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RESUMEN

LEDESMA CARRASCO CLAUDIA. Cernimiento de efectos farmacoldgicos de
Eysenhardtia polystachya en gatos. (Bajo la direccion de: MVZ Carlos Gutiérrez
Olvera y MVZ Lilia Gutiérrez Olvera).

La gran problematica que existe en la clinica de gatos, debida a la resistencia
generada por microorganismos hacia los antibiéticos, ha dado paso a la
busqueda de nuevas entidades terapéuticas, siendo una buena fuente de ellas las
plantas. En el presente trabajo se evalué dos de las propiedades terapéuticas que
la medicina alternativa le atribuye sin estudios cientificos a los extractos de
Eysenhardtia polystachya; el efecto inmunoestimulante y antimicrobiano. Para la
evaluacion del efecto inmunoestimulante, se emplearon 10 gatos clinicamente
sanos a los cuales se les midié a través de muestras sanguineas los niveles de
INF-ye IL-4 mediante RT-PCR, observandose que no existe estimulacion en la
producciéon de INF-ye IL-4 después de la administracion del extracto de
Eysenhardtia polystachya tanto via oral como intravenosa.

En lo que respecta al efecto antimicrobiano, se utilizaron cultivos bacterianos
derivados de Staphylococcus aureus (ATCC 9144), Escherichia coli (ATCC
25922) y Salmonella spp (ATCC 35664) para llevar a cabo CMI empleando la
técnica propuesta por Bennet et al dando como resultado un efecto inhibidor del
crecimiento de E. coli y Salmonella spp. Sin embargo, para Staphylococcus
aureus no existe tal efecto.

Se empleo la técnica de bioautografia para poder tener un acercamiento mas
preciso al componente antimicrobiano, el cual mostré que dicho compuesto es

uno de los mas polares que posee el extracto.
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Cernimiento de efectos farmacoldgicos de Eysenhardtia

polystachya en gatos.

Introduccion:

En medicina veterinaria hace mas de dos décadas que no se genera un grupo
antibacteriano nuevo. La industria farmacéutica estima que para producir un
antibacteriano novedoso y al menos igual o mas potente que los ya existentes, se
requiere una inversion cercana a los 100 millones de ddlares y un periodo de
investigacién de 5 - 10 afios.’ Evidentemente, esto representa un capital de alto
riesgo financiero. No es de extrafiar entonces, que se haya perdido el interés de la
industria farmacéutica veterinaria por la investigacion y el desarrollo de nuevos
antimicrobianos. Por lo tanto, a no ser que se logre controlar y/o desacelerar la
aparicion de cepas resistentes no existe otra forma de prolongar la vida de los
medicamentos actuales, con lo cual es muy probable que se llegue a una
importante falta de tratamientos eficaces contra algunos agentes patégenos.? 3 De
tal suerte, es poco probable que en el corto o mediano plazo se genere un grupo
de antibacterianos especificos en medicina veterinaria que iguale o supere la
potencia de los ya existentes. *

La resistencia generada para los antimicrobianos en algunos casos deja muy
pocas o casi ninguna alternativa terapéutica, lo cual ha dado paso a la busqueda
de nuevas entidades terapéuticas, siendo una buena fuente de ellas las plantas. *
Las propiedades antibacterianas, inmunomoduladoras e inmunoestimulantes han
sido demostradas en numerosos polisacaridos naturales aislados de hongos,
levaduras, algas, bacterias, plantas superiores, asi como en algunos derivados
obtenidos por hidrélisis o modificacion quimica ya sea de la raiz, tallo, hojas,
frutos o semillas. Es importante el considerar la facilidad de acceso de los
extractos vegetales utilizados, ya que en algunos casos se ha llegado a la
deforestacion en busca de paliativos para algunas enfermedades, por lo que

dentro de la eleccion del extracto vegetal con propiedades inmunoestimulantes se



(€)

ha considerado a la familia de Fabaceae como producto de, relativamente facil
acceso y que ha demostrado poseer actividad inmunomoduladora. * > °

La Eysenhardtia polystachya es un arbusto con hojas alternas, pinnada-
compuestas; flores pequefas, blancas, aromaticas; frutos en legumbres,
pequefias y planas. Florece y fructifica en el verano.’

Durante largo tiempo se ha empleado en la medicina alternativa como paliativo o
cura para diferentes enfermedades que aquejan a los seres humanos. Se han
descrito las diferentes propiedades terapéuticas que posee, entre las cuales se
encuentran: eliminar el acido arico, disminuir el reumatismo, artritis, lumbago,
ciatica, prevenir los colicos hepaticos, eliminar problemas renales, suprimir
diarreas, poseer un efecto diurético y bactericida. Aunque, es sumamente
importante sefialar que no existen estudios farmacolégicos que confirmen la

efectividad de la planta en todos estos casos. & °

Compuestos quimicos de Eysenhardtia polystachya.

En el tallo de Eysenhardtia polystachya se han identificado los flavonoides
dimetoxi-metilendioxi-pterocarpan y dehidrorotenona, el esterol beta-sitosterol y
un componente de estructura no determinada, el agustlegorretoside. En la corteza
del tallo se han detectado los mismos componentes ademas del triterpeno beta-
amirina. En el duramen el flavonoide hidroxi-trimetoxi-isoflavona, y en la madera

del tronco, los flavonoides coatline Ay B y la cumarina flemichaparin C. 8 1%

Flavonoides.

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente

distribuidos en las frutas y en los vegetales. Existen 13 subclases de flavonoides

con un total de mas de 5 000 compuestos. ** 1%

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, inmunoestimulantes

y antiasmaticas. % 13 14 15
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Efecto antimicrobiano de los flavonoides.

Existen numerosas investigaciones, en donde se ha comprobado el efecto
antimicrobiano de los flavonoides que contienen diversas plantas que se utilizan
en la medicina alternativa. S6lo por mencionar algunos ejemplos, se tiene a los
flavonoides que se encuentran en las hojas del guayabo (psidium guajava |.) que
poseen un efecto contra Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. *® *"* 18 Los flavonoides del orégano (Lippia graveolens)
gue tiene actividad contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Enterobacter cloacae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis.
Ademas de capacidad antifungicida contra Céandida albicans, C. tropicalis,
Torulopsis glabrata y Aspergillus niger.'® En la planta Pluchea carolinensis se han
detectado flavonoides con actividad antimicrobiana en contra de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus niger y
Trichophyton mentagrophytes.”® Y los flavonoides del vegetal Lupinus ballianus
actian contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococus luteus vy
Klebsiella pneumoniae.*

En varios casos se sabe que ciertos vegetales tienen actividad antimicrobiana
debido a sus flavonoides, pero aun no se ha logrado identificar bien que

flavonoide especificamente tiene efecto contra cada microorganismo. *

Salmonella, E. coli vy Staphylococcus como causantes de

enfermedades en la clinica de gatos.

Salmonella spp.

Salmonella spp. puede infectar a una gran variedad de mamiferos, aves, reptiles e

insectos, conduciendo a una enfermedad gastrointestinal (Gl), enfermedad
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sistémica, o una infeccién asintomatica. Salmonella spp. puede ser aislada en
mas de 18% de los gatos, aunque dos recientes estudios en 468 animales de
compafiia y gatos de refugio con y sin diarrea demostraron tasas de prevalencia
de 1%. Las infecciones en el Utero ocurren raramente, provocando abortos,
mortinatos, y gatitos débiles. Salmonella es adquirida via ingestion de heces
infectadas, presas infectadas, comida, agua contaminada, aves migratorias y
fomites contaminados. La terapia de glucocorticoides, obesidad y la
administracion oral de antibioticos prolongada los predispone a desarrollar
infeccion por Salmonella. El periodo de incubacion de Salmonella es de tres a
cinco dias, y la eliminacién se produce durante un maximo de seis semanas, pero
puede ocurrir mas tarde como consecuencia de la reactivacion de la infeccion.
Salmonella puede existir por largos periodos en el medio ambiente y a menudo es
resistente a desinfectantes comunes, por lo que es fuente potencial de infecciones
hospitalarias.?, % %4

Los signos clinicos de salmonelosis felina incluyen gastroenteritis aguda o
cronica, sepsis, enfermedad cronica febril sin signos gastrointestinales, o
infecciones localizadas en los tejidos. Comunmente los gatos no demuestran
enfermedad clinica. Gatos con gastroenteritis aguda puede tener diarrea de leve a
severa de intestino delgado o grueso, vomito, dolor abdominal, borborigmos,
pérdida de peso y anorexia. Ocasionalmente, los gatos pueden demostrar sélo
diarrea cronica. Gatos con sepsis pueden presentar pirexia 0 hipotermia,
deshidratacion, debilidad, depresion o shock séptico y puede o no ser
acompafiado de signos gastrointestinales.?* 2324

Las enfermedades relacionadas con Salmonella son mas comunes en gatos
jovenes, estresados y/o enfermos en condiciones pobres de sanidad o en
confinamiento. Salmonella es considerada una zoonosis de importancia.
Individuos inmunocomprometidos deben evitar el contacto con los animales
infectados. %23

Existe un incremento en la resistencia contra antibidticos de las cepas de
Salmonella en humanos y animales. La resistencia a ampicilina, fluoroquinolonas,

tetraciclinas, cloranfenicol, streptomicinas y sulfonamidas ha sido documentada.
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Esta resistencia se debe en parte al resultado del uso indiscriminado de

antibidticos. 2%

Escherichia coli (E.coli).

Escherichia coli es un bacilo gram negativo variablemente movil que es huésped
de la porcion distal del tubo digestivo de diversas especies animales. Se han
aislado varios serotipos diferentes de E. coli; se relaciona mas a las cepas
hemoliticas como mas patégenas que las no hemoliticas. E. coli es relativamente
persistente en el medio ambiente y la infeccibn se suele producir por
contaminacion fecal.?® %°

La infeccion con E. coli puede causar un amplio espectro de signos clinicos en
muy diversos oOrganos y tejidos. La infeccidbn de animales jovenes con cepas
enterotoxigénicas puede ocasionar una gastroenteritis grave. La septicemia de los
gatitos recién nacidos resultante de una infeccion en el momento del parto puede
provocar pielonefritis, neumonia o0 bacteremia generalizada. Los gatos
inmunocomprometidos también son sensibles a la septicemia y a la enterocolitis
provocadas por E. coli. En todos los gatos se pueden encontrar infecciones
localizadas que incluyen pielonefritis, endometritis, abscesos cutaneos, colitis
necrética y endocarditis. 2> > 242

La eleccion de una determinada pauta de tratamiento depende tanto de los
organos o tejidos afectados como de la gravedad de la infeccidén. La terapia
antibiotica debe ser seleccionada en base al cultivo y a las pruebas de
sensibilidad del aislamiento de E. coli. En general, los aislados méas patdégenos

son sensibles a las cefalosporinas y a los aminoglucésidos. 2% 2324

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es un coco gram positivo, inmévil, no forma esporas y es

anaerobio facultativo. Es resistente a la deshidratacion del medio ambiente por
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semanas, al calentamiento hasta 60° C durante 30 minutos y a fluctuaciones de
pH que van desde 4 a 9.5. %

El Staphylococcus se transmite por contacto directo e indirecto. En gatitos es raro
gue sea un agente primario de dermatitis, pero cuando se presenta como tal, se
manifiesta usualmente con la aparicibn de costras y lesiones eritematosas
alrededor de los cojinetes digitales y margenes de los ojos y labios.

El Staphylococcus es un invasor secundario comun en problemas cutaneos,
incluyendo dermatitis alérgica, seborrea oleosa y seca, abrasiones y quemaduras.
Staphylococcus esté asociado a infecciones en diferentes sitios: piel (piodermas y
abscesos), vias urinarias, hueso (osteomielitis), orofaringe, oidos (otitis externa),
0jos (conjuntivitis) y utero (metritis).

Los Staphylococcus son inhibidos por tintes bacteriostaticos (por ej. cristal
violeta), las sales biliares, desinfectantes como la clorhexidina, y muchos
antibiéticos. 2°

El tratamiento para los abscesos consiste en drenar la pus, y para las formas méas
superficiales de piodermas, es suficiente la aplicacion de antisépticos topicos
(hexaclorofeno 3%). Cuando los procesos supurativos son inaccesibles o amplios,
se requiere de un tratamiento sistémico.?* 2

Los Staphylococcus son comuUnmente resistentes a las penicilinas,
estreptomicinas y tetraciclinas. Por lo general, los antimicrobianos mas eficaces
son fluoroquinolonas, penicilinas resistentes a las betalactamasas, cloranfenicol,
eritromicina, cefalosporinas (de primera generacion), vancomicina, lincomicina y

sulfas-trimetroprim.”®

Efecto inmunoestimulante de los flavonoides.

De acuerdo a hallazgos cientificos publicados por la British Ecological Society's
Functional Ecology (BESFE), existe una conexion directa entre el consumo de
flavonoides y el aumento de la inmunidad en aves. Sin embargo, hasta hoy el
mecanismo que influye en el fortalecimiento de sistema inmune no ha sido del

todo esclarecido.®
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Aquellas aves que consumieron extractos de flavonoides tuvieron una respuesta
inmune mayor, medida por su produccion de anticuerpos. De las que recibieron
suplementos, el 54% tuvo una respuesta inmune favorable ante la inyeccion de
eritrocitos de oveja, comparado con un 30% de respuesta en las que no recibieron
suplemento.™

En otros estudios se menciona que al poseer efectos antioxidantes los
flavonoides, protegen al sistema inmunitario de los radicales libres. *°

Las células inmunitarias estan relacionadas entre ellas a través de receptores de
membrana. Las membranas celulares son ricas en acidos grasos poliinsaturados,
los cuales, si se peroxidan, ponen en peligro la integridad de la membrana,
alterdndose la fluidez de esta, pudiendo resultar una alteracion de la sefal

intracelular y de la funcion celular. *> %" 28 29

Interferon gama e interleucina L4.

Las citocinas son una familia de moléculas cuya funcibn mas conocida consiste
en regular el funcionamiento del sistema inmunolégico, poniendo en comunicacién
a los diferentes tipos de células que forman parte de é1.*

Los interferones (INF) son citocinas antivirales que se clasifican en dos tipos (I y
II). Se les llamé “interferones” debido a que en 1957, los vir6logos ingleses Alick
Isaacs y Jean Lindenmann descubrieron que las células de embrion de pollo
infectadas con el virus de la influenza liberaban una sustancia que interferia con
la accion del virus, protegiendo a las células sanas.

Diversos agentes pueden inducir la sintesis y secrecion de INF. Los virus son mas
potentes inductores de la expresion de los genes de IFN. El estimulo principal
para su produccion parece ser la formacion de ARN viral de doble cadena durante
la replicacién viral dentro de la célula. Por eso los virus ADN, por regla general,
son inductores menos potentes de la sintesis de IFN que los virus ARN. 3% 3

Las infecciones por bacterias (especialmente aquellas que se replican dentro de
las células), micoplasmas y protozoos también pueden inducir la sintesis de IFN.*
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Asimismo ciertas citoquinas y factores de crecimiento como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factores estimuladores de colonias
(CSF-1), interleucinas 1 y 2 (IL-1, IL-2) y el factor de necrosis tumoral (TNF)
pueden inducir sintesis de IFN. En ocasiones, incluso el IFN (3 puede inducir la
produccién de IFN y. 3%

El interferén y es producido por los linfocitos T, macrofagos y células asesinas
naturales (NK por su denominacién en inglés, natural killer). 33

El principal efecto biologico del interferon yes ser inmunoregulador en la
respuesta inmune especifica. El efecto del INFy es pleiotrépico; no obstante, uno
de los mas importantes, es la activacion de macrofagos, que consiste en
aumentar su capacidad fagocitica y favorecer la inflamacibn mediante los
siguientes procesos: incremento en la sintesis de intermediarios del oxigeno,
aumento en la produccién de citocinas pro-inflamatorias, produccion de
quimiocinas y aumento en la expresion de moléculas de histocompatibilidad clase
dos (MHCII). 3% 31

La interleucina 4 (IL-4) es producida por linfocitos Th2, mastocitos, basofilos,
células del estroma de la médula 6sea. Es una citocina muy pleiotropica.
Promueve la diferenciacién de linfocitos T virgenes hacia células de tipo Th2,
inhibiendo la generacién de células Thi. **

Por otra parte, promueve el desarrollo de las respuestas inmunes humorales a
través de la induccién del crecimiento y diferenciacién de linfocitos B.3" *2

Por otro lado, la interleucina-4 (IL-4) disminuye los niveles de IFN-y y por lo tanto
induce una respuesta no protectora contra varios organismos intracelulares o

células neoplésicas. **

Enfermedades infecciosas mas comunes de los gatos.

Los gatos pueden padecer diversas patologias infecciosas, las cuales son de
gran importancia en la practica clinica, debido a los diferentes niveles de
gravedad de los signos que se presentan. En el cuadro 1 se muestra un resumen

de las infecciones mas comunes en los gatos como sus signos y tratamiento.
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Inmunoestimulacion en gatos.

En la clinica de gatos se utilizan inmunomoduladores para favorecer la respuesta
inmune y evitar infecciones oportunistas, en el caso de que padezcan
enfermedades inmunodepresoras, tales como; Leucemia Viral Felina y Sindrome
de Inmunodeficiencia Felina. Algunos de los medicamentos inmunomoduladores

que se emplean son los interferones. 3% 34

Interferones.

Existe diferentes interferones disponibles en el mercado, como por ejemplo; el
Interferén alfa (INFa) y el interferén omega (INF).%

El INFa regula multiples funciones, incluyendo la actividad antiviral, modulacioén
inmune, diferenciacion celular y supervivencia o muerte de varios tipos celulares.
Al administrar el INF-a a gatos infectados incrementa su actividad y apetito, por
la resolucibn de las anormalidades hematoldgicas. Ademas, prolonga la
supervivencia de los gatos y ayuda en la lucha contra enfermedades
oportunistas. 333

Cantidades pequefias pero 6ptimas de interferon- a pueden unirse a macrofagos,
linfocitos u otras células de la mucosa que a su vez inician cascadas de
citocinas.®®

En la clinica se utiliza el interferbn recombiante humano (rHuUlFN-a)y se
comercializa con los siguientes nombres: Roferon® (ROCHE) e IntronA® (Shering
Plough).*?

La terapia con INFa se debe basar en el avance y severidad de la enfermedad.
En el caso del tratamiento a largo plazo de gatos con LVF y que sean
considerados virémicos persistentes, o para pacientes con SIDAF, el protocolo
consiste en administrar por via oral cantidades muy pequefias de interferén para
gue no se desarrolle resistencia al farmaco. El tiempo de desarrollo de resistencia
es inversamente proporcional a la dosis de interferén recibida. 3% 3% 34

El INF-w presentan actividad antiviral, antiproliferativa e immunomoduladora. Es el

primer INF veterinario, el cual fue desarrollado para el tratamiento contra
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calicivirus. En la préactica clinica se emplea en forma de interferon recombinante
felino omega (rFelFN-w), el cual en el mercado se encuentra con el nombre de
Virbagen Omega® (Virbac). 334

A diferencia del rHulFN-a el rFelFN-wal ser especifico de especie es capaz de
sobrepasar el problema de la creacién de anticuerpos contra rFelFN-w.** 3

In vitro, rFelFN-w ha demostrado un efecto antiviral contra varios virus como
parvovirus, herpesvirus, calicivirus, coronavirus y rotavirus. >

En vivo, la eficacia de rFelFN-wen gatos con PIF, SIDAF, VLF y calicivirus felino
también se ha informado. ** 34

Uno de los inconvenientes de utilizar INF es su costo elevado, aunado a la
respuesta intermitente que se ha presentado en investigaciones, por lo que es
necesario buscar otras alternativas que promuevan la inmunoestimulacién a un

menor costo, como podria ser el uso de derivados vegetales.”
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Cuadro 1: Enfermedades infecciosas mas comunes de los gatos, signos y tratamiento.

Enfermedad Etiologia Trans mision Signos Tratamiento
Fiebre, diarrea, signos de | Antibiéticos (para tratar
Parvovirus Directa - Horizontal y Vertical. inmunosupresion, ataxia, aborto, | enteritis)

Panleucopenia viral felina

Indirecta- (fémites y vectores).

depresion, anorexia, vomito y signos de
hipoplasia cerebelar.

Terapia de liquidos,
vitaminas. *°

Rinotraqueitis viral felina

Herpesvirus

Directa - Horizontal y Vertical.

Indirecta (fomites y vectores),

Fiebre, secrecién nasal, tos paroxistica,
conjuntivitis, quemosis, blefaroespasmo,

descarga  ocular  serosa, lesiones
corneales, depresion, estomatitis
ulcerativa, anorexia, deshidratacion,
debilidad.

Terapia de sostén, dietas
con aroma penetrante,
mucoliticos, antibiéticos.*®

Dependiendo de la cepa: Ulceras orales y

Terapia de sostén, dietas

Infeccion por calicivirus felino Calicivirus Directa — Horizontal en fosas nasales, fiebre, anorexia, palatables, farmacos
depresion, edema cutaneo, signos mucoliticos, antibioticos.*’
respiratorios inferiores.

Inmunosupresién, linfoma, fiebre, enteritis | Terapia de sostén, terapia
Leucemia viral felina (LVF) Retrovirus Directa - Horizontal y Vertical crénica, depresion, anorexia, disnea, antirretroviral, terapia

vémito, neuropatias periféricas,
trastornos de la reproduccién y muchos
otros.

inmunomoduladora
y antibioticos.*®
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Peritonitis infecciosa felina

Coronavirus

Directa — Horizontal

Forma humeda: distensién abdominal por
derrame toracico y disnea por efusion
pleural.

Inmunodepresores,
antibidticos de amplio

(PIF). Indirecta (fomites y vectores) espectro, terapia de sostén
Mutacién de coronavirus entérico Forma seca: dolor abdominal, masas y terapia s
abdominales palpables (lesiones inmunomoduladora.
piogranulomatosas).
Ademas puede existir fiebre, letargo,
anorexia y pérdida de peso.
Sindrome de Directa - Horizontal y Vertical Signos relacionados a inmunodeficiencia, | Terapia de sostén, terapia
Inmunodeficiencia Felina Retrovirus gingivoestomatitis crénica, rinitis crénica, | antirretroviral, terapia
(SIDAF). lentivirus linfoadenopatias, pérdida de peso y inmunomoduladora y
muchos otros. antibiéticos .*°
Directa - Horizontal y Vertical Fiebre de 40- 41.1 °C, signos de Dependiendo de la fase de
Toxoplasmosis Toxoplasma Indirecta neumonia intersticial y alveolar la enfermedad:
gondii acompafiada de disnea y a veces tos. Sulfadiacina, E)irimetamina,

Diarrea sanguinolenta, deshidratacién,
dolor abdominal, anorexia, depresion,
aborto, ictericia.

Signos nerviosos, uveitis y otros signos
oculares.

clindamicina. > 2* 24

Neumonitis felina

Chlamydophila
felis

Directa — Horizontal

Blefaroespasmos, congestion, quemosis
e incremento en el lagrimeo, fiebre
transitoria, inapetencia, pérdida de peso,
descarga nasal, secrecién ocular de
serosa a mucopurulenta, neumonia.

Tetraciclinas
Doxiciclina.**
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Justificacion:

Las infecciones en los gatos son importantes desde el punto de vista clinico,
econOmico y zoondtico, por lo tanto, es necesario contar con alternativas mas
efectivas para el tratamiento y prevencion de la enfermedad clinica, como por
ejemplo la fitoterapia, la cual permite reducir y retardar la aparicion de
resistencias, evitar los tratamientos masivos y disminuir la necesidad de utilizar
agentes quimioterapéuticos con costos elevados, ademas de ser productos
biodegradables.* *

Objetivo General:

Evaluar el efecto farmacolégico de la Eysenhardtia polystachya sobre: el pefrfil
inmunologico (INFye IL-4) en gatos sanos y efecto bactericida in vitro sobre
microorganismos que pueden llegar afectar a los gatos, tales como:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp.

Objetivos especificos:

- Evaluacién de la administracion de un extracto de Eysenhardtia polystachya por

via intravenosa sobre: el perfil inmunologico (INFy e IL-4) en gatos sanos.

- Evaluacién de la administracién de un extracto de Eysenhardtia polystachya por

via oral sobre: el perfil inmunolégico (INFy e IL-4) en gatos sanos.

- Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana y concentraciones minimas
inhibitorias de extractos de Eysenhardtia polystachya sobre microorganismos que
pueden llegar afectar a los gatos, tales como: Staphylococcus aureus, Escherichia

coli y Salmonella spp.
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Hipotesis:

La Eysenhardtia polystachya presenta actividad estimulante sobre el perfil
inmunolégico (interferon y en gatos) vy actividad antibacteriana in vitro sobre
microorganismos que pueden llegar afectar a los gatos, tales como:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp.

Material y métodos:

Animales.

Se utilizaron 10 gatos clinicamente sanos, a los cuales se les realizé un
hemograma y un examen fisico general completo (frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, pulso, palmo percusion, tiempo de llenado capilar, reflejo tusigeno,
reflejo deglutorio, palpacion abdominal, estado de consciencia y temperatura)
previo al estudio.

Todos los gatos fueron desparasitados al llegar a las instalaciones con
oxibendazol y niclosamida (Vitaminthe reforzado®) a una dosis de 1mL por cada
2Kg de peso via oral y fipronil 0.25%(Frontline® Spray) via cutanea. A los 10
gatos se les realiz6 la prueba SNAP® Triple Felino (Leucemia, SIDAF,
Dilofilariasis) del laboratorio IDEXX. Resultando los 10 gatos negativos para las
tres enfermedades.

Los gatos contaron con edades de 1 a 2 meses y con un peso promedio de 794
gr. Estos animales fueron prestados con la autorizacion por escrito de sus
propietarios durante 5 semanas para mantenerlos en un mismo medio ambiente,
y asi, evitar posibles factores que interfirieran en los resultados.

Se dio una semana de adaptacién antes de comenzar con la toma de muestras

sanguineas y dosificacion de los gatos.
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Consideraciones de alojamiento.

El alojamiento de los animales se adecu6 a lo especificado por Loveridge en su
documento “Confortable Environmentally Enriched Housing For Domestic Cats”.
Se utilizé un cuarto con las dimensiones necesarias para proporcionar a cada
gato su espacio vital, el cual segun “El Centro Waltham de Nutricion para
Mascotas”, debe de ser de 1.0 m? por animal, mas espacio en niveles superiores
de por lo menos 2.0 m de altura.*?

En la figura 1, se observa que el cuarto fue provisto de los necesario para el
bienestar de los gatos, los cuales contaron con espacios para esconderse,
rascaderas, repisas alfombradas, hamacas y juguetes adecuados para gatos. Se
colocaran 11 areneros, 10 platos de comida y 10 platos para agua®. El alimento
gue se ofrecio fueron croquetas para gatitos y se dio de forma ad libitum al igual

que el agua.

Figura 1.- Alojamiento de los gatos.

Los gatos fueron socializados diariamente, ofreciendo periodos de juego en

conjunto e individual.
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Preparacion del extracto de Eysenhardtia polystachya.

Se pesaron 100 g de tronco de Eysenhardtia polystachya previamente identificada
por un etnobotanico para confirmar que era Eysenhardtia polystachya y se hirvio
durante 10 minutos en 1000 mL en agua bidestilada posteriormente se adicioné
1000 mL de alcohol etilico, se evaporé en un rotavapor durante un dia hasta
obtener una pasta de aproximadamente 4 gr, esta se reconstituyo en 10 mL de
agua inyectable. Finalmente, el liquido obtenido se pas6 por filtros de
esterilizacion (0.45 micras).

Tratamiento.

Se formaron dos grupos de 5 gatos cada uno, los cuales fueron asignados de
forma aleatoria.

El grupo “A” se dosificd con el extracto de Eysenhardtia polystachya por via oral

una dosis de 3 mL cada 24 hrs durante 7 dias consecutivos.
El grupo”B” se dosific6 con el extracto de Eysenhardtia polystachya por via

intravenosa a través de la vena cefalica una dosis de 1 mL cada 24 hrs durante 3

dias consecutivos.

Manejo de los gatos.

Para realizar la administracion del extracto y la obtencién de sangre, se utilizd un
bozal para gatos del nimero 1, asi como una toalla de bafio para evitar el forcejeo

y minimizar el estrés a los gatos.
Muestreo.
Durante el quinto dia de la semana de adaptaciéon se les tom6 1 mL de sangre

con tubos al vacio (Vacutainer®) con heparina para utilizarla como muestra

basal, a través de la vena yugular.
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Los siguientes muestreos se realizaron los siguientes dias: 3, 8, 16 y 30 de
iniciada la dosificacion. Cuya cantidad en cada toma fue de 1 mL para la
cuantificacion de interleucina- 4 e interferon y.

Las muestras sanguineas fueron conservadas en refrigeracion hasta el momento

de su analisis.

Procesamiento de las muestras.

1) Muestras para cuantificacion de interleucina- 4 ( IL-4) e

interferon ( IFN-y).

En este estudio se incluyeron iniciadores (oligonucléotidos) especificos de gato

para estas citocinas %°.

a) Se extrajo el acido ribonucleico mensajero (ARNm) de las células mediante
el kit comercial QIA amp® RNA Blood Mini Kit, QIAGEN y se calculd su
concentracion 'y pureza midiendo las densidades O¢pticas con un
espectrofotometro a 260 y 280 nm. A partir del ARNm extraido, se obtuvo el &cido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) mediante Superscript'™ Ill First-strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) y se llevd a cabo una reaccion en
cadena de la polimerasa de fase reversa (RT-PCR) para determinar en este caso
la expresion de cada uno de los genes de las citocinas. 2°

b) Se uso el Gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) como gen
constitutivo que se expresa siempre independientemente de las circunstancias
como testigo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y para poder

cuantificar el nivel de expresion de las citocinas (IL-4 e IFN-y). %

2) Método microbiologico.

La evaluacion del efecto bactericida se hizo de forma indirecta utilizando cultivos
bacterianos derivados de cepas ATCC (American Type Culture Collection):
Staphylococcus aureus (ATCC 9144), Escherichia coli (ATCC 25922) vy
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Salmonella spp (ATCC 35664) para realizar evaluaciones de concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) a diversas concentraciones de la Eysenhardtia
polystachya empleando la técnica de difusion en placa propuesta por Bennet et al

44

a) Agares:

El agar que se utiliz6 fue Mac Conkey (Bixon) para las enterobacterias y agar
sangre (Bixon) para Staphylococcus aureus, preparados siguiendo las

indicaciones que marca el producto.
b) Cultivo bacteriano:

Se manejaron las cepas bacterianas derivadas de ATCC  anteriormente

mencionadas.
c) Estandar bacteriano:

Se resembraron las bacterias de la cepa a utilizar en caja petri (24 horas antes a
temperatura 37° C) y estandarizaron a un porcentaje de transmitancia del 60-70%

en un volumen de 5 mL de agua bidestilada y estéril.
d) Preparacion de las placas:

En un refractario tipo Pirex® de 21 X 20 cm, estéril, se colocaron 400 mL de agar
y se dejaron enfriar durante 10 minutos. Sobre el agar ya frio se agregaron 400
uL de la bacteria ya estandarizada y por medio de un hisopo estéril se distribuyo
homogéneamente sobre todo el agar, dejando reposar la placa de agar a

temperatura ambiente por 2 horas.
e) Preparacion del “extracto primario”:

Se pesaron 100 gr de tronco de Eysenhardtia polystachya y se hirvieron durante

10 minutos en 1000 mL de agua bidestilada.
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f) Obtencion del “extracto secundario”:

Con el fin de evaluar la potencia que puede presentar el “extracto secundario”
dependiendo de su manejo, se hizo su procesamiento de cuatro distintas formas:
1) concentracion del “extracto primario” en el rotavapor con vacio, 2) filtracion del
“extracto primario” con poros de 0.04 micras, 3) exposicion del “extracto primario”

a luz ultravioleta durante 30 minutos y 4) extracto primario reposado por 24 hrs.

g) Preparacion de las diluciones:

Se realizaron a partir del “extracto secundario” diluciones que dieron como

resultado diferentes concentraciones (véase cuadro 2).

Cuadro 2: Concentracién de Eysenhardtia polystachya en las diferentes

diluciones que se emplearon.

Dilucion Concentracion
e 100 mg/mL
Vs 50 mg/mL
173 25 mg/ mL
Y 12.5 mg/mL
15 6.25 mg/mL

h) Eleccion del método de difusion del extracto vegetal secundario en

el agar:

Para la evaluacion de la difusion del extracto vegetal en el agar se utilizaron
diferentes métodos: 1.- penicilindros, 2.- cilindros de polipropileno, 3.- pozos
directo en el agar y 4.- sensidiscos.
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Se realizaron 12 repeticiones por cada método utilizando cultivos bacterianos de
Escherichia coli (ATCC 25922) para demostrar los halos de inhibicion de

crecimiento.

1) Lectura de la placa:

Una vez preparada la placa y elegido un método (penicilindros, cilindros de
polipropileno, pozos directo en el agar o sensidiscos) para el depdsito de 100 pL

de cada una de las diluciones, se realizaron 10 repeticiones de cada dilucion.

Se incubaron durante 24 horas a 37°C. Transcurridas las 24 horas se realizaron

las lecturas de milimetros de halo de inhibicion.

j) Estabilidad del extracto vegetal:

Se elaboré un “extracto secundario” y a partir de él se evalué alos 0, 10,15 vy
20 dias, manteniéndolo en refrigeracion con el fin de determinar su estabilidad.

k) Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicién:

Se obtuvieron medias y desviaciones estandar del diametro de halo de inhibicién
de cada una de las diluciones. A partir de las cuales y con ayuda de los
programas Microcal Origin y Excel se realizaron las graficas de milimetros de halo

de inhibicién vs concentracion.
L) Bioautografia:

Con el proposito de tener un acercamiento mas preciso al componente
antimicrobiano del extracto secundario de Eysenhardtia polystachya, se llevé a

cabo en la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo la supervision del Quimico
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José Fausto Rivero Cruz, la técnica de autobiografia cubierta de agar o
inmersion de bioautografia. La cuél se obtuvo al realizar una cromatografia de
capa fina (en donde los compuestos se separaron por sus polaridades) y
después encima de ella se aplico el agar inoculado (con E. coli), se incubd

durante 12 hrs a 37°C y se realizo la lectura de la misma.*

Resultados:

Efectos de Eysenhardtia polystachya sobre: el perfil inmunoldgico

(interferén y e interleucina 4):

Después de haber procesado las muestras mediante la técnica de RT- PCR se
observé que la aplicacion de Eysenhardtia polystachya tanto via oral e
intravenosa no modifico el nivel de interferén y e interleucina 4, manteniéndose
ausente los niveles de estas dos citocinas durante el estudio. En las figuras 2 y 3,
se muestran los resultados de la determinacion de INFy e IL-4 mediante RT-PCR,
en donde los nimeros romanos representan los muestreos que se realizaron y los
nameros ardbigos representan a cada uno de los gatos muestreados, la “M”

representa a los marcadores, “C* al control positivo y “C” al control negativo.

" Facultad de Quimica de la UNAM, Conjunto E, Edificio de Bioquimica y Farmacia,
Laboratorio 124, email: joserc@unam.mx
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Figura 2.- Determinacion de IFNy mediante RT-PCR. Figura 3.- Determinacion de IL-4 mediante RT-PCR.
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Evaluacion del efecto bactericida in vitro:

1) Difusién del extracto vegetal en el agar:

Se observl que el extracto vegetal difundia bien en los pozos hechos en el
propio agar, mientras que en los cilindros de polipropileno y en los sensidiscos

no existian halos de inhibicion (véase figura 4).

E. coli (ATCC 25922)

Halo de inhibicion.

Figura 4.- Prueba de difusién del extracto vegetal empleando sensidiscos,
cilindros de polipropileno y pozos hechos en el propio agar.

En lo que respecta a los penicilindros se observd que los halos de inhibicién se
manifestaban en algunas repeticiones y en otras no. No se pudo determinar en
este estudio si el extracto vegetal interactia con el material del que esta hecho el

penicilindro (véase figura 5).
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E. coli (ATCC 25922)

Figura 5.- Prueba de difusion de extracto vegetal utilizando penicilindros.

2) Estabilidad del extracto vegetal:

Se encontr6 en este estudio que los halos de inhibicion de mayor diametro
(promedio: 24.97 con una desviacion estandar: 0.74) se presentaron utilizando los

“extractos secundarios” mas recientes (Véase cuadro 3).

3) Potencia del “extracto secundario” manipulado por diversos

métodos:

Al evaluar los extractos vegetales secundarios derivados de diferentes
metodologias se observo que los que se obtuvieron mediante rotavapor con vacio
y los que fueron filtrados formaban un halo de inhibicién al utilizarlos en el agar
sembrado con E. coli (ATCC 25922) (Véase cuadro 4).
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Cuadro 3: Promedios y desviaciones estandar del diametro de los halos de

inhibicion en milimetros (mm) de cada uno de los extractos evaluados.

P Extracto de | Extracto de |Extracto de |Extracto de
% 0 dias 10 dias 15 dias 20 dias
;E 25,44 22,34 12,29 0
g 24,53 20,76 12,67 0
5 25,45 18,23 14,15 0
é 24,43 21,96 13,46 0
< 25,7 19,22 13,37 0
S 24,02 22,01 11,87 0
f;i 23,98 18,93 13,93 0
° 24,71 21,24 12,74 0
g 25,38 19,45 12,23 0
g 26,13 20,62 11,51 0
Promedio 24,97 20,47 12,82 0
Desviacion estandar 0,74 1,44 0,88

0

Cuadro 4.- Cuatro diferentes tipos de procesamiento para obtener el

extracto “secundario” y medias del halo de inhibicion que se obtuvieron

al emplearlos .

Promedio en
Tipo procesamiento Presencia de halo | milimetro del halo | Desviacion
de inhibicion. de inhibicion. estandar.
Rotavapor con vacio Si 24.86 mm 0.41
Filtrado Si 25.06 mm 0.63
Reposado por 24 hrs. No 0 mm 0
Expuesto a luz ultravioleta | No 0 mm 0
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Evaluaciones de concentraciones minimas inhibitorias.

Teniendo en cuenta los tres factores que se estudiaron, se eligieron pozos
hechos en el mismo agar para el depdsito de la muestra, extracto vegetal de 0 y
de 10 dias, y que estuviera filtrado. Obteniéndose como resultado inhibicién en el
crecimiento de E. coli (véase cuadro 5y 6) (Figura 6 y 7) y Salmonella spp.
(véase cuadro 7 y 8) (Figura 8). Existiendo nulo efecto sobre Staphylococcus

aureus (véase cuadro 9y 10).

Cuadro 5.- Promedio y desviacion estandar de los halos de inhibicion de
crecimiento de E. coli (ATCC 25922) empleando extracto vegetal secundario
de 10 dias de elaborado.

Diluciones

Repeticion | 1/1 % 1/3 Y
1 13.69 8.72 0 0
2 16.67 8.39 0 0
3 14.15 6.99 0 0
4 13.46 6.82 0 0
5 13.67 7.02 0 0
6 15.45 6.23 0 0
7 12.99 9.01 0 0
8 13.87 7.34 0 0
9 14.04 7.86 0 0
10 13.85 8.08 0 0
Promedio 14.18 7.65 0 0
Desvest 1.08 0.91 0 0
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Figura 6.- Curva de actividad vs concentracion del extracto secundario de 10 dias de
elaborado en E. coli (ATCC 25922).
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Cuadro 6.- Promedio y desviacién estandar de los halos de inhibicién de
crecimiento de E. coli (ATCC 25922) empleando extracto vegetal secundario

recién de elaborado.

Diluciones

Repeticion 1/1 Y 1/3 Y
1 25.44 21.82 21.55 13.19
2 24.53 24.93 22.28 11.95
3 25.45 19.19 16.65 11.57
4 24.43 20.31 17.45 10.07
5 28.35 24.67 20.39 12.45
6 28.57 23.34 20.36 11.02
7 28.32 27.07 17.19 134
8 26.45 24.92 19.34 13.21
9 24.69 19.89 20.56 11.87
10 26.32 20.65 22.38 12.08
Promedio 26.26 22.68 19.82 12.08
Desvest 1.64 2.67 1.99 1.05
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Figura 7.- Curva de actividad vs concentracion del extracto secundario recién elaborado
en E. coli (ATCC 25922)
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Cuadro 7.- Promedio y desviacion estandar de los halos de inhibicion de
crecimiento de Salmonella spp (ATCC 35664) empleando extracto vegetal

secundario de 10 dias de elaborado.

Diluciones

Repeticion 1/1 % 1/3 1/4

O 0 N| O | | Wl N| k=

[ER
o

Promedio

o| ol ol o] ol o] ol o] o| o] o| ©
ol ol ol o] ol o] ol o] o| o] o| ©
o| ol ol o] ol o] ol o] o| o] o| ©
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Cuadro 8.- Promedio y desviacién estandar de los halos de inhibicién de
crecimiento de Salmonella spp (ATCC 35664) empleando extracto vegetal

secundario recién elaborado.

Diluciones

Repeticion 1/1 % 1/3 1/4
1 24.17 18.16 16.52 7.06
2 24.83 18.99 15.26 7.59
3 24.32 19.56 14.25 6.95
4 22.8 17.97 14.51 8.05
5 22.05 19.45 10.57 8.13
6 21.85 19.12 12.72 6.84
7 22.59 18.59 14.4 7.04
8 23.42 17.82 15.92 7.92
9 24.04 17.85 14.82 6.85
10 24.18 18.83 15.83 7.32
Promedio 23.43 18.63 14.48 7.38
Desvest 1.04 0.66 1.74 0.51
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Figura 8.- Curva de actividad vs concentracion del extracto vegetal secundario recién

elaborado en Salmonella spp.
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Cuadro 9.- Promedio y desviacion estandar de los halos de inhibicion de
crecimiento de Staphylococcus aureus  (ATCC 11778) empleando extracto

vegetal de 10 dias de elaborado.

Diluciones

Repeticion 1/1 % 1/3 1/4

O 0| N| o | | Wl N[ =

=
o

Promedio
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Cuadro 10.- Promedio y desviacion estandar de los halos de inhibicion de
crecimiento de Staphylococcus aureus  (ATCC 11778) empleando extracto

vegetal recién elaborado.

Diluciones

Repeticion 1/1 % 1/3 1/4

O 0| N| o | | Wl N[ =
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Inmersion de bioautografia:

Después de haber realizado la técnica de bioautografia (véanse figuras 9, 10 y
11) se encontré6 que el componente con efecto antimicrobiano es uno de los
compuestos mAas polares que posee el extracto vegetal secundario de

Eysenhardtia polystachya.

Figura 9.- Cromatografia de capa fina del extracto secundario de Eysenhardtia

polystachya.
La zona encerrada en el rectdngulo naranja muestra el componente que posee efecto

antimicrobiano.
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Figura 10.- Técnica de inmersibn de autobiografia del extracto secundario de
Eysenhardtia polystachya empleando la bacteria E. coli (ATCC 25922). “A” corresponde
al control positivo (donde no existe ningln agente antimicrobiano), “B” corresponde al
extracto secundario de Eysenhardtia polystachya. El area dentro del rectangulo indica la
zona de inhibicion.

Figura 11.- Acercamiento a la zona de inhibicién de crecimiento bacteriano de E. coli,
provocado por el efecto antimicrobiano del extracto secundario de Eysenhardtia
polystachya.
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Discusion:

El sobreuso, las subdosificaciones, la falta de bioequivalencia y una terapéutica
inadecuada son parte de los principales factores en el surgimiento de bacterias
resistentes, factores que llevan a la terapéutica actual a una ineficacia, surgiendo
asi un grave problema para el clinico de pequefias especies. La investigacion de
inmunomoduladores esta proporcionando un nuevo modelo de terapéutica
veterinaria tanto para la prevencion como el control de infecciones bacterianas,
proporcionando a los animales una adecuada respuesta inmune previa a la
infeccion, evitando asi la colonizacion y por ende la disminucion de enfermedades
infectocontagiosa. Hecho que no solamente brinda un avance en la bioseguridad
de los animales, sino que abre una nueva ventana a la terapéutica para el mejor
control de problemas infectocontagiosos, disminuyendo el uso de antibacterianos,
asf como el surgimiento de resistencias bacterianas.®

Como ya fue mencionado, se ha manejado informacion que indica la accion
inmunomoduladora, inmunoestimulante y antimicrobiana de los flavonoides en
diversas especies animales y humanos, sin embargo, no existen estudios que
hablen de Eysenhardtia polystachya al respecto de todas estas propiedades, de
ahi el interés de este estudio en probarlo en un modelo animal (gato).

Efecto inmunoestimulante y/o efecto inmunomodulador: los resultados obtenidos

sobre la estimulacion de la produccion de INF- y e IL-4, no muestran la produccion
de estos. Por un lado, esto indica que los animales no estaban enfermos o por lo
menos que no habia infecciones virales, bacterias intracelulares o protozoarios,
como mencionan Tizard y Pabello.®® 3 También este resultado, muestra que el
extracto vegetal no promueve una inmunoestimulacion de estas citocinas, al
menos en animales que se encuentran sanos, sin embargo habria que probarlos
en animales enfermos ya que, en pollos de engorda y ovinos enfermos, se pudo
observar un incremento del INF-y (comunicado de las doctoras Lilia Gutiérrez O.

y Jazmin Alcala C.”), lo cual podria ser por un lado, una respuesta ante una

" MVZ. Lilia Gutiérrez Olvera. Departamento de Fisiologia y Farmacologia, FMVZ, UNAM. email:
liliago@servidor.unam.mx y MVZ. Yazmin Alcala Canto. Departamento de parasitologia. FMVZ.
UNAM. email: yazmin@unam.mx “Comunicado personal” del dia 08/05/10.
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infeccibn o0 que el extracto tenga un grado de actividad diferente segun la
especie.

Efecto _antimicrobiano: los resultados demuestran que existe un efecto

antimicrobiano del extracto sobre algunas especies bacterianas, entre las cuales
se encuentran: E. coli y Salmonella spp. Sin embargo, en el caso de
Staphylococcus aureus no tuvo tal efecto. Evidenciandose entonces, que el
extracto tiene un efecto antimicrobiano sobre bacterias gram negativas.
Posiblemente, el mecanismo de accion del extracto es el dafio a la membrana
celular bacteriana; teniendo propiedades tensoactivas el extracto, que alteran la
arquitectura y la funcién de la membrana.®® Sin embargo, para establecer el
mecanismo de accidn exacto hace falta evaluaciones a nivel microscopia
electronica y con marcadores especificos en posteriores estudios.

En general, las bacterias gram negativas tienen una pared celular delgada, que
esta cubierta por una membrana externa de lipopolisacéridos. Dicha membrana
es susceptible a los efectos de agentes tensoactivos. Por su parte, las bacterias
gram positivas, al poseer una pared celular gruesa, son mas susceptibles a los
antibioticos que tienen como mecanismo de accion la alteracion de dicha pared,;
lo que resulta en una pared incompleta y en la pérdida de la permeabilidad
selectiva de la bacteria, lo que provoca lisis de ésta. *°

Se pudo observar que el efecto antimicrobiano depende mucho de Ia
concentracion del extracto secundario, del tiempo de elaboracion, de su forma de
obtencién, y de factores ambientales, tales como la luz ultravioleta y la
temperatura. Se observd que a mayor concentracion del extracto secundario
recién elaborado (100 mg/mL) el didmetro de inhibicion microbiana era mayor y al
irse reduciendo esta el efecto se perdia (6.25 mg/mL). Existié efecto cuando la
forma de extraccidon fue mediante filtracion y condensacién con rotavapor,
mientras que el extracto primario reposado y el extracto secundario expuesto a luz
ultravioleta no tuvieron ningun efecto. La falta de accion del extracto primario
reposado pudo deberse a que los metabolitos que poseen el efecto
antimicrobiano, no se activan a menos de que se oxigenen, efecto que podria dar
el rotavapor y la filtracion, o también podria ser a causa de la interaccion con

particulas mas grandes de las cuales se separa al momento de filtrar o ser
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expuestas por la accion del rotavapor, sin embargo en este estudio no se puede
confirmar ninguna de estas suposiciones por lo que se recomienda seguir
haciendo estudios sobre estos componentes. En el caso de la falta de accion por
la luz ultravioleta, podria deberse a que los flavonoides que contiene este extracto
tienen como funcion en el vegetal protegerlo en contra de los radicales libres y de
la accién oxidativa de las condiciones ambientales y los efectos nocivos de la luz
ultravioleta, al ser expuesta a esta Ultima estan perdiendo su accibn como
menciona Tenorio et al en *“Los flavonoides y el sistema cardiovascular:
¢Pueden ser una alternativa terapéutica?"*’ en donde se describe este efecto
protector ante el dafio de la luz ultravioleta, sin embargo esto también se necesita
estudiar mas a detalle. Otros factores como la temperatura y el pH pudieron
afectar también la actividad antimicrobiana, este efecto se ha demostrado en el
aspecto de la utilizaciébn de los extractos de Eysenhardtia polystachya en el
curtido de pieles en donde Salinas, et al ® menciona que el calor sobre el
extracto provoca la degradacion de los compuestos y a medida que aumenta el
tiempo de exposicion de la muestra al calor, la concentracion inicial de flavonoides
disminuye hasta desaparecer. En cuanto al pH menciona, que los rangos de 0 a 8
no afectan al extracto, mientras que los rangos de pH de 9 a 14 degradan algunos
0 varios de sus componentes.

La autobiografia de este extracto fue de gran utilidad, ya que permitio determinar
la polaridad del o los compuestos con actividad antimicrobiana *°, lo cual va a
permitir en posteriores estudios el aislamiento de dichos componentes. Lo que
representa un paso importante en la identificacion de nuevos antimicrobianos
naturales. Como ya se menciono, este 0 estos compuestos son polares, por lo
que con la utilizacion de algunas técnicas del analisis fitoquimico (de extraccion
[soxlhets, arrastre de vapor, fluido supercritico], de separacién y purificacion
[Cromatografia] y de determinacion estructural [espectrométicas, Rx,reacciones
de coloracién y de precipitacién])?, podrian separarse del extracto secundario y

probarse solos.
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Conclusiones.

Segun los datos obtenidos en este estudio los extractos de Eysenhardtia
polystachya no tienen efecto en la produccion de INF-y e IL-4 en gatos sanos.

No existe efecto detrimental en la salud de gatos sanos, a los que se les
administrd via oral e intravenosa, los extractos de Eysenhardtia polystachya.

In vitro los extractos de Eysenhardtia polystachya tienen un efecto inhibidor del
crecimiento de cepas de E. coli y Salmonella spp. Sin embargo, para el caso de
Staphylococcus aureus este efecto no ocurre.

Es importante considerar la forma de extraccibn de los componentes de
Eysenhardtia polystachya, ya que este determina que se obtenga efecto
antimicrobiano a partir de su utilizacion.

La utilizacion de la bioautografia es una herramienta importante para la
identificacion de los componentes con actividad antimicrobiana de Eysenhardtia
polystachya.

Es necesario llevar acabo mas investigaciones sobre el efecto inmunomediador y
antimicrobiano de los extractos de Eysenhardtia polystachya en gatos. Sin
embargo, seria importante trabajar con gatos enfermos para ver el desempefio de
estos extractos.

Se requiere de mas estudios sobre los extractos de Eysenhardtia polystachya y
continuar trabajando con la separacion e identificacion de los diferentes
compuestos de estos, para poder definir cuales de ellos podrian ser utilizados en
la medicina veterinaria, ya sea en el area farmacoldgica, inmunoldgica, nutricional,

etc.
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