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Introduccion
1. Introduccion.

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio tangible e
intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacidn, recursos y practicas para el
desarrollo y el bienestar, y un factor de identidad de numerosos pueblos del planeta que
han utilizado plantas medicinales y otros productos de origen natural para atender sus
problemas de salud y una gran mayoria, desarrollados y en desarrollo, siguen haciendo uso
de ellos actualmente (Argueta et al., 1994). Una de las fuentes mas antiguas del origen de
medicamentos, indiscutiblemente son las especies vegetales. Las plantas han formado la
base de los sistemas tradicionales de la medicina que han existido por cientos de anos.
Estos sistemas poseen actualmente un papel esencial en la salud, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha estimado que, aproximadamente el 80 % de los habitantes a nivel

mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud (Laza et al., 2003).

Uno de los usos descritos con mayor frecuencia para las plantas medicinales es el
tratamiento de las enfermedades gastrointestinales. En este contexto, tomando en cuenta
que las enfermedades diarreicas son la segunda enfermedad mds recurrente en México y
que representan un problema de salud de alcance mundial ain no resuelto, numerosos
esfuerzos se han enfocado en la investigacién de recursos de origen vegetal que posean
actividad sobre el desarrollo de biofilms por bacterias que ocasionan enfermedades

gastrointestinales en el intestino de los seres humanos.

En este sentido, es importante mencionar que las hojas del nispero son utilizadas
en diferentes paises, para el tratamiento de trastornos gastrointestinales, la tos vy
bronquitis crénica. La hoja contiene una variedad de triterpenoides, incluyendo acido
torméntico (TA), acido corosdlico (CA), acido ursdlico (UA), acido maslinico (MA) y acido
oleandlico (OA). Estudios previos han demostrado que estos triterpenoides poseen efectos
tales como anti-oxidacion, anti-inflamacién, actividad anti-tumoral, hepatoproteccion, anti-
hipertension y también se usan para el tratamiento de la diabetes y obesidad (Ho et al,,

2010).
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Introduccion

Con base en los antecedentes descritos previamente, se planteé el presente
proyecto de investigacidn que consiste en la obtencién del extracto metandlico vy
compuestos mayoritarios derivados de la hoja del nispero con la finalidad de determinar

su efecto sobre el desarrollo del biofilm mono especie por Escherichia coli 042 con el

serotipo 044:H18.
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2. Antecedentes.
2.1 Eriobotrya japonica.

Su nombre cientifico deriva del griego “erion” que significa lana y “botrys” que
quiere decir racimo, debido a que sus flores se presentan en forma de racimos lanuginosos

(Aguilar et al., 2008).

2.2 Clasificacion cientifica de Eriobotrya japonica.
En el Cuadro 1 se muestra la clasificacion taxondmica de Eriobotrya japonica

(Instituto de Ciencias Naturales, 2011).

Cuadro 1. Clasificacién taxondmica de Eriobotrya japonica.

Nombre cientifico Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Eriobotrya
Epiteto especifico Japonica
Autor epiteto especifico Lindl
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2.3 Caracteristicas botdnicas.
2.3.1 Descripcidn del arbol de Eriobotrya japonica.

El nispero es un arbol de hoja perenne que en condiciones de cultivo puede
alcanzar los 8 m, aunque normalmente no supera la media de 5 a 6 m como se muestra en

la Figura 1.

La raiz principal es pivotante hasta los 4 a 5 afios de edad, y puede alcanzar los 2.5
m de profundidad. Las raices secundarias se extienden a poca profundidad (25 cm),

formando un amplio sistema radicular superficial.

El tronco es rigido de 0.75 a 1.25 m de altura, ramificandose en 2 a 5 brazos.

Presenta una corteza rugosa de color gris pardo de renovacion anual.

Figura 1. Arbol de Eriobotrya japonica.
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2.3.2 Hojas.

Las hojas son coridceas, eliptico-lanceoladas, de 18 a 45 cm, segun la variedad,
cuneiformes, de haz verde oscuro, brillante y muy velloso como se ilustra en la Figura 2.
Durante su aparicioén los brotes presentan pubescencia blanquecina en ambas caras. Sélo
dura un ciclo de crecimiento, por lo que las ramas de 2 y 3 afios estan desnudas de hojas

(Rodriguez et al., 1983).

El nispero produce dos tipos de brotes: vegetativos y reproductivos. Las yemas
vegetativas desarrollan un eje, de longitud variable, con un numero medio de siete hojas

en mas de un 70% de los brotes.

A lo largo del periodo vegetativo tienen lugar tres brotaciones: La brotacion de
primavera, que se inicia a finales de febrero y se prolonga hasta el mes de mayo; esta
brotacion origina el 73% de los tallos nuevos y las yemas terminales se diferencian en flores
durante el verano. La segunda brotacion se da tras la recoleccién (abril-mayo) y presenta
un rapido crecimiento durante un corto periodo de tiempo; en esta brotacién se origina el
17% de tallos nuevos y las yemas terminales se diferencian en flores en el otofio (Ateyyeh
et al., 1998). La tercera brotacion tiene lugar a finales del verano o principios del otofio y
sus brotes son de crecimiento lento y de menor vigor. Los ramos de la primera y segunda

brotacién son los primeros en florecer.

Figura 2. Hojas de Eriobotrya japonica.
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2.3.3 Inflorescencia.

Es en espiga de 10 a 19 cm de longitud y forma piramidal. Esta consta de un eje
principal en el que se insertan de 5 a 10 ejes que contienen un numero variable de flores
en racimo como se ilustra en la Figura 3. El nimero de flores por espiga es de 110 a 150,
dependiendo de las condiciones climaticas del afio, etc. (Lin et al., 1999). El periodo de
tiempo necesario para que florezca toda la espiga varia entre 2 y 4 semanas. La flor es

pequefa y con una agradable fragancia.

Figura 3. Inflorescencia de Eriobotrya japonica

2.3.4 Fruto.
Es ovalado con una longitud de 7 cm, y cuyo tejido carnoso procede del eje floral. El

color de la piel varia del amarillo palido al anaranjado, segun la variedad, y la pulpa del
blanco al naranja (Tous et al., 1996). Contiene entre 1y 5 semillas, grandes, marrones, que
representan entre un 20 y un 30% del peso del fruto (Insero et al., 1990) como se muestra

en la Figura 4.

Figura 4. Fruto de Eriobotrya japonica.
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2.4 Caracteristicas agro-climaticas.
2.4.1 Clima.

El nispero es de clima subtropical o templado-calido con inviernos suaves, ya que es
en ésta época del afio cuando florece y se desarrolla el fruto. En zonas de clima muy frio o
excesivamente calido y humedo crece como planta ornamental, pero no es factible

alcanzar una produccién comercial aceptable.

2.4.2 Suelo.

El nispero se adapta a una amplia variedad de suelos de moderada fertilidad, desde
arenosos a arcillosos. El pH éptimo se sitda entre 6-8, y no tolera bien los suelos acidos. En
suelos arenosos, con poca capacidad de retencién de agua y de bajo calor especifico, el
fruto es de pequeno tamafio, rico en azucares y de maduracion precoz. En suelos arcillosos

el fruto es de mayor tamafio pero menos sabroso y de maduracion mas tardia.

2.4.3 Agua.

La falta de agua durante el periodo de desarrollo vegetativo (junio-agosto) reduce la
brotacién. En estas condiciones, las lluvias otofiales pueden originar floraciones
prematuras, expuestas en muchas zonas de cultivo a heladas. En la época del desarrollo del
fruto la falta de agua reduce su tamafio final. Por el contrario, lluvias abundantes en etapas
préoximas a la maduracién del fruto reducen la calidad organoléptica de los mismos y

provocan, en muchos casos, el cracking.
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2.5 Distribucién geografica y habitat.

El nispero es una especie nativa de China, introducida tempranamente en Japény el
sudeste asiatico; ampliamente cultivada en todas partes del mundo (Gu et al., 2003). Este
arbol se cultiva por sus frutos en Europa, Nueva Zelanda, Brasil y Argentina (Navarro et al.,
1998). En México hay arboles en gran parte de la Republica y hay usos medicinales
registrados en el Distrito Federal, Hidalgo, Jalisco, Tlaxcala y Veracruz (Argueta et al.,

1994).

Hidalgo

—<_
Jalisco

Distrito Federal

Figura 5. Estados donde se reporta el uso de Eriobotrya japonica en la medicina

tradicional de México (Argueta et al., 1994).

2.6 Origen del nispero.

El origen del nispero (Eriobotrya japonica Lindl) se ubica en la zona media y baja del
rio Daduhe en China (Zhang et al., 1993) y existen vestigios de su cultivo que datan de
2000 aiios. El uso de este arbol se extendié desde China hasta Japdén, donde se describe
desde el aiio 1180. Existen formas botanicas antiguas que llevaron a considerar que el pais
de origen era Japén, de ahi su nombre, pero recientemente se admite que el origen es

China (Morton, 1987). Histéricamente, el nispero se cultivaba como especie ornamental

g
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debido a que no perdia las hojas, florecia en invierno y producia unos frutos muy pequefios
de color anaranjado intenso que los hacia muy atractivos. Fue por esta razon que se
introdujo en Europa, en 1784, en los Jardines Nacionales de Paris y mas tarde en el Jardin
Botanico de Kew, Inglaterra (Lin et al., 1999). A partir de entonces, el nispero se introdujo
en los paises mediterraneos, Argelia, Chipre, Egipto, Grecia, ltalia, Espaifia, Tunez y Turquia
(Morton, 1987). Paralelamente, la especie se extendié por India, Australia, Madagascar y
Sudafrica. A principios del siglo XX, desde Japdn se introdujo en California, desde Europa en
Florida y desde alli a Sudamérica. En la actualidad su cultivo se extiende normalmente
entre las latitudes 20° y 35° Norte y Sur.

En el siglo XIX, se comenzaron a seleccionar arboles de nispero que producian frutos
de mayor tamafio y mejor sabor, aptos para su consumo, lo que permitio iniciar el cultivo
de esta especie por sus frutos comestibles.

Actualmente, el nispero se cultiva principalmente en China, Japén, India, Pakistan,
Madagascar, paises del Mediterraneo (Espana, Italia, Turquia, Grecia, Israel), Estados
Unidos (especialmente en California y Florida), América del Sur (Brasil, Venezuela) y
Australia. El nispero se ha adaptado a la cuenca del Mediterrdneo, en las mismas zonas en
donde se desarrolla el cultivo de los citricos (Llacer et al., 1995).

La diversidad del género y de la especie es muy amplia. Cuarenta especies del
género Eriobotrya y mas de cien variedades de la especie Eriobotrya japonica han sido
descritas en China (Ding et al., 1995). Actualmente, se obtienen nuevas variedades por
seleccion de plantas procedentes de semilla, como resultado de hibridaciones naturales.

El nispero llegd a Yucatan y a otras partes cercanas del sur de México, asi como del
norte de Belice y el noreste de Guatemala. La especie se encuentra en Centro América,

donde al parecer ha sido cultivada desde tiempos antiguos.
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2.7 Usos de Eriobotrya japonica.
2.7.1 Etnobotanica.

El nispero es recomendado para curar la diabetes en el Distrito Federal, Hidalgo,
Jalisco, Tlaxcala y Veracruz. Para el tratamiento de este padecimiento se prepara un
cocimiento con las hojas o flores, se deja reposar y posteriormente se administra, sin
endulzar, tres veces al dia o como agua de tiempo. Cuando hay problemas de varices o
mala circulacién, a la coccidon de las hojas se le agrega corteza de pochote (Ceiba
pentandra) y se bebe como agua de uso, la cual también sirve para limpiar el rifndn y para
el tratamiento de la gota. Ademas, el cocimiento del fruto y la corteza se usan para
purificar la sangre y curar los males del rifidn. Por otro lado, se registra su uso para arrojar
calculos biliares y como tranquilizante. En el siglo XX, Luis Cabrera sefiala los usos
siguientes: contra aftas, amigdalitis, diarreico, dispepsia, gastralgia, gingivitis, aperitivo,
hemostatico y nutritivo (Argueta et al., 1994).

La especie Eriobotrya japonica posee alto valor medicinal, ya que diferentes partes
de nispero se utilizan para el tratamiento de la tos (Ju et al., 2003), la inflamacién (Banno et
al., 2005), tumores (Banno et al., 2005; Ito et al., 2002), problemas hepaticos (Nishioka et
al., 2002), bronquitis crénica (Huang et al., 2006), nefropatia (Hamada et al., 2004),
diabetes (Noreen et al., 1988), como diurético, para la dispepsia, trastornos
gastrointestinales, regular la presidn arterial y como agente antipirético. Cabe mencionar
gue la decoccidn de las hojas fria se aplica a nivel local para tratar heridas, Ulceras y caries
(Perry, 1980). Por otra parte, otros estudios describen el efecto de los extractos
metandlico-acuosos de las hojas de Eriobotrya japonica sobre el crecimiento de la bacteria

Streptococcus mutans (Kazunari et al., 2008).

2.7.2 Usos no medicinales.
» Apicultura: las abejas son facilmente atraidas por las flores blancas perfumadas; la

miel es de color ambar con un agradable sabor.
» Alimentos: los frutos se consumen frescos, en almibar, desecados y en jaleas.
» Combustible: la madera tiene un valor de mercado como lefia.

> Forraje: las ramas tiernas se emplean como forraje en la India y en Africa.
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2.7.3 Farmacologia.

La decoccién de las hojas del nispero fue evaluada en conejos a dosis de 100 y 200
mg/kg por via intragastrica y mostré actividad hipoglucémica. Otro estudio realizado en
seres humanos adultos demostré el efecto hipoglucémico de la decoccién de las hojas a

dosis de 500 mg/persona por via oral (Tommasi et al., 1991).

Por otra parte, el extracto etandlico-acuoso de las partes aéreas del nispero, mostro
actividad hipotérmica cuando se administré por via intraperitoneal a la dosis de 0.125
mg/kg en ratones. Ademds, el extracto acuoso y etandlico mostraron actividad antiviral

débil, frente al virus Herpes simplex 2 (Frisbey A. y cols. 1953; Ishii R. y cols. 1984).

Otras actividad evaluada que resultd positiva fue la antihipercolesterolémica, esta
prueba se realizé a partir del extracto metandlico de hojas del nispero que posteriormente

fue evaluada en ratones macho por via intraperitoneal.

Asi mismo, el extracto metandlico-acuoso de las hojas del nispero ha demostrado
actividad antibiotica sobre las cepas bacterianas de Streptococcus mutans y Staphylococcus
epidermiciis (Kazunari et al., 2008). Una decoccién de las hojas fue evaluada sobre

Mycobacterium tuberculosis dando como resultado una inhibicidn débil.

Otras actividades evaluadas del extracto etandlico-acuoso (1:1) de partes aéreas de
las hojas del nispero, que dieron resultados negativos fueron abortiva, analgésica,
antiespasmadica, diurética, potenciadora de barbituricos, espermicida y anticonvulsivante.
Tampoco se comprobd una actividad antimutagénica en extractos metandlicos de hojas y

tallos (Argueta et al., 1994).
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2.7.4 Toxicidad.

El estudio de la actividad tdxica de un extracto etandlico al 95% de las hojas,
evaluada en conejos por via intragastrica a dosis de 200 mg/kg, no mostrd signos
de toxicidad. Por otra parte, una decoccién administrada en adultos humanos por la via

oral a dosis de 500 mg/persona no produjo signo de toxicidad (Argueta et al., 1994).

2.8 Composicion quimica de Eriobotrya japonica.

Las hojas y semillas de Eriobotrya japonica contienen constituyentes activos como
flavonoides (Louati et al., 2003), fenoles (Ding et al., 2001), amigdalina (Zhuang, 2002),
triterpenoides (Liang et al., 1990: Taniguchi et al., 2002) y carotenoides (Godoy et al.,
1995).

En las hojas de E. japonica se han detectado los sesquiterpenos loquatifolina A, y
cuatro derivados glicosilados del herolidol, los triterpenos acido maslinico, su éster
metilico, el acido tri-hidroxi-urs-12-en-28-dico, acido ursdlico y su derivado hidroxilado; los
flavonoides hiperdsido y rutina. En los retofios se han identificado los alcaloides guanidina
y su derivado metilico. De la cascara del fruto se han aislado el flavonoide loguatdsido (De

Tommasi et al., 1990).

Algunos de estos triterpenoides, sesquiterpenoides, flavonoides y taninos han
reportado actividad bioldgica como antioxidante, antiviral, citotdxica, antimutagénica,

antitumoral y propiedades hipoglucemiantes (Argueta et al., 1994).

El 4cido oleandlico (OA) y acido ursélico (UA) son tripernoides que predominan en
Eriobotrya japonica y ambos han demostrado tener actividades bioldgicas tales como: anti-
inflamatorias (Vasconcelos et al., 2006), diuréticas, antitumorales (Shibata, 2001: Young et
al., 1994) y hepatoprotectoras (Ma et al., 1982; Saraswat et al., 2000). A continuacién, se

ilustran en el Cuadro 2 algunos compuestos presentes en Eriobotrya japonica.

0
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica.
Compuesto quimico Estructura quimica Referencia
Triterpenoides

Acido maslinico

(Hojas) Banno et al., 2005

ST

Banno et al., 2005
Acido ursélico

(Hojas)

Kato et al., 1986
Acido tri-hidroxi-urs-12-en-28-
oico

(Hojas)

a

Acido torméntico

Ho et al., 2010
(Hojas)

&
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (Continuacion).

Compuesto quimico

Estructura quimica

Referencia

Triterpenoides

Acido corosdlico
(Hojas)

Acido oleandlico
(Hojas)

Acido &-oleandlico
(Hojas)

Acido 2a, 3a, 23-
trihidroxiolean-12-en-28-oico
(Hojas)

H

Zhou et al., 2007

Zhou et al., 2007

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

|
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (continuacion).

Compuesto quimico

Estructura quimica

Referencia

Triterpenoides

Acido 3- epicorosolico
(Hojas)

Acido euscéfico
(Hojas)

Acido 1B-hidroxiesucafico
(Hojas)

Lactona del acido ursdlico
(Hojas)

H

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (continuacion).

POSGR, DO~

Compuesto quimico

Estructura quimica

Referencia

Triterpenoides

Metilarjunolato
(Hojas)

Metilursolato
(Hojas)

Acido 3-O-cis-p
coumaroil- tormentico
(Hojas)

Acido 3-O-trans-p-
coumaroil-tormentico
(Hojas)

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

Banno et al., 2005

&
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (continuacion).

Compuesto quimico Estructura quimica Referencia

Triterpenoides

Acido betulinico

_ Banno et al., 2005
(Hojas)

Banno et al., 2005
Betulinato de metilo
(Hojas)

Sesquiterpeno glicésido

Loquatifolina A o ) . . . Argueta et al., 1994
(Hojas)

Cs-C; (glucdsido
cianogénico)

Amigdalina

(Hojas y Semillas) Zhou et al., 2007
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (continuacion).

LS

Compuesto quimico

Estructura quimica

Referencia

Flavonoides

Rutina
(Hojas)

Quercetina
(Hojas)

(-)- Epicatequina
(Hojas)

Polifenol

Procianidina B-2
(Hojas)

HO,

OH

OH

Argueta et al., 1994

Zhou et al., 2007

Argueta et al., 1994

Hideyuki et al., 2000
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Cuadro 2. Algunos compuestos quimicos encontrados en Eriobotrya japonica (continuacion).

»;

Compuesto quimico

Polifenoles

Procianidina C-1
(Hojas)

Acido elagico
(Hojas y semillas)

Acido fenélico

Acido cafeico
(Semillas)

Acido 5-clorogénico
(Semilllas)

Esteroide

B-Sitosterol
(Semillas)

HO

HO

Estructura quimica

(=]

Referencia

Hideyuki et al., 2000

Argueta et al., 1994

Yokota et al., 2006

Yokota et al., 2006

Yokota et al; 2006
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2.9 Biofilms.
2.9.1 Definicion.

Los biofilms se definen como comunidades complejas de microorganismos que
crecen embebidos en una matriz organica polimérica autoproducida y adherida a una
superficie viva o inerte, y que pueden presentar una Unica especie microbiana o un abanico
de especies diferentes (Carpentier et al., 1993; Costerton et al., 1999; Davey et al., 2000;
Kraigsley et al., 2002). Las bacterias que forman los biofilms se hallan en lo que se
denomina forma sésil, exhibiendo un fenotipo diferente al de esas mismas células en forma
unicelular o libre (forma planctdnica) con respecto a la tasa de crecimiento y a la
transcripcion de genes. Los microorganismos incluidos en ella son menos sensibles a la

accién de antisépticos, antibidticos y fagocitosis (Donlan, 2002).

2.9.2. Formacion de los biofilms.

La formacién de los biofilms es una estrategia adaptativa de los microorganismos,
ya que su crecimiento ofrece cuatro ventajas importantes: (lI) protege a los
microorganismos de la accion de los agentes adversos, (I1) incrementa la disponibilidad de
nutrientes para su crecimiento, (lll) facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la
posibilidad de deshidratacion y (IV) posibilita la transferencia de material genético (ADN).
Todas estas circunstancias pueden incrementar sus capacidades de supervivencia. Como
consecuencia, los métodos habituales de desinfeccion o el uso de antibidticos se muestran

a menudo ineficaces contra las bacterias del biofilm (Costerton et al., 1999; Donlan, 2002).

En todos los medios donde existan bacterias se puede encontrar biofilms en el
medio natural, clinico o industrial. Solo se requiere la presencia de un entorno hidratado y
una minima cantidad de nutrientes, ya que pueden desarrollarse sobre todo tipo de
superficies (hidrofobas o hidréfilas, bidticas o abidticas) (Kraigsleyet al., 2002; Terry et al.,
2003). El desarrollo en biofilm es una forma habitual de crecimiento de las bacterias en la
naturaleza. En la actualidad, se considera que en condiciones ambientales adecuadas la
mayoria los microorganismos son capaces de formar biofilms (Donlan, 2002; Lasa et

al., 2009).
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Por otra parte, estudios genéticos de los biofilms mono especie han demostrado
gue son formadas en multiples pasos como se muestra en la Figura 6.

La etapa inicial del proceso de formacidon de los biofilms es la adherencia del
microorganismo sobre la superficie, pero para que esto ocurra existe un prerrequisito: la
presencia de microorganismos en estado libre flotante en un medio acuoso, llamados
microorganismos plancténicos. Inicialmente los microorganismos se asocian de manera
reversible a la superficie y posteriormente se adhieren de forma irreversible (Waltnic et al.,

2000).

Durante la fase de adhesidn se va a regular la expresién genética a través de varios
sistemas de transduccion por sefiales, que van a conducir hacia una cascada de diversas
reacciones, permitiendo la induccién o inhibicion de la trascripciéon de genes. Las moléculas
gue causan las sefiales, pueden ser inherentes al ambiente o ser desconocidas (Donlan,
2002). Asi pues, la adhesion de las bacterias a las superficies se ve limitada por otras

condiciones como se menciona en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Variables que afectan la adherencia celular y la formaciéon de los biofilms

(adaptado de Donlan, 2002).

Propiedades del sustrato Propiedades del fluido Propiedades de la célula

Textura Velocidad del fluido Hidrofobicidad de la superficie
celular

Hidrofobicidad pH Fimbrias

Acondicionamiento Temperatura Flagelos

del sustrato Nutrientes Sustancias poliméricas

extracelulares
Presencia de agentes

microbianos
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Los microorganismos adheridos comienzan a replicarse (y morir) y las SPE
interaccionan con moléculas organicas e inorganicas en el medio ambiente dando lugar al
glicocdlix. Esta replicacion estd controlada por factores como: pH, perfusién de oxigeno,
osmolaridad (Dunne, 2002) y la acumulacién de moléculas en la interfase sélido- liquido. En
esta interfase existe una concentracion mayor de moléculas de nutrientes en comparacién
con la encontrada en masa en el fluido, por lo tanto, la transferencia de nutrientes por
difusidon es mds rapida a los microorganismos contenidos en el biofilm que a las bacterias
planctdnicas contenidas en la fase acuosa (Carpentier, 1993). Durante la reproduccién
bacteriana, el metabolismo de las bacterias adheridas produce desechos que sirven para el
desarrollo de las células “hijas” (Dreeszen, 2003). Esto trae como consecuencia un
aumento en la produccién de SPE y por tanto, en el volumen del biofilm; cuando ésta

madura la mayoria de su volumen (75-95 %) es ocupado por el glicocdlix lleno de agua.

Cuando el biofilm alcanza una masa critica las condiciones ambientales en los
diferentes “niveles” de ésta cambian y en ocasiones se vuelven desfavorables provocando
gue algunas de las bacterias se vuelvan inactivas. Incluso, en algunos casos llegan a morir
por la falta de fuente de carbono, la disminucién del pH, variaciones en la concentracién de
oxigeno o por la acumulaciéon de metabolitos téxicos (Dunne, 2002). Por otro lado, algunas
bacterias se desprenden para colonizar una superficie que provea un ambiente mads

favorable (Waltnic et al., 2000).

Desprendimiento de algunos
@ microorganismos

s )
L
* A3
Q
o odben A3
Adhesion inicial del <+—1 2 3 B 5 —» Maduracion
Microorganismo a la superficie. l \

Colonizacion Co-adhesion o Co-agregacion Crecimiento

Figura 6. Fases de la formacién de un biofilm. Tellez-P S. Los biofilms y su recuperacién en

la industria alimentaria. VISAVET Health Surveillance centre 2010.
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2.10 Escherichia coli.

2.10.1 Descripcidn y clasificacion.

Esta bacteria es capaz de formar biofilms forma parte del grupo de las
enterobacteridceas (Enterobactriaceae) que son un grupo heterogéneo de bacilos Gram-
negativos cuyo habitat natural es el intestino de humanos y animales (Donlan, 2001;
Brooks et al., 2008). Esta bacteria se caracteriza por ser oxidasa negativa, catalasa positiva
y reducir el nitrato a nitrito, es no formadora de esporas, anaerobia facultativa y
usualmente tiene motilidad mediante flagelos aunque a veces carece de motilidad. Crece
sobre peptona o medios con extracto de carne sin adicion de cloruro de sodio ni otros
complementos; crecen bien en agar MacConkey, forma colonias lisas, circulares, convexas,

con bordes bien definidos (Brooks et al., 2008).

Escherichia coli es un miembro de la flora intestinal normal, incluso puede
contribuir a la funcién normal del intestino y a la nutricién, por lo que es poco comun que
cause enfermedades, salvo cuando alcanza los tejidos fuera de su sitio normal en el
intestino o en otros menos comunes, incluyendo el aparato urinario, vias biliares y otros en

la cavidad abdominal (Brooks et al., 2008).

Adicionalmente, origina diarrea (enteritis epidémica) con elevados indices de

mortalidad entre la poblacién infantil, asi como meningitis y algunos casos neumonia.
2.10.2 Patogenicidad.

Escherichia coli puede estar involucrada en problemas gastrointestinales, asi como
en infecciones urémicas y neonatales. Dentro de las infecciones intestinales, las E. coli se
han clasificado en seis grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatdgena
(EPEC), E. colienteroinvasiva (EIEC), E. colienterohemorragica (EHEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC) y E. colide adherencia difusa (DAEC). Las caracteristicas

generales de estos seis grupos se resumen en el Cuadro 4.
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En el caso de E. coli enterotoxigénica se adquiere, al igual que los otros grupos
patdgenos de E. coli, por la ingestion de agua y alimentos contaminados. Las cepas de ETEC
producen dos toxinas: LT (toxina termolabil) y ST (toxina termoestable), que actuan
incrementando los niveles de Adenosina-5"-(AMPc) y Guanosina-5"-monofosfato ciclico
(GMPc), respectivamente; esto provoca que las células de las criptas intestinales aumenten
la secrecién de agua y electrolitos, con la consecuente disminucién en la absorcién de las

vellosidades, lo que clinicamente se manifiesta como diarrea acuosa.

En EPEC, se ha involucrado al pilus BFP (bundle-forming pilus) por sus siglas en
inglés como un factor de virulencia caracteristico que participa en el proceso infeccioso al
promover la adherencia intima a enterocitos; posteriormente se produce la polimerizacién
de la actina del citoesqueleto, seguida de la destruccién de las microvellosidades. Los
cambios bioquimicos relacionados con este proceso son los que inducen probablemente la

secrecion de agua y electrolitos al espacio intraluminal, produciendo diarrea aguda.

En EIEC, el mecanismo de patogenicidad es la invasividad que se inicia con la
adherencia de la bacteria a las microvellosidades de la mucosa del intestino grueso, ya libre
en el citoplasma, se multiplica e invade a las células vecinas; la destruccion de las células,
junto con la movilizacién de polimorfonucleares y macréfagos, desencadenan el proceso de
inflamacién y la aparicién de diarrea con moco y sangre (disenteria), muy similar a la
producida por Shigella. La produccién de diarrea aguda y crénica en nifios se debe a la
accion de las toxinas y a la adherencia al enterocito por sus fimbrias (Molina y Eslava,

2014).

Estudios epidemiolégicos indican que el grupo EAEC estd fuertemente asociado con
sindromes diarreicos con duracién de 0 a 2 semanas principalmente en nifios (Nataro et
al., 1998). Cabe mencionar que la patogénesis de esta infeccién es parcialmente conocida.
En varios modelos in vivo e in vitro, las cepas del grupo EAEC se adhieren a la mucosa del
intestino delgado y grueso formando una biopelicula (Vial et al., 1988; Tzipori et al, 1992;.

Nataro et al., 1996). Después se segregan una o mads enterotoxinas, incluyendo la
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enterotoxina de Shigella 1 (ShET1), la toxina codificada por pldsmidos (Pet) que pueden

inducir inflamacién intestinal (Steiner et al., 1998).

En el caso particular de la cepa patogena 042 ha demostrado que la adhesion a la
mucosa del colon requiere la expresion del antigeno fimbrial AAF / I, lo que sugiere que
esta adhesina es un factor de virulencia para la infeccién humana (Czeczulin et al., 1997).
La adherencia de tipo agregativo ha sido asociada con un plasmido de 65 mDa, que codifica

para las fimbrias (AFF/l y AAF/1l) de 2 a 3 nm de didametro.

Cuadro 4. Caracteristicas generales de las cepas de Escherichia coli patégenas.

Clasificacion Mecanismo de patogenicidad Referencia

Enterotoxigénica (ETEC) Produce al menos una de dos tipos de Gillespie et al., 2005.
enterotoxinas: toxina termoldbil (TL) vy
toxina termoestable (ST), éstas producen
la salida de agua y iones.

Rodriguez — Angeles, 2002.

Enteroagregativa (EAEC) Las bacterias se adhieren a la mucosa Kaper et al., 2004.
intestinal, predominantemente del colony
forman un biofilm colonizando Rodriguez-Angeles, 2002.
persistentemente el tracto gastrointestinal

) i 2 Avelino et al., 2010.
lo que ocasiona diarrea cronica.

Enteroinvasiva (EIEC) Se adhiere a las vellosidades de la mucosa Rodriguez-Angeles, 2002.
invadiendo el epitelio del colon para
después entrar por endocitosis a las
células.

Adherencia difusa (DAEC) Se caracteriza por el desarrollo de grandes Kaper et al., 2004.
extensiones celulares que envuelven a las
bacterias adheridas.

Enteropatogena (EPEC) Gillespie et al., 2005.

Destruye las vellosidades del intestino
delgado e interfiere con la cascada de
sefializacién de las células hospederas.

Enterohemorragica (EHEC) Forma una verototoxina que cesa la Kaper etal., 2004.
sintesis de proteinas.

-
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Justificacion
3. Justificacion.

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre
todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso que disponian
los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales
gue poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los

productos de que ellas se extraen (Castillo-Garcia, 2007).

Por otro lado, no se debe olvidar que los remedios a base de plantas medicinales
presentan una inmensa ventaja con respecto a los tratamientos quimicos. En este sentido,
la fitoterapia se utiliza tanto en la prevencién y en la mejora de la calidad de vida, como en
el tratamiento de las enfermedades. En unos casos sera suficiente para curar una patologia
y en otros serd el coadyuvante de otras medicaciones, o ayudara a mejorar determinados
sintomas asociados. Su principal campo de accién son las afecciones leves y moderadas, asi
como las enfermedades cronicas, y es util por tanto en la terapia de mas del 90% de las

afecciones tratadas habitualmente en asistencia primaria (Castillo-Garcia, 2007).

Es importante mencionar que la atencién primaria de salud de hasta un 80% de la
poblacién de los paises en desarrollo se basa en la medicina tradicional, por cultura o
porque no existen otras opciones. Incluso en los paises desarrollados (OMS, 2004), muchas
personas recurren a diversos tipos de remedios naturales debido a la deteccidon de
problemas de seguridad y falta de eficacia en los fdrmacos de sintesis asi como al aumento
de interés en lo natural. Por ejemplo, en encuestas de atencién primaria de la salud, el 57%
de los pacientes toma preparados fitoterapicos en sustituciéon del tratamiento médico

convencional (Castillo-Garcia, 2007).

Ademas, en la actualidad la falta de eficacia, el incremento de la resistencia, la
toxicidad y el alto costo de los antibiéticos comerciales ha impulsado la busqueda de
nuevos compuestos a partir de fuentes naturales que permitan combatir procesos
infecciosos que afectan a la mayor parte de la poblacion. Por ejemplo, las enfermedades

causadas por la enterobacteria Escherichia coli y en particular el interés por el serotipo
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Justificacion

044:H18, causante de diarrea en niflos menores de 5 afios en México, afecta por igual a
ambos sexos, y a mas del 80% de la poblacidén en paises con bajos ingresos representando

un problema de salud publica (OMS, 2013).

Escherichia coli es una especie predominante entre las bacterias anaerobias
facultativas del tracto gastrointestinal (Costerton et al 1995). Con mas de 250 serotipos, su
estilo de vida comunitario y su amplia gama de herramientas genéticas han contribuido a
establecer a E. colicomo organismo modelo relevante para el estudio de la colonizacién

superficial.

En este contexto, el estudio de especies vegetales, ha conducido al descubrimiento
de entidades quimicas novedosas desde el punto de vista estructural y que inhiben de
manera notable la formacion del biofilm, algunos ejemplos notables son los flavonoides,
terpenoides y acidos grasos (Calzada et al., 2007). Estos hallazgos, en conjunto con la gran
diversidad de especies vegetales en México, constituyen un punto de partida valioso para
el descubrimiento de compuestos que actien sobre las determinantes patogénicas de
ciertos microorganismos como Escherichia coli, causantes de diarreas cronicas y trastornos
gastrointestinales, tomando en cuenta que la tolerancia de los biofilms bacterianas a los
agentes antimicrobianos tiene importantes consecuencias clinicas, ya que, actualmente

mas del 60% de las infecciones bacterianas estan asociadas a formacidn de biofilms.
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Objetivos
3.1 Objetivos.
3.1.1 Objetivo general.

Con base en los antecedentes descritos previamente el objetivo principal del
proyecto de investigacién consiste en identificar los compuestos mayoritarios presentes en
las hojas del nispero (extracto metandlico) y determinar el efecto de los mismos sobre la
formacion de biofilms por la bacteria patdgena Escherichia coli con la intencién de contar
con nuevos productos que puedan ser utilizados para el control de diarreas en la poblacién
mexicana.

El segundo objetivo planteado es determinar la capacidad antioxidante del
extracto y los compuestos mayoritarios utilizando los ensayos de DPPH, ABTS vy
blanqueamiento de [3-caroteno.

Para este fin se plantearon los siguientes objetivos particulares para el proyecto:

3.1.2 Objetivos particulares.
» Preparar el extracto metandlico de las hojas del nispero.

» Realizar el estudio quimico del extracto metandlico que conlleve al aislamiento de
los compuestos mayoritarios.

» Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

» Evaluar el efecto del extracto metandlico derivado de las hojas del nispero sobre la
formacién del biofilm mono especie por la bacteria Escherichia coli 042 con el
serotipo 044:H18.

» Evaluar el potencial antioxidante del extracto metandlico por medio del ensayo de
decoloracién del radical DPPHe.

» Evaluar el potencial antioxidante del extracto metandlico a través de cation radical
ABTS™".

» Evaluar el potencial para detener la lipoperoxidacion mediante el ensayo de
decoloracién de B-caroteno.

P
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4. Desarrollo experimental.

4.1 Procedimientos generales de analisis.
4.1.1 Andlisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio
cubiertas con gel de silice (60 F,s4 Merck, tamafio de particula 0.063-0.200 mm) en diversos
tamafios y sistemas de elucion. Se observaron bajo luz UV a A= 254 y 315 nm,
posteriormente se revelaron con vainillina sulfurica (a 100 °C).

Se utilizaron 3 tipos de cromatografia:

» Cromatografia en columna al vacio (VLC: 10 cm x 20 cm) sobre gel de silice.

» Cromatografia en columna de mediana presion (MPLC: 3 cm x 45 cm) sobre gel de
silice C-18 con tamafio de particula 40-63 um, malla 230-400 ASTM, en la cual se
utilizd un sistema de elucion 75:25 MeOH:H,0.

» Cromatografia en columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20 (Fluka).

4.1.2. Determinacion de las constantes espectrométricas y espectroscopicas.
Los analisis espectroscdpicos se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigacion y la Industria (USAII) en el edificio B de la Facultad de Quimica de la UNAM.
Los espectros de RMN de 'H y 3¢ se obtuvieron de un equipo Varian VRNMS 400, a una
radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se disolvieron en
MeOH-d, y piridina- ds, Los desplazamientos quimicos se expresan en el pardmetro & (ppm)

y estdn referidos al TMS.

La rotacion éptica se midié en un polarimetro Jasco modelo P-1030 a 25 °C usando

metanol.

Los espectros de masas se generaron en un equipo DFS (High Resolution Magnetic
Sector MS) por impacto electrénico (IE) a 70 eV y en la modalidad FAB negativo y positivo

en un equipo Thermo DFS.

.
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4.2 Recoleccidn de las hojas de nispero.

Las hojas de la especie de Eriobotrya japonica fueron recolectadas en el Campus de
Ciudad Universitaria (Unidad de Investigaciones Antropoldgicas) en el mes de enero del
2014. El material vegetal se sometié a un proceso de limpieza y secado al aire libre a
temperatura ambiente. El material vegetal fue identificado por la bidloga Irma Acosta del
Instituto de Ecologia de la UNAM. Un ejemplar de referencia se conserva bajo el cddigo de

acceso RP-001 en el laboratorio 111 del Departamento de Farmacia de la UNAM.

4.2.1 Preparacion del extracto metandlico.
Las hojas de nispero (772.5 g) se molieron en un molino universal de

fraccionamiento continuo (IKA JGO0007). El polvo obtenido se maceré con MeOH-H,0 en
proporcion 80:20 por 72 h. Posteriormente, el extracto obtenido se filtré y se evaporé el
disolvente con ayuda de un rotaevaporador hasta sequedad, obteniéndose un sdlido de

color café verdoso. El extracto total seco tuvo un peso de 521 g.

4.2.2 Fraccionamiento primario del extracto del nispero.
Una porcion de 300 g del extracto se suspendié en una mezcla MeOH:H,0 (9:1),

posteriormente, la suspension resultante se sometié a un proceso de reparto utilizando
hexano (4 x 500 mL). Las particiones de hexano se juntaron y se concentraron al vacio. La
fraccion metandlica acuosa se concentrd por separado. En el Cuadro 5 se muestran las

cantidades obtenidas para cada particidn.

Cuadro 5. Cantidad obtenida en el fraccionamiento primario.

Nombre Cantidad obtenida
Fraccidén de hexano 158.5¢g
Fraccién de MeOH acuoso 97.6¢g

4.2.3 Fraccionamiento secundario del extracto del nispero a partir de la fraccion de
MeOH acuoso.
La fraccion de metanol acuoso (97.6 g) se adsorbié en gel de silice y se

cromatografié en una columna al vacio (VLC: 10 x 20 cm). La elucidn se realizé utilizando un

£
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gradiente de polaridad creciente con mezclas de hexano, acetato de etilo y metanol. El
fraccionamiento fue monitoreado por cromatografia en capa fina, como resultado de este
fraccionamiento se obtuvieron 19 fracciones de 500 mL cada una, reuniéndose aquellas
gue mostraron similitud cromatografica obteniéndose un total de nueve fracciones

primarias denominadas (F1°-F9").

4.2.4 Obtencioén y purificacion a partir de F2” de la (-)-epicatequina (C-1).
La fraccion F2° (0.4225 g) se disolvio en 2 mL de MeOH y se cromatografié en una

columna abierta sobre Sephadex LH-20 (2 x 60 cm). La elucion se realiz6 de manera
isocratica con metanol. Se recolectaron 10 fracciones (50 mL) que se reunieron por
similitud cromatografica para dar un total de 4 fracciones. De la fraccidn F2'-3 precipitd un
sélido amarillo claro (0.3442 g) que se caracterizdé por RMN-H' y EM como la (-)-

epicatequina (C-1).

4.2.5 Fraccionamiento terciario a partir de F4".
Se pesd 1.0 g de la fraccion F-4° la cual se disolvid6 en 5 mL de MeOH vy se

cromatografid en una columna de mediana presion C-18 (3 X 45 cm). La elucidn se realizd
empleando una mezcla de MeOH-H,0 (75:25). Se recolectaron 20 fracciones (50 mL) que
se reunieron por similitud cromatografica obteniéndose un total de 10 fracciones

secundarias denominadas (F4'1 - F4°10).

4.2.6 Obtencidn y purificacion del acido corosélico (C-3) a partir de F4°-7.
La fracciéon denominada F4°-7 (0.1629 g) se disolvié en metanol y se cromatografid

en una columna abierta de Sephadex LH-20 (2 x 60 cm). La elucién se realizé6 de manera
isocratica con metanol. Se recolectaron 9 fracciones (50 mL) que se reunieron por similitud
cromatografica para dar un total de 3 fracciones (F4'7.1 - F4’7.3). De la fraccién F4'7.3
precipitd un sélido de color blanco (0.0659 g) que se caracterizé mediante el uso de RMN

y EM como acido corosélico (C-3).

4.2.7 Obtencidn y purificacion del acido ursélico(C-2) a partir de F4°-9.
La fraccion F4’-7 (0.1629 g) se disolvié en metanol y se recromatografié en una

columna abierta de Sephadex LH-20 (2 x 60 cm). La elucidn se realizé de manera isocratica

con metanol. Se recolectaron 9 fracciones (50 mL) que se reunieron por similitud

.
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cromatografica para dar un total de 2 fracciones (F4'9.1 - F4'9.2). De la fraccidon F4'9.2
precipito un sélido de color blanco (0.0659 g) que se caracterizd por RMN y EM como

acido ursélico (C-2). En la Figura 7 se resume el procedimiento experimental del estudio

guimico del extracto de las hojas del nispero.

Hojas de nispero

l Maceracion con MeOH-H,0 ( 80:20) 3X 6 L

Extracto metandlico HN

Particion

Fraccionamiento Cromatografia en columna abierta (VLC).

Hexano —P Acoet —® MeOH

A A A A A ‘
{ F1e H F2 ]{ =3 ]{ ;4:“ F5' H 6’ ,H 7 H Fg’ H Fg’ ]

Separacion CCA sobre

Fraccionamiento Cromatografia en columna de mediana presion (MPLC). Sistema de elucion MeOH-H,0 (75:25)

| N T BN
2 Y T o e G

Separacion CCA sobre
Purificacion F4'-7 - F4'-9 el sistema de elucion fue 100% Sephadex

| (-)-epicatequina | o { Mtn“wu{ F::a F4-92

Purificacion Purificacion

Sephadex

s g Acido corosélico Acido ursélico
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Figura 7. Procedimiento experimental del estudio quimico del EMHN.



http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=p1mcEtvL2Vo42M&tbnid=Pwf5XyRfdbGWtM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.posgrado.unam.mx/normatividad/logos/biologicas/&ei=TQKnU9KzF6rNsATJ9oGYCg&bvm=bv.69411363,d.aWw&psig=AFQjCNExB4mv1xVuIbuLtZ9LDfrdAVQb8A&ust=1403540418387411

Desarrollo experimental

4.3 Ensayo de inhibicion de formacién del biofilm.
4.3.1 Estandarizacion del método.

Para este ensayo se utilizé la cepa de Escherichia coli enteroagregativa 042 con el
serotipo 044:H18. Las células bacterianas se transfirieron por separado de un tubo de
ensaye a cajas Petri con medio BHI (Brain Heart Infussion) y se incubaron a 37°C por 24 h.
Se tomaron colonias aisladas y se prepararon suspensiones bacterianas con solucidn salina
estéril al 0.85 % y se ajusté a 67-77 % de transmitancia en un colorimetro Vitek
(BioMérieux Vitek, Inc. Colirimeter) que corresponde a 3 x 10% Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL).

En la primera fase de esta parte del estudio se definié el tiempo dptimo para la
formacion del biofilm. Los tiempos de incubacién de los cultivos bacterianos seleccionados
fueron: 24, 48 y 72 h, en cada tiempo los ensayos se realizaron por cuadruplicado. Para el
estudio se emplearon placas de 24 pozos (Costar Corning Incorporated NY; USA), que se
inocularon con 50 pL del cultivo bacteriano previamente ajustado en 1000 pL de dos
medios de cultivo D-MEM y BHI. Lo anterior para definir cual de éstos favorecia la
formacion del biofilm. Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C a los tiempos referidos,
concluido cada periodo se retiraban de la incubadora y se procedia a evaluar la formacion
del biofilm. Para la cuantificacién del biofilm, se utilizé el método descrito por Stepanovi¢y
colaboradores con modificaciones de acuerdo a lo descrito por Burmglle y su equipo de

colaboradores.

Para conocer si se formaban los biofilms, el contenido de cada uno de los pozos se
retir6 con una pipeta Pasteur, posteriormente para eliminar las bacterias que no se
integraron al biofilm (planctdnicas), se hizo un lavado por triplicado de cada pozo con
solucion salina estéril al 0.85%. Una vez realizados los lavados, a cada pozo se le agregé 1.0
mL de cristal violeta al 1% y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Este
colorante se une a moléculas cargadas negativamente, incluyendo acidos nucleicos y
polisacdridos, de ahi que sirva como una medida general para evaluar la formacién de

biofilm (Burmglle et al., 2006). Una vez trascurridos los 20 minutos, el colorante se retird
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con una pipeta Pasteur y se realizaron nuevamente tres lavados para eliminar el colorante

no fijado al biofilm.

El cristal violeta adherido se disolvié en 1 mL de etanol al 96%, y el contenido de
cada pozo se colocd en celdas de plastico con ayuda de una pipeta Pasteur para tomar la
lectura de densidad optica a 570 nm en un espectrofotometro (Spectronic Genesys 2). El
ensayo se realizé por duplicado en dos ocasiones diferentes tanto en la fase de
estandarizacion como posteriormente en la evaluacidn de la actividad de los compuestos
(extracto metandlico de las hojas de nispero, acido ursélico y (-)-epicatequina) y en la
concentracion minima inhibitoria. De los resultados obtenidos en cada ensayo se
eliminaron los datos que dieron las lecturas mas altas y mds bajas (D.O. 570 nm), se
considero la media para definir la desviacion estandar y se calculd la p para definir si los

resultados eran significativos (p<0.05).

4.3.2 Inhibiciéon de la formacion de biofilms (ensayo con Escherichia coli).

Este ensayo, se realizd de acuerdo a lo descrito previamente durante la
estandarizacion del procedimiento. En esta fase del estudio se utilizé |la cepa de Escherichia
coli enteroagregativa 042 con el serotipo 044:H18. Las células bacterianas de Escherichia
coli se transfirieron de un tubo de ensaye a cajas Petri con medio BHI (Brain Heart
Infussion) y se incubaron a 37°C por 24 h. Se tomaron colonias aisladas y se prepararon
suspensiones bacterianas con solucién salina estéril al 0.85% y se ajustd a 67-77% de
transmitancia en un colorimetro Vitek (BioMérieux Vitek, Inc. Colirimeter) que corresponde

a 3 x 10® Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ mL).

Para evaluar la actividad del extracto metandlico de las hojas del nispero vy
posteriormente de los compuestos acido ursdlico y (-)-epicatequina, se realizd el siguiente
procedimiento: en placas de 24 pozos (Costar Corning Incorporated NY; USA) se colocé la
cantidad necesaria de medio BHI (900, 990, 999 pL) y la correspondiente de cada uno de
los compuestos (100, 10 y 1 uL) por separado, para obtener las concentraciones de 200
ug/mL, 20 pug/mLy 2 pg/mL tanto del extracto metandlico de las hojas del nispero como

de los compuestos acido ursdlico y (-)-epicatequina, el volumen final para cada pozo fue de
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1 mL, al cual se le adicionaron 50 pL de la suspension bacteriana previamente preparada.
En los diferentes ensayos se utilizaron varios testigos: pozos Unicamente con medio de
cultivo sin inocular, un testigo de la cepa de E. coli para crecimiento bacteriano y de la
formacion del biofilm (positivo), pozos con medio BHI, pozos con cada uno de los
compuestos y los disolventes utilizados para solubilizarlos. Estos ultimos se utilizaron sin
inocular la bacteria, para verificar que no existiera alguna contaminacion de los mismos y
qgue ésta influyera en los resultados finales, ademdas se incluyeron otros pozos con
disolvente e inoculados con la bacteria, para corroborar que los disolventes no fuesen los
responsables de inhibir la formacion del biofilm. En el ensayo se evalué si en la actividad de
los compuestos analizados influia su adicion previa a los pozos, para ello se realizaron dos
variantes, en la primera se agregd el compuesto a probar y se incubd a temperatura
ambiente durante 20 minutos antes de colocar el medio de cultivo y las bacterias, en el
segundo se adiciond el medio de cultivo junto con el compuesto justo antes de agregar el
cultivo de bacterias. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h que fue el tiempo dptimo

para la formacidn del biofilm.

4.3.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI): actividad antimicrobiana del extracto

metandlico de las hojas del nispero y de los compuestos aislados contra Escherichia coli.

Para evaluar si el efecto de inhibicion del biofilm estaba relacionado con un efecto
antimicrobiano del extracto metandlico, el acido ursdlico y la (-)-epicatequina, se realizé un
ensayo de concentracion inhibitoria minima en placa de 96 pozos. Para esta fase se utilizé
la cepa de Escherichia coli enteroagregativa 042, ésta se sembré en placas de agar BHI y se
incubé a 37 °C durante 18 h, para ajustar el indculo se seleccionaron de dos a tres colonias
que fueron suspendidas en solucién salina (0.85%) hasta 67-77% de transmitancia en un

colorimetro (BioMérieux Vitek, Inc. Colirimeter).

En el ensayo se evaluaron el extracto metandlico de las hojas del nispero, el acido
ursdlico y la (-)-epicatequina, ademas se utilizé un control sin inocular, un control de

crecimiento bacteriano para E. coli, controles con ampicilina y gluconato de clorhexidina,
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asi como controles de los compuestos a evaluar y de los antimicrobianos, para corroborar

gue éstos no estuvieran contaminados e influyeran en los resultados finales.

A cada uno de los pozos de las placas se adicionaron 100 pL de medio BHI (doble
concentracion), posteriormente en cada una de las filas (A-H) de la columna 1 de las placas
se colocaron 100 plL de cada compuesto o de cada control, alcanzando una concentracién
inicial de 1 mg/mL tomando en cuenta el volumen de medio BHI afiadido. Se prosiguid
realizando diluciones sucesivas de 100 pL hasta llegar a la columna 12. Finalmente, se
anadieron 100 uL de la suspensién bacteriana de E. coliy las placas se incubaron por 24 h a

37°C.

Una vez transcurrido ese tiempo, para conocer el efecto sobre la viabilidad de la
bacteria y definir la CMI de cada pozo se tomaron 5 plL del cultivo y se sembraron por goteo
en cajas Petri con medio BHI, las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C para que al

concluir este tiempo se analizara la presencia o no de crecimiento bacteriano.

4.4 Cuantificacion del contenido de fenoles totales.

La determinacién de fenoles totales se realizd mediante la técnica de Folin-
Ciocalteu reportada por Singleton y cols. (1999) con algunas modificaciones. En una placa
de 96 pozos, se adicionaron 160 uL de H,O desionizada, 20 pL de reactivo Folin
(fosfomolibdato y fosfotungstato) y 20 uL de la disolucién del extracto metandlico y se
mantuvo 8 minutos en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 10 plL de una solucién de
Na,COs3 al 20% y se incubd la mezcla de reaccidn en la oscuridad por 1 h. La lectura de la

absorbencia se realizé en un espectrofotometro a 700 nm.

Se realizé una curva de calibracién de acido gdlico en un rango de concentracién 5-
100 pg/mL con la finalidad de expresar los resultados en equivalentes de acido galico (mg

de equivalentes de 4cido galico/g muestra).
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Cada determinacion, tanto del extracto de las hojas del nispero como la curva de
calibracion, se realizé por triplicado. Los resultados se expresan como el promedio de estas

determinaciones + desviaciones estandar.

4.5 Cuantificacion de flavonoides totales.

La cuantificacidn de flavonoides totales se realizé de acuerdo a la técnica de Kumazawa y
cols. (2004), con algunas modificaciones. En una placa de 96 pozos se agregaron 100 uL de

la muestra y 100 uL de una solucién etandlica de AlCl; al 2%.

Se incubd la mezcla de reaccién por 1 h y se leyd la absorbencia en un espectrofotémetro a

415 nm.

Se realizé una curva de calibracion de quercetina en un rango de concentracion de 10-60
mg/mL con la finalidad de expresar los resultados en equivalentes de quercetina (mg de

equivalentes de quecetina/g muestra).

Cada determinacion, tanto del extracto de las hojas del nispero como la curva de
calibracion, se realizé por triplicado y de manera independiente. Los resultados se

expresan como el promedio de estas determinaciones + desviaciones estandar.

4.6 Evaluacion de la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se evalué por medio de la capacidad de neutralizacién del

radical DPPH"y del radical peroxilo.

4.6.1 Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH®).
Se utilizd el método descrito por Habsah y cols . (2004) con algunas modificaciones.

La mezcla de reaccidn consistié en 100 uL de una disolucién 0.208 mM de DPPH y 100 uL
de una disolucidon metanolica del extracto total . Se midié la absorbencia al cabo de 30

minutos en un espectrofotémetro a 540 nm.
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4.6.2 Determinacion de la capacidad inhibitoria del catiéon radical 2,2 -azino-bis-(-3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de amonio (ABTS"").
La determinacién de la capacidad inhibitoria del catién radical ABTS™, se realizd

empleando el método descrito por Kriengsak y colaboradores (2006) con algunas
modificaciones. El catién radical se forma por la oxidacidn de la solucién 7 mM de ABTS con
una solucién de persulfato de potasio (K;S,0g) 2.5 mM. La solucidn se conservd en ausencia
de la luz hasta la utilizacion de esta. La prueba se realizé en una placa de 96 pozos, se
adicionaron 20 pL de la muestra a diferentes diluciones (Img/mL, 0.5 mg/mL, 0.1 mg/mLy
0.01 mg/mL) y 180 pL de la solucién de ABTS " ajustada a una absorbencia de 0.70 a una
longitud de onda de 700 nm. La placa se dejo incubar durante 6 minutos. Se realizd la
lectura a 700 nm en un lector de ELISA BIORAD BENCHMARK. Cada muestra se realizé por
triplicado. Se realizé una curva de calibracion del antioxidante comercial Trolox, cuya

concentracion fue de 0 a 100 nm.

4.6.3 Ensayo de decoloracion de B-caroteno.
Se utilizé el método descrito por Wang y cols . (2008) con modificaciones. Se preparo

una mezcla de reaccion que consiste en una emulsion de B-caroteno de 1.0 mg/mL en
CH,Cl,, 4cido linolénico, Tween 40 y H,0 desionizada, a la cual se adiciond la disolucion
acuosa del extracto metandlico de la hoja de nisero a una concentraciéon de 0.5 mg/mL. Se
realizd la lectura inicial en el espectrofotémetroa 470 nm y posteriormente se sometio la
mezcla de reaccidén a Baio Maria a 50 °C por 1 h, al cabo de la cual se realizé la segunda
medicion, utilizando como blanco una emulsién de 4acido linolénico, Tween 40 y H,0

desionizada. Como estandar se usé Trolox® 0.5 mg/mL.

.
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5. Resultados y Discusion.

En el presente proyecto de investigacidon se realizd el estudio quimico y se
determiné el efecto del extracto metandlico de las hojas del nispero recolectadas en la
Unidad de Investigaciones Antropoldgicas en el Campus de Ciudad Universitaria sobre el

crecimiento y formacidn de biofilms por la bacteria E. coli 042 serotipo 044:H18.

Las hojas del nispero se seleccionaron para su estudio con base en los usos
descritos en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, (Banno et al., 2005). Por otra parte, el extracto metandlico preparado a
partir de las hojas presenté una notable actividad sobre el crecimiento de la bacteria
Escherichia coli 042 con el serotipo 044:H18 con una CMI de 125 pg/mL y sobre la
formacion del biofilm mono especie por esta bacteria enteroagregativa. Adicionalmente, se
realizaron las determinaciones de contenido de fenoles, flavonoides totales y la capacidad
antioxidante (captura del radical DPPH®, catién radical ABTS'" y decoloracién de B-

caroteno) del extracto metandlico de las hojas del nispero (EMHN).

5.1 Caracterizacion estructural de metabolitos aislados.
Los resultados obtenidos en los ensayos preliminares permitieron seleccionar al

nispero para realizar el estudio quimico de su extracto metandlico. Como resultado de este
estudio se aislaron el flavan-3-ol (-)-epicatequina (C-1), y los triterpenoides acido ursélico
(C-2) y &cido corosdlico (C-3) como compuestos mayoritarios. Para la caracterizacion de las
estructuras quimicas de los compuestos aislados se usaron métodos espectroscépicos y
espectrométricos. A continuacién, se discutird la caracterizacion estructural de los

compuestos aislados (C-1 - C-3).
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5.1.1 Caracterizacion estructural de (-)-epicatequina (C-1).
El compuesto C-1, se aisl6 como un polvo de color amarillo claro soluble en

metanol. La estructura se determind utilizando técnicas espectroscépicas,
espectrométricas y quirodpticas. En las Figuras 8 y 9 se muestran los espectros de *H-RMN
y 2C-RMN, respectivamente. Estos espectros mostraron el perfil tipico de un flavonoide del
tipo flavan-3-ol (Davis et al., 1996). A continuacién, se enumeran las sefiales mas

relevantes del espectro de *H-RMN:

1. En la regién aromatica del espectro se observaron dos dobletes en &4 5.95 (d, J= 2.4 Hz,
H-6) y 5.92 (d, J= 2.4 Hz, H-8) asignables a los protones de las posiciones H-6 y H-8 del anillo
A, respectivamente.
2. En 64 6.98 (d, J= 2.0 Hz, H-2") y 64 6.76 (d, J= 8.0 Hz, H-5") se observaron dos sefiales
dobles que integraban para un protdn cada una, asignables a los protones H-2" y H-5"del
anillo B del flavonoide, respectivamente. Por ultimo, en 64 6.81 (dd, J= 8.0 Hz, 2.0 Hz, H-6")
un doble de dobles asignable al protén H-6" del mismo anillo B.
3. En &4 4.81 se observo un singulete ancho asignable al protdn H-2 del flavan-3-ol.
4. En 64 4.17 un multiplete asignable al proton H-3 del flavan-3-ol.
5. En &y 2.85 (1H, dd, J= 16.4, 3.6 Hz, H-4 @) y 2.73 (1H, dd, J= 16.4, 3.6, H-4B) se
observaron dos sefiales dobles asignables a los protones H-4a y H-4B del flavan-3-ol. Estos
valores se compararon con los descritos por Davis y colaboradores (1996) y Shahat (2006)
para la (-)-epicatequina y la (+)-catequina y resultaron ser idénticos a los reportados para
la (-)-epicatequina.

El espectro de C-RMN, (Figura 9), mostré el perfil tipico para una catequina y
resulté idéntico a las descritas por Davis y colaboradores para la (-)-epicatequina. En el

Cuadro 6 se resumen los desplazamientos quimicos y la asignacidn de los carbonos.

Por ultimo, para confirmar la presencia de la (-)-epicatequina se le midié la rotacién
Optica al compuesto C-1y el valor obtenido en metanol para una concentacion de 1 mg/mL
fue de -53.6°. Este valor es comparable al descrito por Kashiwada (1990) para la (-)-
epicatequina. Con base en las evidencias presentadas el compuesto C-1 se caracterizé

como la (-)-epicatequina.

.
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Figura 8. Espectro RMN-'H de la (-)-epicatequina (C-1), MeOH-da, 400 MHz.
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Cuadro 6. Datos espectroscépicos y espectrométricos de la (-)-epicatequina.

Formula C15H1406

Estructura

'H RMN (400 MHz, MeOH-d,) o4 5.95 (d, J= 2.4 Hz, H-
6), 5.92 (d, J= 2.4 Hz, H-8), 6.76 (d, J= 8.0 Hz,
H-5°), 6.98 (d, J= 2.0 Hz, H-2"), 6.81 (dd, J=
8.0 Hz, 2.0 Hz, H-6"), 4.81 (H-2), 4.17 (H-3),
2.85 (1H, dd, J= 16.4, 3.6 Hz, H-4 a), 2.73 (1H,
dd, J= 16.4, 3.6, H-4B).

3CRMN (100 MHz, MeOH-d;) o¢ 79.4 (C-2), 66.9 (C-

3), 29.1 (C-4), 99.8 (C-4a), 96.2 (C-6), 95.7 (C-
8), 157.6 (C-7) 157.1(C-8a), 132.3 (C-1),
115.3 (C-2'), 145.4 (C-3'), 145.3 (C-4’), 115.5
(C-5).

FAB-EM modo positivo (m/z)

291[M+H]"*

g
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5.1.2 Caracterizacion estructural del acido ursélico (C-2).
El compuesto C-2 se aislé como un sdlido de color blanco ligeramente soluble en

MeOH caliente. Su férmula molecular se establecié como C3oH4303 con base en su espectro
de masas que mostré un ion molecular de m/z 456 (Figura 12) y en sus espectros de ‘H-
RMN (Figura 10) y *C-RMN (Figura 11). A continuacién se describen las sefiales mas

relevantes encontradas en los espectros de RMN:

1 . . ~
1. En el espectro de "H-RMN, se observé la presencia de una sefial ancha en 64 5.52
asignable a un metino olefinico. Esta sefial mostré una correlacion en el espectro de HSQC

con la sefial en 6¢ 126.1 (Figura 14).

2.En 64 3.48 (dd, J= 9.6, 6.0 Hz, H-3) se observd un doble de dobles que integra para
un proton asignable a un metino oxigenado. Esta sefial mostré correlacidon en el espectro
de HSQC (Figura 14) con la senal en &¢ 78.6 y se asignd al C-3. En el espectro de HMBC
(Figura 15) se pudo observar el acoplamiento del carbono terciario en 78.6 ppm (C-3) con
los protones en oy 1.27 y 0.92 pertenecientes a los metilos de los C-23 y C-24 del anillo A

del triterpeno.

3. En 64 1.02 (J= 6.4 Hz, H-29) y 64 0.97 (J= 6.4 Hz, H-30) se observaron dos dobletes
gue integraban para tres protones cada uno, asignables a dos metilos alifaticos. Estas
sefiales mostraron correlaciéon en el espectro de HSQC (Figura 14) con las sefiales en &¢
17.9 ppm y 21.9 ppm correspondientes a protones de los metilos H-29 y H-30 del

triterpeno.

4. Por ultimo, se observaron cinco sefiales simples en &y 1.27 (H-23), 1.26 (H-27),

0.92 (H-24), 1.08 (H-25), 1.05 (H-26) asignables a los metilos cuaternarios.

El espectro de C-RMN, (Figura 11), mostré la presencia de 30 sefiales y es
consistente con un compuesto de naturaleza triterpénica. Las sefiales mas relevantes
corresponden a un grupo carbonilo de acido en &¢ 180.4 (C-28) un carbono cuaternario
olefinico en &¢ 139.8 (C-13), un metino olefinico en &¢ 126.0 (C-12), un metino oxigenado

en 8¢ 78.6 (C-3), y siete metilos (6¢ 29.3, 24.4,21.9, 18.0, 17.9, 17.1, 16.2).

.
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El espectro de masas (Figura 12), mostrd un pico intenso correspondiente al ion
molecular [M*] a m/z de 456, congruente con la férmula molecular C3gHsgOs. El pico base
correspondid a la m/z de 248, otros fragmentos detectados fueron los de m/z 438, 411,
203 y 189. Todos estos datos espectroscépicos coincidieron con los reportados por

diferentes autores para el acido ursélico (Hamazh et al., 1998).

Con base en las evidencias descritas se concluyé que el compuesto C-2 es un
triterpenoide pentaciclico de tipo ursano y se identific6 como acido ursdlico a partir de la
comparacion de sus datos espectroscépicos y espectrométricos con los reportados en la

literatura (Houghton et al., 1986; Lee et al., 2005).
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Figura 15. Espectro y correleciones mas relevantes en el experimento de HMBC del acido
ursdlico (C-2), piridina-ds, 400 MHz.
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Cuadro 7. Datos espectroscépicos y espectrométricos del acido ursélico.

Férmula C30H4803

Estructura

24 23

'HRMN (400 MHz, piridina-ds) 6 5.52 (1H, br s, H-12),
3.48 (1H, dd, J= 8.0, 12.0, Hz, H-3), 2.68 (1H,
d, J= 11.0 Hz, H-18), 1.27 (3H, s, H-23), 1.26
(3H, s, H-27), 1.08 (3H, s, H-25), 1.05 (3H, s,
H-26), 1.02 (3H, d, J= 6.0 Hz, H-29), 0.97 (3H,
d, J= 6.0 Hz, H-30), 0.92 (3H, s, H-24).

3C RMN (100 MHz, piridina-ds) & 180.4 (C-28), 139.8
(C-13), 126.0 (C-12), 78.6 (C-3), 56.3 (C-5),
54.0 (C-18), 43.0 (C-14), 29.3 (C-23), 28.6 (C-
2), 25.4 (C-16), 24.4 (C-27), 24.1 (C-11), 21.9
(C-30), C-18.0 (C-26), 17.1 (C-24), 17.9 (C-29),
16.2 (C-25).

IE-EM (m/z) [M*] 456 (1), 438 (2), 411 (8), 248 (100)
203(62) y 189 (44).

g
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5.1.3 Caracterizacion estructural del acido corosoélico (C-3).

El compuesto C-3 se aisléd como un sdlido blanco que presentd una baja solubilidad
en MeOH caliente. Su férmula molecular se establecié como C3oH4s04 con base en su
espectro de masas en la modalidad FAB negativo que mostrd un ion pseudo molecular de
m/z 471 [M-H]". A continuacion se describen las sefiales mas importantes de sus espectros

de RMN-H" (Figura 16) y RMN-C"? (Figura 17).

El espectro de RMN-H* de (€-3) fue muy similar al espectro registrado para el acido
ursélico (C-2). La principal diferencia encontrada fue la presencia en &4 4.12 (H-2) de un
ddd (J=9.6, 9.6 y 3.2 Hz) que integraba para un protdn. Esta sefial mostrd correlaciones en
el espectro de COSY con la sefial en &y 3.43 (H-3). En el espectro de HSQC esta sefial mostré
correlacién con la sefial en 6¢ 69.1 (C-2). Otra correlacion encontrada fue en el espectro de

HMBC en 84 3.43 (H-3) con las sefiales d¢ 40.3 (C-4), 48.5 (C-1) y 69.1 (C-2).

Con base en las evidencias antes descritas el compuesto (C-3) se caracterizd como
acido corosodlico (Kuang et al., 1989; Lee et al., 2005). En el Cuadro 8 se muestra la
estructura quimica y las constantes espectroscopicas y espectrométricas del acido

corosalico (C-3).

0
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Figura 16. Espectro RMN-'H del acido corosélico (C-3), piridina-ds, 400 MHz.

=


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=p1mcEtvL2Vo42M&tbnid=Pwf5XyRfdbGWtM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.posgrado.unam.mx/normatividad/logos/biologicas/&ei=TQKnU9KzF6rNsATJ9oGYCg&bvm=bv.69411363,d.aWw&psig=AFQjCNExB4mv1xVuIbuLtZ9LDfrdAVQb8A&ust=1403540418387411

UN/M§is
POSGR/TDO%

Ciencias G

Resultados y Discusién

3

(=]

18

12

13
28

nhiemsmony ol U vns st mon g I i

T T T T T T T T T T T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
1 (ppm)

Figura 17. Espectro >C-RMN del 4cido corosdlico (C-3), piridina-ds, 100 MHz.

¢


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=p1mcEtvL2Vo42M&tbnid=Pwf5XyRfdbGWtM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.posgrado.unam.mx/normatividad/logos/biologicas/&ei=TQKnU9KzF6rNsATJ9oGYCg&bvm=bv.69411363,d.aWw&psig=AFQjCNExB4mv1xVuIbuLtZ9LDfrdAVQb8A&ust=1403540418387411

—
w B [S 3] D -~ [@=] L=} o
] T T T T T T T T

I ) s N

o
o

FA
T

o

59

1
!

91

v

325
183 311

WMMmeMm\whw iMhMMMHthmeMHM

100

200 300

471
469
472

453
439 488
w ||

| H“u\m H\mhh‘m‘H‘\MM ‘ , “L\ uh
400 500
miz

633
647

543
561 617
Hm¢kaMLmMH wmthmdNLLM

600

‘\‘H‘ R
100

Figura 18. Espectro de masas FAB modo negativo del dcido corosélico (C-3).

160

140 792

I
800


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=p1mcEtvL2Vo42M&tbnid=Pwf5XyRfdbGWtM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.posgrado.unam.mx/normatividad/logos/biologicas/&ei=TQKnU9KzF6rNsATJ9oGYCg&bvm=bv.69411363,d.aWw&psig=AFQjCNExB4mv1xVuIbuLtZ9LDfrdAVQb8A&ust=1403540418387411

M
POSGR/TDO

Ciencias Quimicas

Resultados y Discusién

OH

H O/// 1,

HO

1 (ppm)

Figura 19. Espectro y correlaciones mas relevantes en el experimento "H-'H-COSY del acido

corosélico (C-3), piridina-ds, 400 MHz.
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corosélico (C-3), piridina-ds, 400 MHz.
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Cuadro 8. Datos espectroscdpicos del acido corosélico.

Férmula C3oH4504

Estructura

'HRMN (400 MHz, Piridina-ds) 6 4.12 (1H, ddd, J=
4.0, 9.5, 11.0 Hz, H-2), 3.43 (1H, d, J= 9.5Hz,
H-3), 5.49 (1H, br s, H-12), 2.65 (1H, d, J=
11.0 Hz, H-18), 1.30 (3H, s, H-23), 1.23 (3H, s,
H-27), 1.10 (3H, s, H-24), 1.07 (3H, s, H-26),
1.01 (3H, s, H-25), 1.00 (3H, sa, H-29), 0.98
(3H, d, J= 6.0 Hz, H-30).

3C RMN (100 MHz, Piridina-ds) & 48.5 (C-1), 69.1 (C-

2), 84.3 (C-3), 40.3 (C-4), 56.4 (C-5), 19.3 (C-
6), 34.0 (C-7), 38.9 (C-10), 126.0 (C-12), 139.8
(C-13), 29.1 (C-15), 17.3 (C-25).

FAB-EM modo negativo (m/z)

471 [M-H] (100), 469 (48), 472(40), 439 (18),
453 (24).
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5.2 Evaluacion de la actividad bioldgica.

5.2.1 Estandarizacion del ensayo de inhibicion de formacion de biofilm por E. coli 042
serotipo 044:H18.

El siguiente objetivo del estudio era evaluar el efecto del EMHN y de los
compuestos aislados, sobre la capacidad de Escherichia coli para formar biofilms y asi
definir su empleo para el control de algunas enfermedades gastrointestinales como la

diarrea.

El primer paso consistio en realizar la estandarizaciéon del ensayo, el cual consistié
en evaluar qué medio de cultivo era mas conveniente para inducir la formacion del biofilm
por E. coli. Al respecto existe cierta controversia, pues algunos autores proponen el
empleo de MEM (Medio Esencial Minimo) que es un medio utilizado para el cultivo de
células y otros sugieren el empleo de BHI (Infusion Cerebro Corazon). Los resultados
obtenidos en esta etapa del estudio indican que hay una gran diferencia en la produccién
de biofilm utilizando los medios de cultivo antes mencionados, ya que la cepa de E. coli
042 no se desarrollé bien en el medio de cultivo D-MEM por lo que no favorecio la
formacion de biofilm, ya que las lecturas de D.O. fueron de 0.121 a las 24 hy 0.230 a las 48
h. El mismo ensayo con el medio BHI aporté lecturas de D.O. de 2.930 a las 24 h, 2.300 a las
48 h y 3.101 a las 72 h, resultado que muestra que E. coli 042 serotipo 044:H18 es una

cepa excelente formadora de biofilms (Figura 22).

Por otra parte, también se evalud el tiempo éptimo en la expresién de biofilm a tres
tiempos de incubacion (24, 48, 72 h), dando como resultado 48 h con el medio BHI, por lo
gue esta bacteria se caracterizé como una excelente formadora de biofilm de acuerdo a lo

propuesto por Korenova et al. (2008) utilizando la técnica de tincidn con cristal violeta.

.
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Figura 22. Formacion de biofilm de Escherichia coli. Lecturas de D.O. obtenidas a diferentes
tiempos de incubacién (37 °C), en dos medios de cultivo diferentes.

5.3. Ensayo de inhibicién de formacion de biofilm por Escherichia coli.

Una vez estandarizado el método, se procedié a evaluar si el EMHN tenia efecto
sobre la formacion del biofilm del microorganismo en estudio. El ensayo de inhibicidn de
formacion del biofilm se realizé por duplicado en dos ensayos independientes, para el
tratamiento estadistico se decidié eliminar el valor mas alto y el mas bajo con el propésito

de dar mayor consistencia en los resultados.

Para evaluar si el extracto metandlico de las hojas del nispero, el acido ursdlicoy la
(-)-epicatequina por si solos no retenian el cristal violeta, se realizaron ensayos con cada
uno de los compuestos, siguiendo el mismo protocolo, empleado para la formacion de

biofilms. Los resultados al respecto mostraron que ninguno de los compuestos retenia al
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cristal violeta, lo que permitid continuar con el ensayo de inhibicién con la cepa de

Escherichia coli (Figura 23).

Ensayo de inhibiciéon de formacidn de biocapa (controles)
4 7 Datos por duplicado en dos ensayos independientes

0 — |__| |_——| —— ——

E. coli 042 Epicatequina Acido ursélico EMHN Control disolvente Control medio

Figura 23. Ensayo de inhibicidn de la formacién de biofilms (controles).

El ensayo con esta cepa se realizé en dos ocasiones y cada uno por duplicado; para
el analisis de resultados se eliminaron los valores mas altos y mas bajos con los que se
obtuvieron la media y la desviacién estandar. Para definir el porcentaje de inhibicion de la
formacion del biofilm, se consideré6 como 100% (formacién de biofilm) la lectura en D.O.
mostrada por el control sin tratamiento. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto
EMHN tenia un efecto inhibitorio sobre la formacién del biofilm. Dicha actividad fue dosis
dependiente observando mayor inhibicién (mayor a 90%) a la concentracién mas alta (200
mg/mL). Como se hizo referencia en el desarrollo experimental, el ensayo se realizd con
dos variantes: una realizando una preincubacion del EMHN durante 20 minutos antes de
administrar la bacteria y la otra agregando al mismo tiempo el EMHN y la bacteria (Figura

24).
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Ademads, en el estudio se utilizé como control adicional el disolvente utilizado para
la extraccion de los compuestos del EMHN, lo anterior se realizd para evaluar si el efecto
de inhibicidn o retencién del cristal violeta observado, pudiera estar relacionado con dichos
compuestos. Los resultados mostraron que no tienen ningun efecto, por lo que estos datos
corresponden exclusivamente al efecto inducido por el EMHN y los compuestos que lo

componen.

Ensayo de inhibicion de formacion de biocapa
(Incubando 20 min)

w
U w U =
| | |
1
1
1
1

DQS?O nmg,
N
|

0 0.002 0.02 0.2

— Epicatequina — — - Acido ursélico ------- EMHN

[mg/mL]

Figura 24. Ensayo de inhibicién de la formacién de biofilm incubando a los 20 min.

para el EMHN, (-)-epicatequina y acido ursélico.
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Los resultados con la concentracion de 200 pg/mL de EMHN no mostraron
diferencias entre ambas condiciones (sin incubar y preincubacidon) obteniendo una

inhibicién del 94% y 95%, respectivamente (Figura 25).
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H Control M Sin incubar i Incubando

Figura 25. Porcentaje de inhibicidn de las lecturas de transmitancia obtenidas con el

EMHN, (-)-epicatequina, y 4cido ursélico utilizando una concentracién de 200 pg/mlL..
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El mismo ensayo a la concentracién de 20 pug/mL indujo una inhibicidn de 64 % sin

incubary de 48% preincubando (Figura 26).

DO 570 nm

Epicatequina Acido ursdlico EMHN

M Control M Sin incubar M |ncubando

Figura 26. Inhibicion de la formacion de biofilm. Porcentaje de inhibicion de las lecturas de
transmitancia obtenidas con el EMHN, (-)-epicatequina, y acido ursdlico utilizando una

concentracion de 20 ug/mL..
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Con relacién a la dosis de 2 pug/mL la inhibicién de la formacién del biofilm con la
condicidn sin incubar fue del 40% y con incubacién previa del 8% (Figura 27). Es importante
destacar que obtener inhibicién a una concentraciéon tan baja como 2 ug/mL, hace
inferencia que el extracto tiene diferentes compuestos que le confieren esta propiedad

inhibidora de formacion de biofilm.

Al respecto también es importante evaluar si el EMNH activa la expresién de los
genes responsables de la formacién de biofilm, después de todo, sabemos que la
formacion de dicha estructura se ve afectada por las condiciones de crecimiento de la
bacteria (plancténica o biofilm) y por condiciones ambientales (pH, fuentes de carbono,

disponibilidad de carbohidratos) (Burne et al., 1997).
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Figura 27. Inhibicion de la formaciéon de biofilm. Porcentaje de inhibicion de las lecturas de
transmitancia obtenidas con el EMHN, (-)-epicatequina, y 4acido ursélico utilizando una

concentracion de 2 pug/mL.
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Los resultados de inhibicién en la formacién de biofilm de E. coli obtenidos con el
EMHN con E. coli (Figura 28), dieron elementos para evaluar a la (-)-epicatequina (C-1) y
acido ursdlico (C-2), los compuestos mayoritarios obtenidos a partir del extracto
metandlico. Los procedimientos para evaluar su actividad inhibitoria en la formacién de
biofilms, fueron los mismos utilizados con EMHN. Las concentraciones de (-)-epicatequina y

acido ursélico se ajustaron para obtener las mismas que se utilizaron con el EMHN (200,

20,y 2 ug/mL).

Ensayo de inhibicion de formacion de biocapa
por el EMHN

DO 570 nm
[
|

0 0 0.002 0.02 0.2

[mg/mL]

------ Sin incubar Incubando

Figura 28. Ensayo de inhibicién de formacién de biofilm por EMHN.

Con la concentracion de 200 pg/mL de (-)-epicatequina se obtuvo una inhibicién de
la formacion de biofilm del 86% en el ensayo sin incubar y del 91% con preincubacion
(Figura 25), en las siguientes concentraciones (20 y 2 ug/mL) la inhibicién fue mayor a 80%
y de 75% respectivamente como se puede observar en las Figuras 26 y 27. Con este
compuesto la preincubacidn favorecid la inhibicién, aunque, no distante al porcentaje de
inhibicidn que se obtuvo sin la incubacién previa del compuesto. Tomando en cuenta las
desviaciones estandar obtenidas en los ensayos de (-)-epicatequina, no se identificaron

diferencias entre la preincubaciéon y el ensayo sin incubar. Este resultado permite inferir
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gue la (-)-epicatequina es probablemente uno de los compuestos de las hojas del nispero
involucrado en la inhibicién de la formacion de biofilm ya que, tiene una gran actividad a

concentraciones minimas, como 2 ug/mL (Figura 29).

Ensayo de inhibicion de formacion de biocapa
epicatequina
3.5 7 P q
3 -
2.5 7
E 2]
R 15 1
n
3 1
0.5 1
0 !
0 0.002 0.02 0.2
[mg/mL]
------- Sin incubar — Incubando

Figura 29. Ensayo de inhibicién de biofilm por la (-)-epicatequina.

El otro compuesto que se probé (acido ursélico), a la concentracién mas alta, causé
inhibicion del 90 % en el ensayo en el que no se incubd previamente y 27% cuando se
realizé la incubacion del compuesto 20 minutos (Figura 25). Con la concentracién de 20
ug/mL la inhibicidn sin incubacién previa fue de 83 % y preincubando del 65% como se
muestra en la Figura 26, con la concentracion mas baja (2 ug/mL) la inhibicién obtenida fue

del 61% y 68%, respectivamente (Figura 27).

Aunque se observé mayor eficacia y consistencia con la (-)-epicatequina, el acido

ursélico también muestra porcentajes importantes de la inhibicidon de formacién de biofilm

(Figura 30).
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Figura 30. Ensayo de inhibicidn de formacién de biofilm sin incubar para el acido ursélico.

Por otra parte, se realizé el analisis de resultados con un paquete estadistico, con la
finalidad de conocer si las lecturas promedio de transmitancia obtenidas para los controles
bacterianos presentaban diferencias significativas con respecto a los valores de
transmitancia obtenidos utilizando EMHN y sus derivados (Cuadro 9). Se observé que en su
mayoria existe una diferencia significativa entre los datos obtenidos principalmente
cuando los compuestos no eran incubados, aun asi, los resultados obtenidos cuando son
incubados son en general satisfactorios. Por lo anterior, se puede mencionar que una
decoccion o infusion de las hojas del nispero podria funcionar para disminuir la
colonizaciéon de Escherichia coli, sin embargo, tendria que hacerse un estudio para evaluar
la influencia de las enzimas y el pH del tracto gastrointestinal sobre los compuestos
quimicos presentes, con la finalidad de evaluar si dichos compuestos pueden

descomponerse y/o perder su actividad bioldgica.

A los resultados obtenidos para el ensayo de inhibicién de formacion de biofilm de

Escherichia coli se les realizaron dos pruebas estadisticas: la desviacién estandar, que sirve
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para saber qué tan alejados de la media estan los datos y la prueba p que sirve para saber
si los datos poseen diferencia significativa con base al control establecido, en este caso el
biofilm formado por el microorganismo con medio de cultivo Unicamente. Cuando el valor
p < 0.05 indica que existe una diferencia considerable en la formacidon de biofilm con el

compuesto a prueba y la desarrollada con el control.

Para el caso de &acido ursélico y (-)-epicatequina sin incubar, todos los valores
obtenidos muestran una diferencia significativa (p<0.05), por su parte, el EMHN
Unicamente muestra diferencia significativa a la mayor concentracién. Cuando los
compuestos fueron incubados los resultados variaron dependiendo del compuesto

utilizado.

Cuadro 9. Analisis estadistico de los valores p obtenidos en el ensayo de inhibicion de
formacion de biofilm de Escherichia coli 042 con el serotipo 044:H18.

Compuesto Concentracion Valor p Valor p

(ug/mL) Sinincubar  Incubando

EMHN 2 0.072 0.600

20 0.072 0.035

200 0.005 0.005

Acido ursélico 2 0.020 0.005

20 0.017 0.017

200 0.007 0.515

(-)-Epicatequina 2 0.020 0.062

20 0.001 0.002

200 0.009 0.006

Por otra parte, cabe mencionar que la (-)-epicatequina, ademas de ser aislada de
Eriobotrya japonica, también se ha encontrado en hojas del tejocote Crataegus mexicana
DC. (Franco et al., 2010) y en la especie de muérdago Cladocolea loniceroides (Alvarado et

al., 2005).

i
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Con relacién al acido ursélico, éste ha sido aislado de numerosas especies con
diversos origenes filogenéticos formando parte fundamentalmente de la cera que recubre
frutos y hojas (Kowalewski et al., 1976), entre las familias en las que ha sido reportada su
presencia estd la Solaneceae (Watson y Dallwitz, 2006), de ella han sido estudiadas dos
especies del género Cestrum: C. parqui (Silva et al., 1962) y el C. diurnum L (Chakravarti et
al., 1964). Este género se encuentra en Cuba representado por 15 especies, de las cuales

siete son endémicas, por lo que constituye una fuente amplia por estudiar.

Durante mucho tiempo se considerd que el acido ursdlico, sus sales de sodio y
potasio eran inactivos desde el punto de vista farmacoldgico y solamente se empleaban
como agentes emulsionantes en preparados farmacéuticos, cosméticos y alimentos (Ishida
et al., 1990). Sin embargo, estudios cientificos han demostrado que esta sustancia posee
actividad anticarcinogénica, en cancer de piel fundamentalmente (Shishodia et al., 2003;
Subbaramaiah et al., 2000), antiinflamatoria (Reico et al., 1991; Safayhi et al., 1997),
antimicrobiana (Lui et al., 1995; Kowalewski et al., 1976), antiviral (De Tommasi et al.,
1992), hepatoprotectora y antiulcerativa y puede ser usada tanto sistemicamente (Lui et

al., 1995) como en aplicaciones tépicas (Ishida et al., 1990).

Otros estudios han demostrado que el acido ursdlico posee una potente actividad
inhibidora de la degradacién enzimatica de la acetilcolina (Chung et al., 2001), ademas de

muy baja toxicidad aguda y crénica, lo que lo hace muy interesante.

5.4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): actividad antimicrobiana de las hojas de
nispero y compuestos aislados contra Escherichia coli.

Para conocer si el efecto de inhibicidn en la formacién de biofilm de la cepa de E.
coli, inducido por EMHN, la (-)-epicatequina y el acido ursélico, no estaba relacionado con
actividad antimicrobiana de los compuestos, se decidid realizar un ensayo de
concentracién minima inhibitoria (CMI). Como se menciond en el desarrollo experimental
se utilizd la técnica de microdilucién en placa de 96 pozos y se realizaron diluciones

seriadas partiendo de una concentracién de 1 mg/mLy la dltima de 16.5 pg/mL.

¢
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De los tres tratamientos utilizados [EMHN, (-)-epicatequina y acido ursélico] sélo la
epicatequina inhibio el crecimiento de la bacteria a concentraciones menores a 250 pg/mL
(Figura 31). En el ensayo, ademas se incluyeron como controles ampicilina y gluconato de
clorhexidina a las concentraciones de 100 pg/mL y 400 pg/mL respetivamente. Los
resultados obtenidos por los controles mostraron inhibicién del crecimiento de la bacteria
incluso a concentraciones bajas. Esto se comprobd en el ensayo por goteo en las placas de

agar BHI (Figuras 32y 32a).

Control de bacterias. |::> ’ : ( 'Q‘r./@-‘v‘ k&r },\ | (
Acido ursdlico. |::> r %@ A‘:AOAOA@Aﬂ

.,' |>f? >

d L ( g
Ampicilina. |::> Y ' 'f : : g 9 ,\"‘
| o, ~
, f 9 ‘
Acido corosoélico. |::> 1 \6 @ s‘ ﬁ"” @ ‘ ‘ Q
’ _ ~
Gluconato de clorhexidina |::> 4 ¢
EMHN :>
(-)-epicatequina |::>

Medio sin tratamiento ::>

Figura 31. Ensayo de concentracidon minima inhibitoria de Escherichia coli.

Un aspecto a considerar durante la realizacion del ensayo de la CMI fue la
precipitacién de algunos de los compuestos, principalmente de los antibiéticos, lo que
dificultaba las lecturas de resultados. Para evitar este inconveniente se realizé la cuenta de
unidades formadoras de colonias (UFC), por la técnica por goteo sobre agar BHI (Figura 32
y Figura 32a). Los resultados obtenidos mostraron que incluso a la concentraciéon mas alta
(1 mg/mL) los compuestos evaluados no impedian el crecimiento de E. coli, por lo que el
decremento de la formacidn de biofilm no esta relacionado con una actividad

antimicrobiana.
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Figura 32. Ensayo por goteo a partir de las placas de concentracién minima

inhibitoria de Escherichia coli. (E. coli con ampicilina o gluconato de clorhexidina).

Figura 32a. Ensayo por goteo a partir de las placas de concentracién minima

inhibitoria de E coli. (Escherichia coli EMHN, (-)-epicatequina y acido ursdlico).

Con respecto a la determinacion del efecto del EMNH sobre la formacidon del biofilm
producida por la bacteria Escherichia coli utilizando el ensayo de cristal violeta no se
observaron cambios notables en la formacién del biofilm para las placas tratadas con
incubacion y sin incubar con el EMHN. En las Figuras 33A—- 33C se observan las diferencias
en la formacidn del biofilm por E. coli preincubando y sin incubacion a concentraciones en
un rango de 2 a 200 pg/mL del extracto metandlico de las hojas de nispero (EMHN). En la
Figura 33D se observan los controles de esterilidad, control bacteriano y control de

disolvente.
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Figura 33. Efecto del EMHN sobre la formacidon del biofilm por Escherichia coli utilizando
el ensayo de cristal violeta.
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5.5 Contenido de fenoles totales.

El método de Folin-Ciocalteu es considerado uno de los mejores y mds antiguos
métodos para cuantificar el contenido de fenoles en productos naturales (Prior et al.,
2005). Se construyd una curva de calibracidon que permitié obtener la ecuacién ajustada
A= 0.0036 C + 0.0331 (r’ = 0.9939). En esta ecuacidn se interpold el valor de absorbencia
obtenido para EMHN a una concentracién de 0.01 mg/mL. Como resultado se obtuvo que
el EMHN contiene 15.72 + 3.11 mg de equivalentes de acido galico por gramo de extracto,
respectivamente. Estos resultados son comparables con los obtenidos previamente para

Eriobotrya japonica por Hongy colaboradores (2008).

En este contexto, los polifenoles pueden proteger a las células contra el dafo
oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades causadas por los radicales
libres (Cruz Manzano et al., 2004). Al comparar la capacidad antioxidante del extracto
metandlico de las hojas de nispero resulta evidente que es mayor a la descrita por
Reynoso y cols. para los extractos de las flores (inflorescencias) en diferentes disolventes
como cloroformo, etanol y agua, ya que los resultados oscilan entre 0.064 mg AG/g, 0.480
mg y 0.609 mg AG/g respectivamente sugiriendo que la diferencia en contenido depende
de la polaridad del solvente de extraccion. De los resultados obtenidos se observa que el
extracto alcohdlico a bajas concentraciones, evidencia mayor actividad que el extracto
acuoso, sin embargo a medida que aumenta la concentraciéon de los mismos (1000 pug/mL)
dicha actividad presenta valores similares. Por lo que se concluye que Eriobotrya japonica
contiene cantidades significativas de compuestos fendlicos por lo que se le atribuye una

fuerte actividad antioxidante.
5.6 Contenido de flavonoides totales.

Los flavonoides existen ampliamente en las plantas, y se consideran importantes
antioxidantes dietéticos, que desempefian un papel muy importante en la prevencién del

dano oxidativo.
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Para la determinacion de los flavonoides totales se construyé una curva de
calibraciéon que permitié obtener la ecuacién ajustada A= 0.017 C — 0.0293 (r* = 0.9985).
En esta ecuacion se interpoldé el valor de absorbencia obtenido para el EMHN, a una
concentracién de 0.1 mg/mL. Como resultado se obtuvo que EMHN contiene 27.45 +2.31
mg de equivalentes de quercetina por gramo de extracto, respectivamente. Estos
resultados son comparables con los obtenidos previamente para Eriobotrya japonica

propuesto por Hong y cols. (2008).

Es importante mencionar que la concentracidon de flavonoides en las hojas de
nispero depende de diversos factores como la época de recoleccién, suelo en que crecio el
arbol, lo que trae como resultado que no exista un rango definido para algun compuesto

en especifico (Chunhua et al., 2011).

5.7 Evaluacion de la actividad antioxidante.

En la actualidad se estdn realizando numerosas investigaciones en busca de
antioxidantes naturales con la finalidad de ser usados en la industria de alimentos,
cosméticos y en la atencién de la salud para prevenir, aliviar y/o curar procesos
degenerativos, como consecuencia de la presencia de radicales libres en nuestro
organismo. El problema para la salud se produce cuando el aumento del contenido

intracelular de los mismos sobrepasa las defensas antioxidantes de las células, induciendo
el llamado estrés oxidativo. En este contexto, la capacidad antioxidante del extracto se

determind utilizando los ensayos de captura del radical DPPH®, catién ABTS™ y de

decoloracién de B-caroteno.

5.7.1 Ensayo de decoloracién del radical DPPH".
Existen muchos métodos para evaluar la actividad antioxidante en fuentes

vegetales tales como plantas medicinales y alimentos. Uno de los mas utilizados es el
método de neutralizacion o depuracién del radical libre y estable 2,2-difenildipicrilhidracil
(DPPH®), sustancia que sirve para medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto
con actividad antioxidante (Mensor et al., 2001). La solucion del reactivo de DPPH" es de

color violeta y presenta una absorbencia a 517 nm. La reaccién consiste en la sustraccion
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de un dtomo de hidrégeno proveniente de un donador (compuesto puro o extracto) por el
radical libre DPPH", desarrollando un cambio de color violeta a amarillo a medida que
disminuye la concentracion del radical libre, que se lee en espectrofotémetro, después de

veinte minutos de reaccidn al abrigo de la luz.

En esta version de punto final del método de DPPH, se mide el potencial de donar
H en una muestra y se expresa mediante la Clsg (Roginsky y Lissi, 2005) y se define como la
concentracion, del antioxidante o compuesto de prueba requerido para reducir la
cantidad de DPPH® en un 50% de su concentracion original y permite caracterizar el poder
antioxidante de la muestra (Roginsky et al., 2005; Habsah et al., 2004). Para el EMNH se
obtuvo una Clsp = 100 pg/mL. Existe una relacién entre el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad depuradora de DPPH del extracto, en concordancia con resultados
reportados para extractos alcohdlicos de semillas de nispero que evidencian gran
actividad antioxidante y son empleados para la prevencidon y tratamiento de algunas

nefropatias (Yokota et al., 2006).

5.7.2 Determinacion de la capacidad inhibitoria del catién radical 2,2 -azino-bis-(-3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de amonio (ABTS™).

Este ensayo es uno de los mas usados para la determinacién de la capacidad
antioxidante total. La base del método consiste en la cuantificacién de la decoloracién del
radical ABTS™, debido a la interaccién con especies donantes de hidrogeno o de
electrones. El radical catidnico es un cromdéforo altamente absorbente a una longitud de
onda de 415 o0 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacidn del ABTS en presencia de
peroxidasas u oxidasas. Una solucién estable de ABTS™ también puede ser preparada con
agentes oxidantes tales como didxido de manganeso o persulfato de potasio. La actividad
antioxidante se evalua midiendo el cambio de absorbencia a 734 nm de la solucion de
ABTS, cuando se alcanza el estado estacionario. El resultado de esta prueba para el EMHN
fue una Clsp = 100 pg/mL. Lo que indica que el EMHN se considera un buen antioxidante,
ya que se tuvieron que realizar diluciones obteniendo concentraciones en un rango de

0.001-0.01 mg/mL, en comparacion a las empleadas en el ensayo de DPPH".

-
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5.7.3 Ensayo de decoloracion de B-caroteno.

La lipoperoxidacidon es un proceso cuya propagacion estd mediada por radicales
libres en los acidos grasos poliinsaturados. Esta reaccién involucra la generacién de varios
tipos de radicales libres y su terminacidn ocurre via enzimatica o por atrapamiento de los
radicales por los antioxidantes (Heim et al., 2002). En este ensayo se calculé el porcentaje
de actividad antioxidante (%AA) del extracto metandlico y como resultado se obtuvo un

porcentaje de actividad antioxidante (%AA) de 86.75%.

Los hidroperdxidos del acido linoleico atacan a las moléculas de B caroteno y como
resultado se obtiene su rapida decoloracién. La presencia de actividad antioxidante en el
extracto sugiere su accion sobre los radicales libres formados en el sistema (Kubola et al.,
2008). Con este método se observa una diferencia en la capacidad de inhibir la oxidacién
del B caroteno. En este caso existe una significativa entre el contenido de fenoles totales,
y su capacidad de antioxidante en el ensayo del B caroteno-acido linoleico, como lo

demostré Ferreres y colaboradores (2008) en frutos de Eriobotrya japonica.

La importancia de la capacidad antioxidante del extracto radica en su potencial
para neutralizar los radicales producidos en el cuerpo cuando los mecanismos
antioxidantes fallan (Rios de Molina, 2003). Los radicales libres son especies muy reactivas
gue pueden causar dafio a componentes de la célula como proteinas, acidos nucleicos y

lipidos, y estan asociadas a varias enfermedades (Veldzquez-Paniagua et al., 2004).
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v' El estudio quimico de las hojas del nispero recolectado en la Unidad de
Investigaciones Antropoldgicas, Ciudad Universitaria permitié el aislamiento del
flavan-3-ol (-)-epicatequina (C-1) y de los triterpenoides acido corosdlico (C-3) y
acido ursodlico (C-2). Estos compuestos fueron descritos previamente en la especie
por Banno y colaboradores (2005) y Argueta (1994).

v' La determinacion del efecto del extracto EMHN sobre el desarrollo de la biocapa
por la bacteria enteroagregativa E. coli 044:H18 utilizando el método de cristal
violeta y las variantes de preincubacion y sin incubar, permitié determinar que no
existian diferencias significativas entre ambos tratamientos. Los resultados
mostraron que a la concentracidon de 200 ug/mL la inhibicién fue del 94 y 95%,
respectivamente. Por otra parte, a las concentraciones de 20 ug/mL (64 y 48%) y 2
ug/mL (40y 13%) se observaron resultados similares.

v El flavan-3-ol (-)-epicatequina, si mostré diferencias entre los tratamientos de
preincubacion y sin incubar. En este caso las mayores inhibiciones se observaron
en el tratamiento de incubacién con porcentajes de 91, 83 y 75%, que
corresponden a las concentraciones de 2, 20 y 200 ug/mL respectivamente. Con
base en estos resultados se puede afirmar que la (-)-epicatequina es uno de los
compuestos presente en las hojas del nispero involucrados en la inhibicién de la
formacidn del biofilm producida por el extracto EMHN. Es importante mencionar
que en la literatura no existen reportes sobre el efecto antibiofilm de la (-)-
epicatequina sobre la cepa de Escherichia coli 042 serotipo 044:H18. Otros
estudios reportan el efecto antibiofilm de la (-)-epicatequina sobre la cepa K-12
(Reisner et al., 2003) y en la produccién de enterotoxinas de Escherichia coli
(Calzada et al., 2007).

v’ Los resultados obtenidos en la inhibicién de la formacidn de la biocapa por E. coli
en el tratamiento de incubacién para la (-)-epicatequina permiten proponer el uso
de este flavonoide para el tratamiento de dispositivos médicos y para evitar la

colonizacidn en superficies por bacterias patdgenas.

-
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v El 4cido ursdlico inhibié la formacidn de la biocapa por E. coli 044:H18 a una
concentracién de 200 ug/mL en un 90% en el tratamiento sin incubacién. En las
concentraciones de 20 y 2 ug/mL los resultados indican que las mejores
inhibiciones en la formacion de la biocapa se obtienen en el tratamiento sin
incubacién. Estos resultados sugieren que la preincubacién no es la condicidn
6ptima para que el acido ursdlico inhiba la formacién las biocapas formadas por E.
coli.

v' La concentracién minima inhibitoria determinada para el extracto EMNH fue
mayor a 1 mg/mL. Por otra parte, para el acido ursdlico y la (-)-epicatequina las
concentraciones fueron de 500 ug/mLy 250 ug/mL, respectivamente.

v El contenido de fenoles totales y flavonoides totales en el EMHN fue de 15.73 +
3.11 mg equivalente de acido galico por gramo de extracto y 27.45 + 2.31 mg
equivalentes de quercetina por gramo de extracto, respectivamente estos
resultados son comparables con los resultados obtenidos previamente para
Eriobotrya japonica por Hongy colaboradores (2008).

v’ El extracto de las hojas del nispero presenta una moderada capacidad antioxidante
con una Clsp= 100 pg/mL para DPPH® y ABTS"" respectivamente, y una actividad

moderada al Trolox® (%AA= 86.75) en el ensayo de decoloraciéon de B-caroteno.

-
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Determinar el mecanismo de accién mediante el cual el EMNH y los compuestos
aislados inhiben la formacién de biocapa mono especie producida por Escherichia

coli 044:H18.

Establecer la clasificacién biofarmacéutica de la (-)-epicatequina y acido ursélico
para comprobar que éstos no pierdan su actividad cuando se encuentren en el

tracto gastrointestinal.

Sintetizar polimeros en los cuales se injerte la (-)-epicatequina con la finalidad de

inhibir la formacion de biocapas.

Evaluar si el EMHN tiene la capacidad de neutralizar las especies reactivas: aniéon
superoxido, radical hidroxilo, oxigeno singulete, perdéxido de hidrogeno, acido

hipocloroso y peroxinitrilo.
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1. Curva de calibracion fenoles totales.

C (ug/mL)
acido galico A

0 0.046
10 0.074
25 0.112
50 0.201
75 0.299
90 0.355
100 0.396
130 0.508
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2. Curva de calibracion de flavonoides totales.

C (ug/mL)
quercetina A
0 0.056
10 0.201
20 0.333
30 0.534
50 0.871
70 1.245
90 1.552
100 1.656

Curva Calibracion Quercetina

y=0.017x + 0.0293

R*=0.99849
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3. Curva de Clso en el ensayo de decoloracion de DPPH-.

C (pg/mL) LogC %DPPH neutralizado
1000 3 74.79
700 2.8 65.31
500 2.6 61.77
300 2.4 52.19
100 2 47.26

4. Curvade Cls en el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS™.

C (ng/mL) LogC %DPPH neutralizado
10 1 13.31
30 1.47 24.73
50 1.69 30.15
70 1.84 31.59
100 2 46.86

Anexo
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Anexo

5. Calculos para el %AA en el ensayo de decoloraciéon de B-caroteno.

Tiempo cero min.

Réplica # 1

2 3 Promedio

Control 0.128

0.159 0.159|0.1486

EMHN 0.070

0.085 0.0890.0813

Trolox ® 0.068

0.054 0.053|0.0583

Tiempo 60 min.

Réplica # 1

2 3 Promedio

Control 0.003

0.001 0.001|0.001

EMHN 0.039

0.040 0.040 | 0.040

Trolox ® 0.031

0.034 0.038|0.034

DRc=(Lna7b)/60 Control

DRs=(Lna7b)/60 EMHN

0.083 0.011
%AA

EMHN 86.75

Trolox ® 41.68

%AA= porcentaje de actividad antioxidante
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