
Aminoglucésidos, Lincomicinas, Eritromicina.

Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: Quinolonas, Sulfonamidas,

Rifampicina, Trimetroprim.



Figura 1. Clasificacion de los antibioticos. Tomado de Brock, 1999

2.2.2 Antifungicos o antimicéticos

Los antifiungicos o antimicéticos son moléculas que ayudan a luchar contra los
hongos, los cuales causan enfermedades conocidas como micosis. Los hongos
microscoépicos infectan la piel, las membranas mucosas, el pelo y las ufias. La
mayoria de los hongos aprecian las zonas de maceracion donde les gusta
desarrollarse, porque son calientes y hUumedas, propicias para su desarrollo (entre
los dedos de los pies, los pliegues de la piel en las personas con sobrepeso, el tracto
digestivo). Ciertas formas de antifingicos son de uso local: cremas, unguentos,
champus o polvos, cuando el area afectada se encuentra disponible, como en el
caso de candidiasis, boca, la piel o el cabello en los casos de tifia. Sin embargo, el
modo de administracion puede ser oral, especialmente en el tratamiento de hongos

del tracto digestivo (Grogori, 2005).

Los antifungicos se clasifican de acuerdo a su composicion quimica del tipo y segun

su sitio de interaccion sobre la célula fungica (Grogori, 2005)



Segun su composicién quimica se clasifican en:

e Polienos: Nistatina, Natamicina, Anfotericina B,

e Azoles: Imidazol: Miconazol, Clotrimazol,

e Triazoles: Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol, Variconazol, Revuconazol,
Alilaminas: Terbinafina, Naftifina, Lipopéptidos: Papulacandinas, Triterpenos
glicosilados,

e Equinocandinas: Caspofungina, Anidulofungina, Micafungina,

e Otros: Yoduro de potasio, Ciclopirox, Tolnaftato, Griseofulvin.

Segun su sitio de interaccion en la célula fangica en:
e Lipopéptidos: Interactuantes con la pared celular,
e Polienos, Azoles Alimaninas: Interactuantes con la membrana celular,

e Pirimidinas fluoradas: Interactuantes en el nucleo.

Los farmacos antifungicos mas utilizadas para el tratamiento de infecciones por

hongos y levaduras, son: Clotrimazol, Fluconazol, Miconazol, Anfotericina B.

2.3 Importancia de las plantas medicinales

A lo largo de la historia, las plantas medicinales han sido parte importante de la
cultura de muchos pueblos indigenas, estos adquirieron conocimiento que fue
transmitido de generaciébn en generacién, mediante el uso de las plantas
medicinales utilizado para la cura o tratamiento de diversas enfermedades, lo

aplicaban mediante infusiones, aceites, limpias, entre otros. (Cosme-Pérez, 2008).

Se conoce como Medicina Tradicional a todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diversas culturas, usados para el mantenimiento de la salud, para la prevencién, el
diagnéstico, la mejora o el tratamiento de distintas enfermedades ya sean del tipo
fisicas o mentales (OMS,2017). Existen distintas plantas utilizadas en la medicina

tradicional mexicana para el tratamiento de distintos padecimientos, como



gastrointestinales, desinflamatorios, cicatrizantes, antigripales, por mencionar

algunos.

Una planta medicinal con fines terapéuticos y que se utiliza en la medicina
tradicional, debe de pasar por un proceso de validacion, esto consiste en una serie
de pruebas a partir de su perfil fitoquimico y farmacolégico probando su eficacia y
seguridad del mismo. Para esto se realizan pruebas cuantitativas in vitro e in vivo ,
como un primer paso se realizan perfiles fitoquimicos para identificar el tipo de
compuestos que contiene la planta asi como el compuesto activo que
posteriormente se corroboran con técnicas microbioldgicas de sensibilidad del
antimicrobiano frente a los microorganismos patdégenos, después de esto se
realizan test in vivo, llevando un paso mas alla a nuestros compuestos activos
responsables de alguna actividad bioldgica, utilizados en modelos biologicos y

posteriormente comprobar su éxito en modelos clinicos.

2.4 Las plantas como fuente de agentes antimicrobianos

Desde el comienzo de la historia las plantas y productos vegetales se han utilizado
como medicamentos tradicionales (Abu-shanab et al., 2004) se utilizan al menos
para la atencion primaria de una enfermedad, por esto surge la necesidad de
evaluar las actividades biolégicas que la medicina tradicional plantea (Onyeagba,
2004). En paises en vias de desarrollo alrededor del 70- 95% de los pacientes
dependen de los medicamentos naturales, esto debido al alto costo de
medicamentos y consultas clinicas especializadas. Del afio 2007 al 2012 el mercado
de la medicina natural fue de 83 mil millones de dodlares y en base anual hay
aumento exponencial sobre esta cantidad. Es por eso que existen preocupaciones
tanto legales como de salud en la utilizacion de productos naturales como auto-
medicamentos, alimentos funcionales, cuidado de hogares, etc. (Mahmood Ahmad
y Mahammad Wajid, 2013). Se han realizado diversas investigaciones en los
productos vegetales para verificar sus efectos antimicrobianos (Cuadro 1). De las
mas de 300,000 especies de plantas que existen, solo alrededor del 2% se le han
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comprobado sus propiedades antimicrobianas, mas de 157 plantas de han descrito

gue tienen potenciales propiedades antimicrobianas (Narayan, et al., 2010).

Cuadro 1. Extractos de plantas con actividad antimicrobiana

Nombre de la Parte Microorganismo de .
Extracto Referencia
planta usada prueba
Achyranthus
aspera, Cynodon . Bacillus subtilis,
Hojas y . Narayan, et
dactylon, Lanata Etandlico Staphylococcus aureus,
. brotes . al., 2010
camaray Tagetes Pseudomonas aeroginosa
patula
Prosopis cineraria, Staphylococcus aureus,
. . Benceno,
Capparis decidua, Staphylococcus
) s . cloroformo, . . L Salary
Tinospora cordifolia, Hojas epidermidis, Escherichia
. acetona, . . . Dhall, 2010
Carissa carandas y metanol v agua coli, Aspergillus niger y
Cordia dichotoma yag Candida albicans
Woodfordia
fruiticosa,
. Staphylococcus aureus,
Viburnum . .
N Bacillus subtilis,
cotinifolium, )
Enterococcus faecalis,
Peganum harmala, L .
. Escherichia coli,
Broussonetia . .
aovrifera Diferentes Metanol Pseudomonas aeruginosa, Khan, et al.,
papy ' partes Klibsella pneumonia, Vibrio 2011
Taraxacum
- cholera, Enterobacter
officinale, . .
coccus, Aspergilus niger,
Verbascum . .
Aspergilus fumigates y
thapsus, . .
. Rhyzoctonia solani
Caryopteris grata y
Mimosa rubicaulis
Parthenium Escherichia coli,
hysterophorus, Pseudomonas aeruginosa,
Stevia Hoias Metanol, etanol Klebsiella pneumoniae, Fazal et al.,
rebaudiana and J y diclorometano Bacillus subtilis, 2012
Ginkgo Enterococcus spp., y
biloba Staphylococcus aureus
Adansonia digitata, Escherichia coli,
Aframomum Enterobacter aerogenes,
alboviolaceum, . Enterobacter cloacae, Djeussi, et
. ) Hojas Metanol .
Hibiscus sabdarifa, Pseudomona aeruginosa y al., 2013
Ocimum Klebsiella pnuemoniae
gratissimum y
Tamarindus indica
Mehrotra et
i hyl r
Raices Acuoso Staphylococcus aureus al., 2016

Withania somnifera

Modificado de: Mahmood Ahmad y Mahammad Wajid (2013)
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El proceso de introduccion de nuevos principios activos farmacologicos se inicia en
con la identificacion quimica para la evaluacion de la actividad farmacologica, luego
su desarrollo de forma farmacéutica y finalmente su farmacocinética, lo mismo
ocurre en el caso de los ingredientes terapéuticos de origen vegetal (Ncube et al.,
2008). Los productos naturales han visto un uso creciente debido a la aparicion de
resistencia microbiana a los antimicrobianos y los efectos secundarios debido a los
agentes antimicrobianos de origen sintético. Ahora la investigacién est4 enfocada
en los derivados vegetales o productos vegetales crudos (Parekh et al., 2005, Khan
et al., 2009). En el cuadro 2 se muestran cuéles son los principales metabolitos o
compuestos responsables de la actividad antimicrobiana.

Cuadro 2. Principales clases de compuestos antimicrobianos de plantas

Tipo de ) ) _
Subclase Ejemplo Mecanismo Referencia
compuesto
Privacion de i
Fenoles Catecol, Pérez et al., 1997; Toda
] . i sustrato, dafio
simples Epicatequina et al., 1992
de membrana
i Vincular a .
) ) Acido ) Fernandez, et al., 1996;
Acido fendlico ) ) adhesinas .
) cindmico _ ) Duke et al., 1985; King
Fenoles Quinonas o inactivar las
Hipericina ) etal., 1994
enzimas
Complejo con Perret et al., 1995;
Flavonoides Crisina células, Rojas et al., 1992;
Flavonas Abisinona inactivacion de Brinkworth et al., 1992;
enzimas Ono et al., 1989
S o Ruptura de ] ]
Capsaicinoides Capsaisina Cichewiks et al., 1996
membrana
Atta-ur-Rahman et al.,
o ] Intercala en la 1995; Burdick, 1971;
. Isoquinolinas Berberina, )
Alcaloides o o pared celular y/o Freiburghaus et al.,
Piperidinicos piperina

ADN

1996; Houghton et al.,
1994

Modificado de: Cowan (1999)
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2.5. Rhoeo discolor

Rhoeo discolor es conocida como Maguey morado cuya sinonimia es Tradescantia
spathadea, Rhoeo spathacea. En realidad no se trata de un Maguey, pero es de
apariencia similar. También se le conoce bajo los nombres de Zopilotea, Cordobén,
Rheo, Reo, Rhea, Roeo, Amor de hombre, Moisés en la cuna (del inglés Moses in

the cradle). Pertenece a la familia de las Commelinaceae (Pérez, 1996).

Rhoeo discolor es una planta originaria del Caribe y Centroamérica, principalmente
de México. Se encuentra en los estados de Chiapas, Puebla, Oaxaca, Quintana
Roo, Tabasco, Veracruz, y Yucatan (Figura 2). Habita en climas calido y semi-célido
desde el nivel del mar hasta los 1200 m. Es una planta cultivada en huertos
familiares, asociada a bosques tropicales sub-perennifolio y perennifolio (Pérez,

1996). Su calificaciéon taxon6mica es la siguiente:

Reino: Plantae
Subreino: Fanerégamas
Divisién: Tracheophyla
Clase: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae
Subclase: Commelinidae
Orden: Commelinaceae
Género: Rhoeo
Especie: discolor

Sindénimo: Tradescantia spathacea
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Yucatan
Veracruz

/ /
oaxac” S

Chiapas

Figura 2. Distribucion de R. discolor en la Republica Mexicana. Modificado de
Dominguez-Ortiz (2003)

2.5.1 Botanica

R. discolor es un pequefio arbusto, perennifolio con tallo corto del que salen
numerosas hojas empalmadas, arrosetadas, alargadas, lanceoladas de 30 o mas
cm de largo con haz de color verde y el envés de color purpura. Las flores son
pequefias, blancas, nacen de las axilas de las hojas y estan protegidas por bracteas
moradas (Domingez Ortiz, 2003) (Figura 3). El tallo de las flores es pequefio y

grueso. Las flores le afiaden valor estético a la planta.

A B

Figura 3. Planta de Rhoeo discolor. A. Planta B. Flores. Fotografia tomada por
Abril C. Diaz Toral
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2.5.2 Usos medicinales y actividad biolégica

Son diversas las aplicaciones medicinales que esta planta tiene en diferentes
estados de la Republica Mexicana. En Chiapas se usa para curar llagas y heridas,
lavandolas con la coccién de las hojas tres veces al dia 0 hasta que sane la zona
afectada. En Puebla se utiliza para tratar el cancer, con este fin se machaca un pufio
de hojas secas y se espolvorean en el area dafiada, ademas se hace un té con las

hojas y se toma diariamente en ayunas una taza.

En Tabasco se emplea como desinfectante, desinflamatorio y contra el tétano, para
lograr tales efectos las hojas se hierven y con esta agua se lavan las partes
afectadas, al igual que las heridas. Es utilizada para la cefalea se aplican en la
cabeza las hojas soasadas, untadas con vaporub, y se amarran con un trapo. Para
tratar la tos y el asma, se bebe el jugo de las hojas con miel y limén. Este preparado
también se usa cuando hay infecciones y dolores intestinales, también se puede
ocupar el té preparado con las hojas, de igual manera es usado para el dolor de
rifidn. En Veracruz se le ocupa como antiinflamatorio, para tratar el cancer, la
gangrena y para lavar heridas. Y en Yucatan como antiséptico (Biblioteca digital de

la medicina tradicional mexicana, 2015)

Alguno de los beneficios que se le atribuye en la medicina tradicional son como
potente desinflamatorio, para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales,
cicatrizacion de heridas y como antigripal. Estudios realizados en investigaciones
de laboratorio le han atribuido a la planta como potencial de actividad antiparasitaria,
antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, antigenotoxica, antioxidante
(Ramirez-Gonzélez et al. 2011, Diaz et al. 2008, Gonzalez-Avila et al. 2003, Reyes
et al. 2015)
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Cuadro 3. Actividad antimicrobiana de diferentes extractos de la planta Rhoeo

discolor.
) Parte de la ) ) )
Tipo de extracto Microorganismo Referencias
planta
Bacillus subtilis,
Etanolico Hojas Staphylococcus aureus, Balatero et al., 2017
Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa
Hexanico Listeria innocua,
cloroformo, éter Streptococcus mutans, Garcia-Varel |
de petroleo, Hojas Escherichia coli arcla-varela et al,
acetona el Pseudomonas aeruginosa, 2015
acetato, metanol, ) ]
acuoso Candida albicans.
Hidrolato (EtOH + ] N ) ]
Hojas Moniliophtora roreri Nikam, 2013
Agua)
Escherichia coli, Shigella
Hexanico ) frexnery
. Hojas . Reyes et al., 2010
Metandlico Staphilococus aureus
Salmonella tiphy
Metandlico Hojas Staphyococcus epidermidis Diaz et al., 2008
Staphylococcus aureus,
Benceno, Bacillus subtilis,
cloroformo, . Staphylococcus citrus, Parivuguna et
} Hojas Serratia sp. Salmonella typhi,
metanol, éter Pseudomonas aeruginosa, al.,2008
petréleo, acuso Klebsiella _
pneumonia, Proteus vulgaris.
. ] ) Gonzalez-Avila et al.,
Etanolico Hojas Salmonella tiphy

2003
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2.6 Métodos de deteccion de Actividad antimicrobiana

2.6.1 Método de difusidon en agar (Kirby Bauer)

Método cualitativo, el principio de este método se realiza con un antibiograma,
fundamentado en el método de difusion que consiste en depositar en la superficie
de una placa con agar previamente inoculada con el microorganismo y en ellos se
impregnan discos de papel filtro con los diferentes antibioticos, transcurridos cierto
tiempo de incubacion, los discos pueden aparecer o no rodeados por una zona de
inhibicion de crecimiento del microorganismo. Entre las ventajas de este método es
de facil control y estandarizacion ademas de ser sencillo y barato (Taroco et al.,
2008).

2.6.2 Meétodo de dilucion en agar

Utilizado generalmente determinar si un compuesto a probar es letal contra un
microorganismo, para esto se preparan diferentes diluciones de los antimicrobianos
y estas se afladen al agar para posteriormente ponerlos en cajas Petri para su
solidificacion. Una vez solidificado los microrganismo de prueba son inoculados en
el agar e incubados a temperatura y tiempo Optimo para cada microorganismo,

generalmente de 16-24 h (Reyes-Jurado et al., 2014).

2.6.3 Método de dilucion y microdilucién en caldo

Cuando se desea realizar pruebas para sensibilidad con antimicrobianos es
necesario realizar técnicas que detecten cuantitativamente el efecto de inhibicion de
los antimicrobianos a evaluar, esto se hace con el fin de ahorrar tiempo, reactivos y
por ende dinero destinados al desarrollo de la investigacion. En microbiologia es
muy utilizada la técnica de microdilucion para el analisis de distintos tipos de

antimicrobianos (Taroco et al., 2008)
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El método de microdilucion en caldo es una adaptacion del método de dilucion. Esta
técnica involucra pequefios volimenes del caldo de cultivo, se realizan las pruebas
en microplacas de 96 pozos, como maximo cada pocillo debe contener 1 ml de
caldo. Entre las ventajas de este método se encuentran; manejo de varias cepas al
mismo tiempo y expuestas a varios antimicrobianos, lectura automatizada, midiendo

la densidad 6ptica en un lector de ELISA. (Rodriguez-Tudela et al., 2003).

Los métodos se clasifican en cualitativos y cuantitativos. Los métodos cuantitativos
nos permiten determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB). En donde la CMI se le considera como la
concentracion minima de un antibiético que en un periodo de tiempo determinado
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del in6culo bacteriano a una
concentracion conocida, mientras que la CMB es la concentracion minima de un
antibiético que en un periodo de tiempo determinado, es capaz de inducir la muerte
del 99.9% de una poblaciébn bacteriana previamente estandarizada (Garcia-
Sanchez et al.,, 2013). Los métodos cualitativos por su parte son aquellos que

permiten clasificar a los microorganismos como sensibles o resistentes.

2.6.4 Concentracion minima inhibitoria, concentracion minima bactericida o
fungica
Se refiere a la concentracion minima de un antimicrobiano que previene el desarrollo
visible de un microrganismo en una prueba de sensibilidad, ya sea por el método de
dilucion en agar o en caldo. Las técnicas de sensibilidad se utilizan para realizar una
medicion cuantitativa de la actividad “in vitro” de un antimicrobiano frente a un cultivo
bacteriano de interés. Los criterios para la interpretacion de esta técnica se basan
en un punto de corte para poder indicar si el microorganismo a estudiar es sensible,

intermedio o resistente (MIC Testing, 2006).

e Sensible, si existe una probabilidad buena de éxito terapéutico en caso de un

tratamiento con un dosis especifica.
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e Intermedio, si el éxito terapéutico es el esperado se puede conseguir un
efecto a ciertas concentraciones.
e Resistente, la probabilidad de éxito es reducida o nula en algunos casos, no

se espera ningun efecto cual fuerte sea del tratamiento.

Este método es muy utilizado en laboratorios de microbiologia clinica. Entre sus
ventajas se encuentran, ser muy eficaz, técnica muy sensible, resultados
reproducibles y comparables.

Para este método se utilizan sistemas de microdilucion en medio liquido en
microplacas con pocillos y el crecimiento de los microrganismos en cada uno de los
pocillos, las lecturas se hacen por medio de mediciones de turbidez o fluorescencia
(Aquiahualt et al., 2012)

2.7 Métodos de analisis fitoquimicos

2.7.1 Fitoquimica cualitativa

Esta técnica esta basada en la utilizacion de una serie de reacciones colorimétricas
para la deteccion de metabolitos secundarios. La reaccidn colorimétrica consiste en
una solucién acuosa en la que un sustrato reacciona con un reactivo para generar
un cambio de color. Esta técnica es muy utilizada en fitoquimica para tener
conocimiento si una planta o alguna de sus partes presentan o no algun tipo de

metabolito secundario.

2.7.2 Cromatografia capa fina (CCF)

Técnica basada en la preparacion de una capa uniforme de un absorbente dentro
de una placa de vidrio u algun otro soporte. Consta de una fase movil liquida y una
fase estacionaria en su mayoria solido. La fase estacionaria es un componente de
tipo polar y el eluyente sera menos polar que la fase estacionaria, de tal modo que

los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los mas polares en
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afinidad con la fase estacionaria polar. Este tipo de técnica tiene muchas ventajas
en comparacion a otras técnicas de cromatografia ya que los instrumentos que
ocupan son simples, el tiempo necesario para la separacion es menor y
generalmente mejor, los reveladores que se utilizan pueden ser de tipo corrosivos
gue en el caso de otras técnicas destruiria el material, en resumen es un método
adecuado para fines analiticos por ser simple y los resultados son reproducibles y
de facil interpretacion. Para seleccionar el tipo de absorbente a utilizar se debe tener
en cuenta el tamafio de particulas del absorbente, para la eleccion del eluyente
influyen varios factores como la pureza del mismo, precio, evitar utilizar compuestos
muy volatiles, que no contengan trazas de metales, no utilizar mezclas de eluyentes,
algunos de los més utilizados en cromatografia de capa fina son; acetato de etilo,
hexano, acetona, isopropanol, cloroformo, entre otros. Entre los reveladores mas
utilizados esta la luz UV, introduccion de una placa a vapores de yodo, rocio con

una solucion de agua y &cido sulftrico, etc. (Lorenzo, 2006)

2.8 Bioautografia

Este método es una variante del de difusion en agar, con la premisa de que el
extracto crudo al que se le evaluaran las propiedades antimicrobianas, es colocado
sobre una placa de cromatografia en capa fina (CCF), posteriormente es eluido con
una mezcla apropiada de disolventes, permitiendo la separacion de los diferentes
componentes del extracto (Ncube et al., 2008). La CCF es un método ideal para la
separacion de compuestos naturales debido a que después de eluir la cromatografia
se evapora el disolvente, evitando asi la posible actividad de el mismo (Cretu y

Morlock, 2013; Jesionek, Choma, Majer-dziedzic, y Malinowska, 2014).

La bioautografia es empleada como una técnica preliminar de tamizaje fitoquimico,
para la deteccion de compuestos involucrados en la inhibicion del crecimiento de
microorganismos en mezclas complejas, como son los extractos de plantas (Choma
y Jesionek, 2015). Dentro de las ventajas que tiene esta técnica es que simplifica

el proceso de aislamiento e identificacion de compuestos antimicrobianos a partir
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de extractos crudos de plantas , utilizando relativamente una poca cantidad de
muestra, lo cual, es muy importante cuando se trabaja con extractos de plantas,
ademas de dar conocimiento preciso de la polaridad de los compuestos activos
(Runyoro, et al., 2006); una vez que se ha estandarizado la técnica, resulta f4cil su
reproducibilidad (Silva et al., 2005).

La técnica consiste en inocular e incubar la cepa de interés sobre el cromatograma
a partir de un extracto obtenido, con el fin de poder observar el efecto de inhibicion
que tiene, indicando asi la presencia de sustancias antimicrobianas en la muestra.
Esta técnica es muy util con el interés de separar sustancias con antecedente
antimicrobianos, entre las ventajas de este método se encuentra que es altamente

sensible y los resultados son muy visibles (Colorado et al., 2007).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas se han utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de una
amplia gama de enfermedades desde tiempos antiguos y siguen siendo utilizadas
en diferentes culturas, a pesar del gran avance observado en la medicina moderna

en las ultimas décadas.

Las enfermedades infecciosas son la segunda causa de muerte en el estado de
Oaxaca con 2,583 defunciones esto segun la perspectiva estadista del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2016). Para tratar este padecimiento
en los ultimos afos se han desarrollado diversos farmacos sintéticos, sin embargo,
estos causan efectos secundarios a la salud de los pacientes y resistencia de los
antibioticos. En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos accesibles a toda la
poblacién, se han desarrollado tratamientos a base de plantas medicinales. Entre
las plantas méas importantes con alto contenido de principios activos que se emplea
como agentes terapéuticos se encuentra R. discolor, utilizado en la medicina
tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos entre los que destacan por
su actividad antimicrobiana, antiinflamatorio y antioxidante. Estudios previos han
demostrado que extractos de hojas de R. discolor tienen un potencial efecto como

antimicrobiano.
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4  JUSTIFICACION

En la actualidad se ha venido presentando una tendencia creciente en la utilizacion
de productos naturales para el tratamiento de enfermedades de importancia publica.
Esta preferencia segun (Hamburger y Hostettmann, 1991), proviene de
basicamente tres razones fundamentales: la exploracion y conocimiento de la
naturaleza como fuente de una amplia variedad de moléculas bioactivas, el interés
en terapias no convencionales que dejen a un lado los productos sintéticos, y la

eficacia demostrada de un gran numero de preparaciones fitofarmacéuticas.

Rhoeo discolor es una planta que se usa tradicionalmente para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales, tos y para sanar heridas (inflamacién, como agente
cicatrizante, lavado de heridas), entre otras. Por lo que es interesante efectuar un
estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos de frente polaridad de R.
discolor mediante la técnica de microdilucion y CFF-bioautografia para conocer las
concentraciones minimas inhibitorias y los principales grupos de metabolitos
secundarios que sean los responsables de la actividad antimicrobiana para
contribuir en el descubrimiento de compuestos bioactivos, que puedan constituir una
alternativa en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos antimicrobianos de

origen natural.
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5 HIPOTESIS

Los extractos de mayor polaridad de Rhoeo discolor presentaran mayor actividad
antimicrobiana contra bacterias y levaduras de importancia clinica por el método de

microdilucion y la técnica de CCF-Bioautografia.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de diferente polaridad de Rhoeo
discolor mediante la técnica de microdilucién y CCF-Bioautografia sobre bacterias

y levaduras de importancia clinica.

6.2 Objetivos particulares

1. Realizar un analisis fitoquimico preliminar de los extractos de R. discolor.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de R. discolor utilizando

la técnica de microdilucion en placas.

3. Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida

(CMB) de R. discolor de los extractos bioactivos.

4. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos bioactivos mediante la
técnica de CCF-bioautografia.
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7.1 Diagrama Experimental

7 METODOLOGIA

El disefio experimental que se utilizara sera por bloques en donde las variables son

los tipos de extractos y los microorganismos, para el experimento se realizaran por

bloques en base al tipo de microorganismo, bacterias y levaduras. El disefio se

propone de la siguiente forma:

Material vegetal
(Hojas)

!

Secar y pulverizar

!

Extraccion:
* Hexano
» Acetato de etilo
* Diclorometano
+ Metanol
« Agua

\ 4

Pruebas fitoquimicas

\ 4

Actividad antimicrobiana
(Prueba de
Microdilucién en placa)

v

Seleccién de extractos
bioactivos

v

Prueba de concentracion
minima inhibitoria (MIC)

Bioautografia
(TLC)
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7.2 Material biologico

7.2.1 Bacterias y levaduras de origen clinico y de referencia

Las cepas de bacterias y levaduras de interés médico que se utilizaron en las
pruebas fueron donadas por el Laboratorio de Bacteriologia Medica del
Departamento de Microbiologia, de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del
Instituto Politécnico Nacional (ENCB, IPN). Las cepas clinicas y de referencia, para

bacterias y levaduras se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Microorganismos de prueba

BACTERIAS LEVADURAS
Escherichia coli ATCC 25922 Candida glabrata AC
Escherichia coli AC Candida glabrata CBS 138
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Candida krusei AC
Staphylococcus aureus ATCC Candida krusei ATCC 6258

Salmonella tiphi ATCC 6539
Salmonella tiphi AC
Shigella frexnery ATCC 8224
Shigella frexnery AC

Nota: AC= Aislado clinico, ATCC= American Type Culture Collection (Cepas de

referencia)

Las cepas fueron mantenidas en refrigeracion y posteriormente se resembraron
para utilizarse antes de cada prueba. Se activaron las cepas bacterianas y de
levaduras para confirmar la viabilidad de las mismas en medio agar Mueller-Hinton
(MH) y en medio Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), respectivamente. Para la
obtencion de los indculos, se tomaron con el asa de cultivo 5 colonias 21 mm y de
24 h de crecimiento en placa de MH o SDA para bacterias o levaduras,
respectivamente y se re-suspendieron en medio RPMI. Luego, se re-suspendieron

de 3 a 5 colonias aisladas de cada microorganismo en 5 mL de caldo MH y medio
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RPMI-1640 para bacterias y levaduras, respectivamente. La suspension se incubo
durante 2-6 h hasta lograr una turbidez comparable al estandar, 0.5 unidades de la
escala de McFarland equivalentes a 1x108 UFC/mL para bacterias y de 1x10° -
5x10% UFC/mL para levaduras (Garcia-Rodriguez et al., 2008).

7.2.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado fueron hojas de Rhoeo discolor colectado durante la
temporada primavera-verano, en los meses de Abril y Mayo del 2016 en la
comunidad de San Felipe de la Pefia, Tuxtepec Oaxaca, municipio de San Juan
Bautista, Tuxtepec, Oaxaca (Figura 4) localizada sobre la carretera Tuxtepec-
Palomares, Km 147, ubicada en las coordenadas geogréficas, latitud Norte 17.8361,
longitud Oeste -95.9344 vy una altura de 140 msnm. Los criterios que se tomaron
para la recoleccion fueron los siguientes: plantas de un tamafio uniforme,
observandose que no presentaran dafio en las hojas o contaminacion por plaga.
Se recolect6 un peso total aproximado de 10 Kg de material vegetal, equivalentes a

20 plantas aproximadamente.

Figura 4 . Ubicacion geografica de la recoleccion

El punto en rojo muestra la ubicacion de la zona donde se llevé acabo la

recoleccion de las muestras de R. discolor. (Fuente: GoogleMaps)
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7.3 Preparacion de los extractos

Las hojas de R. discolor, se cortaron en trozos pequefios, posteriormente se
secaron a 60°C hasta eliminar totalmente el agua de los tejidos. Una vez secadas,
las hojas se trituraron hasta obtener un polvo fino.

La obtencion de los extractos fue realizada en un bafio de ultrasonido digital de 6 L
(Digital Ultrasonic Cleaner, Scientz, China) operando a 40 KHz y a una potencia de
180 W con termostato para regular temperatura. La temperatura de extraccion fue
de 25 £ 2 °C y la relacion sélida liquida (g/mL) se fij6 en 1/100 durante 2 h. Para
ello, se colocaron 20 g de material vegetal seco y pulverizado en 200 ml de
disolventes con diferente polaridad: hexano, diclorometano, acetato de etilo,
metanol y agua, obteniendo 5 fracciones en gradiente de polaridad. En todos los
casos, los extractos obtenidos fueron filtrados al vacio utilizando un papel Whatman
N° 1 y concentrados bajo presion reducida en un evaporador rotatorio a 45 °C 'y 80
rpm. Los extractos obtenidos se llevaron a peso constante mediante liofilizacion y
finalmente se almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso (Capataz et al., 2007).

7.4 Analisis fitoquimico preliminar

Se realizaron diferentes ensayos con reacciones quimicas para la identificacion,
mediante cambios de color o formacion de precipitados la presencia de grupos de
metabolitos secundarios en los extractos que se describen en la Cuadro 5 (Patil y
Deshmukh, 2016). Para ello, se pesaron 3 a 5 mg de cada uno de los extractos

extracto y posteriormente se disolvieron en 1 mL de agua y 1 mL de etanol.
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Cuadro 5. Pruebas fitoquimicas preliminares. Modificado de Patil y Deshmukh,

(2016)

Metabolitos

secundarios

Ensayo cualitativo

Observaciones

Terpenos

Glucésidos

Proteinas

Emodinas

Taninos

Cumarinas
Flavonoides

Saponinas

Alcaloides

Carbohidratos

Fenoles

Antocianinas

Esteroides

2mL de extracto + 2mL Anhidrido acético + 3
gotas de H2S04 (concentrado)
2 mL de extracto + 2 mL CHCIs + 2mL
CHsCOOH
2 mL de extracto + 2 mL de H2SOa4
(Concentrado)
2 mL de extracto + 2 mL de NH4OH + 3 mL de
benceno
2mL de extracto + 2 mL de agua + 3 gotas de
FeCls
2 mL de extracto + 2 mL de NaOH (10%)
2 mL de extracto + Pb (OAc)4 (10%)

5 mL de extracto + 5 mL de agua , calentar
2 mL de extracto + 1 mL de agua + 1 mL de
etanol + 1 mL de solucién Draguendorf’s
2 mL de extracto + 10 mL de agua + 2 gotas
de a-naftol etandlico (20%) + 2 mL de H2SO4
(concentrado)

2 mL de extracto + 1mL de agua + 1 mL de

etanol + 3 gotas de FeCls
2mL de extracto + 2mL de HCI (2 N)

2 mL de extracto + 2 mL de CHCIz + 2 ml de

H2S04 (concentrado)

Coloracion rojo oscuro

coloracioén violeta a azul

Precipitado blanco

Coloracion roja

Precipitado verde

Coloracion amarilla
Coloraciéon amatrilla

Aparicion de espuma

Precipitado color naranja

Anillos color violeta a

rojizo en la unién

Formacion de anillo color
azul a verde oscuro
Coloracion de rojiza a
purpura
Anillo café a rojizo en la

unién

7.4 Actividad antimicrobiana de los extractos de R. discolor

Para poder evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos se realiz6
el método de microdilucion en placas debido a que se obtiene una mayor

sensibilidad para medir la inhibicion de crecimiento, la técnica esta basada en poner
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en contacto directo al microorganismo con el antimicrobiano en este caso con cada
tipo de extracto en el mismo medio de cultivo (Taroco et al., 2008). El ensayo se
realiz6 de acuerdo con los métodos de referencia CLSI M7-A7 para bacterias
(Clinical Laboratory Standards Institute 2006) y M27-A3 para levaduras (Clinical
Laboratory Standards Institute (NCCLS) 2002) para los extractos crudos de R.

discolor.

Para ello, se pesaron 64 mg de cada extracto y se disolvieron en 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO). Luego se diluyé en 5 mL de agua destilada estéril para
obtener una concentracion final de 12.8 mg/mL (esto también se realiz6 para
eliminar la accién microbicida del DMSO 1%). Cada extracto fue almacenado en
alicuotas de 0.5 mL en tubos Ependorff y se mantuvieron almacenados -20°C hasta

Su uso.

Los microorganismos de interés clinico (bacterias y levaduras), fueron preparados
a partir de una suspension proveniente de un cultivo de 24 h en medio de agar
Mueller-Hinton (MH) y Agar Dextrosa Saboraud (SDA) para bacterias y levaduras,
respectivamente. Luego, se re-suspendieron de 3 a 5 colonias aisladas de cada
microorganismo en 5 mL de caldo MH y medio RPMI-1640 para bacterias y
levaduras, respectivamente. La suspension se incubd durante 2-6 h hasta lograr
una turbidez comparable al estandar, 0.5 unidades de la escala de McFarland
equivalentes a 1x10%® UFC/ml para bacterias y de 1x108 - 5x10® UFC/mL para

levaduras.

Una vez obtenido los in6culos, se utilizé la metodologia propuesta por Rodriguez-
Hurtado (2015) para la evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de
microdilucion. De cada extracto a una concentracion de 12.8 mg/mL se colocaron
150 pL en los pocillos de la microplaca, mas 150 pL del in6culo de cada uno de los
microorganismo. Después, las microplacas fueron incubadas a una temperatura de
37°C durante 24 horas pasado este tiempo se midio la densidad optica (DO) en un
lector de microplacas a 490 nm (Bio-Rad,USA) (Cantén et al., 2007) (Cercenado
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Emilia, 2008). Las pruebas fueron realizadas por triplicado. El porcentaje de

inhibicion fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Absorbancia del tratamiento control—-Absorbancia de la muestra

% de inhibicién = ( ) x 100

Absorbancia del tratamiento control

Donde:

Absorbancia del tratamiento control: corresponde tratamiento positivo de

crecimiento (Medio de cultivo inoculado con el microrganismo, T(+))

Absorbancia de la muestra = corresponde a cada uno de los tratamientos con los
extractos (Medio de cultivo inoculado con el microorganismo mas el extracto a

probar)

En la figura 5 se muestra el disefio de la placa para la técnica de microdilucién, se
T(+) corresponde al tratamiento positivo de crecimiento que contiene el medio RPMI
inoculado con el microorganismo (Bacteria o levadura), el tratamiento de la muestra
( Tm) corresponde a cada uno de los pozos inoculados con medio de cultivo RPMI
mas microorganismo (Bacteria o levadura) y cada uno de los extractos (Hexano,
Diclorometano, Acetato de etilo, Metanol y Acuoso), el T(-) corresponde al
tratamiento negativo de crecimiento (segun antibiético o antimicotico utilizado de
referencia) y el T(e) corresponde al medio de cultivo con cada uno de los extractos.,

en cada uno de los tratamientos se realizaron por triplicado.
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Controles

}

Extractos T(m) |, il AcetFt Mat Ar T T Tle)

Microorganismos
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leva 1 (n=3)

Figura 5. Disefio de la microplaca utilizado para el ensayo de microdilucion.

7.5 Concentracion minima inhibitoria, Concentracion minima bactericida y
fungica.

El ensayo de microdilucién en placas se realizdé de acuerdo con los métodos de
referencia CLSI M7-A7 para bacterias (Clinical Laboratory Standards Institute, 2006)
y M27-A3 para levaduras (Clinical Laboratory Standards Institute, 2002) para los
extractos crudos de R. discolor que presentaron porcentajes de inhibicion
superiores al 50%, se determiné la suceptibilidad de los extractos sobre los
microoganismos de estudios. Brevemente, se prepararon diluciones dobles
seriadas de los extractos metandlicos y acuosos en microplacas de 96 pocillos en
caldo Mueller-Hinton para bacterias o0 medio RPMI 1640 para levaduras. Para ello,
se agregd a cada pocillo 150 yL de cada uno de los inoculos de las cepas
bacterianas y levaduras preparadas como se describieron anteriormente. Luego se
adicionaron 150 pL hasta concentraciones finales seriadas entre 12.8 a 0.02 mg/mL
de los extractos. Las placas fueron selladas durante el periodo de incubacion para
reducir la evaporacion, al finalizar este tiempo, se midio la densidad 6ptica 490 nm
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en lector de microplacas. La CMI se calculé6 como la minima concentracion del
extracto que inhibe completamente el crecimiento bacteriano y se expresé en
mg/mL. Se siguié el mismo procedimiento para el control de esterilidad (280 uL
caldo + 20 yL extracto), control negativo (280uL caldo + 20 yL DMSOQO) y para el
control positivo (280 pL caldo + 20 pL de los antibidticos Gentamicina® o
Vancomicina® (12.8 mg/mL-0.02 mg/mL) o Fluconazol y anfotericina B como
antimicoticos (12.8 mg/mL — 0.02 mg/mL). (MIC Testing, 2006), (Ruiz, 2013).

Las concentraciones bactericida minima (CBM) y las concentraciones fungicidas
minimas (CFM) fueron determinada a partir de las concentraciones de los extractos
que mostraron completa inhibicién del crecimiento bacteriano, en el ensayo de
determinacion de la CMI, se tom6 un in6culo con un asa estéril y se realizd
unsubcultivo en placas de Petri con agar MH y SDA. Las placas inoculadas se
incubaron a 35 + 2 °C durante el tiempo adecuado para cada bacteria y levadura,
24 h, luego del cual se evalu6 la presencia o no de crecimiento de colonias
bacterianas. La CBM y CFM se calculd6 como la minima concentracion del
compuesto que no permite el crecimiento visible de colonias en la placa de Petri. En
caso de observarse crecimiento, se concluyé que esa concentracion del extracto

produce un efecto bacteriostatico (Russell, 1978; Hallet et al., 1995).

7.6 TLC-Bioautografia

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se emplearon placas semi-preparativas
de silica gel 60 F2s4 Merck (20 x 20 cm, 2 mm de espesor, Merck). El seguimiento
de la separacién de los compuestos se llevo a cabo a través de la observacion de
los perfiles cromatograficos bajo la luz ultravioleta (longitud de onda corta (A= 254
nm y longitud de onda larga A= 365) con una lampara (UVP J-124, USA). Se utilizd
el sistema Diclorometano-Metanol (70:30) con el cual se logré previamente la mejor

separacion de los extractos bioactivos.

Para la visualizacion de los grupos de metabolitos en los extractos se utilizaron los

siguientes reveladores:
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e Solucidn 4-hidroxibenzaldehido: 0.5 mg de 4-hidroxibelzahido (Merck), 90mL
de etanol y 10 mL de &cido sulfarico al 98% (Wagner et al., 1996)

e Solucidn Vainillina-H2S04: 0.5 mg de vainillina (Merck), 100 mL de etanol y 5
ml de Acido sulfarico (10%).

e Solucion Lieberman: 5 mL de anhidrido acético, 5 ml de &cido sulfarico, 50
ml de etanol.

e UV luzlargarosa (365 nm)

Rs= L1/L2; en donde L1 corresponde a la distancia recorrida por la muestra desde
el punto de aplicacion hasta el frente del solvente y L2 es la distancia del frente del
solvente (Lorenzo et al., 2006), (Ramirez, 2009)

Se realiz6 la técnica de bioautografia directa con el fin de encontrar los grupos de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de los extractos activos
(metandlico y acuosos) obtenidos anteriormente. Se inocularon las placas con 5 uL
extracto (12.8 mg/mL) y se eluyeron utilizando el sistema de (diclorometano-
metanol: 70:30). Luego, las placas se secaron bajo una corriente de aire en
movimiento rapido durante la noche, para eliminar las trazas de disolvente sobre las

placas.

Los cromatogramas preparados se rociaron con la suspension bacteriana o de
levaduras ajustadas a una concentraciéon 0.5 MacFarland (1x108 UFC/mL), este
proceso se llevd a cabo en un Campana de flujo laminar (Marca VECO). A
continuacion, las placas se incubaron durante la noche a 35°C y 100% de humedad
relativa y en oscuridad. Después, los cromatogramas fueron rociados una solucion
de 2 mg/mL de azul de tetrazolio (TNBT) Sigma®) (Begue y Klein, 1972) y se
incubaron durante 5 a 10 min a temperatura ambiente. Se determiné la actividad
antimicrobiana en el cromotograma identificando asi con las bandas blancas
indicaron que no se produjo la reduccion de TNBT al formazan coloreado debido a
la presencia de compuestos que inhibian el crecimiento de los microorganismos
ensayados. (Nostro et al., 2000), (Nadinic et al., 2002) .
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7.6 Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

Los analisis cromatogréficos se realizaron de acuerdo con la metodologia descrito
por Garcia-Varela et al. (2015) con diferentes modificaciones. La separacion se llevo
a cabo en una columna EVO C18 (150 x 2.1 mm, 5 um de tamafo de particula,
Phenomenex). La fase moévil consistio de dos solventes: acido acético al 1% (A) y
metanol (B), iniciando con 20 % B y usando un gradiente hasta obtener 50 % a los
18 min, 80 % a los 19 min 'y 20 % a los 20 min. Se utilizé un flujo de 0.21 mL/min
con una temperatura de 40 °C y un volumen de inyeccion de 10 uL. La adquisicion
de datos espectrales se hizo en un rango de 200 a 600 nm y se capturaron los
cromatogramas a 254 nm. Los analisis CLAR-DAD se llevaron a cabo en un equipo
Acquity Arc (Waters) equipado con bomba cuaternaria, desgasificador,
automuestreador, horno de columna y detector de arreglo de diodos. El sistema
HPLC-DAD fue controlado por el programa Empower 3 (Waters). La cuantificacion

de compuestos fendlicos fue realizada utilizando estandares externos.

7.7 Andlisis estadistico

El analisis estadistico para la actividad antimicrobiana se desarroll6 usando el
programa estadistico SigmaStat V 4.0. Los datos obtenidos se analizaron como un
disefio completamente al azar, seguido de una comparacion de medias por el
método de LSD de Fisher, p < 0.001 fueron considerados como estadisticamente

significativo.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo, obtuvieron 5 extractos crudos de distintas polaridades, a partir de

hojas de R. discolor: Hexanico (H), Diclorometano (DM), acetato de etilo (AE),

metandlico (M) y acuoso (Ac), cuyas caracteristicas organolépticas se muestran en

el cuadro 6.

Cuadro 6. Caracteristicas organolépticas de los extractos crudos de R. discolor

Caracteristica H DM M Ac
Color Verde Verde oscuro Cf".‘fe Rojizo morado
rojizo
Olor Herbal Olor especias Olor aliaceo Herbal Dulce, herbal
Sabor Herbal Herbal Astringente Herbal Dulce
Espesa Oleaoginosa Terrosa y con
Consistencia b y Arenosa 9 Y Arenosa cristales

chiclosa

caramelizados

El porcentaje de rendimiento de cada uno de los extractos se calculé a partir del

peso inicial de 20 g de material vegetal seco y pulverizado, como se muestra en el

Cuadro 7.

Cuadro 7. Porcentaje de rendimiento de los extractos

Extracto Peso del extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano 1.0110 £ 0.26 5.06 £ 0.20
Diclorometano 0.8861 £ 0.13 443 £0.01
Ac. Etilo 0.5739+1.41 2.87+0.18
Metanol 2.9401 £ 0.20 1470+ 0.21
Agua 5.8677 + 0.46 29.34+0.42

Los porcentajes de rendimientos mas altos fueron alcanzados en los extractos

acuoso y metandlico (29.34 % y 14.70 %, respectivamente), de igual manera a lo

reportado Dominguez-Ortiz (2003) quien obtuvo un mayor rendimiento en el

extracto acuoso, utilizando una cantidad inicial de material vegetal obtenido de hojas

de 2200 g.
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8.2 Anadlisis fitoquimico preliminar de los extractos

Para determinar la composicion quimica de las plantas medicinales y conocer sus
constituyentes biologicamente activos se realizé un tamizaje fitoquimico preliminar
por colorimetria. El analisis fitoquimico preliminar de los extractos crudos obtenidos
de las hojas de Rhoeo discolor nos muestra la presencia de una gran cantidad de
metabolitos secundarios tales como terpenos, taninos, cumarinas, flavonoides,
saponinas, fenoles, alcaloides, antocianinas principalmente en los extracto

metandlico y acuoso (Cuadro 8).

Cuadro 8. Tamizaje fitoquimico de los extractos de Rhoeo discolor

Metabolitos secundarios Extractos

Hexano Diclorometano Acetato de etilo Metanol Acuoso

Terpenos - + - + ++
Glucésidos - - - - -
Proteinas - - - - ++
Emodinas - - - - -
Taninos + ++ ++ +4
Cumarinas - - + 4+ ++
Flavonoides - - ++ +++ -
Saponinas + + + T+ ++
Alcaloides - - - ++ ++
Carbohidratos - - + - ;
Fenoles + - ++ 4+
Antocianinas - - - - F++
Esteroides - + - + +
+++= Fuerte, ++= Medio, += Poca presencia, - = Ausencia. La clasificacion se baso en la

observacion de la intensidad del color y cantidad del precipitado.
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Las observaciones a cada grupo de metabolitos secundarios en los extractos crudos
de R. discolor se describe a continuacion:

Terpenos: Los extractos de diclorometano y agua, presentaron coloracién rojo
oscuro, para el caso del diclorometano la presencia de taninos fue poca y en el

extracto acuoso tuvo presencia media.

Glucosidos: No se observo ninguna coloracion en tono violeta o azul, en los cinco

extractos.

Proteinas: El extracto que mostro presencia media fue el acuoso, visualizandose

un precipitado de color blanco.

Emodinas: No hubo presencia de coloracion roja en cualquiera de los cinco

extractos utilizados.

Taninos: De los cinco extractos utilizados solo en cuatro se visualiz6 un precipitado
verde que indica la presencia este grupo de compuestos, sin embargo la ausencia

de estos se observo en el extracto de acetato de etilo.

Cumarinas: El extracto metandlico mostré una presencia fuerte de coloracién
amarilla caracteristica de la presencia de estos compuestos, los extractos acetato
de etilo y acuoso mostraron presencia poca y media, respectivamente, sin embargo

los extractos que no mostraron ese color fueron el hexanico y diclorometano.

Flavonoides: La coloraciéon amarilla indicada en la prueba para estos compuestos
se visualizo en los extractos acetato de etilo y metanol, en presencia media y fuerte,

respectivamente.

Saponinas: La persistencia de la espuma se consiguio en el extracto metandlico de
manera constante, en el caso de los extractos hexanico, acetato de etilo,
diclorometano y acuoso la persistencia de espuma fue poca para los primeros tres

y en el caso del acuoso la persistencia fue media.
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Alcaloides: Los extractos del tipo metandlico y acuoso mostraron presencia media
del precipitado naranja caracteristica de este grupo de compuesto, los extractos

restantes mostraron ausencia de precipitado naranja.

Carbohidratos: Para esta prueba los extractos mostraron ausencia de anillos color
violeta a rojizo, que indicaban la presencia de estos compuestos, sin embargo hubo
una excepcion en el extracto acetato de etilo que mostré6 poco presencia de esta

caracteristica.

Fenoles: El anillo color azul a verde oscuro tuvo alta presencia en los extractos
metandlico y acuoso, presencia media acetato de etilo, poca presencia en el

extracto hexanico y sin presencia en el extracto diclorometano.

Antocianinas: Las antocianinas se hicieron presentes mostrando una coloracién

purpura unicamente en el extracto acuoso.

Esteroides: El anillo de color café caracteristico en la prueba positiva para
deteccién de este grupo de compuestos, se mostré con poca presencia en los

extractos diclorometano, metandlico y acuoso.

Estos resultados son similares a lo reportado por Dominguez-Ortiz, (2003), vy
Parivuguna et al. (2008) donde observaron la presencia de esteroides, saponinas,

terpenoides, flavonoides y fenoles.

8.3Actividad antimicrobiana de los extractos de R. discolor

En el cuadro 9, se muestran los porcentajes de inhibicibn de la actividad
antimicrobiana de los diferentes extractos de hojas de R. discolor a una
concentracion de 12.8 mg/mL en bacterias y levaduras. Los ensayos de
microdilucién en placa mostraron que los extractos metandlicos y acuosos en la
mayoria de las cepas de bacterias y de levaduras probadas mostraron porcentaje
de inhibicion > 50% de la actividad microbiana. Siendo los valores mas altos para
las bacteria S. tiphi ATCC 6539 con valores del 58% y 54% para los extractos
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metandlico y acuoso, respectivamente. Para las levaduras C. krusei ATCC 6258 el
extracto metandlico mostro un 60% mientras que el extracto acuoso inhibié en un
57%

Cuadro 9. Porcentajes de inhibicion de la actividad antimicrobiana de bacterias y

levaduras
Microorganismos Porcentaje de inhibicion en los extractos (%)

Bacterias Hexano Diclorometano Aceetzltg de Metanol Agua
Escherichia coli AC 24+0.032 21+0.04¢ 36+0.01° 51+0.02¢ 54+0.01¢
Escherichia coli ATCC 25922  28+.0.012 25+0.01¢ 11+0.01° 50+0.02¢ 53+0.01¢
Salmonella tiphi AC 27+0.022 23+0.01¢ 44+0.02> 51+0.02¢ 54+0.02¢
Salmonella tiphi ATCC 6539 21+0.032 14+0.02¢ 38+0.01>  54+0.03¢ 58+0.02¢
Staphylococus aureus AC 31+0.042 2+0.01¢ 40+0.03> 52+0.019 50+0.02¢
g’;%hy'ococus aureus ATCC  31,0,03 2+0.01° 42+0.02°  50£0.01¢ 52+0.01°
Shigella frexnery AC 21+0.012 10£0.01¢ 27+0.01>  41+0.02¢ 41+0.01d
Shigella frexnery ATCC 8224 24+0.012 10£0.01¢ 30+0.02°>  42+0.02¢ 41+0.02d

Levaduras Hexano Diclorometano Aceetzltg de Metanol Agua
Candida krusei AC 510.012 14+0.02¢ 8+0.02b 52+0.03¢ 51+0.01d
Candida krusei ATCC 6258 26+0.022 17+0.02¢ 29+0.01>  60+0.02¢ 57+0.01¢
Candida glabrata AC 11+0.022 0c 2+0.02b 51+0.02¢ 50+0.01d
Candida glabrata ATCC 138 34+0.032 21+0.01¢ 16+0.01° 50+0.01¢ 51+0.01¢

Nota: AC: Aislado clinico. ATCC: American Type Culture Collection (cepas de referencia).
El andlisis LSD-Fisher con un valor de P = <0.001. Las letras iguales representan la
diferencia significativa entre los tratamientos en cada microorganismo de prueba.

El interés en el estudio de R. discolor como fuente de sustancias antimicrobianas
surge a partir del conocimiento de sus actividades biolégicas previamente

reportadas y de algunos antecedentes existentes acerca de sus estudios quimicos.

En el presente trabajo se encontré que los extractos mas polares (metandlico y
acuoso) poseen la mayor actividad antimicrobiana. La mayoria de los estudios han
seflalado que los extractos de tipo alcohdlico y acuosos a partir de hojas de R.
discolor muestran actividad biolégica contra diferentes bacterias. Al respecto, se ha
reportado que el extracto acuoso de R. discolor mostré un porcentaje de inhibicion
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contra la bacteria Shigella flexnery del 50% a concentraciones de los extractos de
32 mg/mL, 16 mg/mL y 8 mg/mL mediante ensayo de difusién en gar (Dominguez-
Ortiz, 2003) mientras que en este estudio con una concentracion de los extractos
de 12.8 mg/mL se encontré que los extractos de alta polaridad (metandlico y

acuoso) presentaron 41-42%contra Shigella flexnery ATCC 6538 y AC.

Por otro lado, Santiago-Pérez (1996) reportd que los extractos acuoso de hojas de
R. discolor presenta inhibicion significativa de crecimiento bacteriano de S.aureus
similares a lo reportado en este estudio.

Parivuguna et al., (2008) reportaron actividad antimicrobiana de los extractos de
hojas de diferente polaridad (éter de petréleo, benceno, cloroformo, metanol y agua)
de R. discolor contra ocho cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus citrus, Serratia sp. Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Proteus vulgaris encontrado un efecto dosis
dependiente de la actividad antibacteriana. En este estudio los extractos de baja y
mediana polaridad (hexano, acetato de etilo y diclorometano) no presentaron
actividad antimicrobiana, esto probablemente a la baja presencia de metabolitos
encontrados por el tamizaje fitoquimico (Cuadro 8).

Balatero y Matuod (2016) demostraron que S. aureus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli y P. aeruginosa son resistentes al extracto etandlico de R. discolor a
concentraciones de 0.01-0.03 mg/mL quedando con estos resultados demostrado
gue a bajas concentraciones de los extractos, esto debido a la concentracién baja
de compuestos antimicrobianos que pueden encontrarse en el extracto etanolico,
no reportan si existe un porcentaje de inhibicion significativa de crecimiento

microbiano en las diversas bacterias.

En el estudio de Ganub et al., (2017) se ha sugerido que la etapa de crecimiento de
la planta, asi como el lugar de recoleccion influye en la obtencion de extractos

bioactivos. En su caso, no encontraron actividad antibacteriana para los
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microorganismo que ellos probaron, sin embargo consideran que se deben realizar
la evaluacion en otras cepas de microorganismo. En este estudio se tomo en cuenta

la utilizacion de una amplia variedad de bacterias y levaduras.

A partir de estos resultados, se seleccionaron los extractos metandlico y acuoso
para estimar las concentraciones minimas o concentraciones criticas en todos
aquellos microorganismos que presentaron porcentaje de inhibicion =50%. Las
concentraciones para los tipos de bacterias y levaduras variaron en cada especie

de las mismas y también dependiendo el tipo de extracto.

En el cuadro 10, se muestran los resultados del ensayo de sensibilidad bacteriana
y fungicida para el extracto metandlico y acuoso, presentaron valores en las
concentraciones inhibitorias, bactericidas y fungicidas similares para las bacterias
E. coli AC, E. coli ATCC 10836 y S. aureus AC con una CMI de 3.2 mg/mL y CMB
6.4 mg/mL, mientras que para S .tiphi AC, S. tiphi ATCC 6539, S. frexnery AC y
ATCC una CMI de 1.6 mg/mL y CMB 3.2 mg/mL vy en las levaduras: C. krusei AC
y C. glabrata CBS 138, con una CMI de 1.6 mg/mL y CMB de 3.2 mg/mL, para C.
krusei AC y C. krusei ATCC 6258 fueron diferentes, con una CMI de 1.6 mg/mL y
CMB 3.2mg/mL, CMI de 0.8 mg/mL y CMB 3.2 mg/mL, respectivamente.

Por otro lado, se observaron valores especialmente bajos de concentraciones
minimas inhibitorias y concentraciones minimas bactericidas para S. tiphi AC y S.
tiphi ATCC 6539, con el extracto acuoso. No se encontro efecto del disolvente sobre
las células microbianas, por lo tanto la presencia de principios activos en los

extractos le confieren la actividad bacteriostatica o bactericida.
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Cuadro 10. Concentraciones minimas inhibitorias, bactericidas o fungicas, del
extracto metandlico y acuoso.

Extracto Metanélico Extracto Acuoso
Microorganismos CMI CMB CMF CMmI CMB CMF
(mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

E coli AC 3.2 6.4 3.2 6.4
E.coli ATCC 10836 2 6.4 3.2 6.4
S. tiphi AC 1.6 3.2 0.8 1.6
S. tiphi ATCC 6539 1.6 3.2 0.8 0.8
S, aureus AC 3.2 6.4 3.2 6.4
S. frexnery AC 1.6 3.2 0.8 1.6
S. frexnery ATCC 1.6 3.2 0.8 1.6
8224
C.krusei AC 1.6 3.2 16 3.2
C.krusei ATCC 0.8 3.2 1.6 6.4
6258
C. glabrata AC 6.4 1.6 1.6 3.2
C. glabrata CBS 1.6 3.2 0.8 3.2
138

Nota: CMI: concentracidon minima inhibitoria, CMB: Concentraciéon minima bactericida,

CMF: concentracién fungicida minima.

No hay reportes que sugieran la Concentracion minima inhibitoria de extractos de
R.discolor, sin embargo se han realizados multiples estudios en extractos vegetales
provenientes de otras plantas. Las concentraciones minimas inhibitorias y
bactericidas reportadas en plantas como Cassia alata, Shinus terebintifolius y
Eucalyptus sp, oscilan en un rango de 2.58-0.32 mg/mL, en bacterias de Aeromonas

salmocida (Nufez et al., 2002).

En todos los estudios de busqueda de CMI y CMB de extractos vegetales se
demuestra que los extractos de naturaleza polar son los mas activos para la
inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos, a concentraciones dentro de un

rango de 32 mg/mL a 8 mg/mL. Sin embargo en este trabajo se encontraron valores
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pequefios de CMI y CMB encontrados para extractos metandlico y acuoso de R.

discolor.

8.4 Cromatografia en capa finay CCF-Bioautografia

Los cromatogramas en placa fina de los extractos de R. discolor eluidos con el
sistema diclorometano: metanol (70:30) nos permitio distinguir una amplia cantidad
de bandas en cada uno de los reveladores utilizados (Figura 7). Con el revelador L-
B se detectaron 9 bandas para los dos tipos de extractos, el cual es especifico para
la deteccidn de colesterol, esteres, esteroides y triterpenos. Se detectaron 6 bandas
para el extracto metandlico y 5 bandas para el acuoso con el revelador HS
mostrando coloraciones de azul para fenoles, rojo para terpenos, gris para azucares

y verde para esteroides.

Figura 6. Cromatografia en capa fina de los extractos de R. discolor eluidos con el
sistema: diclorometano: metanol de etilo 70:30. L-B: Liebermann Buchard, HS: 4-
Hidroxibenzaldehido, V-H: vainillina-acido sulfarico y UV Larga: luz UV larga
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Con el revelador V-H se detentaron 4 bandas para el extracto metanolico y 2 bandas
para el acuoso el cual sirve para detectar la presencia de alcoholes superiores,
fenoles, esteroides y aceites esenciales, dando bandas de color rojo, azul-verdoso
y violeta. En luz UV de onda larga se detectaron 11 bandas en los dos extractos

metanadlico y acuoso.

A cada una de esas bandas enumeradas de arriba hacia abajo, se les calcul6 su
factor de retencién (Ry), los cuales son mostrados en el cuadro 11.

Cuadro 11. Rrde las bandas encontradas mediante cromatografia en Capa Fina

de los extractos de R.discolor utilizando a fase moévil Diclorometano: metanol

70:30
Metanol Acuoso
Banda UV-L L-B V-H HS Uv-L L-B V-H HS

Rf (cm) Rf (cm)
1 0.86 0.96 096 0.86 0.96 0.96
2 0.77 0.86 0.86 0.77 0.86 0.86
3 0.68 0.68 0.68 0.68 0.68 0.68
4 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57
5 0.51 0.51 051 0.1 0.51 0.51
6 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
7 0.31 0.31 0.31 0.31
8 0.26 0.26 0.26 0.26
9 0.19 0.19 019 0.19 0.19 0.19
10 0.14 0.14 0.14 0.14
11 0.1 0.1

En la figura 8 se muestran las imagenes de CCF-bioautografia de los
microrganismos bacteria y levadura respectivamente, S. tiphi y C. krusei quienes
fueron los que mostraron mayor facilidad para revelar la inhibicién del crecimiento
por la ausencia de color del reactivo TNBT, y asi poder detectar los grupos de
metabolitos y/o compuestos activos para la inhibicion antimicrobiana, sin embargo
aunque se realizo la técnica CCF-bioautografia para todos los microrganismos
algunos no se visualizo bien la coloracion azul del TNBT, esto debido al

metabolismo de cada microrganismo ya que existen otros que dificilmente lo hagan.
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Figura 7. CCF-Bioautografia de los extractos metandlico y acuoso de R. discolor.

En el cuadro 11 se muestran los valores de Rf de los compuestos antimicrobianos
presentes en diferentes extractos se eluyeron con diclorometano: metanol (70:30)
contra las bacterias S. thipi ACy ATCC 6539y las levaduras C. krusei AC y C.krusei
ATCC 6258 evidenciado con la ausencia de coloracion del azul del reactivo utilizado
(Azul de Tetrazolium). En algunos casos, no se observo inhibicién del crecimiento
microbiano basado en la reaccion de coloracion del TNBT o debido al tipo de método
utilizado de bioautografia ya que puede variar el resultado al hacerlo por bioatografia
directa o por contacto. La ausencia de actividad puede deberse a la evaporaciéon de
los compuestos activos, a la fotooxidacion disminuyendo la cantidad del compuesto
activo. También es posible que el sinergismo desempefie un papel importante en
los extractos que estaban activos cuando se determind la concentracion minima
inhibitoria de la mezcla, pero los compuestos separados no presentan actividad

antimicrobiana basada en la bioautografia.
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Cuadro 12. Inhibicién de crecimiento en TLC-Bioautografia de los extractos
metandlico y acuoso

Bandas Total % de
Microrganismos  Extractos R . de inhibicion
activas .
bandas relativa
Metanélico 0.86, 0.77,0.68,0.57,0.51,0.4,
Salmonella tiphy 0.31,0.19,0.14 9 11 81
AC ACUOSO 0.86, 0.77, 0.68,0.57, 0.51, 9 11 81
0.4,0.31,0.19,0.14
Metandlico  0.86, 0.77, 0.68, 0.57, 0.51, 0.4, 0.31, 8 11 72
Salmonella tiphy 0.26
ATCC 6539
Acu0SO 0.86, 0.77, 0.68, 0.57, 0.51 5 11 45
Metandlico 0.86, 0.77, 0.68, 0.19,0.14
Candida krusei 5 11 45
AC 0.86, 0.77, 0.68,
Acu0s0 0.57,0.51,0.19,0.14.,0.1 8 11 2
. 0.4,0.36,0.31, 0.19
Candida krusei Metanélico 4 11 36
ATCC 6258 ACLOSO 0.57,0.51, 0.4, 0.31, 0.26, 0.19, 8 11 72

0.14,0.1

Las zonas de inhibicion nos indica la presencia de los metabolitos secundarios,
como se encontré de acuerdo al analisis de fitoquimica preliminar los cuales en los
extractos de naturaleza polar se encontraron compuestos como Terpenos, Taninos,
Cumarinas, Saponinas, Alcaloides y Antocianinas y principalmente Fenoles. Estos
coinciden con lo encontrado por Nikam et al., (2003) en donde los resultados de
fitoquimica revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, terpenoides, taninos y

fenoles.

La actividad antibacteriana de R. discolor no depende de un solo compuesto, ya que
en la bioautografia de cada uno de los microrganismos evaluados se observaron
halos de inhibicién correspondientes a compuestos con diferente Rf. Se ha
reportado que los extractos acuosos ricos en fenoles de R. discolor mostraron
actividad antimicrobiana frente a Gram positivas: Listeria inocua y Streptococcus
mutans, Gram negativas: Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, asi como al

hongo patdégeno Candida albicans (Garcia-Varela et al., 2015).
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8.5 Andlisis quimico del extracto con mayor actividad biologica

La evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos de R. discolor condujo al
analisis quimico de los extractos metandlicos y acuosos, debido a que fueron los

gue presentaron la mayor actividad antimicrobiana.

8.5.1 Determinacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales en los extractos de diferente polaridad de R.discolor,
se cuantificd por el método de Folin-Ciocalteu. La cantidad de fenoles se reporta en
base a equivalentes de acido galico a partir de una solucion stock de 1000 ppm, de
la cual se obtuvo una curva estandar (Anexo I). Las concentraciones de fenoles

totales obtenidas se muestra en el cuadro 13.

Cuadro 13. Concentracion de fenoles totales en los extractos bioactivos de R.

discolor.
Extracto Concentracion (ug EAG /mg de Extracto seco)
Metanol 43.27+0.592
Acuoso 51.65 +0.24°

Los valores se expresan como la media + desviacion estandar. Tukey p < 0.05. (n=3)

El extracto con mayor concentracibn de fenoles fue el extracto acuoso, en
comparacion al extracto metandlico, esto probablemente se deba a la naturaleza

polar de la mayoria de los compuestos fendlicos.

La cantidad de polifenoles del extracto acuoso de la hojas de R. discolor de este
trabajo fueron 3.06 y 6.08 veces mayor que las reportadas por Garcia-Varela et al.
(2015) en el extracto acuoso de hojas secas hervidas y no hervidas (16.9 y 8.5 ug
EAG/mg de extracto seco, respectivamente), evidenciando que la extraccion acuosa
asistida por ultrasonido utilizada en este estudio, incrementé la eficiencia de la
misma (Proestos y Komaitis, 2006), al reducir el riesgo de la degradacion térmica

de al utilizar temperaturas de 25°C (Kimbaris et al., 2006)
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8.5.2 Determinacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales se empleé el método de NaNO:2 — AlICl3
(Dewanto et al., 2002). El contenido de flavonoides se determiné mediante la curva
de calibracion (Anexo Il), teniendo como estandar la quercetina a una concentracion
de 1.5 mg/mL. La mayor concentracion de flavonoides se encontrd de igual forma
en el extracto del tipo acuoso, seguido por el metandlico por una diferencia minima,

pero estadisticamente diferentes. (Cuadro 14).

Cuadro 14. Concentracion de flavonoides totales en extractos bioactivos de R.

discolor
Extracto Concentracion (mg EQ /g de Extracto seco)
Metanol 0.53+£0.008%
Acuoso 0.56+0.006°

Los valores se expresan como media * desviacién estandar. Tukey p < 0.05. (n=3)

El contenido de flavonoides fueron 1.32 y 1.25 veces menores a lo reportado por
Sanchez-Roque et al., (2017) quienes encontraron que extracto metandlico de R.
discolor contenia 0.7 mg EQ/g de extracto seco, cuya fraccién rica en flavonoides

mostro actividad contra el Virus de la Influenza A (H1N1).

8.6 Deteccidén de compuestos fendlicos por CLAR

Mediante CLAR se analizaron los extractos metandlico y acuoso de R. discolor
encontrando la presencia de varios compuestos fendlicos. El extracto acuoso que
fue el mas bioactivo se detectaron la presencia del acido cafeico, acido valinico,
acido ferulico, acido 3-hidroxicinamico, acido 2- hidroxicinamico y acido cinamico.
Asi mismo, se observa la presencia de otros picos mayoritarios no identificados. De
forma similar, Garcia-Valera et al., (2005), mediante el analisis por HPLC reportaron
que los extractos acuosos activos de R.discolor contra varios microorganismos
revelaron un contenido diverso de compuestos fendlicos como, acido cumarico,

acido ferulico.
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Figura 8. Cromatograma CLAR de los extractos bioactivos de R. discolor a 254
nm. A. Extracto metandlico. B. Extracto acuoso. 1. Acido galico, 2. Acido
protocatecuico, 3. Acido cafeico, 4.Acido vanilico, 5. Acido siringico, 6.Acido ferdlico,
7. 3-Hidroxicinamico, 8. 2-Hidroxicinamico, 9. Acido cinamico. Los cromatogramas

en color azul corresponden a los extractos metandlico y acuoso.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo, forman parte de un avance en el
estudio de Rhoeo discolor, esto debido a que es una planta muy utilizada en la
medicina tradicional en diversas partes del pais, principalmente en los estados del
sur, por lo que resulta ser una fuente potencial de estudios y aplicaciones. Los
resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que los extractos de R.
discolor, podrian aplicarse a agentes antisépticos con fines alimentarios y médicos
ademas de que se reportd las concentraciones minimas inhibitorias y minimas
bactericidas y fungicidas las cuales son indispensables para el seguimiento de las
dosis aproximadas de consumo de compuestos obtenidos a base de plantas. Es
importante sefialar que los que los extractos més activos fueron los mas polares, en
especial el extracto acuoso. Esto representa una gran ventaja ya que las compafiias
farmacéuticas favorecen estos procedimientos en la formulacién y aplicacion de

nuevos productos, debido a su bajo riesgo para la salud.
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9 . CONCLUSIONES

Rhoeo discolor posee varios compuestos con actividad antimicrobiana contra

bacterias y levaduras, de interés clinico.

Los extractos de alta polaridad (metandlico y acuoso) mostraron actividad
antibacteriana y antifungica mayor al 50% contra 6 bacterias y 4 levaduras a

concentraciones de 12.8 mg/mL.

Los extractos metandlico y acuoso presentaron efectos bacteriostatico y bactericida
con concentraciones minima inhibitoria superiores a 0.8 mg/mL contra S. tiphi y de

3.2 mg/mL contra C. glabrata.

El analisis de bioautografia de los extractos metandlico y acuoso revelaron al menos
9 componentes antibacterianos mientras que se encontraron 5 componentes anti

fungicos con diferentes zonas de inhibicion.

Es posible que los compuestos fendlicos sean los responsables de la actividad

antimicrobiana de Rhoeo discolor sobre bacterias y levaduras.
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11 . ANEXOS
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