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RESUMEN

La medicina tradicional es ampliamente empleada en muchas regiones del mundo, por ser
asequible y accesible econdmicamente, el 80% de las personas de regiones menos
desarrolladas la utiliza para cubrir sus necesidades sanitarias primarias. Dentro de esta
medicina, la herbolaria es la practica mas difundida. En México, la medicina tradicional
cuenta con una vasta coleccion de especies vegetales, entre las que destaca el uso del Agave;
este, se ha utilizado para tratar diferentes patologias como infecciones gastrointestinales,
desdrdenes uroldgicos, inflamacion, cancer, diabetes, mordeduras de serpientes, espasmos
estomacales, traumatismos, heridas entre otros. Debido a lo anterior, se han desarrollado
multiples disefios experimentales para identificar sus efectos bioldgicos y sus compuestos.
Sin embargo, aun con la informacién disponible no todos los Agaves que se consideran
medicinales han sido estudiados con respecto a sus propiedades antimicrobianas y su

contenido fitoquimico, como es el caso del Agave mapisaga.

En este trabajo se evalud el efecto antibacteriano y antifingico in vitro del extracto
hidrosoluble de A. mapisaga. Los microorganismos utilizados fueron S. aureus, S.
agalactiae, B. bronchiseptica, P. aeruginosa, C. albicans y T. mentagrophytes y se determino
su actividad mediante la cuantificacion de unidades formadoras de colonias. También se
realiz6 un primer acercamiento en la identificacién de compuestos presentes en el extracto
por medio de TLC y HPLC-MS. Los resultados mostraron que el extracto inhibe el
crecimiento de C. albicans a las concentraciones de 5,10 y 20 mg (p=0.005613), mostr6 una
tendencia en la disminucién de UFC del T. mentagrophytes con la concentracion de 20 mg
del extracto y no tuvo efecto contra bacterias. Ademas, se encontraron saponinas y fructanos

como algunos de los compuestos presentes.

Los resultados dan paso a evaluar otros géneros micoticos y realizar pruebas in vivo, ademas

de una caracterizacion de los compuestos.



INTRODUCCION

Medicina tradicional

La OMS define a la medicina tradicional como: todo el conjunto de conocimientos, aptitudes
y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas,
sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion,
el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales (1).

Esta misma organizacion estima que cerca de una tercera parte de la poblacion mundial no
tiene acceso a medicinas esenciales; en Africa, Asia y América Latina utilizan la medicina
tradicional para cubrir sus necesidades sanitarias primarias por ser accesible y asequible
econdmicamente, ademas de formar parte de un sistema de creencias que se considera como

parte integral de la vida diaria y del bienestar (2).

Se estima que el 80% de las personas en regiones menos industrializadas emplean la medicina
tradicional con plantas para el cuidado de la salud (3). La fitoterapia es la ciencia que estudia
el uso de las plantas medicinales, enteras o sus partes, secas o frescas, solas o asociadas; asi
como sus extractos y formulaciones, que no se le adicionen otros principios activos

industriales, para la prevencion y/o tratamiento de problemas de salud (4).

Hasta el advenimiento de la medicina alopatica, el hombre dependié de ellas para el
tratamiento de sus enfermedades y las de animales (5), ya que las plantas medicinales son
especies vegetales que contienen sustancias que pueden ser empleadas para propositos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos (3). Alrededor del 50 % de los medicamentos de uso clinico provienen de productos

naturales, derivados y analogos (6).

Analisis de los compuestos

La identificacién de los compuestos de las plantas medicinales es fundamental para conocer
las moléculas activas y su mecanismo de accién para su posible empleo como tratamientos.
Se han desarrollado muchas técnicas analiticas para la investigacion de los constituyentes y

la actividad bioldgica de las plantas medicinales, como son: cromatografia en capa fina



(TLC), cromatografia de gas-liquido (GLC), cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
y las espectroscopicas (ultravioleta, infrarrojo, masas) (3).

Cromatografia en capa fina

La TLC es un tipo de técnica cromatografica que se usa para la separacion de los
componentes presentes en la mezcla usando una fase estacionaria delgada. La separacion de
los componentes depende de la competencia entre la adsorcion del soluto sobre la superficie
solida (fase estacionaria) y su desorcion por el disolvente necesario para eliminar la fase
estacionaria (7).

La mayoria de las aplicaciones de esta técnica se dirigen al andlisis de muestras botanicas
(principalmente en medicinas tradicionales y andlisis de la composicion de componentes
terapéuticos y su autenticacién), medicamentos (control de calidad), muestras de alimentos
(control de calidad y autenticacion) y muestras ambientales (principalmente para detectar

contaminantes) (8).

La TLC consiste en colocar cierta cantidad de la muestra diluida en la placa (Imagen 1a),
cuando ésta se seca se introduce en una camara que contiene la mezcla de solventes por
utilizar, se deja el tiempo necesario para que la fase movil recorra la placa por capilaridad
hasta el frente del solvente (Imagen 1b). Una vez que llegd al punto antes descrito se deja
secar para posteriormente meterla a otra camara con cristales de yodo para revelar los

compuestos separados (Imagen 1c). En la imagen 1 se esquematiza el procedimiento (7,9).



a) b) 9 d)
Frente del eluyente & ---------- a é\_ __________ 73 Frente del eluyente

Linea de aplicacion

Linea de aj licac:')n
i L J L

=/
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Imagen 1 Esquema del procedimiento para realizar una TLC. Placa con la muestra a), paso de la fase movil para la
elucidn de los compuestos b), revelado de los componentes ¢), visualizacion de las bandas correspondientes a los diferentes
componentes d).

Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia liquida ha sido utilizada para la separacion e identificacién de productos
naturales, en el andlisis de productos farmacol6gicos, ademas es empleada para la separacion
e identificacion de compuestos bioactivos de las plantas, separacién de iones inorganicos y
hormonas esteroidales, entre otros. La espectrometria de masas se utiliza para elucidar la
estructura de sustancias desconocidas, analitos forenses y ambientales, control de calidad de
drogas, alimentos y polimeros, y para el analisis secuencias de biomoléculas (7,10).

El equipo para HPLC esta compuesto por un sistema de suministro de disolventes, bomba,

inyector, columna, detector y un sistema de control (software) (9).

El espectrometro de masas esta conformado por una fuente de iones, el analizador de masas

y un detector. (Imagen 2)
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Imagen 2 Representacion esquematica de los componentes del HPLC-MS. Esquema modificado de Ostman (11).

La separacion de compuestos de una mezcla o de una solucién muestra se basa en hacer pasar
la fase mavil (transporte) y la mezcla con una alta presion a través de una columna (fase
estacionaria) los compuestos seran separados al gquedarse en cierto lugar de la columna,
debido al flujo continuo de la fase movil y a la afinidad de los compuestos por dicha fase
seran arrastrados nuevamente para salir por la columna. Pasaran por una interfase que ayuda
a unir ambas técnicas; esta interfase también fungird como la fuente de iones como el

electroespray (ESI).

Los componentes de la muestra se fragmentaran y junto con la fase movil pasaran por un
capilar cargado positivamente o negativamente dependiendo de la modalidad elegida, se
formaran gotas con varios iones que al aplicarles nitrégeno disminuiran su volumen para
contener so6lo un ion cargado. Pasaran al cuadrupolo (analizador de masas) que consiste en
cuatro barras que generaran campos magnéticos y solo las moléculas con una determinada

m/z podran pasar directo al detector para ser registrados (7,10,12,13).

Medicina tradicional en México

La medicina tradicional mexicana es un mosaico de piezas procedentes de las culturas que

se han desarrollado en el territorio nacional. Posterior al mestizaje es cuando se retoma la

utilidad empirica de los recursos naturales empleados para las practicas curativas. La
5



medicina tradicional es asociada a las plantas medicinales, su recurso mas abundante,

accesible y conocido (14).

México es un pais de una gran riqueza bioldgica, diversidad de ecosistemas y variabilidad
genética debido a su topografia y variaciones climaticas, por tanto es considerado como un
pais megadiverso con alrededor del 12% de especies a nivel mundial (3,15).

De todas las especies de plantas cerca de 7,000 tienen algun tipo de uso, de las cuales 4,000
especies se consideran con atributos medicinales (15% de la flora total mundial). Sin
embargo, la validacion quimica, farmacologica y biomédica sélo se ha llevado a cabo en un

5% de las especies; esto evidencia un campo de estudio trascendente (3).

Entre los grupos de plantas medicinales mas importantes por conocer sus metabolitos
secundarios y su comportamiento, se encuentran los magueyes o agaves. Estas plantas han
sustentado los grupos humanos en México y han evolucionado junto con los pueblos de esta

region (16).

Género Agave

Los agaves son plantas perennes que pertenecen al orden Liliales (Cuadro 1); sus hojas estan
dispuestas en espiral arregladas en rosetas con una inflorescencia en forma de espiga, las
especies grandes alcanzan su madurez entre los 10 y 25 afios, mientras que las especies
pequefias lo hacen entre cuatro y cinco afios. Estan adaptados a vivir en condiciones

climaticas desfavorables, con largos periodos de sequia y altas temperaturas (16,17).

Cuadro 1 Clasificacion taxonémica de los Agaves

Division Angiospermae
Clase Monocotiledoneae
Orden Liliales

Familia Agavaceae
Género Agave




Este género se distribuye en el norte de las regiones montafiosas del centro de México, Sierra
Madre Occidental, en el Altiplano, Baja California y en la Sierra Madre Oriental (18).

De acuerdo a lo reportado existen de 136 a 350 especies del género Agave, los datos varian
segun lo reportado por diferentes autores; en México se encuentran aproximadamente el 75%

de las especies de éste género (16,18,19).

De las miles de plantas existentes en México con las que se ha beneficiado el ser humano, el
maguey ha sido una de las mas aprovechadas, tanto por los antiguos mesoamericanos como
por los actuales habitantes del altiplano central (16). Su uso va desde fuente de alimento,
bebidas, medicina, combustible, cobijo, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle),
abono, construccion de viviendas, hasta la elaboracion de implementos agricolas y forraje
(17,19).

Con respecto a su uso medicinal estas plantas se han utilizado para el tratamiento contra la
disenteria, desérdenes uroldgicos, infecciones gastrointestinales, inflamacion, cancer,
diabetes, mordeduras de serpientes, espasmos estomacales, fiebre, golpes, heridas,

depurativo de la sangre y como diurético (16,18).

Los constituyentes quimicos de las hojas de Agave son metabolitos secundarios como las
saponinas, flavonoides, terpenos, glicosidos, esteroides, taninos, fructanos, alcaloides y
policosanoles, éstos tienen diversos efectos bioldgicos ya que este componente fitoquimico
no es esencial para la nutricion de la planta sino le provee proteccion contra depredadores y
condiciones climatoldgicas. Se ha descrito un efecto antimicrobiano in vitro de saponinas,

taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides (18,20,21).

En los (Cuadros 1y 2) se presentan los hallazgos de estudios in vitro relacionados con la

exploracion de la actividad antimicrobiana de diferentes especies de Agaves(18).



Cuadro 2 Estudios de la actividad antimicrobiana de diferentes especies de Agaves.

Agave Tipo de Dosis Susceptibilidad a los Referencia
extracto extractos
Metandlico MIC: 10-20 mg/mL y MBC:  Hammuel C, et al
0-40 mg/mL  20-40 mg/mL S. aureus, S. (2011)
ACUOSO typhi, E. coliy S. pyogenes
MIC: >12 500 pg/mL P. Ribeiro BD, et al
aeruginosa, E. coli, S. (2013)
aureus, B. subtilis y S.
Metanélico 0-12,500  chojeraesuis Ade-Ajayi A, et al
pg/mL
(20112)
A. sisalana MIC: >12 500 pg/mL C.
albicans, A. Nigel’ Santos \], et al
e MIC:10-20 mg/mL , MB_C: (2009)
0-40 mg/mL 20-40 mg/mL S. dysente_rlae,
B. atrophaeus, P. aeruginosa
LD y E. fecalis
Hidroalcohé 1488 No actividad contra bacterias
lico mg/mL MIC: 0.39 para C. albicans
A. lechuguilla MIC: 6-7 mg/mL N. Veréstegui MA, et
brasiliensis, N. ateroides, S. al (1996)
A. picta dysenteriae, C. perfringens,
E. coli, L. monocytogenes, V. verastegui A, et al
A scabra cholerae, S. aureus (2008)
0-12 mg/mL
Etandlico MIC: 4-6 mg/mL C.
A- lophantha neoformans, C. albicans, C.
rugosa, C. albidus
MIC: 4-6 mg/mL M.
gypseum, T. tonsurans, S.
schenckii
Metanol MIC: 15.2-252 mg/mL B. Rizwan K, et al
subtilis, P.multocida, S. (2012)
Cloroformo aureus, E. coli
Acetato de  0-252 mg/mL
A. attenuata etilo MIC: 18.4-244 mg/mL A.
niger, A. flavus, A. alternata
n-Butanol y R.solani
n-Hexano
MIC: 10-15 mg/mL E coli, S.  Garcia M, et al
marcescens, S, typhimurium,  (1999)
0-15mg/mL  P.vulgaris, M. lacunata, B.
A. intermixta Acuoso subtilis, B. cereus, B

megaterium y S. aureus



Agave

Tipo de
extracto

Dosis

Susceptibilidad a los extractos

Referencia

. impressa

. ornithobroma
. rzedowskiana
. tequilana

. schidigera

. angustifolia

. asperrima

. striata

A. lechuguilla

Metanolico

n-hexano

Metanolico

Etanodlico

n-Hexano

0-15 mg/mL

0-60 mg/mL

0-5000 pg/L

MIC: 5-15 mg/mL y MBC: 10-
15 mg/mL S. gupo A4, S.
typhi, S. dysenteriae, E. coliy
P.aeruginosa

% inhibicion de esporulacion:
6.5-100%

% inhibicion micelio: 20-
100%

A. flavus MIC: 0.5->60
mg/mL

A. parasiticus MIC: 1->60
mg/mL

% reduccion del micelio: A.
flavus (3-70%) y A.
parasiticus (0-80%)

% reduccion de aflatoxina:

A. flavus (16—>99%) and A.
parasiticus (0->99%)
Inhibicién de esporulacion:
Rhizopus stolonifer (9.4—
77.1%), Colletotrichum
gloeosporioides (100%)

y Penicillium digitatum (6.5—
52.6%)

Inhibicion del micelio:

R. stolonifer (43-100%), C.
gloeosporioides (44-100%) P.
digitatum (20-84%)

Ahumada-Santos
YP, et al (2013)

Sénchez E, et al
(2005)

De Rodriguez DJ,
et al (2011)

Se describe la especie de Agave, el tipo de extracto utilizado, la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC),
Concentracion Minima Bactericida (MBC) obtenidas y los autores que realizaron estos estudios para

identificar la susceptibilidad a los extractos de Agave.



Agave mapisaga

Pertenece a la familia Agavaceae y al subgénero Agave, es una planta con un tallo pequefio,
sus hojas son verdes, lineales formando rosetas desplegadas de 185 -250 x 19 -25 cm con
espinas conicas de 3-5 cm de longitud, su inflorescencia mide 8 m o mas de alto; sus flores
son largas, densas y suculentas 8-10 cm de longitud; pétalos frecuentemente rojizos (16).

Cuenta con tres variedades: A. mapisaga Trel var. lisa, A. mapisaga var. ferox y A. mapisaga

Trel var. mapisaga.

2 13

De forma comun se le denomina como “maguey penca larga”, “maguey manos largas”,
“maguey mano delgada”, “maguey mexicano”, “Mmaguey blanco”, “maguey bueno”,
“maguey manso”, se ha utilizado para la elaboracién de pulque, las flores jovenes se comen
horneadas y los pedunculos secos se emplean en la construccion como postes y para erigir
cercas. Ademas, en el Estado de Hidalgo es considerada como una de las 7 especies de Agave
medicinales, su uso ha sido para el tratamiento de heridas y golpes de manera local colocando

la penca asada con o sin epidermis en el sitio dafiado (16,22).

La informacion cientifica en cuanto a los efectos bioldgicos de esta especie aun es limitada.
Sin embargo, se sabe que en un modelo de cancer de prostata murino disminuyo la
implantacion tumoral cuando se les administrd el extracto acuoso via oral, en este mismo
estudio se identificd un patrén isotopico por HPLC-MS similar a la hecogenina, que es la
aglicona de una saponina esteroidal denominada agavésido C (23). Por otra parte, se observo
un efecto antiinflamatorio reflejado en la disminucién de 6xido nitrico en macréfagos J774
A.1 cuando se expusieron al extracto acuoso sin afectar su viabilidad (24). Ademas se
determiné un efecto citotoxico en células de cancer de mama de la linea 4T1 a una
concentracion de 0.5 mg/mL (25), en células de cancer de préstata de la linea PEC-Src a una
concentracion de 0.125mg (23), en macrdfagos J774A.1 a una concentracion de 0.5 mg (24)
y en celulas de cultivo primario de esplecnocitos murinos a una concentracion de 20mg/mL
(26).

En el presente estudio se buscd demostrar la actividad antimicrobiana del Agave mapisaga

que es usado como una planta medicinal.
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Justificacion
El Agave mapisaga se ha utilizado con fines medicinales por el pueblo originario Hfdhfiu,
sin embargo, no hay un respaldo cientifico para su uso como microbicida, este estudio es un

primer acercamiento al efecto bactericida y fungicida in vitro del extracto.

Hipdtesis
El extracto hidrosoluble de Agave mapisaga tiene un efecto bactericida y fungicida in vitro

comparable con tratamientos antimicrobianos de referencia.

Objetivo general
Evaluar la actividad antibacteriana y antimicética in vitro del extracto hidrosoluble de Agave
mapisaga por medio de la cuantificacion de unidades formadoras de colonia como una

alternativa en el uso del extracto de Agave mapisaga como microbicida.

Objetivos particulares
1. Determinar la actividad antimicrobiana del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga
a distintas concentraciones mediante cuantificacion de unidades formadoras de
colonias de cepas bacterianas y micéticas en comparacion con antimicrobianos de uso
en medicina veterinaria.
2. Analizar la composicién quimica del extracto hidrosoluble de A. mapisaga,
empleando técnicas cromatogréaficas para conocer de manera general los compuestos

fitoquimicos que le otorgan sus propiedades antimicrobianas.

MATERIAL Y METODOS

Eleccidn de microorganismos y validacion de cepas

Los microorganismos fueron seleccionados por ser representativos de los dos grandes grupos
de bacterias Gram positivas y negativas. Las bacterias seleccionadas fueron las siguientes:
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas
aeruginosa. En cuanto a los hongos se emplearon el Trichophyton mentagrophytes y la

levadura Candida albicans. Cabe mencionar que los microorganismos fueron aislados de
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muestras clinicas recibidas en el &rea de diagndstico del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia del afio 2019.

Una vez obtenidas las cepas bacterianas y micoticas se procedié a verificar la identidad de
las mismas de acuerdo a la metodologia de Jang et al. (27). Para el caso de las bacterias se
realizo la tincion de Gram para identificar las Gram (+) y las Gram (-), ademas de la

morfologia microscopica para elegir el perfil bioquimico adecuado. (Cuadros 3y 4)

Cuadro 3 Pruebas de identificacion utilizadas para bacterias Gram positivas.

Pruebas de identificacion = Staphylococcus = Streptococcus

aureus agalactiae
Tincion de Gram X X
Catalasa X X
Hemolisis en agar sangre X X
Crecimiento en agar P X NA
Coagulasa X NA
Manitol X NA
Prueba de CAMP NA X
Esculina NA X
Siembra en caldo sangre NA X
Polimixina B X NA

NA= no aplica la prueba para ese microorganismo, X= indica que se realiz6 esa prueba
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Cuadro 4 Pruebas de identificacion utilizadas para bacterias Gram negativas.

Bacteria Pseudomonas Bordetella

aeruginosa bronchiseptica

Tincion Gram X X
Oxidasa X X
TSI X X
SIM X X
Citrato X X
Urea X X
O/F X NA
Lisina X NA
Crecimiento

42°/37°/ 5°C % NA

NA= no aplica la prueba para ese microorganismo, X= indica que se realiz6 esa prueba

En el caso particular del T. mentagrophytes se realizd el microcultivo de Ridell,
posteriormente se hizo la tincion de azul de algodon lactofenol para la observaciéon de

estructuras microscopicas, las cuales se compararon con lo descrito en la literatura.

Para Candida albicans se realiz6 la tincién de Gram, la tincién de tinta china, la prueba
formacion de tubo germinal y de clamidoconidias.

Eleccion de testigos antibioticos y antifungicos
A todos los microorganismos se les realiz6 la prueba in vitro de susceptibilidad a
antimicrobianos por difusion en agar o antibiograma para determinar si eran susceptibles o

resistentes a los antibacterianos o antifingicos.

Bacterias y levadura

La metodologia empleada fue de acuerdo con Bauer et al. y el apartado 15 del CLSI (28,29).
Primero se obtuvo un cultivo de 24 horas de las bacterias y levadura, posteriormente para
cada uno de los cultivos se realizé un in6culo en SSF estéril ajustado al 0.5 del nefelometro

de McFarland. Con un hisopo estéril se sembro la bacteria o levadura por estria cerrada en
13



toda la superficie del agar Muller Hinton (MHA) o MHA suplementado (Cuadro 5) se espero
a que se secara en el agar y se colocaron los sensidiscos con los antibidticos seleccionados.
Se incubd a 37° (bacterias) o 35°C (levadura) por 24 h. Posterior al tiempo de incubacion se
midieron los diametros de las zonas de inhibicion del crecimiento microbiano para clasificar

a las cepas como susceptibles, intermedias o resistentes.

Hongo dermatofito

La metodologia seguida fue de acuerdo con Espinel-Ingroff et al. y Nweze et al. (30,31)se
sembro el T. mentagrophytes en agar dextrosa papa (PDA) por 7 dias a 35°C, en SSF estéril
se suspendieron conidias tomadas con el asa microbioldgica impregnada de Tween 20. Se
dejo sedimentar el Tween 20 por 5 min y el sobrenadante se transfirio a otro tubo, se agito el
sobrenadante con el vortex por 15 segundos. Con un hisopo estéril se tomd de la suspensién
de conidias y se sembro6 en tres direcciones diferentes a toda la superficie del agar MH
(Cuadro 4), se dejo6 secar por 5 min aproximadamente. Previamente se impregn0 el disco de
papel filtro estéril con una concentracion final de 1pg en un volumen de 20 pL de Terbinafina
diluida en DMSO, se dejo secar por 5 min y se coloco en el agar ya sembrado. Las

condiciones de incubacién fueron 35°C por 5 dias.

Cuadro 5 Agares utilizados para crecimiento y antibiograma de acuerdo con cada microorganismo.

Microorganismo Agar paracrecimiento Agar para antibiograma

Staphylococcus aureus

Bordetella ~ bronchiseptica TSA MHA

Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus agalactiae Agar sangre MHA con sangre

Candida albicans SDA MHA suplementado con 2% de
glucosa y 0.5ug/mL de azul de

metileno
Trichophyton SDA MHA

mentagrophytes
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Los antibidticos seleccionados para la prueba se enlistan a continuacion:

1. Penicilina G (10ug)
Ciprofloxacina (5ug)
Tetraciclina (30uQ)
Gentamicina (10ug)
Neomicina (10p.g)

Sulfa-trimetoprim (25u.9)

N a B~ L D

Cefotaxima (30p.g)

Antifangicos seleccionados para la prueba de susceptibilidad:

1. Nistatina (100 Ul)
2. Terbinafina (1uQ)

Cuantificacion de unidades formadoras de colonias

Bacterias

Se realiz6 un cultivo primario en agar tripticasa soya (TSA) o agar sangre (AS) que se incub6
por 24 h, de éste se realizd una suspension en 6mL de SSF estéril ajustada al 0.5 del
nefelometro de McFarland, posteriormente se hicieron 6 diluciones décuples seriadas en SSF
de las cuales se eligieron las tres ultimas (-4, -5y -6). Se tomaron 20 uL de cada dilucién

bacteriana y se desafiaron con 20 pL a una concentracion de 5, 10 y 30 ug (Ciprofloxacino,

Penicilina G y Cefotaxima) como testigos de tratamientos antimicrobianos; se homogenizo

la mezcla y posteriormente se sembraron en tres regiones del agar 10 puL de cada mezcla
(dilucion bacteriana mas antibidticos) en TSA o AS segun los requerimientos de la bacteria.
A su vez se expusieron las diluciones bacterianas a tres concentraciones del extracto

hidrosoluble de A. mapisaga (EHA) (20 mg/ 20uL, 10 mg/20uL y 5 mg/20uL). Como testigo

de crecimiento bacteriano en lugar del extracto o antibiético se adicioné SSF 20p.L.
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Las cajas se incubaron a 37°C por 18 a 24 h dependiendo del crecimiento de la bacteria, una

vez incubadas se procedi6 a realizar el conteo de UFC.

Se realizaron 4 repeticiones por bacteria y sélo se usaron los datos obtenidos de la dilucion -
5 por ser la mejor para contar las UFC, para el andlisis de datos se realizd la prueba de
Kruskal-Wallis.

Levadura

De manera similar a la metodologia antes descrita para bacterias, se comenzé con un cultivo
primario de 24 h de crecimiento sembrado en SDA, del cual se seleccionaron 5 colonias >
1mm para suspender en SSF estéril, esta suspension estaba ajustada al 0.5 del nefelometro
de McFarland. Se realizaron cuatro diluciones décuples seriadas en SSF de las cuales solo se
eligieron las tres ultimas (-2, -3 y -4), cada dilucion fue desafiada con la nistatina (100 Ul) y
las tres concentraciones del EHA (20, 10 y 15 mg) en una proporcion 1:1 suspension-
tratamiento, es decir, se colocaron 20 pL de la dilucion con 20 pL de cada tratamiento se
mezclaron y se sembraron en tres regiones del agar SDA 10 uL de la mezcla. Las cajas se

incubaron a 35°C por 15 h; finalmente se procedid hacer el conteo, obtener las UFC/mL.

La prueba se realiz6 cuatro veces y los datos ocupados fueron de la dilucion intermedia (-3)
por ser la méas factible para el conteo, para el analisis de datos también se hizo la prueba de
Kruskal-Wallis.

Hongo dermatofito

Se sembré en PDA por 7 dias a 35°C, se recogieron las conidias con el asa microbiolégica
impregnada de Tween 20 para suspenderlas en SSF estéril, se dejo sedimentar el Tween 20
por 5 min y el sobrenadante se transfirio a otro tubo. Se desafié la suspension de conidias
con terbinafina a una concentracion de 1 pug/20uL para el testigo antifingico, asi mismo se
probo la actividad del EHA a tres concentraciones (20, 10 y 5mg/100uL). Después de
homogenizar las mezclas se sembraron 100 pL de cada una y se disperso el volumen con
ayuda de un asa de vidrio por toda la superficie del SDA. Las cajas se incubaron a 35° por

72 h'y se contaron las UFC obtenidas.
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Cromatografia en capa fina
Para esta técnica se empled una solucion del EHA a una concentracion de 20 mg/mL. Se
colocé un volumen de 10 pL en placas de silica en la linea de aplicacion y se dejé secar por

20 min.

Las placas de silica se colocaron en cdAmaras de vidrio que contenian las mezclas de solventes
o fase movil hasta que llegara al frente de eluyente (Cuadro 5), permitiendo que por
capilaridad esta recorriera la placa generando la elucion de los componentes. Posterior al
tiempo de exposicion se dejo secar la placa y se revel6 con polvo de yodo. El procedimiento

se llevo a cabo por duplicado por cada mezcla de solvente utilizado.

Cuadro 6 Mezclas de solventes empleados en la cromatografia en capa fina del EHA.

Solventes Proporcion Compuesto objetivo
Tolueno: acetato de etilo: 5:1:2 Saponinas
metanol
Cloroformo: metanol: agua 65:35:10 Saponinas
Butanol: agua: &cido aceético 84:14:7 Saponinas
Butanol: metanol: agua: acido 50:25:20:1 Fructanos
acético

Cromatografia liquida de alta eficiencia-espectrometria de masas

El analisis de HPLC-MS se realiz6 en la Unidad de servicios de Apoyo a la Investigacion y
a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica.

Las condiciones del andlisis fueron las siguientes:

HPLC

Como fase mavil se usé acido formico al 0.1% y acetonitrilo en una proporcion 95:5

respectivamente, volumen de inyeccion 3 uL, flujo de 0.5 mL/min, columna utilizada C18

5um 4.5x150mm (fase estacionaria).
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Espectrometria de masas

La ionizacion fue por ESI (+) y ESI (-), la temperatura del capilar fue de 3000°C a un voltaje
de 4000 V, flujo de gas 10 L/min, la presion del nebulizador de 40 psi, el rango de masas
cubierto por el escaner fue a partir de 50-1650 m/z con un voltaje de fragmentacion de 135
V.

Se realiz6 una busqueda bibliografica de la caracterizacion de los compuestos presentes en

diferentes Agaves para comparar sus espectros de masas con los obtenidos en este trabajo.

RESULTADOS

Validacion de cepas

Bacterias

En los (Cuadros 6, 7 y 8) se describen las pruebas de identificacion realizadas a cada

microorganismo con el resultado obtenido.

Cuadro 7 Perfil bioquimico para bacterias Gram positivas

Pruebas de identificacion = Staphylococcus = Streptococcus

aureus agalactiae
Tincion de Gram Cocos Gram (+)  Cocos Gram

en racimos (+) en cadena
Catalasa + -
Hemolisis en agar sangre completa incompleta
Crecimiento en agar P + NA
Coagulasa + NA
Manitol + NA
Prueba de CAMP NA +
Esculina NA -
Hemodlisis en caldo sangre NA +
Polimixina B R NA

NA= No aplica, (+) positivo a la prueba y (-) negativo a la prueba
18



Cuadro 8 Perfil bioquimico para bacterias Gram negativas

Bacteria Pseudomonas Bordetella
aeruginosa bronchiseptica
Bacilos Bacilos
Tincion Gram Gram (-) Gram (-)
Oxidasa + +
TSI Reaccion 5 Reaccion 5
SIM - - + - - -
Citrato + +
Urea + +
O/F (-)/(-) NA
Lisina + NA
Crecimiento \ . ) NA
42°/37°/ 5°C

NA= No aplica, (+) positivo y (-) negativo a la prueba

Levadura

Los resultados de las pruebas de identificacidon se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 9 Pruebas realizadas para la identificacion de C. albicans

Prueba

Resultado

Tincién de Gram

Tincion de tinta china
Produccion de tubo germinal

Produccién de clamidoconidias

positivo
positiva
positiva

positiva
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Hongo dermatofito

Con la tincion de azul de algodon lactofenol se observaron hifas septadas algunas de ellas
enrolladas o en espiral caracteristico de la especie, microconidas esféricas y pequefias

dispuestas en racimo (32,33) (Imagen 16).

Eleccion de testigos

Los resultados del antibiograma de las bacterias se presentan en el (Cuadro 9). Se decidi6
utilizar el ciprofloxacino como antibiotico testigo para S. aureus y B. bronchiseptica,

mientras que para S. agalactiae se utiliz6 la penicilina G y para P. aeruginosa la cefotaxima.

Los resultados obtenidos de la levadura se compararon con los reportados por BioRad (34),

con lo cual se determin0 la susceptibilidad de C. albicans a la Nistatina 100Ul.

Para el hongo dermatofito los resultados obtenidos se compararon con lo descrito por Nweze

etal. (31) con lo cual se determind la susceptibilidad del T. mentagrophytes a la terbinafina.

Cuadro 10 Resultados del antibiograma para las bacterias

Bacteria/ P Cp T G N SxT CTX

antibiotico
(A0 pg) | (Spg) | B0 pg) | 10 pg) | (10 pg) | 2S5 pg) | (30 ug)

S. aureus R S R S I S NP
S. agalactiae S I R R R I NP
B. bronchiseptica | R S S S I R NP

P, aeruginosa R R R R R R I

P= penicilina G, Cp= ciprofloxacina, T= tetraciclina, G= gentamicina, N=Neomicina y SXT= sulfametoxazol-

trimetoprim, CTX= cefotaxima. S= sensible, I= intermedio, R= resistente y NP=no probado.
Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias

Bacterias

En el caso de S. agalactiae no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el

testigo sin tratamiento (Stx) con 7.6x10” UFC/mL y los grupos de extracto de Agave en los
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que el rango de UFC/mL es de 6.6-6.3x10. En el grupo Penicilina G no hubo crecimiento
bacteriano (Grafica 1). Algo muy similar sucedié con el resto de las bacterias, no hay
diferencia estadistica entre el grupo control Stx y los tres de Agave, pero si la hay comparados
con el grupo al que se le administré el antibidtico (Graficas 2-4), lo que indica que el extracto
no disminuyd el crecimiento de las bacterias. En el grupo Stx de S. aureus se contaron
9.6x10” UFC/mL, en Agave 20 mg 6.6x10" UFC/mL, en Agave 10 mg 5.3x10" UFC/mL y en
Agave 5 mg 7.3x10” UFC/mL. Los datos obtenidos para B. bronchiseptica son Stx 2x108
UFC/mL, Agave 20 mg 1.6 x108 UFC/mL, Agave 10 mg 1.3 x108 UFC/mL y Agave 5 mg 2
x108 UFC/mL. Los datos de P. aeruginosa son Stx 1.6 x108 UFC/mL, Agave 20 mg 1.4 x108
UFC/mL, Agave 10 mg 1.6 x108 UFC/mL y Agave 5 mg 1.6 x108 UFC/mL.

ns * ns ns ns

1e+08 7
-
£
O
I
]

5e+07 1

0e+00 1

Sin tratémiento Penicillina G AgaveIEOmg Agave‘ 10mg Agavé 5mg
TX

Grafica 1 Comparacion entre los diferentes tratamientos vs Streptococcus agalactiae. Se realizo la prueba de Kruscal-
Walllis donde p=0.03926. ns= no significativo, * significativo a una p< 0.05, ** significativo a una p< 0.01. Se realizaron
cuatro ensayos independientes para la obtencion de las UFC.
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Grafica 2 Comparacion de los diferentes tratamientos vs Staphylococcus aureus. Se realizo la prueba de Kruscal-Walllis
donde p=0.03046. ns= no significativo, * significativo a una p< 0.05, ** significativo a una p< 0.01. Se realizaron cuatro

ensayos independientes para la obtencion de las UFC.
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Sin tratémiento Ciproﬂ(')xacino Agave' 20mg Agave' 10mg Agavé 5mg
>
Grafica 3 Comparacion de los tratamientos vs Bordetella bronchiseptica. Se realiz6 la prueba de Kruscal-Walllis donde
p=0.02436. ns= no significativo, * significativo a una p< 0.05, ** significativo a una p< 0.01. Se realizaron cuatro ensayos
independientes para la obtencion de las UFC.
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Grafica 4 Comparacion de los diferentes tratamientos vs Pseudomonas aeruginosa. Se realizé la prueba de Kruscal-
Walllis donde p= 0.03882. ns= no significativo, * significativo a una p< 0.05, ** significativo a una p< 0.01. Se realizaron

cuatro ensayos independientes para la obtencion de las UFC.

Levadura

Los resultados obtenidos de C. albicans se puede observar una diferencia significativa entre
el testigo sin tratamiento con 1.6x10% UFC/mL y los tres grupos de Agave (20, 10 y 5mg) en
los que no hay conteo de UFC, al igual que en el grupo con Nistatina en el que no hubo
crecimiento; No hay diferencia estadistica entre los grupos Nistatina y los tres de Agave.
(Grafica b)
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Grafica 5 Comparaciones entre los diferentes tratamientos vs Candida albicans. Se realizo la prueba de Kruscal-Walllis
donde p=0. 0.005613. ns= no significativo, * significativo a una p< 0.05, ** significativo a una p< 0.01. Se realizaron

cuatro ensayos independientes para la obtencion de las UFC.

Hongo dermatofito

Los resultados mostraron un conteo de 1440 UFC/mL en el testigo sin tratamiento, en Agave
20mg 480 UFC/mL, un conteo menor comparado con el grupo anterior, sin embargo, los
conteos en Agave 10 y 5 mg las UFC/mL (1320 y 1200) son parecidas entre si y se acercan
mucho al nimero obtenido en el testigo sin tratamiento, no se observo crecimiento con la

terbinafina. (Gréfica 6)
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Gréfica 6 Comparacion entre los diferentes tratamientos vs T. mentagrophytes. No se realiz6 anélisis estadistico al no
contar con mas repeticiones.

Cromatografia en capa fina

En las siguientes imagenes se demuestra la separacion de los compuestos con la presencia de
bandas a diferentes niveles de la placa segun la fase movil utilizada. Teniendo 5 bandas

diferentes que corresponden a saponinas en tres de las placas (Imagen 3 A-C) y dos bandas
para fructanos en una placa (Imagen 3 D).
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Imagen 3 Placas de silica de las TLCs realizadas. Las flechas sefialan las bandas que corresponden a los
compuestos separados. En la imagen A las flechas sefialan dos compuestos separados por la mezcla de
Tolueno: acetato de etilo: metanol. En la Imagen B se observa una banda ancha, la mezcla de solventes fue
butanol: agua: acido acético. La imagen C muestra las bandas separadas por la mezcla cloroformo: metanol:
agua. En A, By C las bandas corresponden a saponinas. Para la placa D se uso6 butanol: metanol: agua: acido

acético; las flechas sefialan dos bandas obtenidas que corresponden a fructanos.

Cromatografia liquida de alta eficiencia-espectrometria de masas

En los cromatogramas se observan multiples picos que corresponden a los diferentes
compuestos separados del extracto hidrosoluble de Agave. Cada pico se relaciona con los
espectros de masas de acuerdo al minuto que se detectaron, al comparar las masas con lo
reportado con diversos autores se determind la presencia de saponinas, picos sefialados por
los nimeros 17.7 y 20.4 y posiblemente también los picos alrededor de éstos y fructanos,
pico del min 2.9. (Imagen 4-5)
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x10 5 |YESI BPC(all [-4]) Scan Frag=135.0V UI566_2.d Smooth (4)
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Imagen 4 Cromatograma del EHA (ESI +). Los picos corresponden a los diferentes compuestos separados

por el HPLC, los circulos demarcan el minuto al cual se detect6 uno que pueden corresponder a las saponinas.

<10 4 |-ESI BPC(all [-4]) Scan Frag=135.0V UI567_1.d Smooth (3)
g *1p.6 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Counts vs. Acquisition Time (min)

Imagen 5 Cromatograma del EHA (ESI-). El circulo demarca el minuto al cual se detect6 un fructano uno de
los compuestos sugeridos.

De acuerdo con los patrones de masas encontradas en el analisis y al hacer la comparacion
con lo reportado por Leal M et al, Santos L et al y Figueroa L et al (35-37), se sugiere que
las saponinas esteroidales presentes podrian corresponder al agavosido C (detectado al min
17.7), cantalosaponina 4 (detectada al min 20.4), gentrogenina tetraglicosidada, glicésido de
kamogenina, magueyosido H y A o B. (Imagen 6-10). También podria estar presente la
inulina que es un fructano, debido a las coincidencias en las masas comparadas de acuerdo

con lo encontrado por Trytek et al (38). (Imagen 11)
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x10 4 |*ESI Scan (17.4-17.5 min, 8 scans) Frag=135.0V UI566_2.d Subtract (2)
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Compound Suggested Compounds Accurate Mass mlz

445.29 [M-3Hex-2Pen + H)",
607.34 [M-2Hex-2Pen + H)",
769.35 [M-1Hex-2Pen + H)*,
1217.51 (M + Na)*

445.29 {M-3Hex-1Pen + H)*,
607.34 {M-2Hex-1Pen + H)",
769.36 {M-1Hex-1Pen + H)+,
1085.48 (M + Na)*

445.29 (M-4Hex + H)*,
. . 607.34 (M-3Hex + H)™",
Kammogenin glycoside 1 1092.44 769.36 {M-2Hex + H)*
(KGD) 931.40 (M-1Hex + H)*,

4 1115.51 (M + Na)*

445.29 [M-4Hex-1Pen + H)*,
Kammogenin glycoside 2 1224 48 607.34 [M-3Hex-1Pen + H)",
(KG2) ’ 769.36 [M-2Hex-1Pen + H)",

1247.47 (M + Na)*

Magueyoside A 1194.48

Magueyoside B 1062.44

Imagen 6 Espectro de masas min 17.4-17.5. Comparacién de m/z dénde observamos las m/z 445, 607 y 769
de acuerdo al cuadro modificado de Figueroa L et al. (2017) estan presentes tanto en dos tipos de
Magueyosidos (A y B) y en dos tipos de glucdsidos de Kamogenina.
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x10 4 |*ESI Scan (17.6-17.7 min, 8 scans) Frag=135.0V UI566_2.d Subtract (2)
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Imagen 7 Espectros de masa min 17.6-17.7. La comparacion de los espectros de masas demuestra una
coincidencia de las m/z 429 y 591(circulos color vino) de acuerdo con Leal A et al. (2015) las m/z corresponden
a un compuesto denominado Magueyosido H

x10 4 |TESI Scan (17.7-17.8 min, 8 scans) Frag=135.0V UI566_2.d Subtract (2)
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5 5 1.25 755
4 ;1 00
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025 v [M2Hex-1PensH]*

21 @3@ L.,

400 600 800 1000 1200 m/z
11

13 361 681

0.'] TRV TR R L { o | " o -~ |

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 ?00 750
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Imagen 8 Espectros de masas min 17.7-17.8. La comparacion de los espectros de masas 431 y 593 m/z

(circulos azules) del HPLC-MS sugieren una coincidencia con lo reportado por Santos L, et al. (2016) que

identificaron al compuesto como Agavosido C (imagen pequefia)
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x10 4 [*ESI Scan (20.1-20.2 min, 12 scans) Frag=135.0V UI566_2.d Subtract (2)
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Imagen 9 Espectros de masas min 20.1-20.2. Las m/z 429, 591 y 753 (circulos) se encuentran en ambos
andlisis al compararlos, de acuerdo con lo reportado por Leal A et al. (2015) material suplementario,

corresponde a una Gentrogenina tetraglicosidada.

x10 4 [*ESI Scan (20.3-20.5 min, 15 scans) Frag=135.0V UI566_2.d Subtract (2)
T ST T 431
[M- 3 hexose - 2 pentose]” 1 3 593
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600t | 43132
2 <l { L P
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Imagen 10 Espectros de masas min 20.3-20.5. Comparacién de los espectros de masas donde observamos las
coincidencias en las m/z 431 y 593 (circulos amarillos) sugiriendo la presencia de Cantalasaponina 4 de

acuerdo con Leal A, etal. (2015).
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Imagen 11 Espectros de masas min 2.9-3. Las m/z 341, 503 y 1169 de acuerdo con Trytek M et al. (2015)

corresponden a la inulina, en ambos analisis estan presentes por lo que se sugiere su presencia en el extracto.
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DISCUSION

La susceptibilidad de C. albicans a extractos de agaves ya ha sido documentada; en tres
estudios diferentes se uso el extracto de A. sisalana, de acuerdo con Ade-Ajayi et al. la MIC
corresponde a 20 mg/mL y la MBC de 40mg/mL al probar extracto metanolico (20),
Hammuel et al. reportaron que la MIC correspondia a 20 mg/mL y la MBC a 40 mg/mL
extracto acuoso (39); por otro lado, Santos et al. sefialan que la MIC es de 0.39 mg/mL y las
zonas de inhibicion del crecimiento fueron de 18 y 19 mm al utilizar un extracto crudo e
hidroalcoholico (40). Veréastegui et al, al usar el extracto de A. lechuguilla obtuvieron una
MIC de 4 mg/mL (41). Los datos obtenidos en este trabajo concuerdan con lo ya reportado
por Ade-Ajayi et al. y Hammuel et al; ya que, a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/mL del
extracto hidrosoluble de A. mapisaga se observo un efecto inhibitorio del crecimiento de la
levadura. Sin embargo, el hecho que Santos et al. encontraron una concentracion mucho
menor dénde se viera un efecto, discrepa con otros autores e incluso con este estudio, lo cual
pudo deberse al método de extraccion utilizado y al tipo de solvente empleado ya que los
diferentes compuestos contenidos seran atraidos o solubilizados mejor por unos solventes,

de esta manera habra mayor cantidad de unos compuestos que otros.

Verastegui M et al. y Rizwan et al. reportan un efecto inhibitorio en el crecimiento de hongos
filamentosos al obtener la MIC (3.0- 27.5 mg/mL), utilizando extractos de A. lechuguilla, A.
picta, A. scabra, A. lophanta y A. Attenuata (41-43). A pesar de que en este trabajo no se
pudo repetir la prueba con el hongo dermatofito, se muestra una reduccién de UFC/mL a una
concentracion de 20 mg/mL, por lo que seria recomendable repetir este ensayo para

determinar su efecto mediante un andlisis estadistico.

Por otra parte, estd documentado el efecto antifungico de las saponinas presentes en los
Agaves gue se han estudiado, éstas se probaron ante hongos filamentosos y levaduras, en los
que se reportd una reduccion del micelio en hongos filamentosos y halos de inhibicidn en
levaduras (44—46) por lo cual se puede deducir que el efecto observado en C. albicans podria
deberse a las saponinas, uno de los compuestos encontrados en el EHA con los estudios

cromatograficos empleados (HPLC-MSy TLC).
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Las saponinas estdn compuestas de manera general por una parte glicida (cadenas de
azucares) y una no glucida (sapogenina, genina o aglicona) las cuales le otorgaran
caracteristicas anfifilicas, la parte glicida es la region hidrofilica y por el contario la aglicona
es hidrofoba. Esto le confiere a la aglicona la capacidad de unirse de manera espontanea con
el colesterol de la membrana plasmética formando complejos, que se van acumulando para
dar origen a placas. Las propiedades estéricas de estos compuestos pueden provocar la
curvatura de la membrana, detenerse en ese momento o bien podria resultar en la formacién
de una estructura vesicular o de un poro debido a la interaccion de los restos de azlcares, con
el consecuente incremento de la permeabilidad de la membrana, salida de iones y
macromoléculas. Dichas perturbaciones o la formacion del poro pueden darse en paralelo y

el tipo de saponina sera lo que determine qué perturbacion predomine (47).

Se tiene evidencia de que la estructura de las saponinas es de gran relevancia, dependiendo
del tipo de aglicona y la cadena de azlcares con las que cuenta, habra un efecto bioldgico
diferente. Por ejemplo, se ha reportado que con cadenas de azlcares menores a cuatro
unidades pierde su actividad antifungica cuando la aglicona es una hecogenina. También se
sabe que ciertas agliconas tienen un efecto antifungico como la hecogenina, neohecogenina,
tigogenina, neotigogenina, clorogenina y diosgenina (48). De acuerdo a lo anterior si se
caracterizara el EHA y se determinara la presencia del agavésido C y cantalasaponina-4,
compuestos que tienen como aglicona a la hecogenina seria congruente con el efecto
observado en la levadura (35). Ademas, podriamos suponer que el mecanismo de accion seria
similar a lo que describe Alcazar E (2016) en su trabajo doctoral, donde hallé que al adicionar
extracto de A. duranguensis y A. salmiana a Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces
marxianus se generan invaginaciones y ruptura de la pared celular producto de la accion de
las saponinas (agavosido A y B, cantalasaponina N, otras saponinas no identificadas con
agliconas gentrogenina y manogenina). Se observo que con la adicion de estos extractos se

disminuyen los (3 glucanos y mananos, los (3 glucanos son los componentes estructurales de

mayor proporcion de la pared celular, por lo que al observar dicha reduccién se dedujo que
la parte glicida de la saponina interacta con éstos generando una ruptura de los polimeros.

Aunado a lo anterior, en el mismo estudio se observo que los fosfolipidos de la membrana
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también se ven afectados al reducir las cadenas acilo y aumentar la insaturacion, lo que genera
un aumento de la permeabilidad. Ambos cambios favorecerian la interaccion sapogenina-
ergosterol para la formacién de poros y por tanto la inhibicién del crecimiento o a la muerte
de la levadura (45). Aun cuando falta mas informacion acerca de si todas las saponinas con
aglicona hecogenina tienen el mismo mecanismo de accion se puede sugerir este efecto

fungicida en el EHA, sin embargo, seria necesario corroborarlo.

A pesar de no haber encontrado a los flavonoides no podemos descartar su presencia ya que
en la literatura se describe que son metabolitos muy frecuentes en las plantas y se han
reportado algunos tipos en los Agaves (18). Ademas, se ha demostrado que tienen un efecto
antifangico el cual también podria estar relacionado con el hallazgo de este trabajo, algunos
estudios describen que el mecanismo de accion implicado en cierto tipo de flavonoides es
aumentar el Mg?* intracelular lo cual provoca un incremento en el Ca?* de la mitocondria,
esto conlleva una disfuncion mitocondrial incluyendo la produccién de especies reactivas de
oxigeno y la despolarizacion de la membrana mitocondrial, interrupcion del sistema

antioxidante, dafio al ADN y apoptosis (49).

Por otro lado, Ade-Ajayi et al. y Hammuel et al. reportan la susceptibilidad de S. dysenteriae,
B. atrophaeus, P. aeruginosa, E. fecalis, S. aureus, S. typhi, E coli y S. pyogenes al utilizar
el extracto metandlico y acuoso de A. sisalana (20,39). Por el contrario, Verastegui et al
(1996, 2008), Lopez-Romero et al, Ahumada-Santos et al. y Rojas J (2017) obtienen
resultados muy variables, y en algunos casos no todas las bacterias utilizadas son susceptibles
a los extractos. Por ejemplo, Verastegui et al. prueban 4 especies diferentes de Agaves, de
los cuales solo una especie (A. picta) muestra un efecto inhibitorio en el crecimiento de 4
bacterias de las 6 probadas y Ahumada-Santos et al. seleccionan 6 especies, todas tienen un
efecto inhibitorio, pero éste varia de acuerdo a la bacteria, las méas susceptibles a los extractos
probados fueron Streptococcus grupo A-4 y S. dysenteriae. Incluso cuando sélo se trabaja
con una especie de Agave no todas las bacterias muestran susceptibilidad como lo refieren
Verastegui et al, Lopez-Romero et al. y Rojas J (2017) al utilizar extractos de A. angustifolia
y A. duranguensis (41,43,50-52). Aun cuando hay evidencia de la susceptibilidad por parte

de las bacterias a diferentes extractos, Santos J. et al. reportan no haber encontrado

34



susceptibilidad en ninguna de las bacterias al utilizar el extracto de A. sisalana (40). De
manera similar en este ensayo no se encontrd un efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano
debido a que no se hallé una disminucion significativa en el nimero de UFC comparado con

el control.

El hecho de que en algunos casos y en otros no se haya encontrado un efecto de inhibicion
en el crecimiento bacteriano puede deberse a diferentes causas como la especie de Agave
utilizada o el método de extraccion, ya que dependiendo de si es un extracto acuoso,
metandlico u de otro tipo habra diferencias en cuanto a su actividad antimicrobiana
(20,39,42). Otro factor podria ser la concentracion del extracto usada, en los diversos estudios
mencionados la variabilidad de concentraciones es muy grande aun cuando se trata de la
misma especie de Agave. También los compuestos y las cantidades presentes de éstos, ya
que de acuerdo a la edad, clima, tipo de suelo, entre otros, van cambiando los requerimientos
de la planta (45,53).

En el andlisis del extracto de A. mapisaga utilizado en este estudio se encontrd la presencia
de fructanos. El efecto bioldgico mas estudiado es como prebidtico e inmunomodulador (54),
sin embargo, Martinez A et al. reportaron que al agregar cantidades crecientes de fructanos
provenientes de Agave habia un crecimiento menor de Salmonella enterica serovar
thypimurium cuando se realizaron curvas de crecimiento, también observaron gque los halos
de inhibicion eran dependientes de la concentracion (55). No obstante, este hallazgo, se
requiere mas informacion para determinar la posible actividad antibacteriana de los fructanos

y si estuvieron relacionados con el efecto antifingico que se observé en este trabajo.
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CONCLUSIONES
El extracto de Agave mapisaga inhibe el crecimiento de C. albicans y también el de T.

mentagrophytes. Dicho efecto se puede deber a la presencia de saponinas en el EHA.

El extracto de A. mapisaga no tiene efecto un efecto inhibitorio frente a las bacterias

utilizadas en este ensayo: S. aureus, B. bronchiseptica, S. agalactiae y P. aeruginosa.

No se pudo caracterizar el tipo de saponinas presentes en el EHA al faltar los estandares y
otras pruebas como IR 0 RMN. Sin embargo, lo encontrado podria orientar su caracterizacion

en futuros estudios.

PROSPECTIVA
Probar el EHA con otras levaduras de interés médico veterinario como Cryptococcus spp, Y

Malassezia spp.

Robustecer la evidencia frente al hongo dermatofito que se usé en este ensayo y probar el

efecto del EHA contra otros hongos filamentosos.

Llevar a cabo pruebas in vivo en pacientes con candidiasis para complementar los estudios

que pudieran justificar su uso como una opcién terapéutica.

Realizar otro HPLC-MS con los estandares requeridos para hacer la caracterizacion de los

compuestos identificados en el extracto de Agave.
Buscar la presencia de flavonoides en el EHA y caracterizarlos.

Aislar los compuestos presentes en el EHA y probar sus efectos bioldgicos en comparacion

a productos comerciales similares.
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ANEXO DE IMAGENES

Imagen 13 Pruebas bioquimicas de B. bronchiseptica. TSI, SIM, urea y citrato respectivamente (comenzado
de izquierda a derecha)

37



Imagen 14 Pruebas bioquimicas de P. aeruginosa. TSI, SIM, urea y citrato respectivamente (comenzado de
izquierda a derecha)

Imagen 15 Colonia de T. mentagrophytes sembrado en SDA con 7 dias de crecimiento
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Imagen 16 Morfologia microscépica de T. mentagrophytes tefiido con azul de algodon lactofenol, 10 dias de
crecimiento, objetivo 40X.

Imagen 17 Tincion de Gram de C. albicans, objetivo 100x



Imagen 18 Tubo germinal C. albicans. Objetico 40X

Imagen 19 Antibiograma de S. aureus. 1=sulfametoxazol-trimetoprim, 2= penicilina G, 3=ciprofloxacino, 4=
gentamicina, 5= tetraciclina, 6= neomicina.
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Imagen 20 Antibiograma de B. bronchiseptica. 1= ciprofloxacino, 2= penicilina G, 3= sulfametoxazol-
trimetoprim, 4= neomicina, 5= gentamicina, 6= tetraciclina.

Imagen 21 Antibiograma de C albicans. Antifingico probado Nistatina 1=100 Ul, 2= 200 Ul, 3=300 Ul
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Imagen 23 Conteo de UFC de C. albicans caja STX y Agave 20 mg respectivamente, diluciones -4 a -6 de arriba
hacia abajo y su repeticion.
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