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Resumen

Eschericllia coli (E. colz) es uno de los agentes causales de diarrea severa en niﬁos menores de cinco afios y

,:ndultos mayores de 65 ;La adherencla al epltello del mtestmo, es.uno de os pnmeros eventos que reahza la

debido'ala _ébtividad antimicrobiana de los mlsmos

Los resultados obtemdos mostraron que la: mayona de los extractos mhlben Ia adherencna con - patrén

localizado, excepto el de Geranio EtOH / HZO que posee compuestos con actmdad anumxcrobmna En el




ensayo con la cepa de patron agregallvo se obtuvo mhlblcxon on:los” extractos de Geranlo EtOH / HZO

"~ Geranio liofi hzado y Geramo Evaporado sin’ ﬁltrar pero no’se observo efecto con'j Gemmo Evaporado

filtrado y. Geramo Acetona / Hzo Con respecto al; patron'dlfuso el Geramo'kevaporado v"m ﬁ]trarrmdu_]o

mhlblclon 1mportante (80%), con respecto al extracto Acetona 4 Ha

éste presento efccto‘ ant

tipo dev acuyxdad.

extracto Geramo evaporado fi ltrado no moslro nmgu

: contrlbuyen a mejorar eI estado ch 1c de los pa xentes mfectados con dlcha bacterla.ﬂ‘ 7
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Introduccion

Buscar poderes curativos en las plantas es una priactica muy antigua. Personas de todos loscominentes por

clentos, si.no.es que por mlles de. anos, han bebido mfusxones de p]antas endemxcas que datan e epocas i

prehlstoncas Hay evndencxas de que los Neanderthals que vivi 'r 0s lra u ro plﬁaAr‘ltas;‘como"'

blologlca de su poblacmn

Mexnco es consnderado el tercer pals despues de Braznl y Colombla con' mayor d1versndad blologlca Son dos

Zonas lopografcas la Neolroplcal con elementos ﬂonsucos de] cahdo troplco y la Holearuca con elementos

floristicos de cllmas lemplados Y. fnos, Ins que convergen en nuestro pals lo cual ample‘ca la vanedad de 105 ;

asi tenemos - que 8 mlllones de personas (alrededor del 7 5% ‘de la poblac1on en 198 ) hablan una lengua



nativa. De las 120 familias dé:leﬁéuas qué sef}iiablabm'{ enelpals en el tiempo de ]a:"Corrx_'auis'ta, 54 persisten

v esfuerzos para enlistar las espemes de plantas que uenen propledades cu

“diferentes fuentes y hechos en diferentes escalas, contintian aclualmente (Bye, R: 1 )95). :

Breve historia de la Etnobotanica en México

Durante la primera mitad del siglo del periodo colonial, se copxlaron tres 1mportantes traba_]os en Mex1co .

central. Un primer texto en nahuatl e ilustraciones coloridas por Martm de ]a Cruz sob' (= el estudlo de plantas :




: Flo:'el:lirib. Ld Vt'é’ ca de Fray Bemardx o a traves' e 1a encuesta temétlca y recopl]acxén en la: lengua ,

~después con ilust
. enlistadas p
. Estas tres

.. ~colonialy,.p

conocmuento acumulado por los mlsloneros ‘en la Nueva Espana Esteyneffer compllo el FIor:legzo



Medtcmal como una gum para sus. colegas que estaban salvando almas y cuerpos a ]o largo de la coloma

" Espaiola.’ Un estudxo prehmmar de esta manual publlcado en;1712 mencxona 273 plantas Despues otros'r"ﬂ.

libros recopllan datos sobre Ias plantas uullzadas en 1a practxca medlca en la colonla Carlos III desplerta elr,.:

interés cxentlf ico y promueve ]as cxencla medlcas (mcluyendo botanlca) en la Nueva Espana;fommndo Ia

plantas Medlcmales e’ Maxxmmo Mamnez Plantas Medzcuzales de Mexwa, que sallo publlcado en; 1933,

Este es con51der'1do la Blblxa de las plantas medlcmales de MeXIco contlene mformacxon de 883 especnes y






Las plan‘tas‘_yl_léi diarrea .

En la ]1erbolarm tradlcmnal se consxdera ala dmrrea una enfennedad prmmpalmente “fn'a Pbr esta razc’)n los

remednos tomados para tratar I'x dmrrea son plantas o mezc]as que contrarrestan el tlpo de enfermedad en este

ora), Geranium

'L'xltimos afios, se hd -venido incr menta d € estu o mentA ico de las p]antas con i propoésito de conocer sus

’ prmcnplos acuvos y el mecamsmo de accmn de los mlsmos (Argueta, Y 1994)



_El género Geranium

Sinaloa y»‘:Sandfz‘l '

ciertas reas como la Sierra:Madre del noreste de los estados de Durango,. Chihuahua,

(Moore, E. 1943).

Su taxonomla presenta una serie’ de problemas que se han 1do acarreando desd > huc 'mucho uempo.

errores en la gum taxonomlca, asi como contradxccnones y las’ descnpmones no son; coherentes.’Khuth,'por

“baso su estudio 'r;n';cjemplares del

: ‘otro, 1:1do, _como es_t:ovstumbre de los autores del_ ~“D S Pﬂanzenrr ch”

herbario Europeo, . negando  las’ colecciones -del - continente *Americano. . Esto ‘dio” como resultado una




kmterpretacxon 1nadecuada de las espec1es mextcanas Tamblen mcluyo gran parte del trabajo de Hanks y

”Sm'lll sm hacer correcctones o comentanos, lo que contrlbuyo en la preservacnon de los errores que hasta .

entonces se hablan cometldo Sm embargo es el trabajo de Knuth y Relche, en el Das Pﬂenzenrelclz, el que_ .

presema una me_|or descrlpcnon del genero y f Ja Ias bases taxonomxcas para las especies mas representatlvas. :

“En estek trabajo se’ agmpan 250 espemes en 3 "

anuales, aunque se ha descnto que G seemanm es una de ‘cort' vnda que crece en dlferentes epocas del ano

despues de un penodo de vegetatlvo. En el valle de Mexxco esta famllla se encuentra representada por los

: generos. Geramum y Erodxum. u
Por lo atractivo de sus flores y follaje los geranios también se cultivan con fines ornamentales. El nombre

10

: ecc10nes dmdldas por la duracmn habito;* nzoma“‘ o]1a_|e s



geranio deriva de la raiz griega geranos, que Sighiﬁca gfu'lla,r"feﬁriéﬁdaysé' ala bprecu'liarw forma de los frutos

“que semejan el pico de ‘esa‘ave, que es comiin de todos los geranios.

‘La famnha se dxstnbuye en casx todo Europq, Asna y el norte de Afnca, de donde es ongmana y es un

'componente de—casrtodo el b que ya que crec en'una gran vaneda de suelo Es una especxe bastante

‘que crece bastante blen en suelos-con altos mdlces contammacxo por metales esados encontrandose

expenmentalmente que puede absorber rapxdamente cadmlo, el cual tlende a acumular en. las ho_|as (Quuano,

‘L. 2003).
Usos de los Geranios

La mayoria de los geramos se usan de fonna tradlclonal para combatlr las dlarreas. Este genero de plantas ha .

eritemas, prurito y vulvovaginitis.

11




'lieﬁé 'p’jropiié'dndés‘mla'lgésicas y ahtiséplicas, y lo constituyen mas de

El aceite esencial de G. robertiani

100 compdﬁehfe'sf de ibsftélizilés' al"menos’ 72';est_z'g|if identificados.” Entre ellos se encuentran principalmente

n1onoteme|io§ y. 13‘kﬂkz=1k\:'kon<;idé‘sj ‘(Quuano,"L’. 2'003)\,7 e

iel, "diversas infecciones asi

5. También se demostré que esta planta'tiene actividad éohtra'ihﬂ@iénzjiyl'A'y B,

contra el viri‘lsf'del Herpes simplex tipo.1'y2 (HSV:]. e los ¢Xtractb§ acuosos de
esta planta, Que;cdnt‘enianide 29%a 49% de taninos y 0.05% a 1% dé,ﬂi\\/onqides, teman aé(i\{idad in vitro

12




contra HSV ] y HSV 2 asn como en un modelo ammal (Serked]leva,] 1999)

fj,purlf cados' para atrapar,radlcales 11bres.(Akdem|r S. ‘2001) Esta espec1e tamblen se ha estudlado en

”f'k'Mong,oha, donde se observé la mﬂuencna de extractos metandlicos sobre la a—amxlasa en ratones mhxblendo

ln enzima en un 43 9% (Kobayasm K et a[., 2003).

Tipos de Diarreas

La diarrea se deﬁne cdmo el incremento en el nimero de evacuaciones en un lapso de 24 horas;' asi como la

dlsmmucmn de la consxstencm' o la existencia de por lo menos una evacuacxon co sangre acompanada de

dlsmmumqn'd a: on51stencxa (Ve]azquez, R..2001). Las causas de ]as dlarreas son muy dlversas, pero‘

' ‘*purédyeh;agruparse

“alimentos; carencia’ de’ algunas

ausa  es’ extraintestinal: ‘toxinas,: gérmenes parasitos,

1- Exégenas; -

- vitaminas;

inflamacién, degeneracién tuxﬁbrés;*

2. Orgénicas: se debe a lesiones de la pared intestinal,

3.- Endbgenas: :la causase encuentra en el -mismo’

alteraciones gistricas, pancreaticas, hepaticas, endo



define asi a aquellos cuadros diarreicos:cuya duracién es de 7.a 14 dias. Es la forma mas frecuente de'la

n dé]dr'durante' la'fdéfeca‘cié‘

inhémﬁﬁbﬁi} d e mca ‘debida a bacterlas y /o accu)n de cttotoxmas (Reyes, L. 2000)

Importancia de la diarrea en el mundo

Las enfermedades dlarrexcas contindan siendo una de las prmcnpales causas de. morbllldad y mortalldad en

nifios de todo e mundo swndo seglin la Orgamzacnon Mundlal de:.la Salud :OMS) la segunda causa de

muerte mfanul después de las mfeccmnes resplratonas De acuerdo a la OMS al afio mueren’1.3 mlllon_cs de

por mmuto (Ve]azquez ‘R. 2001)

Por otro lado, las diarreas de tipo exégeno 6 enfermedades transmitidas por'élimentos, (Foodborne) son,

14



segun Ia OMS uno de ]os problemas mas ampllamente dxstnbuldos de] mundo contemporaneo. La mmdenma

T del problema dc los allmentos contammados es dlf'c1I de estlmar, pero la OMS reporla que solo en'el aﬁo" T

_2000 murlgron;Z ] mlllones de personas por padecnmlentos dlarrelcos y. ul gran 'porc maje se: atnbuyen a

klcas, ya

“--alimentos contaminados, Ly ria de: las enfermedades por ahmento contamm 0550 espor

: hospxtalxzacnon y pérdidaide la product:vndad Otro eJemplo es:la reemergencia del célera‘en Peri en ,'19971" .

: que produ_jyo, una pérdida de_SOO mlllones de délares en‘exporta:cylpn_es_ e pescado y productos (OMS)

Importancia de la diarrea en México

La diarrea’es Una enfermedad infecciosa que padecéh “fir uentemen “la’mayoria de-los nifios, es la cuarta

o afios de edad

‘ dlarre'1 por cada IOOVOOO nifio menores. de cinco afios fue de 212 3 n-1984 ,dlsmmuyo 60.4" en 1993 »

: Postenormcnte al mxcno de la epldemla de colera en Mexlco, en 1991, ha habldo una dlsmmucxon de 15% en

~15




la notificacién del problema, lo cual se relaciona con las medidas tomadas para el control de la epidemia

" (Velizquez, R, 2001),

Patbogenos causantes de diarrea

',En 1972 se delecta el prlmer agente viral causante de la dmrrea denommado v1rus de Norwalk Este virus se

. delos Adenov1rus como causa de dlarrea en mnos hospltahzados




. Yersenia - enterolitica

- sp., Pleisomonas’sp.y Campylobactersp. .-~ .= =
Entre las bacterias, E." coli-es considerada como uno los mds importantes agentes asociados con cuadros

17






vulneris (Eslava, C.et al., 200 1) ;

L‘ coli O 157 H7 ejempllf‘ca este proceso de evolumon en dos pasos. La |nfeccmnes con esta cepa son del



orden de 20 OOO enfemws y 250 muertes prmcxpalmenle en pmses como E U Argentma, Alemama Japon,' ;

S Cannda e lnglaterra ESt’l cepa produce cohtxs ]1emorrag|ca que es clmlcamente dlstmta de los otros tlpos de

- dxarrea causad'ls por bactenas enteropatogems La adqmslclon de determmantesyde V|ru1encxa mcluyen 1slas,~

: lde patogemcndad que codlﬁcan para factores de adherencm,mte} na],sgq es Ad}e, fagq ‘qge‘ chlﬁcan,para

patogenicidad como por sus caracteristicas epidemio gicas: y antlgenlcas (Eslava C et al,

autores reconocen ‘uvn pp (DAEC) que, adhlere difusamente (Polotsky,

: usante de: dlarreas y.el h

hay mucho "debat '

involucradas en’ infecciones '(Forestxer C et a[

menciona es el '(STEC)"'o Ece

Por ultlmo, se mencmna "otro: grup ‘e (AEEC) para las'E colz qu ‘causan; lesiones de adherencxa y

- destruccion; que reuniria a los grupos EPEC y EHEC antes menc10nados como subgrupos (Beutm L et al.,

: ,2003)
Se ha encontrado que la leche materna es un factor importante en la proteccién contra infecciones intestinales

20



y respiratorias infzinlilés. Est"u;dio‘:s 'epide'm'ibl'égicos indican qi‘ie’lyak lech'e mékma protege a Ioiinfan'tes dela

mayorla de' los patogenos enterlcos, mcluyendo a E COI! dlarreogemca Se’ han pubhcado numerosos repones' o

ntra enfermedades 1

acerca de la 1mportancm de' lo antlcuerpos contemdos en-la leche que protegen

1males Ensayos de mhlbxmon de la adherencm contra cepas E EC (patrén

: gastroymtes‘_tmales‘ en humz}nos y

que se da con los extractos de plamas, pero es una fomm de abordar e] mismo prob]ema

. ‘Adherencia’

; Pasqndo elies"lénia'gO' as. bactenas v1ab1es deben de adhenrse a la mucosa del mtestmo para 1mped1r su -

desprendlmlemo “por el constante: ﬂu_]o penstaluco Aun ‘en zonas relauvamente estancadas, tales como el

colon y el~tracto vagmal el movimiento' Browniano puede separar de la superfcxe tisular a las bactenas que

“‘no logran I'Jarse con Frmezq a Ias ce]ulas de] hospedero (Velasco, R. et al 2000 Law D. 2000)

“EPEC

E coli enteropatogena son causantes de dnarreas agudas en nifios en los palses en desarrollo Otras smtomas

son el vomlto y f'ebre Los brotes de EPEC ‘en palses desarrollados ‘er'm comunes en los: afio 40 s’y 50 s,A -

:,pero su m dencm'

brotes ocasmna]es en guar e s y ce tros pe atncos fEP C sxgue sxen o.un 1mportante pat geno causa de“

; mortahdad mfantxl en’ palses en desarrollo, que reportan una mortalldad de 30% enV losv ultlmos kbrotes. La

21



mf'eccxon con EPEC se estima que causa la muerte de c1en mll nmos por ano (Val]ance, B el aI 2000) La

o mcxdencm de EPEC entre los casos de’ dla rea en estudlos Clnle es de 23% (Nataro J 1996),jen estudlos en o

e n?Ar ntma del 80% :

Bmsll es de 30% y 23% (Keller, R et al 2002 Scaletsky, l et aI 2002), en .

(Oruz A. et a1 1992); en estudlos en Mexnco es aprox1mad'1mente del 6% (Rey 2000 ‘en un’ estudxo

~en- Francxa ‘es- de 65% (Forestler, C et al s 1996), el rango de alslamlento n Holanda es

(Rademaker C Vet ak Y 1

han econoc:do no; por la presencm de factorcs de vnrulencna especifcos ‘sino por

: 'L Hist'érlcamenle';

pertenecer

para un snstema de secrecion de tlpo III requendo para a secrecxon‘de protemas mcluyendo los productos de ]

'y EspA EspB y EspD Una tercera reglon entre las otras ya menclonadas comlene el gen eae que codlﬁca para

22



la imimina (Seﬁreconocen bésican]ente"‘l" tipos)' una prbtéina de ‘membrana externa’ requerida para la

'adhercncna mtmw, y Tir, que c:odxt~ ica para ]a protema T1r (“translocated mtlmm receptor”’) que actiia como

adherencia de estos dos patrones de adherencm

EHEC

A este tipo de E. coli pauéanté de diarrea ‘pertéhece el serotipo 0157 : H7, que es muy. cqndcido en el smbito

cientifico tanto como para el puiblico en-general. Esta Cepa 'inAspiro hasta’ la creacién de un libro-1lamado

23



;‘;Foxin’ escnto por Robm Cook Es la cepa ‘de E. (.‘011 que Iogro entrar a ese dlstmguldo grupo de

" enfermedades emergemes.

Esta cepa de E. coli (0157 H7) fue descrlta por Rlley en 1982 despues de un brote de co]ms hemorragxca

‘ dlsentena '\guda c

comphcar a un 1 sindrome

olitico urémico, colitis hemorragica, ptirpura trombocitopénica y. fallo sistémico

. (OMS; Law,‘D.‘_‘ZOO_V
" Los 'factores‘ de 'viru',lenc’ia mz’ls";import;imes'de E. coli O157:H7 son: bro_ducéién de‘,‘:toXinas:tipO Shigella,
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‘mumma como adhesma,

(Stx) mis cmm'uiméme “Stx2 'huhque‘ tamblen puede producnr Stx 1 k

":enterollen]ohslna, una toxma cuya lmportancm no.esta esclarecnda, proteasa de senna (EspP), las cuales' i

v ocaéio:iﬁn f

: LEE solo es acuvado e N el mtestmo gru 0 por Ier V(Law D 2000)

"EAEC

Nataro y colaboradores propusieron en: 1987 un qumta categona de cepas dlarrogemcas de E. coli basados en

la observacnon de:un. tercer patron de adherencna ‘a celu]as HEp2 que lla 'aron agregatwa* E. coh;

kzenteroagregauva (EAEC) denva su, nombre por la formarcomo se adhlere a ce]ulas HEp-2 en cu]tlvo Esta T

’adherencna se camcterlza por Ia fom‘lac:o de gregad bactenanos, con una apanencm'de ladrillos apllado ol

L ;del 9% su mmdencm ‘(Forestler C et al’ 1996) en Mexxco es del 26% (Reyes L. 2000), en Argentina es del )

0% (Omz, A et aI 1992)
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" Bhan y cohboradores reportaron en 1989 ]a asoclacton “de cepas de E calz que- presentan “el” patron de

adherencm '1gregat1v1 con dlarrea pers:stente en' la Indla i Con relacmn al comportamlento chmco de EAEC i

est'ls bacterlas se han 1dent1ﬁcado en casos de’ dlarrea perSIstente y aguda en palses en desarrollo en brotes de

larrea en pacnentes con SIDA i

: :tlempo, Io que: onduc' Iememe a la persmencna del proceso y

g ultlmo la producc én de toxin S y ]a apancxon de una respuesta de tlpo mﬂa

mucosa y. se presente la secrec1on mlestmal Recientemente se ldentlt'co que cepas de EAEC alsladas de
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nifios que muneron a consecuenma  de la dxarrea mdumda por estas bactenas, secretan dos protemas Pet '

"'(plasmxd encoded toxm) y Pic (protem mvo]ved in: mlestmalAco]omzatlon), de alto peso molecular. Ambas o

protem’us fommn ’par sa autotransporters of :

5 ‘ El patron de '1dherencm agregatxvo de E ‘coli (Flgura 4c, pagma 53) es uno de Ios tres que se trato de mhxblr

: con extractos crudos de G seemanm

ETEC

5 Datos epldemlo]oglcos han revehdo que en palses subdesarrollados EPEC y ETEC son los pnncxpales.

agcntes enologmos quevproducen dlarrea de ‘ongen bactenano en“recién nacndos y“"en mfantes
respecuvamente‘. Se: estima’ que. mundialmente’: en: paises subdesarrolladosETEC es responsablede 650
millones de casc afios.: Las =CCI;3$ ‘ETEC:son j:cav{j‘sa

“ frecuente de dia ds comdn de diarrea en individuos de

- “paises industrializados que viajan a zonas menos desarrollados.

- Las mamfestacxones chmcas 'de la mfeccxén por ETEC son dlarrea acuosa nauseas, dolor abdommal y ﬁebre

: de baJo gmdo (Garcxa Ecet al 2 00 Reye L 2000)




inducian aumento en la secrecion de agua y electrolitos, Las ce’p‘as ETEC producen dos tipdé'de idXirias lé

"'pnmera es una protema dimérica de alto peso molecular (86 500 Da) snmllar en estructura quxmxca funcnon vy

: anngenecxdad a la toxma produclda por Vlbrta cholerae 01 y. por su labllldad al’ alor (se macuva y 100 °:C

plzismi os"transferi

:celu]as epl ¢ lal' S5 p r ovnendo e] ﬂuJo e agua hacm el lumen mtes mal (Ga:cm E et 'l; 2000 Reyes, L.

2000)
EIEC

E. coIz y Slugella ﬂexneu,causan un estlmado de 600 OOO muertes en todo el mundo cada afio, EIEC se ha

1mp|1cado en brotes asocxados al consumo de allmentos contammados de cuadros de enterocolltls en adultos‘

en p’uses mdustnallzados, reportando hasta 1992 3 brotes en los Estados Umdos El mas grande de estos fue
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al., 1995; Hale, T. et al., 1985; Dagberg, B. et al., 1992; Knutlon, S. ef al., 1984; Reyes, L. 2000; Gordillo,

M. et al., 1992).

Postenor a una adherencm superﬁmal y a traves de una protema denommada mvasma la bactena se

‘v:mtemahza a la celulahospedera"donde postenormente se. multlphcan, pueden causar muerte celular y

ﬁcumulacnon de pohmorfonucleados Este tlpo de E. colz carga grandes pldsmidos, similares a los de’ Shzgella,f

que codlf can para propledades esenclales para la penetracnon de‘las.bactenas ‘a las células epltehales del

hospedero. Muchas mvestlgaclones han revelado que todos los “determinantes ‘de - in sxonf—me_d;ados,por,‘—

'plasmldos y cromosomas 1dent1ﬁcados en Slugella tambxe

plasmidos estd acompanada por ]a perdlda de mvasnv:dad Aparentemente estos p asmldos, que tlenen un
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rango de 120 a ]40 MDa codlf'can para una 0 mas enzxmas y detemnnames de v1ru]encxa, los cuales son '

sobrevive mejor al paso por-el‘estébmago: dcido que EIEC y que Slugella es mas eﬂcnente en entrar a las :

células del colén que E.IEC,(HS’F" Roetal; 19}93)' .

DAEC

E. coli que presenta una adherencia de tipo difuso (Figura 4b, pagina 53). Algunos ejemplos que ponen este
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tipo de adherencia como causante(de‘ diarrea son: en' eStUdiOs en Australia ‘se aislé el patrc’m difuso en uri

en mgles Se reporto otro tlpo de patron dlfuso de cepa causante de dlarrea que no eran de serotlpos EPECy

31



que eran negatqu a los'factores de vnrulencm de Ias 5 categorms dlarrogemcas de L‘ colz (ETEC EIEC

T EHEC EPEC y EAEC) ‘A este upo de cepas de E colz se les” puso el nombre’de DAEC (por las’ sn]gas en.

impbi‘tiixléla en la"diarréa'ﬁo ha' sido esclarecida. Se han réponado otras cep'1 e AEC que fueron negallvas '

para los ensayos de DNA de F1845 y' DA en estas cepas los gene pi a Ia adherencm dxfusa se

enconlmron en plasmidos de re51stencm a antxbloucos conjugados (Yamamoto T et al 1996)

El patrén de adherencia difuso de E. coli (Figura 4b, pagina 53) se traté de inhibir por medio de extractos

crudos de G. seemanni.

Importancia de Escherichia coli como patégeno causante de la diarrca en México

E. coli es uno de los patégenos mis cominmente aislado en casos de diarreas. Pero identificar si es parte de
la microbiota intestinal o patégeno es un problema. Uno de los grandes problemas para evaluar el verdadero

lmpacto de £, colt que causan diarrea en el mudo y en Mexnco ha sido el hecho.de que no se cuentan con

técnicas de dlagnosu unadamente, las ecn ca bi qu tradlclonales ‘del

32



laboratorio microbiolégico permiten identificar a estos grupos de E. coli. Inicialmente en los afios 70 algunas

" de estas cepas fueron identificadas 'utili'z’iihdo: Ia”t'éc':hica de asas ligada de éoh’ejég(biirif’el'éaso de toxinas), qiie

como es obvio esta tecmca solo permlte identificar un nimero muy 11n11tad"de mueslras /: no’ permite

el porccntaje de éstas enfemwdades que son producndas por las E coli’ que causan dxarrea,(Garcm T 2001)

Sin embargo, existen evidencias epidemiolégicas que incriminan a los diferentes serogrupos de E. coli.como

agentes responsables de la patogéli#si.s,de,vla‘diarréa,’- observandose una tasa muy alta de morbilidad infantil en

diferentes regiones del mundo, principalmente en. paises en desarrollo. En:México, en estudios con nifios -

; ETEC tlene una lata frecuencm (1 8—22%) como agente causal de la dlarrea (Reyes, L. 2000)

33




" En 6t'r.6bs”’r'éﬁ5rt¢s dré:'f;ré'é‘ue»hcié""dA'e%{li"sﬂlaﬁiien:tfd de E. coli se ha reportado para las ETECu}x 28% en

la diarrea que causé no se presento con sangre ni_era. asocmda ‘a HU (smdrome urémico hemolmco) :

(Rodriguez, G. et al., 2001).
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Planteamiento del problema

En Mexxco e\nste en la practlca un sistema plural o mixto de la atencién a la salud en el que coex1sten la

'medlcma profesnonal Ia tradxmonal y la doméstica o casera. Para amplios sectores de la soc1edad mexncana, y

~en partlcular los i m genas, la medlcma tradlcxona] constltuye el prmCIpaI o tinico recu o‘ la atenclon a

tra malestares estomacales y diarreas.

diferentes culturas con

Con esto en mente se_han:hecho: miichos estudios. tratando de’ caracterizar los compuestos activos asi-como

“ti 0s de cdril u

s en’ lds’plzimas o’ wené - un efect

- pudxera utlhzarse para, combatlr a los mlcroorgamsmos causantes de la dlarreas Asi'se estudia la mhxbxcxon' )

de la adherencm por e‘(tractos “de plantas, 51endo uno de los pnmeros estudl S los de Vazquez S. (2001) y

: Rodrlguez, R. (2001)

Algunos estudlos sobre la mlnb1c1on de ]a adherencxa se’ han basado en antlmlcroblanos conocxdos en d051s

no Ietales. En estos estudxos se reporta una mhlblcmn de la adherencna debldo a' l ‘una dlsmmucmn en la
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" produccién de fimbrias; 2) cambios en la composicién de las proteinas de la membrana externa; y 3) cambios

" on las propiedades eléctricas e hidrofébicas de la superficie de E. coli (Desnottes, J. of al., 1989;1992;1994).
En cuanto a extractos naturales se han enfocado en las lectinas de pléntas y frutas, las é»uz"’xles han dado

-algunos- resultados- positivos-en -extractos: de- calabaza, chayote, naranja, ciruela, papaya, marrubio,-salvia,- -

mz'mzanillz‘iy rudé, rsobre E, coli O157:H7 (Coilliﬁd Rodriguez, R. 2001).
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Justificacion

Hay un uso extendldo de las plantas como remedio para curar las diarrea en nuestro pals, este conocmuento




compueslos se encuentran- en extractos acuosos. de’las plantas -y p'odbrn’an' estar ‘envueltos, junto con

‘compuestos con actividad antimicrobiana moderada, en lainhibicién de las bacterias a las células’y por

consiguiente, una mejoria del padeciymieﬁto al ingerir las plantas que los poseen;
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si los extractos acuosos de Geranium seemanni (Geranio) inhiben la adherencia de cepas de E. coli a

" células HEp- 2 por un efecto especifico antiadherente 6 por actividad antimicrobiana, - .~

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener extractos acuosos crudos de Geranium seemanni (Extracto szO , Etahol / HZO’y:Acetohé( H0).

" 2.- Eliminar el agua y solvente de los extractos para evaluar su adtiyidﬁd antiadh entey /6 ai{iimicrébian';i.

3.- Estandarizar.la técnica de adherencia -

loczilylkizh‘d‘o \y,:z‘xglj.eg ti : 0 deEcoIz a cie

. 5.-"Analizar si‘el efeclo ‘_dé 1nhlb1010nde|a adhe

extractos.

HIPOTESIS

Los extractos acuosos de Geranium seemanni (Geranio) tienen compuestos con actividad antiadherente asi
como antimicrobiana sobre E. coli, lo que apoya su uso como remedio tradicional para la cura 'y el mangjo de

las diarreas.
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MATERIAL Y METODO

Material vegetal

se transportaron al Insututo de Qulmlca en donde se secaron al ambiente .

‘se colocaron en bolsas de’ plastlco

por una semana para finalmente guardarla en una caja Se recolectaron dos ejemplares de herbano e

Con respecto al: Geranium seemanm se traba_]o con ejemplares “obtenidos - en colectas antenores del

: Iaboratono 2;,-‘1‘0 dgklnstltum (Ike Qu1m1ca.

Preparacion de extractos acuosos

Infusion

Se hicieron dos lotes de infusiones, una que se liofilizé y otra que se evaporé a temperatui‘a ambiente en la

campana durante 10 dlas La preparacién de ambos lotes se realizo de la 51gu1ente manera. En un vaso de

prempltados de 500 ml se calentaron 250 ml de agua destxlada, al estar en bullxcxon se retxro del fuego y se:

agregaron 25 g de pla

dlsmmulr el nesgo de cqtammacxon se ‘le agregaba todos los dfas 2 m] de chlorometano (CH2C1) El
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extracto sélido que quedd se colectd en un matraz previamente pesado cubierto con aluminio. Se determiné el

%sekt;ap,o _e'l’ matraz con parafilm'y'se'gu

. peso del :>exiriz'1cto’orljrten1do; ardq en refrigeracién (4°C) hasta su uso. -

ofrigeracio 1 dia siguiente se

EtOH) / Aﬂgilé'y’rs’e hicieron idé,_la,s,igilieht‘e manera. Se

para’cada extracto, Se h}isiérbn a macerar en 500 ml del

yse gUa%daron" a temperatura anibante;.

Inhibicion de la adherencia

Se realizé ebl,,eknévziyd_deladher‘éncia a células HEp-2; utilizando el método propuesto por Cravioto y cols.

(1979) corn algunés'ﬁio;iiﬁcaciones (Diagramas 1y 2).
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- De un Frasco
Culuyo con células HEp-2
Bacteriano 100%

Confluencia

¥

Se incubd en
Triptona 1%

Diagrama 1 T

D- Manosa 1% Se desprendieron
18 hrs - Células (Tripsina 6
l Se pes6 0.1 gr Puks) y se suspendi6 con MEM c/SFB
de extracto
Se centrifugo l
a 2500 rpm
25 min Se disolvié Se prepararé
l en 1 ml la placa
S oy de MEM i
e resuspendio - .
el pellet gn Iml l
PBS estéril Se filtré con membrana J' -
l de 0.5 um Se elimind
el medio
Se prepararon l MEM c¢/SFB

los tubos para
la placa

Se hicieron dilucidnes l

1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:80, 1:100y 1:1000 Se lavé con

PBS estéril

Diagrama 1. Preparacién de ensayb de adherencia
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Se prepararon tubos con
MEM, Extracto
y 50 1l Bacteria

Diagrama 2

Placa con células I

y

Se incubd
la placa

por 3 hrs en atmdsfera 5% CO,

!

Se tomaron

v

Se suspendio en
Solucién

Salina 0.85 %

v

Se hicieron 6 diluciones
seriadas

J

Se inocularon
100 pl delas diluciones
pares en cajas
de TSA

Conteo de UFC

100 pl de
pozos

Y

Se quitd
el medio
de los pozos

I Se lavé 3 veces con PBS |

v

l Se fij6 1 min con Metanol células l

Iﬁ: tifié con Giemsa por 20 min I

I Se lavo con agua desionizada—l

v

l Se fij6 lenteja con balsamo de Canada I

Diagrama 2. Ensayo de adherencia
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Preparacion de extracto para adherencia

Se peséd 0.1 g del extracto a probar en un tubo eppendorf se le agrego 1 ml de Medlo Mlmmo Esencxal

(MEM) (Apcndlce l) sm Suero Fetal Bovino (SFB) para dl]llll‘ y se ﬁltro por una membrana Fluoropore”

estéril (Mxllxpore FHLPOIBOO), con un poro de 0 45 pm y El'fltradb se colecto en tubo

eppendorf estenl para obtener la dllucxon 1: 10 postenormente en condxcnones de estenhdad se hxcneron las

51gulentes dlluclones con MEM 1:20, 1:40, 1:80,1:100 y 1: 1000
Prcparaéi()n de in6culo bacteriano

- Se moculo una cepa control de cada patrén de adherencia (. cepa con adherencm agregatwa 042 con clave

FMU 9201‘ ccpa con adherencia difusa con clave FMU: 991 12 'y cepa con adherencxa local; ada con clave

; FMU 89302) de ‘E. coIz durante 18 horas a 37 °c ‘en agltamon (150 rpm) en lubos con 3 mI de caldo Tnptona

se prepard los moculos bacterlanos se esquematlzan en ]as Flgur’ls l y 2..
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SO pl Bacenn

50 ul Bacteria
100 ptl Extracto

95(61,” Eﬂgmriu S0 pl Bacteriu

. Célula/ Célula/
AgreEQtwn Al bacteria/ bacteria/ bacteria/
| extracto extracto extracto
: 1:1
“élula/
Difusa Célula/ bacteria/ bacteria/ bacteria/ Célula/
Figur; bacteria extracto extracto extracto bacteria
1:10 1:100, 1:1000
: Clula™\ 3 4 it
Localizada bacteria/ bacteria/

extracto
1:10

extracto

Control Celular

Células
Extracto
1:10

Célula/
Extracto
1:100

Extracto
1:1000,

. v v
Figura 1 ; Ry
g 900 ul MEM 1000 1l ATEM
100 pl Extracto
O30 MEA 850 pI MEM . )
Aok Bavieria 50 pt Bacteria 230p1 M EM .
100 pl Extracto 50 pl Bacteria
a -~ a
| {
!
E ‘
Ag . - 2l Centar\3 ACeuta\B Cania\8 et 6
gregativa A bacteria/ bacteria/ bacteria/ bacteria/ )
i extracto extracto extracto extracto Bacteria
| 110 1:80
] clulas “euia~N G
Difusa Célula/ bacterial bacteria/ bacteria/ bacteria/ N
bacieria extracto extracto extracto extracto Bacteria
1:10
Localizad ; 2 Célutay G/_\
ocalizada C ( acteria bacteria/ bacteria/ bacteria/ .
! ”:T‘;gm extracto extracto extracto @
D 1 Célula/ 2 Célula/ 3 Célula/ 4 sl
. Extracto Extracto Extracto t
Control Celular 1:10 1:20 1140 |
7 /
- v
Figura 2 900 ! MEM 1000 p1 M EM
100 al Extracto o

Figural. Disposicion de células HEp-2, Bacterias de £. coli y concentracién de extracto

Figura2. Disposicion de células HEp-2, Bacterias de £. coli y concentracién de extracto
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P'reparacién de Células HEp-2

Las células HEp-2 de una botella para crecimiento celular de 250 ml con 100% de conﬂuencm (cantldad de

celulas) se lavaron con 2 ml de solucién de PUKS o Trlpsma (Apéndlce 2) deshechando el 50 renadame pori'-ﬂr '

el lado contrario de la monocapa Se agregaron otro se ncubo por :

3 5 minutos, hasta que ]a monocapa ce]u]ar se puso turbi

Las células ‘se resuspendieron en 25ml de MEM E

huqua('l‘durantve,zzlkhor’as para cbtene de 90 al 95 % de confluencia. Antes de iyh‘(‘)cﬁlar' las

cepas de E. coli se retiré de cada'pozo con células el medi con una pipeta Pasteur y:se lavé tres veces con

PBS estéril para quitzif los resiﬂdpds de nl“l'é.dl‘ y 4nii

Ensayo de adherencia

Se agregd a los pozos previamente Iavados con PBS e] moculo bactenano con el extracto a probar

(Diagrama 2). Las placas se mcubaron por 3 horas a 37 9 Clenuna atmésfera de 5 % de COz, despues de este ‘

penodo de los pozos 2A 2B : 2C 5A' SB 5C.y 6A (Figura 3) se tomaron 100 pl en condlmones de

esterilidad,. Para VISuallzar el efe o'de _extractos se

- se lavd tres v‘ecesbcon ,‘1 ml de}APBS, con la’ mahdad de qultar las bactenas no adhendas a ]as celulas La
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preparacion se fijé con 1'ml de nietanol por 1 minuto, posteriormente se adicioné 1 ml de colorante de
: Gieiﬁ'sa‘dejdiidd"téﬁii‘ dﬁi’i} ¢ 20 min cada pozo se lavé nuevamente tres veces con 1'ml deagua

desionizada para eliminar el exceso ‘de colorante.

ara’evaluar. la significancia'de los
. resultados. Tambiénse anotaron'los cambios o dafios que se observaron en la células de'cada una-de las

“:muestras.’
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Agregativa

Difusa:

Localizada

Control Celular

Figui‘a 3

A A
VT N2 oot
CIAH Célul/ bacteria/ bacteria/
L bacteria extracto

bacteria/
extracto
1:10

bacteria/

c extracto
{ 1:10
1 »2 Célula/
D Extracto

1:100

Células
Solvente

acteria/
extracto
1:1000,

extracto
1:100,

bacteria/
extracto
1:10D

Célula/
Extracto
1:1000,

Figura 3. 'Pozos de los cudles se tomaron 100 pl pard hacer el conteo de UFC.
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'Cuantificaci()n de unidades formadoras de colonias (UFC)

© =S¢ hisieron 6 diluciones seriadas en solucién saling '(0,8:5"%);”(:61'1"1(7)’5' 100plltomédosdecadauno de'los

“pozos. Se inocularon 100 pl de las diluciones pziresve‘n q;ija# de;,;v"I‘SA»; y se sembraf§h por esm';i cerfada; Se

incubaron por 18 horas y se contaron las UFC.
Pruebas estadisticas x* y t de Student

La prueba de %? se hizo analizando los porcentajes obtenidos de células colonizadas pdr:,ﬁik‘mricésfde Excel

para cada uno de los_ diferentes extractos. Después se’corrié 1 programa’ de %2 de’ Excel ';toméndd" los

mparandolos con los porcentajes de los controles paracada extracto. Se us

porcentajes capturados

; 'iuna caj%x péirl, gp‘n SA con asa cerrada para descartar la posibilidad de contaminacion por el extracto.”: Q
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Imagenes

Se tomaron imagenes (100x) de los dlferentes ensayos con cada uno de Ios extractos en un’ n‘llCI‘OSCOpIO de

:Nluz (Lexka DMLS coneclado a una camara Lelka DC 300) y se capturaron en el programa QWm verswn 1 o

, :posterlomlente se edltaron en el programa Adobe Photoshop 4 0. (Flguras 4 a-c, 8 a- d 9 a- d 10 a—dyll

a,b).
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RESULTADOS

- Material végetill

identifico .




positivamente como Geranium séemanni‘en el Laboratorio de Plantas Vasculares de la Facultad de Ciencias,

“~ UNAM, por Lucio Laza Pérez, = ==

* Infusiones y extr;iétos

El mayor rendmnenlo de los extractos obtemdos se observo en Acetona / H20 y Etanol / HzO (34 193 g y

27.4025 g respectxvame"‘te) En las mfusmnes el rendlmlento fue de lO a- 15 veces menor, ]o anterior

probablemente debldo a que la cantldad de planta y agua fueron la mllad de ]as utlllzadas en los extractos y

sélo se macero una sola ocaswn (Cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimiento final de infusiones y extractos de Geranium
sp.
Producto Gramos
Geranio Liofilizado 1.2878
Geranio Evaporado 2.886
Geranio Acetona / H,O 34.193
Geranio Etanol / HO 27.4025

Adherencia

La estandarizacién del ensayo de adherencia se realizo con las cepas de referencia dado que no se‘obtuvierdn

ue s

resultados satisfactorios se pkrobark' d'ferentes c]ona hasta btuvneron los controles adecuados De la :

cepa con adherencla locahzada‘(FMU 89302) ‘se punﬁcaron dlferentes colomas y se escoglo la. que dxo un
patrén optlmo y r

(Flgur‘a‘4 b)_ y de

“ hicieron” 4 _ensayos.de’ adherencia’ para: estandarizar la técnica y: ver que los patrones de adherencia fueran

S kreprodtgciblﬂés.
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Figura 4a. Adherencia localizada

Figura 4c. Adherencia agregativa

Figura 4 a. Adherencia localizada a células HEp-2 con la cepa FMU 89302
Figura 4 b, Adherencia difusa a células HEp-2 conla cepa'FMU'9'9I 12,

Figura 4 c. Adherencia agregativa a células HEp-ﬁ con Iékce‘pav FMU 9201
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Inhibicion de la adherencia

a inhibicién de la adherencia a células Hep-2 de las diferentes cepas seleccionadas se realizé con cada uno

de los extractos obtenidos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de inhibiciéon de la adherencia a células HEp-2 inducido por diferentes extractos

Inhibicién de los patrones de Adherencia
Extracto Localizado Agregativo Difuso

Geranio Liofilizado + + —+

Geranio Evaporado filtrado + - -

Geranio Evaporado sin filtrar + + +

Geranio EtOH / H,O - (A) + +

Geranio Acetona/ H,O - -(A)

*Se tomo como inhibicidn positiva (+) de la adherencia una p < 0.05 en la prueba de x ° en la concentracwn

mas alta del extracto.
(A) Se observd un efecto anllmlcrobmno en el extracto con la prueba de t de Student

: locahzada.

Rea]lzando un al’l'lllSlS cuanmatlvo se encontro que la 1nh1b1c10n de Ia adherencm con patron locallzado los”.

porcentajes de celulas colonizadas mostraron ca51 un O% con: los extractos de Geramo Liofilizado, Geranio

o Evaporado sin ﬁltrar, Geramo Acetona / HZO y: Geramo EtOH / HzO (Figuras 5§ A, C, D y E); y
- o 54



aproxnm'ldamente 25 % con el extracto Geramo Ev'lporado Fl]lrado (Flgur‘l 5 B) La mhlblcnon Mostré una

":relamon dosis~ respuesla conila” mayoria de Ios extractos con excepc1on del’ Geramo EtOH / H,O (Flgura’

5D).

-+ Adherencia n:célUlés—HEp_-Zidék‘i_‘una‘ cepa control de:E: coli ¢on patrén IdéaliZadc. Se realizaron diluciones - -

élulas con bacterias adhéridas.’

seriadas del extractoy se determind el porcentaje’d
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Figuras 5a,b,c,d y ¢. Graficas en las que se muestra el porcentaje de células HEp-2 colonizadas por el patrén locahzado con los
diferentes extractos y diluciones de G. seemanni.
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Figuras 6 a,b,c,d y e. Grificas en las que se muestra el porcentaje de células HEp-2 colonizadas por el patrén agregativo con los
diferentes extractos de G. seemanni.
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Figuras 6 a,b,c,d y ¢. Graficas en las que se muestra el porcentaje de células HEp-2 colonizadas por el patrén difuso con los
diferentes extractos de G. seemanni.
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- ~Andlisis estadistico
Prueba de x2

Al evaluar la signifi cancla del efecto mhlbltono de Ios diferentes extractos se observo en la adherencia

localizada p< 0.05’ con todos los extractos excepto el de Acetona/ H20 en la d11uc1on l IOOO (C dro 3)

Cuadro 3. V’nlores de P dela prueba de y comparando las dlluclones de los dlferentes extractos con el
control sin extracto para el patrén localizado L

Geranio EtOH

Geranio Geranio Geranio Geranio
liofilizado evaporado evaporado sin / H,O Acetona/ H,0
filtrado filtrar
Extracto 1:10 9.4885x 10~ | 1.07597 x 10" | 7.65029 x 107° | 5.29707 x 107 | 1.59258 x 10
Extracto 1:20 1.09725x 107" | 6.9483 x 10™ 3.61183x10“7 | 9.8504x 10" | 3.23316x 107"
Extracto 1:40 481191 x 107'° 5.98x 1077 1.11515x 10“° | 2.87051 x 107" | 1.43867x 10
Extracto 1:80 7.67331x 1077 ] 9.44155x 107 | 7.09615x 107" | 1.82475x 10~ 1.94767 x 10
Extracto 1:100 1.63297 x 10° | 2.13279x 107" 8.5474 x 10°% 0.016659178 0.033231568
Extracto 1:1000 0.003573172 0.006228532 1.62306 x 10™ 0.004307809 0.674139184

En cl caso del patron agregativo se observaron valores de p < 0.05 para las primeras diluciones de los
extractos Geranio Liofilizado, Geranio Evaporado sin ﬁltrar y Geranio EtOH / H,O (Cuadro 4).. Sin

embargo, ‘los extractos Geranio evaporado Flltrado y: Geramo Acetona/ H,0 'no’ dleron resultados

. :JS|gmﬁcallvos de inhibicién (p> 0.05 o xgua] a l) o

Cuadro 4 Valores de P de la prueba de % Zcomparando las diluciones de los diferentes extractos

con el control sin extracto para el patrén agregativo

Geranio Geranio Geranio Geranio EtOH / Geranlo,;\ -
liofilizado evaporado | evaporado sin H;O Acetona/ H,O
filtrado filtrar :
Extracto 1:10 [ 2.57583 x 10" | 0.868720297 [4.98846 x 107 | 6.19924 x 107™°
Extracto 1:20 1 1 0.00020592 9.26485 x 10°°7

Extracto 1:40

1

1

1

9.90785 x 107"

Extracto 1:80

1

1

0.002256712

Extracto 1:100

5.31502x 107"

0.724132541

1

Extracto 1:1000

1

0.480261304

1
1
1

1

IR PSR O IRE1 A )
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Para el patrén difuso se observaron valores de p < 0.05 para las primeras diluciones de los extractos Geranio

,:Lloﬁhzado Geramo Evaporado sin-fi ltrar, Geranio Acetona/ H,O 'y Geramo EtOH / HzO (Cuadro §).; Bl

"extracto Gera ' porado filtrado fue el tinico que no mostré diferencias sngmﬁcatlvos (p = 1)

Cuadro 5 V'llores de P de Ia prueba de x ¢ comparando las diluciones de los dlferentes extractos con el
control sin extracto para el patrén difuso

Geranio Geranio Geranio Geranio EtOH Geranio
liofilizado evaporado evaporado sin / H, O Acetona / H;0
filtrado filtrar
2.87553 x 107" | 3.09771 x 107° | 1.37328x 10~

7.36993x 10°

1

Extracto 1:10
Extracto 1:20 0.000828196 1 524555 x 1077 0.005259458 [2.39602x 107"
Extracto 1:40 1 1 4.5572 x 1077 1 1
Extracto 1:80 1 1 2.5277 x 10° 1 1
Extracto 1:100 0.343275884 1 898862 x 107" 1 1

1 1 1 1

0.766443832

Extracto 1:1000

Prueba t de student para UFC

: valores de p< 0 05 para 't’-.‘i,trzidd'_icrier"a‘nio

Acetona / HZO con el patron Dxfuso (Cuadro 6)
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“Cuadro 6. Valores de P para la prueba de t de student comparando las UFC con
mayor concentraciéon de los diferentes extractos con el control sin extracto
Diferentes patrones de adherencia de Escherichia coli
Extracto Agregativo Localizado Difuso
Geranio 0.229270015 0.012725611 0.204832765
EtOH/H,0
Geranio evaporado 0.081227078 0.067193095 0.116875001
s/f
Geranio 0.464776713 0.052568457 0.05117237
Evaporado filtrado
Geranio 0.296816495 0.492598779 0.045167235
Acetona/H,0
Geranio liofilizado 0.359187911 0.431206525 0.097735692

" El andlisis de las imagenes obtenidas en la observacién con el microscopio se muestran los patrones tipicos

) ‘:locahzado agregativo y difuso (Flguras 8'\, 9a Y. lOa) A] tratar ]as celulas con el geramo ]xoﬁhzndo se

;observa que el efecto de lnhlblClOl‘l se. hace negatlvo en los tres patrones de adherencm V(Flguras 8 9 y 10.'

c,d).
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Figura 8a. Control del patrén
localizado sin extracto.

Figura 8b. L:xtracto dilucion 1:10 del
Geranio liofilizado.

Figura 8c. I:xtracto dilucion 1:80 del
Geranio liofilizado.

. B SN -
Figura 8d. Extracto dilucion 1:1000
del Geranio liofilizado.

TESIS COV
FALLA DE ORIGEN

62



Figura 9a. Control del patrén
agregativo

igura 9c. Extracto dilucion1:80 del
Geranio liofilizado.

Figura 9b. Extracto dilucion 1:10 del
Geranio liofilizado.

Figura 9d. Extracto dilicion 1:1000 del
Geranio liofilizado.
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Figura 10a. Control del patron
difuso sin extracto.

Figura 10c. Extracto dilucion 1:80
del Geranio liofllizado.

Figura 10b. Extracto dilucién 1:10 del
Geranio liolilizado.

Figura 10d. Extracto dilucion 1:1000
del Geranio liofilizado.
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Daiio Celular

A demas de Ia actmdad de mhlbu:lon de Ia adherencn a]gunos extractos causaron un efecto de dano sobre

las celulas HEp-2 A]gunos de ]os camblos observados en las células HEp-2 fueron la formacmn de vacuolas

e "’f‘ff‘ﬂumenlo de] tamaﬁo del nucleo € mcluso desprendlmlento celular (Cuadro 7);

Cuadro 7. Alteraciones observadas en las células HEp-2 con los diferentes extractos

Extracto

Alteraciones observados en células HEp-2

Geranio EtOH / H,0

Células con pequeiias vacuolas, niicleos muy tefiidos y grandes

Geranio evaporado s/f

Se observé alargamiento del citoplasma celular y lisis en las
concentraciones mas altas, y en las mas bajas formacién de pequefias
vacuolas

Geranio Evaporado filtrado

Se observaron pcqueiias vacuolas en las concentraciones mas altas

Geranio Acetona / H,O

Desprendimiento celular, en algunos casos lisis de citoplasma en
concentraciones altas, células muy vacuolizadas

Geranio liofilizado

Se observaron pcqueiias vacuolas en las concentraciones mas altas y en
algunos casos el niicleo se vio mas tefiido y grande

ANALISIS DE RESULTADOS

El 29 de agoSto del presente afio 'séhizo una salida de campo con el objetivo de colectar material fresco del:

: geramo y colectar un ejemplar. de herbario. Se colecto un e_|emplar cerca de la carretera a Oaxtepec Km 28-~ :

30, cn el mummpn

1demxfcado por.Luci

de‘Santa“Ana

lacotenco de Ml]pa Alta Este ejemp]ar presenlaba ﬂor y. fruto,y fue .

Lazada Pérez en el’ ]aboratono de P]antas Vasculares de 1' Facu ad de Ciencias como :




usado el nombrc dc Ger anmm mexwanum en un sentldo amplxo englobando a muchas espemes de geramos

Se estudid el efecto de cuatro extractos de G seemamu Cuadro 1) sobre la adherenc1a de cepas control de

|os dlferentes patrones de adherencxa (locahzad , agregatlvo y dlfUSO) de E. calt a celulas HEp 2 asi como su

posible acuwdad antxmlcroblana ; os resultados mostraron un efecto de mhlblclon con .una curva dOSlS

di ferentes _para. cada palron de adherencia con los dlferentes e tra

. respuesta.y compotﬁtamxem

La cepa de £ co"lzy ncia locallzada fue mas sensible a los dlfe

seemanni mostrando u; hasta un 90% con las concentraciones més al

cambio n]orfdlégxcq podria explicarse por el gfeéto aﬁtimvicr'obiano del extracto Vs‘ob_‘ré las baétenz_ls de E. coli.
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Figura I1a. Figura 11b.

Figura 1 Ia Colonm anormal dcl p'nrén localizado de E. coli adherida a una célula HEp-2.

Figura 11b Célula HEp-2 con una colonia normal del patnén Iocalmdo de E. coli.
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muy.interesante’debido al-po o conocimiento que:-ha

o gregatlvo, lo cual re]acmn a los factores que ’

; hacen que E; oIz‘se adhiera‘de manera: agregatwa Esto podrla sugerir:un fecto sobre las ﬁmbnas o genes

nvolucrados en el tipo de adherencna

E] patron de '1dherenc1a dlfuso de E coli fue mh1b1d0 sol Xfracios (Cuadro 2). El extractd con -

’mayor mhlblcxon de Ia adherencm fue ‘el de Geramo evapo d 11trar que tiene una lnhlbICIOI‘l de la ;
dhercncm de hasta un 80 % (Figura 7 C) en 1'1 concentracxon as ﬁlta_ Este extracto es el que mantlene por :

mas dIIUCIOI‘lCS dlferencms significativas comparando ]as dlluclones de extracto con el contro] (Cuadro 5)
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"Los otros extractos que uenen una mhxblcxon de Ia adherencxa son Geramo llof'llzado y Geramo EtOH / H20

‘(Flgur'l 7 A y D Cundro 2) Ios cuales preseman una mhxblcnon de la adherencla en las concentrqcnones mas~

altas (Cmdro 5) En el caso del

Ekxj,‘elickuadro‘z ambién‘se observa que:la: mayona de los extractos sonﬁ mespemfcos ya’ que afectan la

‘adherencia omo Ger'lmo ;onf llzado GeramojEtO H20 y Geramo ‘

inhibicién. de los: tres patrones’de

€ extrapt Geranio E’t'OH'.fHZOp,re ento un efecto vn't_lmlc‘roblanoespeciﬁcok »

e Eyaporado' sin filtrar, aun

ueron Geramo

"sobre el’ patron Iocahza o..Los umcos extractos que presema n.u

Evaporado Flltrado y Geramo Acetona / HzO presentando una m]ublcmn especnﬁca del patron locallzado y
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es este Gltimo extracto, el Geranio Acetona / H;0, el que también presenté un efecto antimicrobiano sobre el

“patrén difuso, T

"-Son pocos los estudxos de mhlbxcwn de la adherencla con extractos naturﬂles yen mnguno se han uullzzmdo

si-i-los. tres patrones de adl . ar En algunos casos se reporta a las lectmas de los plan as o ﬁ'utas, como los

fimbrias; 2) cambxos en la composncmn de las protelnas de ]a membrzma extema,fvyf 3):i'c:ii;nbi‘c)vs',en las
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Ty ﬂuroroqumolonas, asi como tanm

propledades elecmcas e hldrofoblcas de Ia superﬁcne de E colr Estos tlpos de compuestos como quinolonas

antloxxdantes 1ene propledades ox1cns para E “coli. El Geranio

presentd -en algunos cdsos .un . efecto 'mtlmlcroblano (extracto EtOH H,O ‘con’ e]l patron Locahzado y

extracto Acetona/H,O con el Dxfusq); pqr,lo que tal vez en'los demds el efecto 'de(mhlblcmn de la adherencxa

pueda deberse a un efecto de antimicrobiano e dosis-no et‘ales ES bxen sabido qu

Geraniaceae presentan tam‘nbs N idades (Kyoko,: K et al

tioxidantes que han' demoslrado dxferentes act
2003; Serkedjieva, J. 'glv al

,1999). E

Calzada, F. et al.

Taninos' que. podrial

' dando Iugar a ]as co]omas anormalmente grandes de las dllucxones mtermcdlas

. Si blen es CIerlo que el Geranlo tlene Tamnos que pueden estar actuando como anhmlcroblanos en dosns no

i etal sobre E. col temendo In: efecto nhlblmon de la adherencia, estos pueden estar ctuando'de myanera‘

: smcrglca con otros compuestos:de extracto Por el método de extraccién se-tienen diferentes compuestos K

polares que podrlan actuar blogueando los recep_tores celulares (como carbohidratos); 6 bien regulando gengs

0Ceso dé ‘.‘quérum*sen’sing" (pequeiios’péptidos

involucrados en: la adherenm

compuestos que podnan extraerse con agua son Antocxanmas almldon aninos, saponmas, ,e‘rperi'oidés,

polipéptidos y lectmas El etanol favorece la extraccxon de tanmos poleeno]es, pohacetllenos ﬂovonondes

71
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terpenoides, est’ercr:rlké:s jréllcralox('lés La acetona favorece la Vextracciiénb‘rdé tI:]'zi'v'c')r;it_)'i'dés (Marjorie, M. 1999). Se

‘requieren mas estudios para saber que moléculas stin actuando en'la inhibicién de la adherencia y como es

'que‘ aclﬁaﬁlAPdr‘ lo cum se: l'mea contmuar con el ‘trabaJo tr'ltando e caracterlzar y purificar la / 6 las

sustancms acuvas que podnan ; tar envueltas en la lnhlblCIOI'l de Ia adherencna de E. coli a celulas HEp-2, 6

f—compuestos que presenten una actlvxdad anumlcroblana sobre E. colt
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Abreviaciones

MEM ' Medio Minimo Esencial de Eagle
PBS Buffer de Fosfatos
SFB Suero Fetal de Bovino
TSA Soya Tripsina Agar
-..UFC... Unidades Formadoras de Colonias -

APENDICE 1

Medios
Soluciéon D- Manosa al 10% :

Diluir 10 g de D- Manosa’ en 100 ml de agua desn]adn
Esterilizar por filtracién con membrana de 0. 22
Seguardaa4°C :

Triptonaal 1 %

Diluir 1 g de Triptona en 100 m! de agua destilada -
Distribuir 3 m! en tubos de 13 x 100 con'rosca - .
Tapar los tubos y esterilizar a 121 ° C durante 15 minutos
Se deja a aprueba de esterilidad durante 24 ha 37.°C
Seguardaad4°C

Agar MacCONKEY

Disolver 40 g de agar en | L de agua destilada

Calentar y dejar hervir por un minuto "

Esterilizar a 121 ° C durante 15 minutos - - -

Vaciar aproximadamente 20 ml en cajas pem en condlcwnes de estenhdad
Esperar a que gelifique

Sedejaa prueba de esterllldad duranle 24 h a 37 C

Seguardaad“°C e

Agar Sangre

Diluir 40 g de base agar sangre en'1 L de agua destllada
Calentar y dejar hervir por un minuto-. :

Esterilizar a 121 ° C durante 15 mmutos

Colocar en bafio mariaa'45°C :

Agregar en condiciones de esten]ldad 50 ml de sangre de camero desﬁbrmada




Vaciar aproximadamente 20 ml en cayxs petn en condlcxones de estenlldad
Esperar a que gelifiquen

Se dejaa prueba de esterilidad durante 24 h'a 37 C

Se guardaad4’C

Agar de Soya Tripticaseina (TSA)

Disolver 17 g de digerido pancredtico de tripsina en 1 L de agua desti]ada
Disolver 3 gr de digerido enzimatico de soya en 1. L de agua destllada St
Disolver 2.5 g de Dextrosa en 1 L de agua destilada B S ;
Disolver 5 g de Cloruro de Sodio en 1 L de agua destilada’

Disolver 2.5 g de Fosfato Dipotasico en 1 L de agua destllada

Calentar y dejar hervir por 1 minuto

Esterilizar a 121 ° C durante 15 minutos s

Vaciar aproximadamente 20 ml en cajas petri en condiciones de esterilidad
Esperar a que gelifiquen

Se deja a prucba de esterilidad durante24 ha37°C

Se guardaa4°C

*En caso de hacer tubos de 13 x 100 con rosca:

Se agregan 3 ml a cada tubo antes de esterilizar

Se ponen los tubos de tal forma que estén inclinados
Esperar a que gelifiquen

Se deja a prueba de esterilidad durante24 ha37°C
Seguardaad4°C

Medio minimo Esencial de Eagle (MEM)

Agregar 100 ml de MEM 10 x a 900 ml de agua desxomzada estén] (o agregar el contenido sélido de un
frasco de MEM) en condiciones de esterilidad B :

Agregar 10 ml de Bicarbonato de Sodio pH 7.4 - 7. 6 al 80 % :

Agregar 10 ml de HEPES i
Agregar 10 ml de L- Glutamina v 3 :
Agregar 10 ml de una mezcla de antibidticos (Pemcxlma Streptomlcma)

Se filtra toda la mezcla con una membrana de 0.22-m ayudado por una_;ermga de 60 ml‘
Se recibe el filtrado en frescos previamente tratados y estenllzados -

Se tapan y se etiquetan g

Sedcjaa prueba de esterilidad durante 24 ho 48 ha 37° C
Seguardaad®C :
Se agrega 10% de SFB en condiciones de esterilidad conforme se vaya utlhzando
Después de agregar el SFB se dejar a prueba de estenlldad durante 24 hod8ha 37°C

Colorante de Giemsa

Se pesa | g de colorante de Giemsa
Se agrega a 54 ml de Glicerol en agitacién
Se agregan 84 ml de Metanol : -
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Se f ltra ) :
Se envasa en un frasco ambar

FeCl; (p'll“l tmclon de t'mmos)

Se agregan 4 2 ml de acido clorhidnco (I—ICl) a 500 ml de agua
Se agregan 13.5 g de Cloruro Férrico (FeCls)
Se filtra y se guarda en una botella ambar .

APENDICE 2

,‘ Soluciones y lavado de material

" PBS

Se agregan 8 g de NaCl a 800 ml de agua destllada en agitacién
Se agrega 0.2 g de KClI

Se agrega 1.15 g de Fosfato de Sodio leasxco

Se agrega 0.2 g de Fosfato de Potasm Monobaswo

Se ajusta a pH de 7.2

Se afora a 1000 ml

Se pone en frascos y se estenhza

Solucion de PUKS

Se agregan 8 g de NaCl en | L de agua desxomzada esterll en condlcnones de esten]ldad
Se agregan 0.4 g de KC1 ‘

Se agrega 0.35 g de NaHCO3

Se agrega 0.336 gde EDTA. S :

Se filtra todo con una membrana'de 0. 22 ‘m y 'se envasa en frascos estenles prevmmente tratados
Se dejar a prueba de estenhdad durante 24ho48h a 37 Co :

Solucién Salina 0.85 %

Se diluyen 8.5 g de NaCl en 1L de agu destllada
Se pone en tubos cénicos de-100 m
Se esterilizaa 121 °C durante 15 ‘minut
Seguardaa4°C

Se secaa 120 ° C durante | hora, =" 4
Se esteriliza a 120 ° C en calor humedo po

Lavado de material de Vidrio para Cl!l‘tIVO ‘cel‘u‘la'r"(u's"adb)'
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Se enjuaga con agua corriente el material sucio.
Se enjuaga de 3 a 5 veces con agua desionizada.
Se sumerge en hipoclorito de sodio al 10 % por 24 horas.

Sc enjuaga con agua corriente y se pasa a una solucién de dcido clorhfdrico al 2 % por 24 horas.

Se enjuaga 10 veces con agua desionizada.
Se seca a 100 ° C durante | hora.
Se envuelve y se esteriliza a 120 ° C (calor hiimedo) durante 30 mmutos
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