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RESUMEN

Las infecciones de la piel pueden ser producidas por bacterias, virus, hongos y
artropodos. Generalmente la mayoria de las infecciones bacterianas de la piel son
infecciones localizadas, aunque algunas pueden extenderse y originar enfermedades
sistémicas potencialmente mortales. En México el nimero de plantas medicinales
usadas es cuantioso, una de estas especies es Rosa centifolia L., dicha especie es
empleada en diversas regiones del pais para aliviar padecimientos de la piel
probablemente originados por algiin microorganismos. Por lo antes mencionado, el
objetivo de este trabajo fue evaluar cientificamente el uso tradicional de R.
centifolia. Se obtuvo el extracto metanolico por medio de maceracidon. El extracto
metanolico fue particionado con hexanos. Se evalud la actividad antibacteriana
(método de difusién en agar de Kirby—Baiier en 13 cepas bacterianas) y antifingica
(método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial en 5 cepas fungicas). Asi
mismo, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y bactericida
minima (CBM) por la técnica de dilucion en agar. La actividad antioxidante se
evalud por el método de reduccion del DPPH. La toxicidad general se determind
utilizando larvas nauplio II de Artemia salina. Mediante una cromatografia en
columna abierta, se obtuvieron las fracciones mas activa responsable de la actividad
antibacteriana. El extracto hexdnico no mostrd actividad antimicrobiana. El
extracto metanolico inhibio el crecimiento de 5 cepas bacteriana (4 Gram positivas
y 1 Gram negativas). Las cepas bacterianas mas sensibles al extracto fueron:
Staphylococcus aureus 'y Vibrio cholerae Tor (CMI= 0.25 y 0.125 mg/mL
respectivamente). Para ambas cepas el extracto metanolico mostré una actividad
bacteriostatica. El extracto metanolico presentd actividad antifungica sobre
Trichophyton mentagrophytes (CLsp= 1.68 mg/mL) y Candida albicans. De las
fracciones obtenidas de la cromatografia en columna abierta, las fracciones mas
activas fueron la 12, 13 y 14, estas fracciones mostraron en su composicion quimica
la presencia de cumarinas y derivados del acido benzoico. La actividad
antioxidante del extracto metanolico tuvo el valor de CAs,= 2.83 ng/mL. Respecto
a la toxicidad el extracto metandlico resultd moderadamente toxico CLs, = 116.27
ug/mL. Los resultados obtenidos explican el uso tradicional de R. centifolia.
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INTRODUCCION

Todos los pueblos primitivos han adquirido informacidén sobre las propiedades
medicinales de una gran cantidad de plantas de su ambiente. Estos conocimientos,
generalmente los acumulan determinados individuos tales como sacerdotes,
hechiceros, curanderos, etc., quienes los han transmitido generacionalmente a sus

aprendices y descendientes (Dominguez, 1973).

Muchas de las civilizaciones usaron la naturaleza como fuente de remedios
curativos. Los registros mas antiguos de medicina datan de hace 3500 afios, pero
los paleontélogos han encontrado manojos de hierbas medicinales entre los restos

fosilizados de nuestros ancestros neandertales (Polunin y Robbins, 1992).

Existen numerosas referencias de plantas medicinales en documentos de Babilonia,
Egipto, India, China, Grecia y Roma, documentos que datan de entre los afios 200
a 1500 a. C. (Gallardo, 1985). Especificamente, en México, los conocimientos
acerca de las plantas medicinales datan de épocas anteriores a la conquista. Los
indigenas, en consecuencia de su intimo contacto con la naturaleza, adquirieron
amplios conocimientos sobre las virtudes curativas de las plantas (Martinez, 1967).
Los conceptos modernos de las plantas curativas iniciaron en el continente Europeo
con la aparicion de los herbarios en el siglo XVI, elaborados después de la

Congquista (Lozoya y Velazquez, 1988).

En América la informacion sobre plantas medicinales fue adquirida por misioneros
y viajeros espaioles (Hamburguer y Hostettmann, 1991), siendo ellos quienes
plasmaron todo ese conocimiento en obras como las de Bernardino de Sahagun,
quien realizé una compilacion de fuentes Nahuatl, registrado en el Codice
Florentino (Ortiz, 1986), “Tesoro de la medicina o de las plantas medicinales de la
Nueva Espafia” de Gregorio Loépez (1850) y el “Libellus de Medicinalibus Indorum
herbis” escrito por Martin de la Cruz (Gutiérrez, 1989).
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Afios mas tarde, con el auge de la medicina occidental y el inicio de la revolucion
industrial, se encontré que muchos de los compuestos responsables de las
propiedades medicinales de las plantas (metabolitos secundarios), podian ser
sintetizados a partir de reactivos quimicos en el laboratorio, aminorando el interés
por la medicina herbolaria y facilitando la producciéon de medicamentos para cubrir
la demanda médica. Sin embargo, la sociedad médica no estaba conforme pues
encontrd que diversas sustancias usadas para tratamientos médicos tenian efectos
drasticos en el organismo provocando, en ocasiones, hasta la muerte del paciente

(Pefia, 1976).

La sociedad médica también se percatd de que gran parte de la poblacion no podia
acceder a la medicina cientifica por falta de recursos, por ello, en el afio de 1975 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promovi6 internacionalmente el estudio
de la medicina tradicional popular de los paises en vias de desarrollo (Aguilar,
1994). Asi, en el ano de 1978 la OMS definié6 como planta medicinal a cualquier
planta que en uno o mas de sus Organos contiene sustancias que pueden ser
utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para la semisintesis

quimico-farmacéutica (Vanaclocha y Caiigueral, 2003).

Por otro lado, se sabe que las infecciones de la piel pueden ser producidas por
bacterias, virus, hongos y artropodos. Generalmente la mayoria de las infecciones
bacterianas de la piel son infecciones localizadas, aunque algunas pueden
extenderse y originar enfermedades sistémicas potencialmente mortales (Ingraham

e Ingraham, 1998).

De entre los microoganismos capaces de ocacionar enfermedades sistémicas se
encuentran los estafilococos tales como Staphylococcus epidermidis que se encuentra
en la piel y mucosa nasal de casi todas las personas, muchas personas sanas
también albergan cepas virulentas de S. aureus en sus conductos nasales. Los
estafilococos suelen infectar la piel y los tejidos blandos subyacentes, aunque esta

documentada la existencia de infecciones estafilocécicas que afectan a cualquier
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organo del cuerpo, como los huesos, las articulaciones, pulmones y el corazén

principalmente (Ingraham e Ingraham , 1998).

Se sabe que la resistencia a los antibioticos puede ser natural o adquirida, esta
ultima es el resultado de la adecuacion al medio de las mutaciones ocurridas al azar
en un lapso evolutivo muy prolongado, es decir un cambio genético estable,

hereditario de generacidn en generacioén (Kumate, 1981)

A pesar de que la penicilina era la mejor soluciébn para las infecciones
estafilococicas, con el tiempo dichas bacterias han generado resistencia a este
antibiotico en particular, en la actualidad son tratadas con penicilinas
semisintéticas, como la meticilina, sin embargo, también han surgido cepas de
estafilococos resistentes a la meticilina (Ingraham e Ingraham, 1998). Por lo que la
busqueda de nuevas alternativas de tratamiento contra estas bacterias esta enfocada

basicamente en los productos naturales.

Las infecciones causadas por hongos también son comunes y en muy pocos casos
graves. Los dermatofitos son un grupo de hongos que infectan las superficies
internas del organismo produciendo el pie de atleta y las tifias. Se calcula que al
menos el 90% de los varones se han infectado al menos una vez en su vida al llegar
a los 40 afios, pero no se sabe por qué las mujeres no se infectan con tanta
frecuencia. Aunque las infecciones causadas por dermatofitos son superficiales y la
mayoria pueden curarse mediante agentes antifingicos, se sabe que algunos de

estos pueden tener efectos colaterales graves.(Ingraham e Ingraham, 1998).

Por lo anterior, es conveniente recalcar que la importancia de los estudios actuales
sobre las plantas medicinales, radica en que estas presentan ventajas indiscutibles
con relacidon a los medicamentos aldpatas o farmacos sintéticos, ya que estos
pueden provocar efectos colaterales negativos, lo cual, hace que sean cada vez mas

las personas que regresan a la busqueda de alternativas naturales (Palacios, 2005).
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Debido a esto el mundo ha volteado la vista al mundo botanico, del cual se sabe
que las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones
de estrés bidtico y abiotico. Para defenderse del dafio ocasionado por la herida y el
ataque por insectos 0 microorganismos patdgenos, las plantas sintetizan enzimas
que degradan la pared celular de microorganismos o que tienen la capacidad de
inactivar toxicos de origen microbiano (Sepulveda et al., 2004). Asi mismo y como
parte de la proteccion quimica, otra estrategia utilizada por las plantas es la
produccion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, en contra de
herbivoros o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000). La sintesis activa de
metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones
adversas tales como: a) el consumo de herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el
ataque por microorganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el
espacio de suelo, luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la

exposicidn a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda et. al, 2004).

Meéxico es un claro ejemplo del empleo de las plantas medicinales y uno de los
lugares donde dicho conocimiento se utiliza es el Valle de Tehuacadn-Cuicatldn,
donde el uso de la medicina tradicional es cosa de la vida cotidiana, debido a esto
el numero de plantas medicinales usadas es cuantioso, una de estas es Rosa centifolia
L., dicha especie es usada para aliviar padecimientos de la piel probablemente
originados por algian microorganismo (Canales et al., 2005 y 2006). Por lo antes

mencionado, R. centifolia es el objeto de estudio de esta investigacion.

ANTECEDENTES

® El primer registro de R. centifolia como planta medicinal se remonta al siglo
XVI por Francisco Hernandez, el cual sefiala que es utilizada para evacuar
la bilis. A finales del siglo XVIII Juan de Esteyneffer menciona que esta

especie es empleada para aliviar malestares del estdmago, rifiones,
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pulmones, espalda, cabeza, pecho, garganta, supuraciones, colera, vomito y

para las lombrices (Argueta y Cano, 1994).

8 Maximino Martinez la indica como catartico y vulnerario; la sociedad
Farmacéutica de México cita la misma informacion de Martinez y agrega su

uso como astringente (Argueta y Cano, 1994).

i Se tienen muy pocos estudios sobre R. centifolia, caso concreto es la
investigacion realizada por Canales et al., (2005) donde se reporta que el
extracto metanolico presentd actividad antibacteriana sobre S. aureus y S.

epidermidis.

@l Diversas investigaciones se han realizado en torno a la familia Rosaceae,
una de ellas determind la actividad antibacteriana de R. gallica contra

Bordetella bronchiseptica'y Bacillus cereus (Bonjar, 2004).

@ Un trabajo realizado en R. rugosa permitié descubrir que el elemento

antimicrobial de la planta es un sesquiterpeno (Hashidoko et al., 1989).

# Otro de los casos en los que la familia Rosaceae es puesta a prueba contra
bacterias es la realizada por Kumarasamy y colaboradores (2002) donde R.

canina present6 efecto contra Escherichia coli.

® Estudios recientes determinaron la actividad antibacteriana del aceite
escencial de R. damascena contra tres diferentes cepas de Xanthomonas
axonopodis teniendo efecto inhibitorio contra todas ellas (Basim y Basim,
2003).

i Se ha registrado la actividad antimicrobiana en R. pisiformis, donde la
extraccion tanto de compuestos solubles e insolubles en agua tuvieron
actividad sobre Bacillus catarrhalis, S. aureus, B. subtilis, Helicobacter pylori y el

hongo Trichophyton rubrum (Buruk et al., 2006)
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8 Otro estudio menciona la capacidad antioxidante del aceite esencial de R.

ribiginosa esto en Espana (Franco et al., 2007a).

De tal manera se sabe que las plantas pertenecientes del género Rosa tienen cierto

grado de actividad antibacteriana, pero sobre R. centifolia (Apéndice 1) en particular

se tiene escasa informacion.
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OBJETIVO GENERAL

» Evaluar la actividad antimicrobiana y toxicidad general de Rosa centifolia

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener el extracto metanolico y su particion hexanica.

2. Evaluar cualitativamente la actividad antimicrobiana del extracto

metanolico y su particion hexanica.
3. [Evaluar cuantitativamente la actividad antimicrobiana del extracto activo.
4. Determinar la toxicidad general y actividad antioxidante del extracto activo.

5. Realizar el aislamiento biodirigido de los metabolitos secundarios

responsables de la actividad antimicrobiana
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MATERIAL Y METODOS

La planta fue comprada en el mercado de Ajalpa, Puebla, en Agosto del 2008 e
identificada en el Herbario de la FES-Iztacala con el nombre de Rosa centifolia L. y

numero de colecta MCM39.
Obtencion del extracto metanodlico

Una vez secas las flores (96.67 g), se llevd a cabo una maceracién para obtener el

extracto metanolico de la planta (Apéndice 2),
Obtencion de la particion hexanica

Para la obtencién del extracto hexanico se realizd una particion del extracto
metanodlico. De esta forma se obtuvieron el extracto hexdnico y el extracto

metanolico libre de compuestos no polares (MeOH) (Dominguez, 1973).
Evaluacion de la actividad antibacteriana
Cepas bacterianas.

Los microorganismos empleados para evaluar la actividad antibacteriana de los
extractos fueron: Vibrio cholerae No.01, Vibrio cholerae INDRE 206. V. cholerae
aislada de en caso clinico, correspondiente al grupo 01, productor de enterotoxina,
serotipo Inaba, biotipo El Tor, V. cholerae CDC V 12, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Enterobacter
aerogenes y Bacillus subtilis (donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES-
Cuautitlan), Yersinia enterocolitica (donada por el laboratorio de analisis clinicos de
la CUSI de la FES-Iztacala), Staphylococcus aureus ATCC 12398, Staphylococcus
epidermidis y Sarcina lutea (donadas por la FES-Cuatitlan).
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Evaluacion cualitativa

La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusidén en agar de
Kirby-Batier (Vanden Berghe y Vlietink, 1991). Los sensidiscos fueron impregnados
con 2 mg de los dos extractos obtenidos. Como control positivo se utilizaron
sensidiscos impregnados con 25 pg de cloranfenicol; como controles negativos los
sensidiscos fueron impregnados con 10 pL. del solvente respectivo. Todos los

bioensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 3).
Evaluacion cuantitativa

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentraciéon
Bactericida Minima (CBM) se utilizoé el método modificado de diluciéon en agar
(Avila, 1996). Las concentraciones utilizadas para los bioensayos fueron de: 3.0,
2.5, 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, y 0.125 mg/mL del extracto que presente

actividad antimicrobiana. Cada bioensayo se realizo por triplicado (Apéndice 4).
Efecto del extracto activo sobre la curva del crecimiento bacteriano

El estudio se determin6 de acuerdo al método propuesto por Kubo y
colaboradores (Kubo et al., 1993; citado en Avila 1996) (Apéndice 5). Las
concentraciones evaluadas fueron %2 CMI, CMI y CBM del extracto MeOH vy se

llevo a cabo el seguimiento del crecimiento bacteriano durante 24 horas.
Evaluacion de la actividad antifangica

Las especies de los hongos utilizados para evaluar la actividad antifiungica fueron:
Levaduras

Se utilizaron Candida albicans (caso clinico) (donada por el laboratorio de analisis
clinicos de la CUSI de la FES-Iztacala), C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
14065, Criptococcus neoformans (donadas por el laboratorio de microbiologia de la
FES-Cuautitlan).

10
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Hongos filamentosos

Fueron utilizados Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, Fusarium
sporotrichum ATCCNRLL 3299, Fusarium moniliforme y Rhyzoctonia solani, donadas
por el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UBIPRO, FES-Iztacala.

Evaluacion cualitativa para levaduras

Para determinar la actividad antifungica en levaduras se llevdo a cabo el mismo
ensayo que en las bacterias, mediante el método de difusidn en agar de Kirby-BaUer

(Vanden Berghe, y Vlietinck, 1991) (Apéndice 3).
Evaluacion cuantitativa para levaduras

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Fungicida Minima (CFM) fue utilizado el mismo método que en las bacterias
(Apéndice 4).

Evaluacion cualitativa para hongos filamentosos

Para evaluar la actividad antifungica se utilizé el método de inhibicion del
crecimiento radial (Wang y Bun, 2002) fueron impregnados sensidiscos con 2 mg
de los diferentes extractos. Como control positivo se utilizaron sensidiscos con

Ketoconazol (7 pg). Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Apéndice 6).
Evaluacion cuantitativa para hongos filamentosos

Para determinar la Concentracién Fungicida Media (CFs) y la Concentracion
Fungicida Minima (CFM) se utiliz6 el método de inhibicion del crecimiento radial,
para lo cual el extracto fue diluido en el agar (Wang y Bun, 2002). Las
concentraciones empleadas para los ensayos fueron: 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75,

0.50, 0.25, mg/mL. Cada ensayo se realizo por triplicado (Apéndice 6).

11
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Fraccionamiento biodirigido

Se llevo a cabo una cromatografia de columna abierta del extracto MeOH. Las
alicuotas que se obtuvieron fueron de un volumen de 250 ml. Se realizaron
cromatografias en capa fina de cada una de las fracciones obtenidas en la
cromatografia en columna, esto con la finalidad de agrupar las fracciones similares.
Se evalu¢ la actividad antimicrobiana de cada fraccion (para bacterias y levaduras
método de difusidon en agar de Kirby-Batier; para hongos filamentosos método de
inhibicién del crecimiento radial) con el propoésito de identificar las fracciones con

actividad antimicrobiana.
Toxicidad general

La toxicidad general se evaluo para la fraccion que presentdé mayor actividad. Los
ensayos se realizaron con larvas nauplio II de Artemia salina, siguiendo el método
de McLaughlin (1991), a concentraciones de 1000, 100 y 10 ug/mL, teniendo como
control positivo acido galico. Todos los ensayos se realizaron por triplicado
(Apéndice 7).

Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevd a cabo mediante el método de
reduccién del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) método modificado de
Murillo, 2006 (Apéndice 8).

Analisis estadistico

A los datos estadisticos de la actividad antibacteriana se les realizo un analisis de
varianza unifactorial. Para el calculo de las CLs, de toxicidad y antioxidantes se

llevo cabo un andlisis de regresion, para ajustar una hipérbola rectangular.

12
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RESULTADOS

1. Datos de la especie Rosa centifolia

Los datos de la especie utilizada en la investigacion se aprecian en los cuadros 1y
2.

Cuadro 1. Datos generales de la especie estudiada

Nombre cientifico Rosa centifolia
Familia Rosaceae
Nombre comin Rosa de castilla
Forma de uso Infusion

Cuadro 2. Datos etnobotanicos de la planta estudiada

Parte usada de la planta Flor
forma de preparacion Maceracion
Epoca de colecta Agosto - 2008

2. Rendimiento de extractos

Dentro del cuadro tres se observa que el extracto de menor rendimiento fue el
extracto el hexdnico con 1.55 g (1.60%), en contraste el extracto con mayor
rendimiento fue el metanolico con 37.25 g (38.53%). Al momento en que se realizd

la particion de MeOH se pudieron apreciar sustancias que no eran solubles en

13
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ninguno de los dos solventes utilizados, de tal modo que se nombr6 como interfase,

la cual presentd un rendimiento de 2.50 g (2.58%).

Cuadro 3. Rendimiento de los extractos obtenidos de Rosa centifolia.

Extracto Rendimiento g Rendimiento %
Metanélico 37.25¢g 38.53%

Hexanico 1.55¢g 1.60%

Interfase 250g 2.58%

El rendimiento fue calculado respecto a 96.67 g de flores secas

¥ Metandlico
B Hexdnico

m  Interfase

Figura 1. Rendimiento de los extractos de R. centifolia
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3. Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Unicamente el extracto MeOH tuvo actividad sobre S. lutea, B. subtilis, S.
epidermidis, S. aureus y V. cholerae (Tor). Los datos se aprecian en el cuadro 4 asi

como en la Figura 2.

Los resultados del analisis de varianza aplicada para comparar el halo de inhibicién

de las cinco cepas bacterianas mostro que si existen diferencias significativas (F=

33.6 P=1.18 x 10°) entre ellos.

Cuadro 4. Actividad antibacteriana del extracto MeOH de R. centifolia.

Microorganismo Extracto MeOH
(mm)
S. lutea 11.3+£0.11
B. subtilis 14.6 £ 0.15
S epidermidis 20.3 £0.20
S. aureus 16.6 £ 0.15
V. cholerae (Tor ) 7.6 £0.05

Halos de inhibicién en milimetros (datos promedio de tres repeticiones). El
extracto fue probado a una concentracién de 2 mg/sensidisco

15
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epidermidis (Tor)

Figura 2. Microorganismos sensibles al extracto MeOH1 de R. centifolia

4. Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

Las bacterias mas sensibles al extracto MeOH fueron V. cholerae (Tor) con valores
de 0.125 mg/mL para CMIy 0.25 para CBM y S. aureus con cifras de 0.25 mg/mL
para CMI y 0.25 mg/mL para CBM, por el contrario la bacteria menos sensible fue
B. subtilis con valores por arriba de los 3.0 mg/mL tanto para CMI como para

CBM. Los resultados de los analisis cuantitativos se muestran en el cuadro 5.

16
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Cuadro 5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y

Bactericida Minima (CBM) del extracto MeOH.

Microorganismo CMI (mg/mL) CBM (mg/mL)

S. lutea 0.75 1.0
S epidermidis 1.5 2.0
S. aureus 0.25 0.5
B. subtilis >3.0 >>3.0
V. cholerae (Tor ) 0.125 0.25

>= Mas de, >>= Muy por encima de

5. Efecto del extracto MeOH sobre la curva de crecimiento bacteriano

i Te stigo

Tiempo (hrs)

Figura 3. Actividad del extracto metanolico sobre la curva de
crecimiento bacteriano de S. aureus. 2 CMI = 0.125 mg/mL;
CMI = 0.25 mg/mL; CBM = 0.5 mg/mL.

17
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El extracto metanolico present6 una actividad bacteriostatica sobre S. aureus, ya que
después de una exposicidon de 24 horas solo se observa una reduccién de la

poblacion, mas no un descenso total de la misma (Figura 3).

025 mg/mL

s T2 5t g0

Tiempo (hrs)

Figura 4. Actividad del extracto metanolico sobre la curva de crecimiento bacteriano
de V. cholerae Tor. %2 CMI=0.065mg/mL; CMI=0.125mg/mL; CBM=0.25mg/mL.

Con respecto a la actividad del extracto MeOH sobre la curva de crecimiento
bacteriano de V. cholerae (Tor), se puede observar en la figura 4 que la disminucion
de la poblacion bacteriana expuesta a las concentraciones de Y2 CMI, CMI y CBM
fue minima, ya que la curva de crecimiento se mantuvo con la misma tendencia

que el grupo testigo.
6. Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

El extracto MeOH soélo presento6 actividad sobre C. albicans (CUSI) con un halo de
inhibicion de 16 mm (siendo este el promedio de tres repeticiones) y 7.
mentagrophytes dando positivo en la prueba de inhibiciéon del crecimiento radial. El

extracto hexanico no present6 actividad antifingica.

18
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7. Evaluacion cuantitativa de la actividad antifangica.

Con respecto a la prueba cuantitativa de la actividad antifungica de MeOH1 se
obtuvo para C. albicans (CUSI) los valores de CMI <2.0 mg/mL y CFM<< 2.0
mg/mL. Los resultados del bioensayo realizado con T. mentagrophytes se observan

en el cuadro 6.

Cuadro 6. Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial del extracto MeOH]1 sobre T.

mentagrophytes.

Concentracion MeOH

(mg/mL)

% de Inhibicidn

4.0 100
3.0 62.2
2.0 49.3
1.0 0
0.75 0
0.5 0

De acuerdo con lo obtenido en el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial del
extracto MeOH sobre T. mentagrophytes se calculé una CLs, (Concentracién letal

media) obteniendo un valor de de 1.68 mg/mL, y la CFM se observo a 4.0 mg/mL
(Figura 5).
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100 ~ . g
90 +
80 +
70 4 y=29.56x-21.709
60 - R?=0.9821
50 4
40 +
30 +
20 +
10 -

radial

Clso=1.68 mg/mL

% de Inhibiciéon del crecimiento

Concentracion mg /mL

Figura 5. Determinacién de la CLs, de MeOH sobre T. mentagrophytes

8. Aislamiento Biodirigido de la cromatografia en columna del extracto MeOH.

Se obtuvieron 308 alicuotas de 250 mL cada una, las cuales se agruparon 29

diferentes fracciones (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna

del extracto MeOH de R. centifolia.

Fase Movil Fraccion obtenida

Hexano / Acetato de Etilo 1:1 1-4
Hexano / Acetato de Etilo  4:6 5-7
Hexano / Acetato de Etilo  3:7 8§-11
Acetato de Etilo 12-14
Acetato de Etilo / Metanol 9:1 15-22
Acetato de Etilo / Metanol 8:2 23-24
Acetato de Etilo / Metanol 7:3 25
Acetato de Etilo / Metanol 6:4 26
Acetato de Etilo / Metanol 1:1 27-28
Metanol 29

9. Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas de la cromatografia en

columna del extracto MeOH.

Los resultados mostraron que las fracciones que contienen la actividad
antibacteriana mas notable sobre S. aureus son la 12, 13 y 14, de las cuales el que
mostro el mayor halo de inhibicion fue el numero 13 (15.5 mm), dichos resultados

se muestran en el cuadro 8 y figura 6.

21



%IZ/{W %Mdﬁl@/@'mm/ qy %ﬁ({/ﬂﬂ’ g&i?&ﬂd/ e %ﬂ ﬁﬁﬁ//‘%/ﬂ/ g .

Cuadro 8. Actividad antibacteriana de las fracciones

obtenidas de la cromatografia del extracto MeOH.

Halo de Tnhibicién ( ) Rendimiento
. r o de ibicion (mm
Fraccion (mg)
4 6.5 40
5 6 40
6 6.5 30
9 7 10
12 12.5 30
13 15.5 30
14 13 120
16 8.75 930
16
— 14
£
E 12
S 10
2 s
£
% 6
S 34
T
2
0 T T T T T T T T |
4 5 6 9 12 13 14 16
Fracciones

Figura 6. Sensibilidad de S. aureus a las fracciones del extracto MeOH
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10. Caracterizacion quimica
10.1 Pruebas cualitativas para fenoles y alcaloides

El extracto MeOH en presencia de gotas de FeCl; dio un color azul obscuro, lo cual

indica presencia de fenoles.

El extracto MeOH en presencia del reactivo de Dragendorff mostro un precipitado
rojizo y con el reactivo de Mayer un precipitado blanco lo cual indica que

probablemente haya alcaloides en el extracto.
10.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
Analisis de las fracciones 12,13 y 14 por HPLC.

Para el HPLC se analizaron las fracciones 12, 13 y 14, ya que fueron las que
presentaron los halos de inhibicion de mayor diametro sobre S. aureus, en dicho
estudio se pudo observar la sefial de cinco compuestos (cuadro 10), de los cuales el
No. 2 es el que presenta el pico mayoritario con un tiempo de retencion de 3.06
min. y una absorcidon maxima bajo luz UV de 272 nm, seguido por el compuesto
No. 1 que obtuvo un tiempo de retencidon de 2.82 y una absorcidon méaxima bajo luz

UV igual a la del compuesto 2 (Figura 7).
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Figura 7. HPLC de la fraccion 12 del extracto MeOH1 de R. centifolia.
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Cuadro 9. Tiempo de retencion y UV maxima de los compuestos de la fraccién 12

No. Tiempo de UV A maxima Compuesto
Compuesto Retencion (min) (nm)
1 2.82 272 Derivado del
acido
benzoico
2 3.06 272 Derivado del
acido
benzoico
3 3.82 232,262,292 Cumarina
4 4.45 274 Derivado del
acido
benzoico
5 8.18 258, 292 Cumarina

Como se puede observar en el Cuadro 9, las fracciones activas estuvieron
compuestas por una cumarina (compuesto 3) y por derivados del 4cido benzoico

(compuestos 1, 2 y 4).
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11. Toxicidad General

Los resultados obtenidos en la prueba de toxicidad realizada sobre larvas nauplio II
de Artemia salina muestran que el extracto MeOH posee una CLs, de 116.27
mg/mL, lo anterior se interpreta como un nivel de toxicidad moderada (Padmaja,

et al., 2002), El acido galico present6 una CLs,= 321.5 mg/mL.

Cuadro 10. Toxicidad General de MeOH sobre larvas nauplio II de 4. salina.

Concentracion % de muerte
(ppm)
1000 100
100 47
10 6.66
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12. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante del extracto MeOH de R. centifolia mostro una CLs, de

16.6 mg/mL para el extracto MeOH, como control fue utilizada la Catequina con

una CLs, de 2.83 mg/mL (Figura 8) los anteriores valores son necesarios para
reducir en un 50% el DPPH.

1/y=1.9701 (1/x) + (-0.0977)
R2= 0.9079

A—u

-—i gy

1/y=0.0260 (1/x) + (0.0108)
R2=0.9101

a-0
=uJ

Figura 8. Actividad antioxidante del extracto MeOH
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DISCUSION

Resulta de suma importancia contar con estudios que avalen el uso medicinal de las
plantas utilizadas por los pobladores de cualquier comunidad, aunque R. centifolia
es un planta introducida en nuestro pais su importancia desde el punto de vista
fitoquimico es relevante, ya que se encuentran reportes de su uso desde el siglo
XVIII para aliviar malestares del estdbmago, rifiones, pulmones, espalda, cabeza,
pecho, garganta, supuraciones, cOlera, vomito y para las lombrices (Argueta y
Cano, 1994), aun mas importante es el avalar el estudio tradicional con bioensayos
mas especificos y puntuales como el realizado por Canales y colaboradores en 2005
quienes mencionan la actividad del extracto metanolico de dicha especie, lo cual

coincide con los resultados obtenidos en este trabajo.

De acuerdo a lo obtenido en el rendimiento de los extractos de R. centifolia es
posible decir que el de mayor rendimiento fue del extracto metandlico con un
38.53%, a diferencia del extracto hexanico el cual obtuvo un rendimiento de 1.60%
siendo asi el de menor rendimiento (Figura 1). Lo anterior muestra claramente que
las flores secas de R. centifolia contienen una mayor cantidad de compuestos de
naturaleza polar, estos resultados coinciden con investigaciones realizadas sobre
otras spp del género Rosa (Hashidoko et. al, 1989; Wilkes y Glasl, 2001; Strack et.
al, 1990; Wallaart, 1980; Catalano et. al, 1995; Jin y Sato, 2003; Chang y Jeon,
2003). De igual manera se encuentran citas bibliograficas las cuales hacen
referencia a que los extractos metanodlicos de la familia Rosaceae poseen una

actividad antibacteriana mayor (Kumarasamy et. al, 2002).

Respecto a la actividad antibacteriana fue posible observar una mayor tendencia
por inhibir bacterias Gram positivas (Cuadro 4), esto concuerda con los primeros
reportes que datan del siglo XVI por Francisco Herndndez, el cual menciona que R.
centifolia es utilizada para aliviar infecciones en la piel, dicho resultado es muy

certero, ya que algunas de las principales bacterias causantes de infecciones en la
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piel son S. aureus 'y S. epidermidis (Canales et. al, 2005), cabe destacar que los halos
de inhibicion de estas bacterias fueron de 16.6 mm y 20.3 mm respectivamente, lo
cual se encuentra muy por encima de lo reportado en la literatura, ya que para S.
aureus se reportan halos de inhibicion de 7-9 mm (Bonjar, 2004) y para S. epidermidis
los halos reportados fueron de 3-4 mm (Rahua et al., 2000). Los datos anteriores
pueden ser el resultado tanto de la implementacion de diferentes técnicas de
extraccion asi como del género de la familia Rosaceae utilizado, en el caso de S.
epidermidis el género estudiado fue Rubus y la mezcla utilizada para la maceracidon
fue de un 80% de metanol acuoso, en el caso de S. aureus la extraccion fue la misma
que se utilizd en el presente trabajo pero el género fue de nueva cuenta Rubus, lo
anterior demuestra que a pesar de que las dos especies pertenecen a la misma
familia la actividad antibacteriana difiere de una manera considerable entre
géneros. Se sabe que la familia Rosaceae ha presentado actividad antibacteriana
sobre Bacillus cereus (Bojar, 2004) , Micrococcus luteus (Rahua et al., 2000) asi como
Bacillus subtilis (Thiem y Goslinska, 2004) todas Gram positivas; sin embargo no
hay que dejar de lado la actividad sobre las bacterias Gram negativas, ya que el
extracto MeOH present6 actividad sobre V. cholerae (Tor) con un halo de inhibicién
de 7.6 mm (Cuadro 4), cabe destacar que este es el primer registro que se
proporciona sobre la inhibicion de dicha bacteria por el extracto de una especie de
la familia Rosaceae, ya que solo se encuentran registros de la accidén sobre bacterias
Gram negativas por diferentes géneros dentro de la familia Rosaceae tales como
Xanthomonas axonopidis (Basim y Basim, 2003), Helicobacter pylori (Buruk, 2006) y

Pseudomonas aeruginosa (Rahua et al., 2000).

En cuanto a los datos obtenidos en los estudios cuantitativos es posible decir que V.
cholerae Tor obtuvo una CMI de 0.125 mg/mL y una CBM de 0.25 mg/mL., ambos
valores son mas pequefios en comparacion con los obtenidos por S. aureus donde la
CMI obtuvo un valor de 0.25 mg/mL y CBM de 0.5 mg/mL (Cuadro 5). Como se
habia mencionado anteriormente los resultados presentados para V. choloreae (Tor)

son los primeros de su tipo y es posible decir que estos son relativamente bajos, ya

29



9, 2 S Z — Yy ,
Q%(Zl{;(/(lt/ %f%ﬂdﬂ/{/ﬂﬂ(& / Yoaicidad General de Lg/lﬁa’m ﬂ(’///?/%/(l g .

que el extracto utilizado no es puro, es decir las sustancia activa ain no es aislada
por lo cual es necesario seguir con los bioensayos en cuanto se cuente con el
compuesto 0 compuestos esta sustancia completamente puros. En el caso de los
valores registrados por S. aureus estos son menores a los reportados por Thiem y
Goslinska en 2004, quienes evaluaron la actividad antibacteriana de una sp de la
familia Rosaceae Rubus chamaemorus, los investigadores reportan valores de 0.58
mg/mL para CMI y 2.33 mg/mL para CBM, lo cual puede atribuirse al solvente
utilizado, ya que este fue butanol el cual se sabe que posee una polaridad menor a
la del metanol, debido a esto es posible que los compuestos extraidos no posean la
misma actividad inhibitoria a comparacion de los extraidos por el metanol,
seguramente la razon determine la diferencia ya que como se menciono la especie a

la cual se le hizo la extraccion fue Rubus chamaemorus.

De acuerdo a las curvas de crecimiento bacteriano se observo un efecto
bacteriostatico del extracto MeHO sobre S. aureus y V. cholerae (Tor), donde en la
concentracion utilizada para CBM sobre S. aureus se aprecia un descenso de la
poblacion durante los primeros 4 tiempos, sin embargo, a las 6 horas la poblacion
se recupera y aumenta, se sabe que el Cloramfenicol es un antimicrobiano
comercial el cual posee una accion bacteriostatica, ya que bloquea reversiblemente
el funcionamiento del ribosoma (Davis y Dulbecco, 1996), la accién le extracto
MeOH no tiene que ser demeritada, ya que al actuar de esta manera sobre las
bacterias da oportunidad al sistema inmune de desplegar su abanico de reacciones y
anticuerpos para defender a la persona afectada por dicha bacteria. En el caso de V.
cholerae (Tor) las concentraciones de CMI y CBM se observan levemente por debajo
del testigo, este comportamiento puede deberse a que las bacterias Gram positivas
poseen una membrana externa, la cual actia como una barrera de permeabilidad

que le provee menos sensibilidad a los antibidticos (Davis y Dulbecco, 1996).

Respecto a la actividad antifungica presentada sobre C. albicans se observa que

utilizando concentraciones mayores a 2.0 mg/mL se da una disminucién en el
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crecimiento de la levadura, dicho resultado muestra que el uso medicinal que se le
ha dado a la planta estda comprobado, ya que segun lo reportado por Canales y
colaboradores en 2005 R. centifolia es utilizado para aliviar infecciones vaginales,
dicha enfermedad puede ser ocasionada por C. albicans (Davis y Dulbecco, 1985;
Pan et al., 2009). Por otro lado, el extracto MeOH tuvo actividad sobre T.
mentagrophytes el cual es el dermatofito causante del pie de atleta, dicho extracto
presento un 100% de inhibicidn sobre T. mentagrophytes a una concentracion de 4.0
mg/mL y una CLs, de 1.68 mg/mL, cabe destacar que Hashidoko y colaboradores
en 1989 emplearon el extracto de las hojas de Rosa rugosa sobre el hongo
Cladosporium herbarum causando una prominente inhibicion del crecimiento a una

concentracion de 3.75 mg/mL.

En cuanto a las 29 fracciones obtenidas de la cromatografia en columna abierta, del
analisis realizado por HPLC de las fracciones 12, 13 y 14, mostr6 la presencia de 5
compuestos (Cuadro 9) de los cuales los numeros uno, dos y cuatro se identificaron
como derivados del acido benzoico, ya que el acido benzoico presenta un pico de
absorcion maxima bajo luz ultravioleta a 270 nm (Van Sumere, 1989 citado en Dey
y Harborne, 1989). En investigaciones anteriores en torno a la familia Rosaceae
demuestran la presencia de dichos compuestos tales como acido hidroxicinamico
(Strack et al., 1990), también es posible mencionar que muchas especies dentro de
esta familia contienen sustancias fendlicas, acido hidroxicinamico y/o taninos
(Wilkes y Glasl, 2001), en 2000 Rauha y colaboradores mencionan la actividad
antibacteriana sobre S. aureus de compuestos fenolicos dentro del género Rubus, los
investigadores afiaden que es dificil determinar cual es el causante de esta actividad
debido a la poca informacion existente, por tanto, la actividad antimicrobial de
compuestos fenolicos es una de las busquedas mas importantes en los ultimos afios
(Jin y Sato 2003). En cuanto a R. centifolia 1a informacion es aun mas reducida y se
propone seguir con las investigaciones para ampliar la informacidén que se tiene
sobre la especie. Con respecto a los compuestos 3 y 5, éstos se identificaron como

cumarinas, se sabe que son sustancias fenolicas hechas por la fusién de benceno y
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anillos alfa pirona y que presentan un banda muy amplia de absorcion a 280-290
nm bajo luz ultravioleta (Ibrahim y Baron, 1989 citados en Dey y Harborne, 1989).
Estos compuestos se extraen con acetato de Etilo o Eter (Harbone, 1973). En
cuanto a su efecto antimicrobiano se debe a su interaccion con el ADN (Cowan,

1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos para la toxicidad, al determinar la CLs, del
extracto MeOH, el cual fue de 116.27 mg/mL es posible decir que este extracto

mostrd una toxicidad moderada siguiendo el criterio de Padmaja et al. (2002).

En cuanto a la actividad antioxidante del extracto MeOH la CLs, de R. centifolia fue
de 16.67 mg/mL, es posible decir que es buena, ya que estudios realizados por Al-
Fatimi y colaboradores en 2007 con diversas plantas medicinales muestran valores
que van desde 13.6 hasta 96.6 mg/mL, hay que destacar que este es el primer
estudio de dicha naturaleza realizado a la especie, estudios realizados a Rosa
rubiginosa muestran que el extracto metanolico de las semillas tiene un 52.2% de
inhibicién a una concentracion de 1 mg/mL, atribuyendo dicho valor a la presencia
de polifenoles en esta especie (Moure et al, 2001). De acuerdo con los compuestos
aislados de la cromatografia en columna abierta es posible mencionar que los
fenilpropanoides de diversas frutas y vegetales, son poderosos antioxidantes
capaces de consumir el H,O, y contribuir con el estado de oxido-reduccién celular

desencadenado durante el estrés (Sepulveda et al., 2003).

Como se habia mencionado antes R. centifolia se utiliza para combatir enfermedades
de la piel y vaginales principalmente, sabe que dicha especie es utilizada para
limpiarse la cara o zona infectada cada 3 horas aproximadamente y de acuerdo a
los resultados obtenidos en la Curva de crecimiento Bacteriano que se realizo sobre
S. aureus el efecto bacteriostatico del extracto MeOH demuestra que el modo de uso
es el adecuado para permitir al sistema inmune desencadene el sistema de respuesta
contra los microorgansmos patdgenos, cabe destacar que una de las infecciones mas

frecuentes durante la pubertades el acné vulgaris (Hamnerius,1996) la cual es
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causada en la mayoria de los casos por Propionibacterium acnés'y S. epidermidis, esta
ultima es capaz de colonizar las unidades sebaceas de la piel creando asi el proceso
infeccioso (Burkhart et al., 1999), pero para entender el uso de esta planta en
heridas fue necesario evaluar la actividad antioxidante, dicha actividad ayuda al
proceso de cicatrizacidon, ya que previene el deterioro de células y tejidos
producidos por las diferentes especies de oxigeno reactivas, ya que estas son las
causantes del proceso inflamatorio (Singh et al., 2006), de tal suerte que R. centifolia
no solo ayuda a combatir enfermedades infecciosas a nivel topico, sino que tiene la
capacidad de ayudar en el proceso de cicatrizacion, cabe destacar que es necesario
no dejar de lado esta linea de investigacién. ya que se sabe que miembros de este

género son de gran interés clinico y cosmético (Moure et al., 2001).
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CONCLUSIONES

v El extracto MeOH de R. centifolia tuvo mayor rendimiento que su particion
hexanica.

v El extracto MeOH de R. centifolia presento actividad antimicrobiana sobre
cuatro bacterias Gram positivas, una Gram negativa asi como una levadura
y un hongo dermatofito.

v Las fracciones polares presentaron actividad antibacteriana contra S. aureus.

v" El extracto MeOH obtuvo una actividad bacteriostatica sobre S. aureus.

v El extracto MeOH resulté moderadamente toxico sobre larvas nauplio II de
Artemia salina.

v' La CLs, de la actividad antioxidante fue de 16.67 mg/mL.
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APENDICE 1
Rosa centifolia .. Rosaceae

(Argueta y Cano, 1994)
Botanica y ecologia

Rosa centifolia es un arbusto de 1 a 2 m de altura, el tallo presenta espinas como
aguijones, las hojas estan divididas en pequefias hojitas las cuales también tienen
espinas, sus flores las podemos encontrar solitarias con muchos pétalos de color
rosa fuerte y de olor fragante, los frutos son pequefios y secos (Argueta y Cano,

1994) tal y como se muestra en la figura 1.

Esta es una especie originaria de la region del Caucaso, esta presente en clima
semicalido, semiseco y templado desde los 100 hasta los 3900 m snm. R. centifolia es
cultivada en huertos familiares con fines ornamentales y medicinales, en sitio con
vegetacion circundante de bosque tropical subcaducifolio, matorral xeréfilo, bosque

mesofilo de montafia, bosque de encino, de pino y mixto de pino-encino.
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Figura 9. Detalle de flor y hojas de Rosa centifolia

Etnobotanica y antropologia

La rosa de castilla (Rosa centifolia) es empleada en diferentes estados del pais para la
fiebre o calentura. En Guanajuato muelen la flor y la aplican por via cutanea.
Molida en la boca y mezclada con atole blanco de maiz es usada a manera de
plantilla en Michoacan. En el Estado de México, preparada en té, sin endulzar o en
cocimiento se usa las veces que sean necesarias, para dar un bafio general o un
lavado rectal. En Oaxaca es recomendada con los mismos fines que en Puebla y

Veracruz.
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Es empleada para diversos trastornos digestivos como el dolor de estdmago
causado por andar con los pies descalzos que lo inflama. Se bebe en té preparado
con la flor seca, mas vainas de tamarindo. De la misma forma se usa para el
empacho y las deposiciones ocasionadas por no lavarse las manos o por comer en

repugnancia.

Otros usos medicinales para los que se recomiendan incluyen infecciones en cordon

umbilical y de la piel, alfericia de nifios, anginas, nervios, ardor de 0jos, etc.

APENDICE 2
Maceracion
(Dominguez, 1973)

Las flores de la planta se pusieron a secar en un lugar fresco y ventilado, una vez ya
secas se les pesa e introduce en un matraz Erlenmeyer, posteriormente se les agrega
una cantidad de solvente necesaria, donde la planta este cubierta y el liquido esté
por encima unos 15 cm aproximadamente, el recipiente es cubierto para evitar la

evaporacién del solvente.

La planta se deja reposar como minimo 1 dia teniendo en cuenta que la extraccién
de los compuestos se vera reflejado en la coloracion del liquido, entre mas oscuro

esté mayor rendimiento tendra la planta.

Por ultimo se realiza una destilacion a presion reducida en un rotavapor para

obtener el extracto libre del solvente.
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APENDICE 3
Método de difusion en agar o de Kirby-Baiier.
(Vanden Berghe, D. A. & Vlietink, A. J. 1991)

Medio. Se utilizard como medio de cultivo estdndar el agar Miiller-Hinton, debido
a que promueve el desarrollo de los aislamientos bacterianos clinicamente
significativos. Es recomendable que el agar tenga un espesor uniforme en la placa
de 4 mm, ya que si este es mas fino, el antibidtico tiende a difundir mas en
direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de inhibicién; y por lo
contrario un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusién del
antibiotico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de

inhibicidn.

Indéculo. Con un asa de siembra estéril se tocaron las superficies convexas de 4 6 5
colonias de apariencia semejante. Se sumerge el asa en 10 ml de caldo Miieller-
Hinton, se enjuaga bien el liquido para descargar bien todo el material y luego se
retira el asa de siembra. Se incuba el tubo a 37° C durante aproximadamente 24
horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estdindar No. 0.5 de

McFarland, lo que equivale a una concentracion de 1.5 x 10° bacterias/ml.

El estandar No. 0.5 de McFarland se prepara anadiendo 0.5 ml de cloruro de bario
a 99.5 ml de H,SO, 0.36 N. La comparacién de la turbidez entre el estandar y el
caldo con los organismos en estudio se puede efectuar observandolos contra una

cartulina blanca, o por medio de espectrofotdmetro a 600 nm.

Si la suspensién de los organismos se ve mas turbia que el estdndar, se agrega
solucion salina al 0.9 % hasta igualarlas. Posteriormente se sumerge un segundo
hisopo estéril y seco en suspension bacteriana antes de retirarlos se elimina el

exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se siembra en estrias en
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por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de por lo menos

60° luego de cada estria.

Control positivo. Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales en

sensidiscos con un antibiotico sintético (cloranfenicol 25ug/disco).

Incubacion. Ya que las cajas con agar estan preparadas para las pruebas de
susceptibilidad, se colocan en una incubadora a 35° C, sin mayor tensién de CO,.
Esto es importante ya que el CO, puede formar acido carbdnico en la superficie
humedecida del agar, provocando un descenso en el pH. El desarrollo de
microorganismos es inhibido por el pH acido, lo cual puede provocar una estrechez
en la inhibicion. Asi como la actividad de diversos antibioticos puede aumentar o
disminuir con la caida del pH, produciendo diferencias en las velocidades de

difusion y alteraciones en las zonas de inhibicion.

Interpretacion de resultados. Las zonas de inhibicién se miden con una regla
calibrada en mm. En todos los casos la prueba se realizara por triplicado y los

valores promedio se reportaran en mm.

APENDICE 4

Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la

Concentracion Bactericida Minima (CBM).
Método de macrodilucion en agar (Koneman 1985)
Preparacion de reactivos y diluciones:

Las disoluciones antimicrobianas de trabajo se preparan diluyendo la droga en el
agar de Mueller-Hinton segun las concentraciones deseadas (0.125, 0.25, 0.5, 1,

1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mg). El agar se esteriliza, se deja enfriar y en estado liquido se
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coloca la cantidad necesaria del extracto para obtener la concentracion requerida.

Después de mezclar bien el contenido se transfiere a una caja de Petri.

Inoculacién e incubacion de los tubos:

Se prepara un indculo que contiene 10°a 10’ UFC/ml (unidades formadoras de
colonia/ml) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se
utiliza el estandar 0,5 de MacFarland). Incubar los tubos a 35 °C durante 16 a 20
horas. No se recomienda la incubaciéon en atmésfera de CO, a menos que sea
esencial para el desarrollo del microorganismo. Con un hisopo se puntean los

microorganismos en todas las concentraciones a ensayar
Interpretacion de resultados:

La menor concentracidon de antimicrobiano que produce una inhibicién completa
del desarrollo visible representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Una
turbidez muy ligera o un pequefio botén de desarrollo o turbidez definida se
considera evidencia de que la droga ha sido capaz de inhibir por completo el

desarrollo a esa concentracion.
Determinacion de la concentracion bactericida media

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se realiza
la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucién en agar.
En aquellas cajas en donde, los microorganismos, han sido destruidos por el agente
microbiano. Debido a que incluso las drogas bactericidas no siempre matan
totalmente una poblacién bacteriana, la minima concentracion del agente
antibacteriano que permite sobrevivir a menos de 0.1 % del indculo original, se

denomina Concentracion Bactericida media (CBM).
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Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1996)

La microtécnica de dilucidén en caldo sigue el mismo principio que el método de
dilucion en caldo, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos se determina en una serie de microtubos moldeados en una placa
plastica (placas de Elisa). La microplaca se prepara colocando 50 ul de caldo

Miieller-Hinton con la concentracidon deseada del compuesto a probar.

Se prepara una suspension bacteriana con un asa de siembra estéril tocando las
superficies convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar. Se
sumerge el asa en 10 ml de caldo Miieller-Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien el
liquido para descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar
el tubo de cultivo a 37 °C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la
turbidez del medio sea equivalente al estdndar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale
a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 10° bacterias/ml, de esta
suspension se toman 0.1 ml y se le adicionan a 99.9 ml de solucion salina al 0.9 %
obteniéndose asi una concentracion de 10° bacterias/ml. Cada concavidad se

inocula con 50 pl de esta suspensidn bacteriana.

Una vez inoculada la placa se tapa para evitar la desecacidon y se incuba por 24
horas a 37 °C, pasado este tiempo se le afiaden 50 ul de una solucion de cloruro de
tetrazolio al 0.08 % a cada concavidad, se incuba por 30 minutos a 37 °C. En las
concavidades donde se desarrolla el organismo, el colorante es reducido a formazan
de color rojo, produciéndose un boton rojo en el fondo del microtubo. Donde no

hay desarrollo bacteriano la solucidon permanece clara.
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APENDICE 5
Curva letal (curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento)
(Avila, 1996)

Se prepara un tubo por lo menos para cada uno de los extractos, para el muestreo
desde el tiempo cero y después a intervalos de una hora durante los cuatro primeros

tiempos, después durante dos horas, durante 5 horas y finalmente a las 24 horas.
Se prepara y rotula un tubo sin antidoto que sirve como control del desarrollo

Se prepara el indculo con aproximadamente 1x10° bacterias/ml en un tubo de
ensayo con 10 ml de caldo Miieller-Hinton (esta concentracidon bacteriana se

obtiene en un periodo de 24 horas de incubacion)

Se inocula con ayuda de una micropipeta 100 pl de la suspensidn de bacterias en los
tubos que contendran los extractos, estos tendran la concentracion de CMI y sus
multiplos medios; esto es, la mitad del CMI y CBM. La concentracién final es de
aproximadamente de 1x10° bacterias/ ml de caldo en cada tubo. Se incubara en

una estufa sin presion de CO,

Se muestrea cada hora las primeras 4 horas, después cada dos horas dos tiempos,
posteriormente cada cuatro horas dos tiempos y finalmente hasta las 24 horas. La

duracion del experimento serd de 24 a 36 horas.

Se grafica el logaritmo del nimero de sobrevivientes en el eje de las “Y” contra el
tiempo de incubacién del eje de las “X”, para determinar el nimero de impactos
necesarios para que se produzca la muerte de la bacteria, se prolongara la zona
lineal de la curva de supervivencia hasta su interseccion con el eje de las ordenadas
( Davis y Dulbecco, 1996).
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APENDICE 6
Método de cultivo de inhibicion del crecimiento radial
(Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas petri (100 x 15mm)
que contengan 20 mL de agar de papa dextrosa (PDA), en el cual se inocula el
micelio del hongo. Después que el micelio se ha desarrollado, se colocan discos
previamente impregnados con el compuesto activo, la preparacion de los discos es
igual a la técnica de difusion en agar. Si el primer ensayo es con un extracto crudo,
se recomienda usar concentraciones grandes de activo (1-2 mg por disco). Los

discos se colocan a una distancia de 30mm del limite micelial.

Incubacion. Las placas son inoculadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el

crecimiento micelial se haya desarrollado.

Controles negativos. Discos a los que se les agregara 10 uL. del solvente empleando
para disolver el problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que las

experimentales).

Controles positivos. Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales con

sensidiscos de 7 ug/disco de Ketoconazol.

Interpretacion de resultados. En el caso de existir zonas de inhibicidn se reportara el

extracto como activo, en todos los casos esta prueba se hara por triplicado.
Método cuantitativo de inhibicion del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva a cabo en cajas de petri (60 x 15), que
contengan 6 mL de PDA, con las siguientes concentraciones del extracto a probar
2.00, 1.50, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 mg/mL. Posteriormente se coloca una

pequefia cantidad de micelio en el centro de la caja.
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Incubacion. Las placas son incubadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el

crecimiento micelial se haya desarrollado.

Controles positivos. Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales
incluyendo en el agar las siguientes concentraciones de Ketoconazol: 0. 05, 0.10,
0.20, 0.40, 0.80, 1.70, 3.50, 7.00, 14.00, 28.00 pg.

Interpretacion de resultados. Los resultados se reportan en porcentaje de inhibicidn,
teniendo en cuenta que la concentracidon que representa el 100% inhibicion es
aquella en la que ya no se observa crecimiento, la cual corresponde a la
Concentracion Fungicida Minima (CFM); mientras que la concentracion que
representa el 50% de inhibicion corresponde a la CFs, y estas estan determinadas
por regla de tres con respecto al control negativo, el cual representa el 0% de

inhibicién.
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APENDICE 7
Método de Toxicidad General
(McLaughlin, 1991)

El ensayo se realiza con larvas nauplio II de Artemia salina (Leach). En frascos de
vidrio transparente se colocan 10 ml al 0.5 % de NaCl; posteriormente se colocan
10 larvas por frasco. La concentracion del problema a ensayar son 1000, 100 y

10ug/ml.

Control negativo: Como control negativo se utiliza dimetilsulféxido (DMSO),
solvente empleado para disolver el problema, se emplea el mismo volumen en que

se disolvio la concentracién mas alta del extracto o compuesto a evaluar.

Incubacion: Los cultivos se mantienen iluminados (luz blanca) a una temperatura

de 23-25 °C durante 24 horas.

Interpretacion de resultados: Se cuenta el numero de larvas sobrevivientes, las

cuales deberan desplazarse de la misma manera que las del grupo testigo.

La concentracién letal media (CLs) se determinard para cada extracto
interpoldndolo en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion en

mg/ml y a través del analisis de regresion final.

La actividad toxica general se considera débil cuando la CLs, se encuentra entre
500 y 1000 pg/mL, cuando se encuentra entre 100 y 500 pg/mL media, y alta entre
0y 100 pg/mL.
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APENDICE 8

Actividad Antioxidante
(Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evalu6 midiendo el grado de decoloracién
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién
metanolica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adicion del compuesto
activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de espectrometria UV-
VIS. En una placa de ELISA se adicionaran 50 pyL de la soluciéon problema a
diferentes concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo
con las concentraciones sefnaladas, se adicionaron 150 pL de una solucion
metanolica de DPPH cuya concentracion final fue de 100 g/mL; inmediatamente
se protege de la luz y se mantendrd en agitacion constante durante 30 min a 37 °C.
Una vez transcurrido el tiempo se determind la absorbancia a 517 nm en un lector
de ELISA SLT Spetra; el control negativo fue aplicando 200 yL de metanol en los
pozos y como control positivo se usa quercetina a las mismas condiciones que el

compuesto problema.

Interpretacion de Resultados
Los resultados fueron reportados obteniendo el porcentaje de reduccion y se calculd

con la siguiente formula:

% de reduccion= (C-E/C)-100

En donde:
C= Absorbancia del control positivo
E= Absorbancia del experimental

(Mezcla DPPH + compuesto problema).
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