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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas son de las afecciones mas comunes en la piel, debido a que
aguejan a personas de todas las edades. En la superficie cutdnea existen microorganismos
que pueden penetrar la piel por medio de laceraciones o heridas y asi provocar
enfermedades; los mas comunes son los géneros Staphylococcus, Candida y Trichophyton.
Las plantas medicinales son una alternativa o complemento de los tratamientos
farmacoldgicos. Las barrancas del municipio de Tonatico, Estado de México, representan
una zona de alta diversidad vegetal por lo que se esté realizando un estudio ethomédico
con la finalidad de documentar la flora medicinal empleada en la comunidad de San José
de los Amates. Tomando como base esta informacién, el objetivo de este proyecto es
contribuir al conocimiento de tres plantas medicinales utilizadas en dicha comunidad (Ficus
petiolaris, F. cotinifolia y Acalypha mollis) mediante el estudio de la fitoquimica y la

evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos de cada planta.

Para cumplir este objetivo la estrategia metodologia se dividid en tres etapas. La primera
consisti6 en la obtencion de extractos de diferentes polaridades de las tres especies
vegetales; éstos se caracterizaron cualitativamente por medio de pruebas coloridas para la
deteccién de grupos de metabolitos secundarios como terpenos, alcaloides, fenoles,
flavonoides, taninos y glicésidos. También se evalud la actividad antimicrobiana cualitativa
por medio del método de difusiébn en agar para seleccionar la especie vegetal con mayor
potencial antimicrobiano. Los extractos de ambas especies de Ficus presentaron
compuestos de tipo terpénico, flavonoides, cumarinas, taninos y glicésidos. A. mollis
present6 ademas alcaloides y saponinas. Ningun extracto tiene actividad antifangica. Todos
los extractos de A. mollis mostraron ser activos en las dos especies de Staphylococcus que

se evaluaron. Es por ello que se seleccion6 a A. mollis para continuar con la investigacion.

En la segunda etapa se realiz6 otra recolecta de A. mollis en el afio 2018. Los extractos
obtenidos a partir de este material vegetal también fueron caracterizados quimicamente. Se
evalud la actividad antibacteriana cualitativa y cuantitativa por medio de los métodos de
difusién en agar y microdulicion en caldo, respectivamente. La presencia de los diferentes
grupos de metabolitos en los extractos de A. mollis varié durante los dos afios de colecta
en cuanto a la presencia de alcaloides, terpenos y saponinas. El extracto metandlico fue el
mas activo al presentar las concentraciones minimas inhibitorias mas bajas en ambas

especies de Staphylococcus (S. aureus 1.5 mg/mL; S. epidermidis 0.37 mg/mL).



En la tercera etapa se realizé el fraccionamiento biodirigido de los extractos de A. mollis
con la finalidad de separar los metabolitos activos de los extractos. Para ello se realizaron
cromatografias en columna abierta ademas de biorevelados utilizando la técnica de
bioautografia. En el fraccionamiento del extracto hexanico se obtuvieron 20 fracciones,
ademas de 6 precipitados y un sélido cristalino el cual tiene un punto de fusién 128 — 130
°C y es de naturaleza terpénica. El fraccionamiento del extracto aceténico permitid la
obtencion de 33 fracciones y un precipitado en la fraccion A21, el cual tuvo un punto de
fusion de 258 - 261 °C. Del fraccionamiento del extracto metandlico se agruparon 23
fracciones, asi como 10 precipitados, tres de los cuales son sales. Con los biorevelados se
demostré que dos de los extractos tienen fracciones bioactivas frente a S. aureus; sin
embargo, las fracciones del extracto metandlico de A. mollis 2018 presentaron menor
actividad antibacteriana en comparacion con el extracto completo, lo que sugiere un efecto

sinérgico.



ABSTRACT

Infectious diseases are among the most common skin conditions, as they affect people of
all ages. On the skin surface there are microorganisms that can penetrate the skin through
lacerations or wounds and thus cause diseases, the most common of which are the genera
Staphylococcus, Candida, and Trichophyton. Medicinal plants are an alternative or

complement to pharmacological treatments.

The area of the canyons in Tonatico, Estado de México, represent an area of high plant
diversity; therefore, an ethnobotanical study is being conducted to document the medicinal
flora used in the community of San José de los Amates. Based on this information, the
objective of this project is to contribute to the knowledge of three medicinal plants used in
this community (Ficus petiolaris, F. cotinifolia and Acalypha mollis) through the study of

phytochemistry and the evaluation of the antimicrobial activity of the extracts of each plant.

To meet this objective, the methodological strategy was divided into three stages. The first
consisted of obtaining extracts of different polarities of the three plant species. These were
qualitatively characterized by means of color tests for the detection of groups of secondary
metabolites such as terpenes, alkaloids, phenols, flavonoids, tannins, and glycosides.
Qualitative antimicrobial activity was evaluated by agar disk diffusion test to select the plant
species with the highest antimicrobial potential. Extracts of both Ficus species presented
terpenic compounds, flavonoids, coumarins, tannins and glycosides. A. mollis also
contained alkaloids and saponins. None of the extracts showed antifungal activity. All A.
mollis extracts were active in both Staphylococcus species evaluated. Therefore, A. mollis

was selected for further research.

In the second stage, another collection of A. mollis was performed in 2018. The extracts
obtained from this plant material were chemically characterized. The qualitative and
quantitative antibacterial activity was evaluated by agar disk diffusion test and broth
microdilution technique, respectively. The presence of the different groups of metabolites in
the A. mollis extracts varied during the two years of collection in terms of the presence of
alkaloids, terpenes and saponins. The methanolic extract was the most active, it had the
lowest minimum inhibitory concentrations on both Staphylococcus species (S. aureus 1.5

mg/mL, S. epidermidis 0.37 mg/mL).

In the third stage, the bio-guided fractionation of A. mollis extracts was performed to

separate the active metabolites in these extracts. For this purpose, were performed in open



column chromatography in addition to bioautography methods. In the fractionation of the
hexane extract, 20 fractions were obtained. In addition, 6 precipitates and a crystalline solid
which has a melting point of 128 - 130 °C and terpenic type were isolated. The fractionation
of the acetonic extract yielded 33 fractions and a precipitate in fraction A21 which had a
melting point of 258 - 261 °C. From the methanolic extract fractionation, 23 fractions were
pooled, as well as 10 precipitates, three of which are salts. With the bioautography, it was
demonstrated that two of the extracts have bioactive fractions against S. aureus; however,
the fractions of the methanolic extract of A. mollis 2018 showed lower antibacterial activity

compared to the whole extract, suggesting a synergistic effect.



1. INTRODUCCION

Las infecciones, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son enfermedades
causadas por microorganismos patdégenos como bacterias, hongos, virus y parasitos (World
Health Organization, 2015). Se consideran un problema global, ya que cerca de un tercio

de las muertes en todo el mundo son debido a estas afecciones (Liu et al., 2017).

Las enfermedades infecciosas han sido un gran reto para la humanidad y tienen un antiguo
registro de presencia cosmopolita (Frenk et al., 2011). Evidencia de ello, es que a pesar de
gue los avances en las diferentes disciplinas cientificas han permitido incrementar el
conocimiento de los microorganismos causantes de dichas infecciones (Morens et al.,
2008), estos padecimientos siguen siendo una amenaza importante para la salud publica
en el mundo, ademas de que provocan trastornos socioeconémicos de gran alcance (Smith
et al., 2019).

Las enfermedades infecciosas afectan a millones de personas y se sabe que la pobreza es
un determinante clave en la incidencia de estos padecimientos (Hotez y Gurwith, 2011).
Ademas, el requerimiento de antimicrobianos en hospitales de paises en vias de desarrollo
es 40% superior a la media que se requiere en paises desarrollados, lo que ocasiona una
crisis econdmica que esta poniendo en riesgo el sistema de salud publica, esto
principalmente por el uso indiscriminado de los antibiéticos lo que conlleva a la generacién

y diseminacion de resistencia a los mismos (Cisneros et al., 2014).

Las enfermedades infecciosas son las afecciones mas comunes que pueden presentarse
en la piel (Verma, 2016), afectan a individuos de todas las edades (Tabassum y Hamdani,
2014) y son uno de los principales motivos de consulta médica, incluso en paises como
Estados Unidos, donde una de cada tres personas presenta infecciones cutaneas (Roye et
al., 2006).

La piel es la cubierta externa y el érgano mas grande del cuerpo. Su principal funcién es la
de actuar como una barrera protectora frente al medio ambiente (Jorcano, 2009; Tabassum
y Hamdani, 2014). Esta constituida por tres capas principales: la epidermis, la dermis y la

hipodermis (Jorcano, 2009).

En la superficie cutanea existe una microbiota que se modifica a lo largo de la vida del
huésped, se puede dividir en: “residente o colonizante” y “transitoria o no colonizante”. La

“residente” es constante y evita que proliferen otras especies patdégenas protegiendo asi la



piel. La “transitoria” aparece de forma pasajera y esta formada por gérmenes patégenos
(Corralo et al., 2014).

Los microorganismos pueden penetrar en la piel, invadir la epidermis o las capas mas
profundas a través de laceraciones, heridas o por los foliculos pilosos. Al penetrar los
agentes patdégenos en este érgano provocan infecciones, las cuales, si no se tratan
correctamente, pueden diseminarse por todo el cuerpo (Ki y Rotstein, 2008; Tabassum y
Hamdani, 2014) y causar enfermedades mas serias como las bacteriemias, que es la

presencia de bacterias en la sangre (Macedo et al., 2006).

Los organismos tipicos que colonizan la piel suelen ser bacterias grampositivas de los
géneros Staphylococcus, Corynebacterium y Streptococcus. Los estafilococos son los
microorganismos méas comunes de los humanos, ocasionalmente causan infecciones muy

severas, se reconocen dos especies importantes (Madigan et al., 2019):

A) Staphylococcus epidermidis, que es miembro de la microbiota normal de la piel (Seija,
2006) pero puede infectar protesis ortopédicas o cardiovasculares, asi como causar
enfermedades en personas con afecciones inmunitarias (Martinez y Pérez, 2001).

B) Staphylococcus aureus, esta bacteria coloniza la piel y las mucosas de los seres
humanos y varias especies animales, puede volverse patégena al penetrar la barrera
cutanea o por la disminucion de la inmunidad (Braz et al., 2020), es muy importante debido
a que infecta heridas quirargicas, ademas de que puede causar enfermedades como el

sindrome de piel escaldada debido a la liberacion de toxinas (Seija, 2006).

Aparte de enfermedades bacterianas, los humanos pueden sufrir de infecciones fangicas,
llamadas micosis, que a menudo afectan muchas regiones del cuerpo. Por ejemplo, algunas
especies del género Candida son capaces de causar candidiasis, que es una enfermedad
cosmopolita, puede ocurrir en la cavidad oral, la piel, el tracto vaginal u otras ubicaciones
corporales (Pommerville, 2010). Aunque C. albicans posee la mayor capacidad patdgena,
la presion antifangica causada por los antibidticos, ha favorecido que otras especies como
C. glabratay C. tropicalis se reporten en nUmero creciente como agentes causantes de esta

patologia (Macola, 2001).

Otras enfermedades causadas por hongos que afectan la piel son llamadas dermatofitosis,

comunmente conocidas como infecciones de tifia. Los causantes de estas afecciones son


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S1572100020301071#!

hongos filamentosos, pertenecientes a géneros como Epidermophyton, Microsporum y

Trichophyton (Pommerville, 2010).

Las heridas e infecciones cutdneas se tratan médicamente de dos maneras: A) por la
aplicacion tdpica o B) por via sistémica de diversos farmacos. Sin embargo, se ha
confirmado que muchos de estos alteran el metabolismo normal de la piel y causan diversos

efectos secundarios (Javed, 2016).

Durante los ultimos afios, las plantas medicinales han atraido la atencién de las
comunidades farmacéuticas y cientificas (Savoia, 2012) ya que se identifican como una
posible fuente de agentes antimicrobianos (Liu et al., 2017), debido a que presentan
diversos compuestos llamados metabolitos secundarios como son flavonoides,
terpenoides, glucésidos y alcaloides (Ullah et al., 2016). Muchos de estos metabolitos
poseen actividad antimicrobiana (Savoia, 2012) y son utilizados clinicamente (Farha y
Brown, 2016).

Cientos de especies de plantas en todo el mundo se utilizan en la medicina tradicional para
el tratamiento de enfermedades de la piel causadas por bacterias, hongos y virus
(Prashantkumar y Vidyasagar, 2008). En este sentido, las plantas presentan varias
ventajas: suelen no tener efectos secundarios, tienen una mejor tolerancia por parte del
paciente, son de bajo costo y de facil acceso (Tabassum y Hamdani, 2014), ayudan al
mecanismo de curacién natural de la piel, sirven como agentes antimicrobianos y
antiinflamatorios que estimulan la cicatrizacion y regeneracion de heridas, sin la

interferencia de patégenos externos dafiinos (Javed, 2016).

México destaca entre los paises con mayor niumero de plantas vasculares, con mas de
23,522 especies (CONABIO, 2006); esta gran diversidad vegetal y una amplia riqueza
cultural, han favorecido el aprovechamiento de las plantas con fines medicinales para tratar
infecciones en las comunidades rurales (Sharma et al., 2017). Ademas, actualmente se
comercializan una amplia gama de formulas herbales utilizadas para el tratamiento de
diversos padecimientos y que forman parte de la medicina tradicional mexicana (Ramirez-
Hernandez et al., 2013).

A nivel de entidad, el Estado de México posee alta riqueza de especies debido a su posicién
geografica, topografia, climay vegetacion, se caracteriza por la presencia de endemismos,

es un importante centro de origen y diversidad de especies vegetales. Ademas, su amplia



riqueza cultural (Guadarrama-Martinez et al., 2012), representa un banco de informacion

significativo en el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades.

El municipio de Tonatico, Estado de México, forma parte de la cuenca del rio Balsas y
Amacuzac, se encuentra al sur del volcan Nevado de Toluca; las barrancas de Tonatico
son zonas de dificil acceso, lo que las convirtié en un refugio para la flora (Luna-Céspedes,
2014). A pesar de ser una region con alta diversidad vegetal, cuenta con pocas
investigaciones etnomédicas y farmacogndsticas lo que lo convierte en un sitio ideal para
la realizacion de nuevos estudios que se enfoquen en conocer y comprobar el uso
etnomédico de las plantas que se utilizan en esta zona. Otro aspecto importante es que el
servicio de salud en el municipio es limitado, ya que Unicamente existen dos unidades
médicas las cuales prestan servicios basicos. Ademas, las comunidades mas alejadas
presentan una gran dificultad para acceder a dichos servicios (Camacho y Hernandez,
2009).

Luna-Céspedes (2014) realizé un estudio sobre la flora de las barrancas de Tonatico,
Estado de México, en el cual refiere a Ficus (Moraceae) como uno de los géneros
sobresalientes, por tener cinco o0 mas especies presentes en esta zona. Este género
destaca por la riqueza de especies que se pueden encontrar en nuestro pais (lbarra-
Manriquez et al., 2012). Luna-Céspedes (2014) también indica que, a nivel de familia, una
de las mas representadas en la zona de estudio es Euphorbiaceae; de las 19 especies que
reporta, tres pertenecen al género Acalypha. Ademas, esta familia es la quinta mas diversa

a nivel nacional (Villasefor, 2016).

Durante el 2017 y 2018 se realiz6 un estudio etnomédico en la comunidad de San José de
los Amates en el municipio de Tonatico, Estado de México (Ledn, en proceso). El cual se
enfocé en la flora medicinal utilizada para el tratamiento de padecimientos cutaneos. En los
resultados de dicho proyecto se encontr6 que algunas especies del género Ficus y del

género Acalypha tienen importancia etnomédica en esa comunidad.



1.1. Descripcion botanica de las especies
Ficus petiolaris Kunt (THEPLANTLIST: kew-2811713.)

Datos taxonémicos (GBIF Secretariat, 2021b)

Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Rosales

Familia: Moraceae

Género: Ficus L.

Especie: Ficus petiolaris Kunth

Es una especie endémica de México (Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur,
Chihuahua, Colima, Durango, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora y Zacatecas); se localiza en el bosque de coniferas,
bosque de galeria, bosque de Quercus, bosque espinoso, bosque tropical caducifolio,
bosque tropical subcaducifolio, dunas costeras, matorral xeréfilo, palmar y vegetacion
secundaria, desde el nivel del mar hasta los 2,100 m de altitud (Ibarra-Manriquez et al.,
2012).

Arbol rupicola, de 8-30 m. Corteza que se desprende facilmente en escamas pequefias,
amarilla o verde amarilla, exudado blanco o blanco cremoso, abundante, denso. Yema foliar
terminal de (7-) 13-48 (-75) mm de largo x 3-10 mm de ancho en la base, pardo verdosa o
parda, glabra o ligeramente pilosa. Entrenudos de 9-35 x 4-9.5 mm, amarillos a amarillo
grisaceos, estriados, glabros o pubescentes, con exudado blanco, abundante, denso.
Lamina foliar (3.5-) 6.3-16.5 x (2-) 6.5-14 (-18) cm, 0.8-1.5 veces mas larga que ancha,
ampliamente ovada a cordiforme, coridcea, base cordada, raramente subcordada truncada,
apice apiculado, haz glabro, envés glabro o con domacios en la base, 5-9 pares de venas
laterales, inclinadas 45-60° con respecto a la costa, glabras o pubescentes, conspicuas en
ambas caras; peciolo de (20-) 61-140 (-170) x 1.2-2.3 mm, sulcado, glabro o pubescente.
Siconos con pedunculo (2.1-) 5.3-30 (-60) x 1.3- 2.2 mm, rollizo, verde oscuro, glabro o
pubescente; bracteas basales conspicuas, de 2-3.8 x 2.8-4 mm, con el 4pice redondeado,

verde oscuras o pardas, glabras o pubescentes, persistentes; ostiolo circular, del mismo



color del receptéculo, 1-5 x 1-5 mm, aplanado a ligeramente convexo; sicono de 6-15 x 6-
15 mm, esférico, con frecuencia ligeramente aplanado en el apice, verde con maculas
rojizas o verde oscuras (fases A-C) o verde amarillo, con maculas ligeramente mas oscuras
(fases D-E) en fresco, pardo en material seco, liso, glabro o pubescente, pared del higo de

0.4-0.7 mm de grosor (Figura 1) (Ibarra-Manriquez et al., 2012).

Nombres comunes: amate, amate amarillo, amate de corazon, ceiba amarilla, escalama,
higo, higuera silvestre, palo blanco, pie de gavilan, saiba amarilla (Ibarra-Manriquez et al.,
2012).

Usos: Ficus petiolaris fue una de las varias especies del género utilizadas en la época
prehispanica para la elaboracién de papel “amate”. El latex de esta especie tiene
propiedades medicinales antihelminticas y los siconos son consumidos ocasionalmente por
el hombre. Debido a su hermoso tronco amarillo y sus grandes hojas cordiformes, tiene un
gran potencial como especie ornamental (Ibarra-Manriquez et al., 2012).

En la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana (2009d) se encontrd que, en el
Estado de México, esta especie se recomienda contra parasitos, herpes, tos, calculos del
bazo, para regular la menstruacion y sanar fracturas. En Sonora se aconseja en casos de
dolores de pecho, flemas, heridas y Ulceras. En Morelos se emplea para atenuar la

calentura y en el estado de Michoacan, contra la hepatitis.



Figura 1. Morfologia de Ficus petiolaris. (A) rama con siconos; (B) yema foliar terminal; (C) domacios
de la hoja; (D) vista dorsal del sicono con pedinculo largo; (E) ostiolo del sicono; (F) bracteas basales
del sicono; (G) siconos pubescentes y con pedunculos mas cortos; (H) detalle de la pubescencia de

la hoja sin domacios. Figura obtenida de Ibarra-Manriquez et al., 2012.
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Ficus cotinifolia Kunt (THEPLANTLIST: kew-2810059)

Datos taxonémicos (GBIF Secretariat, 2021a)
Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rosales

Familia: Moraceae

Geénero: Ficus L.

Especie: Ficus catinifolia Kunth

Ficus cotinifolia se distribuye en México (Campeche, Chiapas, Chihuahua, Colima,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas,
Veracruz, Yucatdn y Zacatecas) y Centroamérica (Belice, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras). En México se le encuentra en el bosque de coniferas, bosque de
galeria, bosque de Quercus, bosque espinoso, bosque tropical subcaducifolio, bosque
tropical caducifolio, duna costera, manglar, matorral xerdéfilo, palmar y vegetacion
secundaria, especialmente a altitudes menores de 1,500 m.s.n.m., aunque puede alcanzar

la cota de los 2,000 m (Ibarra-Manriquez et al., 2012).

Arbol hemiepifitico, estrangulador o con mayor frecuencia rupicola, de 3-20 m. Corteza gris,
pardo gris o pardo palida a oscura, con exudado blanco, abundante, denso. Yema foliar
terminal de 3.5-16 mm de largo x 2-7 (-10) mm de ancho en la base, parda o blanca, con
pubescencia muy densa, en ocasiones glabrescente. Entrenudos glabros o escasamente
pubescentes, con exudado blanco, abundante, denso. Lamina foliar de 3-14 (-17) x 2.3-12
cm, 1.1-2.1 veces mas larga que ancha, eliptica, ampliamente eliptica, ovada, obovada o
raramente rémbica, coridcea, base redondeada, obtusa o cuneada, apice redondeado,
obtuso o agudo, en ocasiones mucronado, haz y envés glabros o pubescentes, 5-8 pares
de venas laterales, inclinadas de 35-50° con respecto a la costa, glabras o pubescentes,

las venas conspicuas en ambas caras, el primer par se une con el siguiente hacia un tercio



0 a la mitad de la lamina; peciolo de 8-76 mm x 0.8-2 mm, sulcado, glabro o pubescente.
Siconos sésiles; bracteas basales inconspicuas o cubriendo el receptaculo hasta en 2/3 de
su longitud, de 2-6.5 mm x 2-6 mm, 4pice agudo o redondeado, amarillas o pardas,
densamente pubescentes, especialmente en la cara interna, persistentes; ostiolo de 0.7-
3.4 mm de didmetro, circular, aplanado a ligeramente crateriforme, con un engrosamiento
anular; sicono de 3-14 x 4-13 mm, esférico, con el apice ligeramente aplanado, verde,
amarillo o verde amarillo con puntos rojos en fresco (fases A-C) o rojos (fases D-E), amarillo
o pardo palido, con méaculas negras, pardo oscuras o palidas en seco, liso, glabro, en
ocasiones ligeramente pubescente (fase B-C), pared del higo de 0.1-0.3 mm de grosor

(Figura 2) (Ibarra-Manriquez et al., 2012).

Nombres comunes: 4lamo, amate, amate blanco, amate de zorra, amate gris, amate negro,
amate prieto, amezquite, amezquite blanco, arbol de leche, camechin, camechina,
camuchina, capulin, ceiba negra, ceibo, chipil, cobd, chalata, higo, higo de zorro, higuera
negra, higuerilla, higuerén, saiba, saiba blanca, saiba guicha, zalate (Ibarra-Manriquez et
al., 2012).

Usos: El sicono es comestible y el latex tiene propiedades medicinales (contra asma y
parasitos intestinales). Esta especie puede encontrarse frecuentemente como “cerca viva”
o favorecer su presencia en pasturas del tropico himedo para dar sombra al ganado o servir
como forraje. Su corteza fue usada en tiempos prehispanicos para la elaboracién de papel
“amate”, una actividad que aun persiste en el estado de Puebla (Ibarra-Manriquez et al.,
2012).

Segun la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional (2009c) esta planta se emplea en el
estado de Guerrero para tratar la inflamacion del bazo y del abdomen. En Morelos, para el

paludismo y en Yucatan para tratar la bronquitis.
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Figura 2. Morfologia de Ficus cotinifolia. (A) rama con siconos; (B) yema foliar terminal; (C) detalle

de la venacion de la hoja; (D) pubescencia de la hoja; (E) vista dorsal del sicono; (F) ostiolo del

sicono; (G) bracteas basales del sicono. Figura obtenida de Ibarra-Manriquez et al., 2012.



Acalypha mollis Kunt (THEPLANTLIST: kew-900)

Datos taxonémicos (Departamento de Botanica, 2014)
Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Acalypha L.

Especie: Acalypha mollis

Se distribuye desde el centro y sur de México hasta Guatemala en bosques de Quercus y
Cupressus en alturas de 2250-2500 msnm. Arbusto hasta de 2 m de alto, tallos con
pubescencia; peciolos de 1 a 5 cm de largo, laminas generalmente de 5 a 11 cm de largo
por 3 a 5 cm de ancho, con el borde aserrado; inflorescencia en forma de espigas axilares
y terminales, las masculinas axilares en la parte inferior, solitarias, densas, de 3 a 10 cm de
largo, por 2 a 3 mm de grueso, las femeninas terminales o axilares en la parte superior,
solitarias 0 en pares, de 1 a 4 cm de largo por alrededor de 0.5 de ancho; fruto pubescente
con semillas de 1.5 mm de largo, amarillentas y café-cobrizas (Universidad Auténoma de

Querétaro, sf.) (Figura 3).



Figura 3. Morfologia de Acalypha sp. (A) rama con inflorescencias estaminadas y pistiladas; (B) flor
femenina. Figura obtenida de Martinez-Gordillo et al., 2002.
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2. JUSTIFICACION

Existe una alta incidencia y permanencia de enfermedades infecciosas en la piel, esto es
debido a la prescripcién y administracién inadecuada de los antimicrobianos, lo cual tiene
como consecuencia la aparicion de resistencia por parte de los microorganismos causantes
de infecciones lo que ocasiona que dichos medicamentos sean cada vez menos eficaces.
Muchos de los tratamientos farmacoldgicos también pueden tener diversos efectos
secundarios que llegan a ser contraproducentes. Lo anterior, representa una problemética
importante para la sociedad hoy en dia. Esto nos conduce a investigar alternativas
terapéuticas de fuentes naturales como lo son las plantas medicinales; con la finalidad de
obtener moléculas o fitofarmacos que tengan potencial antimicrobiano que puedan sustituir

o coadyuvar a los tratamientos farmacolégicos.

Es importante también estudiar a mayor profundidad los recursos naturales de nuestro pais,
especialmente en zonas con una gran diversidad de plantas que cuenten con pocas
investigaciones o cerca de comunidades con dificil acceso o desabasto de medicamentos.
Ejemplo de lo anterior es la comunidad de San José de los Amantes en el municipio de
Tonatico en el Estado de México, donde las especies Ficus petiolaris, Ficus cotinifolia y
Acalypha mollis son de importancia ethomédica. A pesar de que no se han encontrado
reportes en cuanto a la composicién quimica y las actividades bioldgicas de estas plantas,
se ha demostrado que otras especies de estos géneros presentan moléculas bioactivas
como la taxifolina, el acido galico y el kaempferol que inhiben el crecimiento de

microorganismos que causan infecciones cutaneas.

3. PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Los extractos de las especies F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis colectadas en las
barrancas del municipio de Tonatico, Estado de México tendran compuestos que presentan

actividad antimicrobiana en cepas de importancia dermatolégica?



4. HIPOTESIS

En la comunidad San José de los Amates se utilizan especies de los géneros Ficus y
Acalypha para el tratamiento de infecciones cutdneas, se ha demostrado que algunas
especies de estos géneros contienen con metabolitos secundarios actividad antimicrobiana.
Por lo tanto, se espera que los extractos de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis, colectadas
en las barrancas del municipio de Tonatico, Estado de México también posean compuestos

activos contra cepas patdégenas de importancia dermatolégica.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de las plantas medicinales utilizadas en nuestro pais mediante
el estudio de la fitoquimica y la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos
de Ficus petiolaris Kunt, Ficus cotinifolia Kunt y Acalypha mollis Kunt utilizadas en la

comunidad de San José de los Amates en el municipio de Tonatico, Estado de México.

5.2. Objetivos particulares

¢ Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos de
diferentes polaridades de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis por medio de

reacciones coloridas.

e Evaluar la actividad antimicrobiana cualitativa de los extractos de F. petiolaris, F.
cotinifolia y A. mollis frente a cepas microbianas que causan infecciones cutaneas:

S. aureus, S. epidermidis, C. albicans, C. glabrata y T. mentagrophytes.

o Determinar la actividad antibacteriana cualitativa y cuantitativa de los extractos de

A. mollis en S. aureus y S. epidermidis.

e Estudiar la fitoquimica de los extractos de A. mollis mediante un fraccionamiento

biodirigido con base en su actividad antibacteriana contra S. aureus.



6. ANTECEDENTES

Durante el 2017 y 2018 se realiz6é un estudio etnomédico en la comunidad de San José de
los Amates en el municipio de Tonatico, Estado de México (Ledn, en proceso), el cual se
enfoca en la flora medicinal de la localidad. Tomando en cuenta lo anterior, para el presente
proyecto se seleccionaron tres especies que son de importancia para el tratamiento de
afecciones cutaneas en dicha region: F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis. Cabe resaltar
gue hasta la fecha no hay estudios en cuanto a la composicién quimica y las actividades
antimicrobianas de estas plantas, por lo que a continuacion se presentan antecedentes
sobre la etnobotanica, la composicién quimica y las propiedades biol6gicas de ambos

géneros.

6.1. Género Ficus L.

El género Ficus pertenece a la familia Moraceae, se estima que en todo el mundo existen
mas de 750 especies, de las cuales 22 son reconocidas para México (Ibarra-Manriquez et
al., 2012).

Muchas especies del género Ficus se utilizan como alimento y en la medicina tradicional.
El uso de sus especies se origind en el Medio Oriente y es en esta area donde se sigue

utilizando ampliamente (Lansky et al., 2008).

6.1.1. Antecedentes etnobotanicos

Betti en el 2004 reporta que en Camerun la decoccion del tallo de F. mucuso Welw. ex

Ficalho es utilizada como pasta para dolor de dientes y se bebe para tratar la ictericia.

Tabassum y Hamdani en el 2014 describen el uso de tres especies de Ficus. Mencionan
que, en algunas zonas rurales de Iran, utilizan el latex de F. carica L. como un método
tradicional para el tratamiento de las verrugas. El polvo de la corteza de F. recemosa se
emplea externamente en el caso de granos, picazones y sarna. El polvo de la corteza de F.

bengaalensis también se aplica externamente para curar la sarna.

Ahmed y Urooj (2011) describen los usos tradicionales de F. racemosa L. en India. Explican
que el latex se aplica en forinculos y hemorroides, o lo beben para curar el dolor de
estdbmago y el cllera, ademés se utiliza como adhesivo. El fruto es un remedio para la
obstruccidn visceral, la diarrea y el estrefiimiento. Se hace un bafo con el fruto y la corteza

para curar la lepra. La aplicacion topica de la savia de la raiz se utiliza contra paperas y



otras inflamaciones glandulares. La decoccion de las hojas se emplea como ducha en la
dismenorrea y para lavar heridas y Ulceras. La infusion de la corteza es usada para tratar

heridas y quemaduras.

6.1.2. Antecedentes fitoquimicos y de actividad bioldgica

Kuete y colaboradores en el 2008 evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos
etandlicos de F. chlamydocarpa Mildbr. & Burret, F. cordata Thunb y la mezcla de los dos
extractos. Estos autores reportan que el extracto etandlico de F. cordata fue el més activo
en la mayoria de los organismos analizados. En S. aureus las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de los extractos crudos oscilaron entre 78.12 y 312. 50 pg/mL. En este

trabajo no se aislaron compuestos quimicos.

Gaire y colaboradores en el 2011 realizaron un analisis fitoquimico cualitativo de algunos
extractos hexanico, cloroformico y metandlico de la corteza del tallo de F. auriculata Lour
reportaron la presencia de alcaloides, carbohidratos, saponinas, glucésidos, fitoesteroles,
resinas, fenoles, taninos, diterpenos, flavonoides, proteinas y aminoacidos. También
evaluaron la actividad antibacteriana del extracto metandlico, utilizando 1 mg de extracto
reportaron que la mayor inhibicién fue en Escherichia coli con 4.5 mm de zona inhibicion.
Mientras que para S. aureus el extracto hexanico fue mas efectivo con halos de inhibicion

de 7.8 mm.

Wang y colaboradores en el 2014, estudiaron el extracto metandlico de tallos de F. tsiangii
Merr. ex Corner. Aislaron treinta y cuatro compuestos, que incluyen: diez cumarinas, trece

flavonoides, un lignano y siete triterpenos.

6.1.3. Compuestos quimicos con actividad antimicrobiana

Baumgartner y colaboradores (1990) evaluaron la actividad antimicrobiana de los alcaloides
antofina y ficuseptina aislados de F. septica Burm.f., reportando que ambos mostraron
actividad en Bacillus subtilis, E. coli, Micrococcus luteus y Penicilhum oxalicum; con

concentraciones minimas inhibitorias (CMI) entre 1 y 10 pg/mL.

Kuete y colaboradores en el 2009 aislaron de F. ovata Vahl los siguientes compuestos:
acetato de taraxerilo (terpeno); la 2-hidroxi isoprunetina (terpeno), la 6,7-(2-isopropenil
furo)-5,2’,4’-isoflavona, la cajanina (isoflavonas) y el acido protocatéquico (fenol). Estos

compuestos presentaron una CMI de entre 10 y 312 pg/mL en algunas de las especies



microbianas que evaluaron Citrobacter freundii, E. coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Bacillus cereus, S. aureus, Enterococcus faecalis, C.

albicans y Microsporum audouinii.

Aoy colaboradores en el 2009 reportan que el alto contenido catecol en F. microcarpa L.F.
podria contribuir a sus propiedades antimicrobianas. Kocacaliskan y colaboradores en el
2006 evaluaron la actividad antimicrobiana del catecol. Este compuesto presentd actividad
contra Pseudomona putida, Pseudomona pyocyanea, Corynebacterium xerosis, Fusarium

oxysporum y Penicillium italicum en el rango de concentraciones de 5-10 mM.

Algasoumi y colaboradores (2014) realizaron un estudio fitoquimico de las partes aéreas de
F. palmata Forssk. Gracias al fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico aislaron
e identificaron compuestos como el acetato de germanicol, el acido vanilico, asi como varias

furanocumarinas como el psoraleno, el bergapteno y el trans-psoralendsido.

Fongang y colaboradores en 2015 mencionan que algunos flavonoides como la taxifolina,
conrauiflavonol y shuterina aislados en F. thonningii Blume presentaron CMI de entre 0.63
y 1.25 mg/mL en E. coli, Proteus vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans.

6.1.4. Antecedentes en México

En la biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana (2009c,d), se menciona que la
especie F. cotinifolia, es utilizada en algunos estados, por ejemplo, en Guerrero se emplea
el latex en para desinflamar el bazo y el abdomen. En Morelos el latex es utilizado contra el
paludismo y en Yucatan tratan la bronquitis tomando una infusion de las hojas. Por otro
lado, la especie F. petiolaris es utilizada en el Estado de México contra pardsitos
intestinales, herpes, tos, calculos del bazo, para regular la menstruacion y sanar fracturas,
en Sonora se aconseja en casos de dolores de pecho, flemas, heridas y tlceras, en Morelos

se emplea para la calentura y en Michoacan contra la hepatitis.

Gonzalez-Castafieda y colaboradores (2010) mencionan que en la provincia geografica de
la depresion del Balsas consumen los frutos de F. cotinifolia ademas de utilizar su madera

para postes.

Ibarra-Manriquez et al., (2012) describen que la especie F. cotinifolia puede encontrarse
frecuentemente como “cerca viva”, ademas en el Estado de Puebla la corteza es usada

para la elaboracion de papel “amate”. Por otro lado, mencionan que el latex de la especie



F. petiolaris tiene propiedades medicinales antihelminticas y los siconos son consumidos

ocasionalmente por el hombre y ademas tiene un gran potencial como especie ornamental.

6.2. Género Acalypha L.

Dentro de la familia Euphorbiaceae, el género Acalypha es el cuarto méas diverso con una
amplia distribucién en ambos hemisferios; principalmente en América tropical (Seebaluck
et al., 2015). Cuenta con aproximadamente 450 a 570 especies, de las cuales 108 estan

reportadas para México (Villasefior, 2016).

6.2.1. Antecedentes etnobotanicos

En todo el mundo, existen antecedentes etnobotanicos de los usos de algunas especies del
género Acalypha.

Schindler en 1939 (citado en Adesina et al., 2000) mencionan que, en Alemania, la
decoccion de las hojas de A. hispida Burm.f. se usa en el tratamiento de heridas, Ulceras,

abscesos, ademas de que hacen compresas para curar la lepra.

Oliver en 1959 (citado en Adesina et al., 2000) reporta que en Nigeria trituran las hojas de
A. wilkesiana Mull.Arg.; el jugo se usa para tratar la pitiriasis versicolor, tifia y otras

infecciones similares de la piel.

Schmelzer y Gurib-Fakim en el 2008 describen los usos de algunas especies de Acalypha
en el continente africano. Por ejemplo, las hojas machacadas de A. ciliata Forssk se aplican
paratratar llagas, la infusién se bebe para la esquistosomiasis, ademas de que la consumen
como verdura. En el caso de A. fruticosa Forssk, mencionan que beben la decoccion de las
raices para tratar las convulsiones, fiebre, resfriados y Ulceras causadas por enfermedades
venéreas, la Infusion contra la tosferina, el jugo de las hojas machacadas se aplica como
gotas para infecciones de 0jos. La decoccién de las raices de A. indica L. se bebe para el
tratamiento contra gusanos intestinales, dolores de estbmago y también como laxante. El
polvo de las hojas se aplica en heridas infestadas de gusanos, el jugo de las hojas trituradas
se mezcla con sal y se utiliza contra la sarna y otros problemas de la piel. La decoccion de
A. ornata se bebe y se usa como bafio para tratar lepra y dolores menstruales. El agua de
las hojas remojadas se emplea como bafios para nifios con sarna. Ademas de que las hojas

son cocinadas y consumidas con arroz y maiz.



Subbarayan y colaboradores en el 2010 describen algunos usos de A. fruticosa. En Yemen,
las hojas y los tallos se utilizan para tratar enfermedades de la piel, malaria y heridas. En
Tanzania, se emplea para combatir infecciones por hongos y se bebe una decoccién de las
hojas para tratar la epilepsia. La pasta de las hojas se aplica para afecciones como sarna y

llagas, ademas los tallos molidos en agua se aplican a heridas de animales.

Emeka y colaboradores en el 2012 mencionan que en Nigeria se utiliza la decoccion de la
parte aérea de A. ornata Hochst. ex A.Rich. en el tratamiento de nifios que tienen

infecciones en la piel causadas por bacterias y hongos.

6.2.2. Antecedentes fitoquimicos y de actividad biolégica

Adesina y colaboradores (2000) evaluaron la actividad antimicrobiana de tres especies de
Acalypha (A. ciliata, A. indica y A. hispida) asi como tres variedades de A. wilkesiana.
Reportaron halos de inhibicion entre 9 y 18.5 mm en E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B.
subtilis y C. pseudotropicalis. Realizaron un fraccionamiento de los extractos etandlicos de
las hojas de A. hispida y A. wilkesiana, e informan que los compuestos responsables de la
actividad antimicrobiana son el acido galico, la corilagina y la geraniina. Ademas, de que

lograron aislar otros flavonoides como la quercetina y el kaempferol.

Anbukkarasi en el 2012 evalu6 el extracto metandlico de A. indica frente a cepas de
importancia clinica, menciona que una concentracion de 125 ug de extracto crudo inhibe
completamente el crecimiento de células bacterianas de E. coli, P. aeruginosa, Proteus

mirabilis y S. aureus.

Din y colaboradores en el 2013 evaluaron la actividad antimicrobiana de las fracciones del
extracto etandlico de la parte aérea de A. wilkesiana var. Macafean. Estos autores reportan
gue los elagitaninos inhiben el crecimiento de B. cereus ATCC 11778, B. subtilis ATCC
6633, S. aureus ATCC 11632 y S. aureus resistente a la meticilina (MRSA).

Noumedem y colaboradores (2013). Determinaron la presencia de diferentes grupos de
metabolitos mediante reacciones coloridas del extracto metandlico de las hojas de A.
manniana Mull.Arg. También evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto en nueve
especies bacterianas y cuatro dermatofitos, entre los que destacan S. aureus, T.
mentagrophytes y T. terrestre. Realizaron particiones del extracto metandlico con diferentes
solventes. Sus resultados indican que A. manniana contiene alcaloides, taninos,

antocianos, flavonoides, fenoles y esteroides. Ademas, el extracto crudo, asi como la



particion de hexano, de acetato de etilo y las fracciones residuales presentaron actividad

antibacteriana y antidermatofitica reportando CMI entre 0.12-2.04 mg/mL.

Fawzy y colaboradores en el 2017 estudiaron la especie A. fruticosa. Realizaron una
columna cromatografica del extracto metandlico. Los compuestos que lograron purificar
fueron analizados por medio de espectroscopia de masas y resonancia magnética, llegaron
a la conclusion de que A. fruticosa contiene como metabolitos principales el glucésido de la

2-metil-5,7-dihidroxicromona, la acalifina, la apigenina y el kaempferol.

Oyedemi y colaboradores en el 2018 evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto
metandlico de A. hispida frente a S. aureus, K. pneumoniae, P. mirabilis y E. coli, reportaron

gue el extracto presento valores de CMI de 512, 256, >512, 512, u/mL respectivamente.

6.2.3. Compuestos quimicos con actividad antimicrobiana

Adesina y colaboradores en el afio 2000, mencionan que los compuestos responsables de
la actividad antimicrobiana de A. hispida y A. wilkesinana son el acido galico (fenol), la
corilagina (tanino) y la geranina (tanino). Lamikanra, 1990 reporta que el acido galico fue
activo en S. aureus y E. coli presentando halos de inhibicion de 19 y 26 mm
respectivamente. Burapadaja y Buncho en 1995 evaluaron la actividad antimicrobiana de la
corilagina, en sus resultados informaron que este compuesto presenté CMI de entre 128 y
1024 ug/mL en cepas de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, MERSA, K. pneumoniae, C.

albicans.

Gutierrez-Lugo y colaboradores en el 2002 reportan en A. communis MUll.Arg. la presencia
de triterpenos tipo cicloartano como los acidos 16a-hidroxicélico, 15 a-hidroxicélico, 78,16
B-dihidroxi-1,23-dideoxijésico, mencionan que estos tienen actividad en MERSA,

Enterococcus faecium, E. coli. y B. subtilis.

Anokwuru y colaboradores en el 2015 indican que los compuestos geranina (tanino),
corilagina (tanino), acido shikimico (fenol), acido cuadrangularico (triterpeno tipo
cicloartano) aislados de A. wilkesinana presentan actividad en bacterias como E. coli, S.

aureus y K. pneumoniae.



6.2.4. Antecedentes en México

Canales y colaboradores en el 2006, informan que, en el estado de Puebla, se utilizan
fomentos de la parte aérea de A. monostachya Cav. para tratar granos, infecciones de

heridas e inflamacion.

En la biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana (2009a,b), se mencionan usos
de algunas especies del género Acalypha como, A. adenostachya Miill.Arg., esta especie
es utilizada para tratar el cancer de boca, de estdbmago, intestino y de piel, asi como en
dolores de estdbmago, ademas la infusion de la planta se recomienda para tratar grano
infectados. A. indica en el estado de Puebla se emplea para lavar heridas.

Canales y colaboradores (2011) evaluaron la actividad antimicrobiana de A. monostachya.
Estos autores encontraron actividad frente a B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis y Vibrio
cholerae, con CMI de entre 1y 2 mg/mL. También detectaron actividad frente hogos como
T. mentagrophytes, Fusarium moniliforme y Fusarium sporotrichum reportando

concentraciones inhibitorias medias (Clso) de 0.43, 1.2 y 8 mg/mL respectivamente.

Alvarez-Santos en el 2019 realiz6 un extracto metandlico crudo y dos particiones (hexanica
y metandlica) de las partes aéreas de A. monostachya. Hall6 la presencia de fenoles,
compuestos glicosilados, terpenos, esteroides y lactonas sesquiterpénicas en el extracto.
El analisis por cromatografia de gases acoplada a una espectrometria de masas de la
fraccidn hexanica indica que el compuesto con mayor abundancia fue la a-amirina
(30.89%), seguida del escualeno (14.21%) y del acido palmitico (3.85%).

De los antecedentes registrados para los géneros Ficus y Acalypha, es notoria la falta de
estudios quimicos y de actividad antimicrobiana de las especies F. petiolaris, F. cotinifolia
y A. mollis por lo que, en el presente trabajo se decidi6 estudiar la fitoquimica y la actividad

antimicrobiana de estas tres especies vegetales.



7. ESTRATEGIA METODOLOGICA

En los laboratorios de Fitoquimica y Botanica, junto con el Herbario IZTA de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, se esta realizando una investigacion integral basada en la
etnomedicina de las plantas utilizadas para el tratamiento de afecciones cutaneas en la
comunidad de San José de los Amates en el municipio de Tonatico, Estado de México. De
las especies utilizadas en dicha localidad. Para este estudio se seleccionaron las especies

F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis.

La estrategia metodologia se dividié en tres etapas (Figura 4) La primera (seccién 7.1)
consisti6 en la caracterizacion cualitativa de los extractos de las tres especies
seleccionadas. De estas se continué trabajando con A. mollis, ya que presentdé mayor
actividad antimicrobiana. En la segunda etapa (seccién 7.2) se realizé una recolecta de A.
mollis para llevar a cabo las caracterizaciones cualitativas y evaluaciones de la actividad
antibacteriana y antifungica de sus extractos. Por Ultimo, en la tercera etapa (seccion 7.3)
se realiz6 la separacion biodirigida de cada uno de los extractos de A. mollis con la finalidad
de caracterizar hasta donde fue posible, las fracciones o los principios activos de la planta.
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7.1. Evaluaciones preliminares de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay

A. mollis
7.1.1. Colecta y determinacion taxonémica del material vegetal

Las partes aéreas de las tres plantas se colectaron en las Barrancas de Tonatico, Estado
de México en octubre del 2017. Posteriormente, ejemplares herborizados de cada especie
se depositaron en el Herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala para su
identificacion y registro. Los respaldos botanicos quedaron registrados con los siguientes

nameros de registro:

o F. petiolaris: IZTA3312
e F. cotinifolia: IZTA3311
e A.mollis: IZTA3310

7.1.2. Obtencidn de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay A. mollis

Las partes aéreas de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis se secaron a temperatura
ambiente y se molieron. Una vez seco el material vegetal, se obtuvieron los extractos por
medio de maceracion en frio con solventes organicos en orden creciente de polaridad
(hexano, acetona y metanol) a partir de 5 g de planta. Una vez obtenidos los extractos, se
filtraron y concentraron en un rotavapor a presion reducida para obtener los sélidos totales.
Posteriormente, se determiné su rendimiento por diferencia de peso (Benitez-Benitez et al.,
2020).

7.1.3. Caracterizacion quimica cualitativa de los extractos de F. petiolaris, F.

cotinifoliay A. mollis

La deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los nueve
extractos se llevo a cabo por medio de reacciones coloridas (Tabla 1 y Anexo |) utilizando
1 mg/mL de extracto para cada prueba. También se utilizaron sustancias de referencia para

comparar los resultados obtenidos.



Tabla 1. Deteccidn cualitativa de grupos de metabolitos secundarios.

Grupo de metabolito

Método o agente

crombdgeno

Referencia

Alcaloides

Terpenos

Compuestos fendlicos
generales

Flavonoides

Cumarinas

Taninos

Saponinas

Glicésidos

Reactivo de Drangendorff

Reactivo de Mayer

Vainillina/H>.SO4

Liebermann-Burchard

FEC|3

NaOH

Shinoda

KOH y luz UV

FeCls/solucion de gelatina

Prueba de espuma

Reactivo de Molisch

Dominguez, 1973

Wagner, 2001

Rivas-Morales et al., 2016

Rivas-Morales et al., 2016

Rengifo-Penadillos, 2013

Rivas-Morales et al., 2016

Wagner, 2001

Serrano-Parrales, 2013

Dominguez, 1973

Foulger, 1931 y Garcia-
Bores et al., 2020

H>S0a: Acido sulftrico. FeCls: Cloruro férrico. NaOH: Hidréxido de sodio. KOH: Hidréxido de

potasio. UV: Ultravioleta.



7.1.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana cualitativa de los extractos de F.

petiolaris, F. cotinifoliay A. mollis

Las evaluaciones microbiologicas se realizaron en las instalaciones del laboratorio de
Bioactividad de Productos Naturales, de la Unidad de Biotecnhologia y Prototipos de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Los microorganismos utilizados fueron donadas

por este mismo laboratorio.
Actividad antibacteriana cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana frente a S. aureus ATCC29213y S.
epidermidis ATCC12228 se realiz6 mediante el método de difusion en agar o Kirby-Baler
(CLSI, 2018b) empleando agar Mueller-Hinton (AMH). Se usaron sensidiscos de papel filtro
estériles de 5 mm de diametro, como tratamientos se impregnaron 2 mg de cada extracto,
como control positivo se utilizaron 25 pg de cloranfenicol y como control negativo 10 L del
solvente apropiado. Se sembraron las placas con un hisopo estéril a partir de un inéculo de
aproximadamente 10x® UFC/mL, posteriormente se colocaron los sensidiscos sobre las
placas inoculadas. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas (Anexo Il). Cada
bioensayo se realiz6 por triplicado. En esta evaluacién se miden los halos de inhibicion de

cada extracto y se reportan en milimetros (mm).
Actividad antifungica cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antifiingica en C. albicans ATCC17MR, C. glabrata
y C. tropicalis se realiz6 mediante el método de difusiéon en agar o Kirby-Baier utilizando
agar papa y dextrosa (APD) (CLSI, 2018b). Se usaron sensidiscos estériles, a los cuales se
les impregnaron 2 mg de extracto, como control positivo se utilizaron 50 pug de nistatina y
como control negativo 10 pL de solvente de cada extracto. Las placas se sembraron con
ayuda de un hisopo estéril con un inéculo de aproximadamente 10x® UFC/mL y se incubaron
a 37°C durante 24 horas, posteriormente se midio el halo de inhibicién de los extractos y de
los controles (positivo y negativo). Cada bioensayo se realizd por triplicado. En esta
evaluacion se reportan los halos de inhibicion de cada extracto en mm % la desviacion

estandar (Anexo II).

La evaluacion cualitativa de la actividad antifangica frente a T. mentagrophytes se realiz6

por medio de la técnica de inhibicién del crecimiento radial (modificado de Wang y Ng,



2002). Se sembr6 el micelio del hongo en cajas Petri con APD, la placa se dejo a
temperatura ambiente durante dos semanas para el desarrollo del micelio. Una vez que
comenz6 a crecer el hongo, se colocaron los sensidiscos impregnados con 2 mg de
extracto. Como control positivo se utilizaron 10 ug de ketoconazol y como control negativo
10 uL de solvente de cada extracto. Cada bioensayo se realizé por triplicado. En este

ensayo se reporta la inhibicién del crecimiento radial del hongo (Anexo llI).

ETAPAII

7.2. Estudio de A. mollis 2018

A. mollis fue la especie con mayor potencial antimicrobiano, por lo que esta especie se

selecciond para continuar con las siguientes etapas de este estudio.

7.2.1. Recolecta del material vegetal y obtencion de extractos de A. mollis 2018

La parte aérea de A. mollis se recolect6 en las Barrancas del municipio de Tonatico, Estado
de México en septiembre del 2018 y se puso a secar a temperatura ambiente. La obtencién
de los extractos se realizd a partir de 256.6 g de planta seca por medio de maceracion en
frio con solventes organicos en orden creciente de polaridad (hexano, acetona y metanol).
Una vez obtenidos los extractos, se filtraron y concentraron en un rotavapor a presion
reducida. Posteriormente, se determiné el rendimiento de los sélidos totales de cada

extracto por diferencia de peso (Benitez-Benitez et al., 2020).
7.2.2. Caracterizaciéon quimica cualitativa de los extractos de A. mollis 2018

La deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los tres
extractos se realizd por medio de reacciones coloridas. Se utilizaron las mismas pruebas

mencionadas anteriormente en la Etapa 7.1 seccion 7.1.3.

7.2.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de A. mollis 2018
Evaluacion de la actividad antibacteriana cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de los extractos de A. mollis frente
a S. aureus ATCC29213 y S. epidermidis ATCC12228 se realiz6 de la misma manera que

fue descrita en la seccién 7.1.4.



Evaluacion de la actividad antifungica cualitativa

La evaluacion cualitativa de la actividad antifungica en C. albicans ATCC17MR, C. glabrata
y C. tropicalis asi como en el hongo T. mentagrophytes se realizé conforme a lo descrito en

la seccion 7.1.4.
Evaluacion de la actividad antibacteriana cuantitativa

La evaluacion de la actividad bacteriana cuantitativa de los extractos de A. mollis 2018 se
realizé por medio de microdilucién en caldo (CLSI, 2018a) en las especies bacterianas S.
aureus ATCC29213 y S. epidermidis ATCC12228. Se prepararon soluciones stock de 3.0
mg/mL de cada extracto diluidos en dimetilsulféxido (DMSOQ) y caldo Mueller-Hinton (CMH).
Estas soluciones stock a su vez, se diluyeron en placas de 96 pozos estériles hasta tener
las siguientes concentraciones de 1.5, 0.75, 0.375, 0.187 y 0.093 mg/mL. Los controles
fueron los siguientes: a) controles de esterilidad, 1. CMH sin in6culo, 2. CMH sin indculo y
con solvente y 3. CMH con extracto, b) controles de crecimiento, 1. CMH con in6culo y 2.
CMH con ind6culo y solvente y ¢) control positivo de inhibiciéon del crecimiento (CMH con
indculo y 5 ug/mL de cloranfenicol). Previo al experimento se prepar6 un indculo que tenia
una concentracion bacteriana aproximadamente de 1X10® UFC/mL, este se diluyé en
solucion salina estéril al 0.9% hasta obtener una concentracion final de alrededor 1X10°
UFC/mL.

Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se revelaron con
cloruro de tetrazolio (TTC) para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
considerando la concentracibn mas baja de extracto que inhibe el crecimiento de los
microorganismos. Posteriormente, con el fin de determinar la Concentracion Bactericida
Minima (CBM) que es la concentracidon minima que mata el 99% del in6culo presente en el
experimento se sembraron por dispersion las repeticiones de los pozos que no fueron
bioreveladas con TTC en una placa de AMH, la cual se incub6 durante 24 horas a 37°C
(Anexo V).
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7.3. Fraccionamiento biodirigido de los extractos de A. molis 2018
Métodos cromatograficos
Bioautografia

La cromatografia en capa fina (CCF) unida a los bioensayos es una herramienta utilizada
para la separacién de compuestos con diversas actividades biologicas a partir de mezclas
complejas (Darwish et al., 2020). Asi, la bioautografia un método de cribado antibacteriano
comunmente utilizados para la deteccion de metabolitos activos, puede combinarse con
éxito con la técnica de CCF (Dehghan et al., 2020) y brindarnos una identificacion rapida
de las bandas bioactivas en las sustancias presentes en los extractos vegetales. Para la
visualizacién de crecimiento microbiano en las CCF se utilizan sales de tetrazolio, como el
TTC, éstas son reducidas por las deshidrogenasas de los microorganismos vivos lo que
cambia su coloracién, asi, las zonas blancas en la placa de CCF indican una actividad
antimicrobiana, mientras que las regiones rosadas son fracciones sin actividad (Dewanjee
et al., 2015).

Para detectar qué bandas o fracciones son activas en una CCF se realiz6 una bioautografia
de contacto de acuerdo con el método modificado de Rivas-Morales et al., 2016. Para cada
sustancia a evaluar se utilizé un cromatofolio o placa de aluminio cubierta con gel de silice
G60. Las placas cromatograficas se sembraron en forma de banda y se eluyeron con una
fase movil previamente seleccionada. Una vez que el cromatofolio estaba seco, se cort6 de
manera vertical con el fin de obtener secciones de 1 cm de ancho y se observan en UV a
254 y 366 nm. Posteriormente, las placas se revelaron con a) vainillina/H.SO4 para detectar
la presencia de terpenos y b) sulfato cérico/H.SO4 para compuestos organicos en general;

c) la ultima placa se utilizé en el biorevelado frente a S. aureus ATCC29213.
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Figura 5. Representacion esquematica de la técnica de bioautografia. V: Vainillina/H2SO4, Sc: Sulfato

cérico/H2S0a.

Para llevar a cabo el biorevelado la placa sin revelador quimico se cortdé en secciones,
basadas en los cromatofolios que se usaron para determinar terpenos o compuestos
organicos. Las secciones fueron colocadas en cajas con AMH previamente inoculadas con
un hisopo a partir de un inéculo bacteriano de aproximadamente 10x® UFC/mL y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Después de este tiempo, las secciones de las placas
se despegaron del agar y se asperjaron con TTC, posteriormente se incubaron durante 15-

60 minutos con el fin de observar donde se present6 crecimiento (Figura 5y Anexo V).
Cromatografia en columna abierta

El fraccionamiento de los extractos se llevéd a cabo por medio de cromatografia de adsorcion
en columna abierta (CC). Para esto, primero se peso la cantidad de extracto a utilizar, estos
se disolvieron en el solvente correspondiente a su polaridad y se preadsorbieron en celita.
Se preparé una columna de vidrio que contenia silica gel (G 60) y se utilizé una fase maovil

en gradiente en orden creciente de polaridad como se describe en la Tabla 2.

Al eluir la CC se obtienen alicuotas las cuales se concentran en un rotavapor a presion
reducida y se analizan por CCF, las placas cromatograficas se observaron con luz UV y se
revelan quimicamente con vainillina/H.SO4 o sulfato cérico/H,SOa, esto con el fin de agrupar
las alicuotas similares en fracciones y asi poder medir su rendimiento. Si se obtiene de
alguna fraccion algun soélido cristalino o un precipitado, estos se filtran y se determina su

punto de fusién en un aparato Fisher-Johns.



Tabla 2. Condiciones para el fraccionamiento biodirigido de los extractos de A. mollis 2018.

Extracto Hexanico Acetoénico Metandlico
Fase movil para Hexano/AcoEt  Hex/acetona Cloroformo/metanol 7:3 y
biorevelado (CCF) 9:1 73 AcoEt/MeOH 1:1
Hex,
AcoEt
Hex-acetona,
Hex AcoEt-MeOH
_ acetona
Fase movil para CC Hex-AcoEt MeOH
acetona-
AcoEt-MeOH MeOH- H,O
MeOH
H.O
MeOH y HO
Gramos de extracto
- 3.66 5.72 21.96
utilizados en la CC
Tamario de alicuotas
=75 =150 =500

(mL)

Hex: Hexano. AcoEt: Acetato de etilo. MeOH: Metanol. H20: Agua.



7.3.1. Extracto hexanico (EH)
7.3.1.1. Biorevelado del EH

El biorevelado del extracto hexanico (EH) de A. mollis 2018 se realizé segun lo presentado
en la Figura 5y el anexo VII. Se utilizé un cromatofolio de aluminio cubierto con gel de silice
G60 de 3 cm de ancho por 10 cm de largo, la fase movil fue de hexano/acetato de etilo en

proporcion 9:1. Las placas se revelaron con vainillina/H,SO, y sulfato cérico/H2SOa.
7.3.1.2. Cromatografia en columna del EH

Para el fraccionamiento del EH se usaron 3.66 g y una fase mévil en gradiente de hexano-
acetato de etilo-metanol (Tabla 2). Se recuperaron alicuotas de =75 mL. Los sodlidos
obtenidos el fraccionamiento fueron filtrados y se comprob6 su pureza por medio de CCF
reveladas con luz UV a 254 y 366 nm, vainillina/H.SO. y/o sulfato cérico/H.SO.. Se midio
el punto de fusion de los sdlidos obtenidos en las fracciones con un aparato Fisher-Johns.

En la fraccion H9 obtenida en el fraccionamiento del EH se observo la presencia de solidos
cristalinos en forma de aguja (SCH9). Por CCF se comprobd que no estaban puros,
basados en esto se decidi6 purificarlos en cromatoplacas preparativas.

Purificacion del sélido cristalino de la fraccién H9 (SCH9)

Los cristales obtenidos en la fraccion H9 (SCH9) se purificaron por medio de una
cromatografia preparativa (CP) en placas de vidrio de 20 x 20 cm cubiertas de gel de silice
(G 60). Con el fin de aislar los compuestos y poder elucidar su estructura. Ademas, se
determiné su actividad antimicrobiana. Previo a la cromatografia preparativa se evalué la
solubilidad de la fraccion y se determindé la fase movil adecuada que fue hexano/acetato de
etilo 8:2. Para el revelado se observaron las placas en luz UV y las orillas se asperjaron con
vainillina y acido sulfarico (H2S0O4). Se recuperaron los solidos obtenidos y se midié su punto

de fusién con un aparato Fisher-Johns.
7.3.1.3. Biorevelado de fracciones del EH

Debido a la contingencia sanitaria ocasionada por el virus SARS-CoV-2 para el biorevelado
de las fracciones de la separacion cromatogréfica por CC del EH se decidio utilizar solo la

mitad. El biorevelado de las fracciones y los precipitados obtenidos en el fraccionamiento



del EH se realiz6 como se muestra en la Figura 5 y el anexo VIII. Se utilizaron placas de
aluminio cubiertas de gel de silice (G 60) de 3 cm de ancho por 6 cm de largo. Las placas
se revelaron con vainillina/H.SO, y sulfato cérico/H.SO,. Las fases mdviles utilizadas se

presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Fases moviles utilizadas para el biorevelado de las

fracciones del extracto haxanico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil

H1 .
H4 95:5 Hex/AcoEt
H7 9:1 Hex/AcoEt
H9 8:2 Hex/AcoEt
H11 8:2 Hex/AcoEt
H13 6:4 Hex/AcoEt
H14 6:4 Hex/AcoEt
H16 1:1 Hex/AcoEt
H18 100% AcokEt
H20 100% AcokEt
PH3 .

PH7 .

PH8I .

PHS8II o

SCH9 .
CH .

Hex: Hexano. AcoEt: Acetato de etilo. »: Placas sembradas por punteo y sin eluir.



7.3.2. Extracto aceténico (EA)
7.3.2.1. Biorevelado del EA

El biorevelado del extracto aceténico (EA) de A. mollis 2018 se realiz6 de acuerdo con la
Figura 5y el anexo VIII. Se utilizé un cromatofolio de aluminio cubierto con gel de silice G60
de 3 cm de ancho por 10 cm de largo y una fase mavil de hexano/acetona en proporcién

7:3, se observaron en luz UV y se revelaron con vainillina/H.SO, y sulfato cérico/H2SO4.
7.3.2.2 Cromatografia en columna del EA

Para el fraccionamiento del EA por CC se utilizaron 5.72 g de extracto y una fase mévil en
gradiente de hexano-acetona-metanol-agua (Tabla 2). Se recuperaron 194 alicuotas de
~150 mL. El desarrollo de la columna se siguié por cromatografia en capa fina para unir las
alicuotas con el mismo patréon y como reveladores, dependiendo del caso, se emplearon:
luz UV, vainillina/H2SO4 y sulfato cérico/H2SO., gracias a esto se reunieron 32 fracciones.
Los solidos o precipitados obtenidos en esta separacion fueron filtrados y posteriormente
se determiné el punto de fusién en un aparato Fisher-Johns.

7.3.2.3. Biorevelado de fracciones del EA

Se siguid el mismo criterio y procedimientos experimentales mencionados en la seccion
7.3.1 para las fracciones del fraccionamiento por CC del EA Las fases moviles utilizadas se

presentan en la Tabla 4.



Tabla 4. Fases moviles utilizadas para el biorevelado de las

fracciones del extracto aceténico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil

A2 98:2 Hexano/Acetona
Ad 8:2 Hexano/Acetona
A5 8:2 Hexano/Acetona
A7 7:3 Hexano/Acetona
A8 6:4 Hexano/Acetona
A9 6:4 Hexano/Acetona
Al12 1:1 Hexano/Acetona
Al15 1:1 Hexano/Acetona
A18 1:1 Hexano/Acetona
A19 1:1 Hexano/Acetona
A22 100% Acetona
A23 100% Acetona
A25 9:1 Acetona/MeOH
A27 7:3 Acetona/MeOH
A29 6:4 Acetona/MeOH
A32 1:1 Acetona/MeOH

Hex: Hexano. MeOH: Metanol.



7.3.3. Extracto metandlico (EM)
7.3.3.1. Biorevelado del EM

El biorevelado del extracto metandlico (EM) de A. mollis 2018 se realiz6 de acuerdo con lo
descrito en la Figura 5 y el anexo VI, fue necesario emplear dos placas con gel de silice
G60 de 3 cm de ancho por 10 cm de largo, debido a la diferencia de polaridad de los
compuestos presentes en el extracto. La fase movil utilizada para separar compuestos de
menor polaridad fue cloroformo/metanol en proporcién 7:3 y para los compuestos de mayor
polaridad una mezcla de acetato de etilo/metanol en proporcién 1:1. Las placas se revelaron
con luz UV, posteriormente se cortaron de manera vertical y se revelaron con
vainillina/H.SO, y sulfato cérico/H,SO4. Con base en las bandas observadas, los
cromatofolios se cortaron en cinco secciones. Posteriormente las secciones sin revelador

se utilizaron en la bioautografia de contacto de S. aureus y se revelaron con TTC.
7.3.3.2. Cromatografia en columna del EM

En el fraccionamiento del EM por CC se emplearon 21.96 g de extracto y una fase mévil en
gradiente de acetato de etilo-metanol-agua (Tabla 2), se tomaron alicuotas de =500 mL y
el desarrollo de la columna se monitoreo igual que las anteriores. Los sélidos obtenidos

también se filtraron y se determinaron sus puntos de fusion.
7.3.3.3. Biorevelado de fracciones del EM

Al igual que en las secciones 7.3.1y 7.3.2, la mitad de las fracciones del fraccionamiento
por CC del EM se analizaron para determinar su actividad antibacteriana mediante el
biorevelado, el cual se realiz6 como se muestra en la Figura 5 y el anexo VIII. Se utilizaron
placas de aluminio cubiertas de gel de silice (G 60) de 2 cm de ancho por 6 cm de largo.
Las placas se observaron con luz UV y se revelaron sulfato cérico/H,SO,. Las fases méviles

utilizadas se presentan en la Tabla 5.



Tabla 5. Fases moviles utilizadas para el biorevelado de las
fracciones del extracto metandlico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil
M2 98:2 AcoEt/MeOH
M4 98:2 AcoEt/MeOH
M6 95:5 AcoEt/MeOH
M9 9:1 AcoEt/MeOH
M10 8:2 AcoEt/MeOH
M12 6:4 AcoEt/MeOH
M14 1:1 AcoEt/MeOH
M16 1:1 AcoEt/MeOH
M18 3:7 AcoEt/MeOH
M19 2:8 AcoEt/MeOH
M21 1:9 AcoEt/MeOH
M23 .

AcoEt: Acetato de etilo. MeOH: Metanol. »: Placa sembrada por punteo

y sin eluir.



8. RESULTADOS
ETAPAI
8.1. Evaluaciones preliminares de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay
A. mollis

8.1.1. Colecta del material vegetal

Las partes aéreas de las tres especies vegetales fueron colectadas en las barrancas del

municipio de Tonatico en octubre del 2017.

8.1.2. Rendimiento de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay A. mollis

En la Tabla 6 se presentan los rendimientos de los extractos preliminares de F. petiolaris,
F. cotinifolia y A. mollis obtenidos a partir de 5 g de material seco. En las tres especies, los
extractos metandlicos son los que tienen mayor rendimiento, en especial el obtenido de A.
mollis (12.8%).

Tabla 6. Rendimiento de los extractos hexanicos, aceténicos y metandlicos

preliminares de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis.

Rendimiento
Extracto F. petiolaris F. cotinifolia A. mollis
(9) (%) (@) (%) (@) (%)
EH 0.11 2.2 0.12 24 0.05 1
EA 0.1 2 0.12 24 0.09 1.8
EM 0.36 7.2 0.39 7.8 0.64 12.8

Rendimientos a partir de 5 g de planta seca. EH: extracto hexanico. EA: extracto

aceténico. EM: extracto metandlico.



8.1.3. Caracterizacion quimica cualitativa de los extractos de F. petiolaris, F.

cotinifoliay A. mollis

La deteccion de los principales tipos de metabolitos secundarios presentes en los extractos
preliminares de las tres especies se realiz6 mediante pruebas coloridas. En la Tabla 7 se

muestran los resultados de estas determinaciones.

Los EA de F. cotinifolia y F. petiolaris presentaron glicésidos, flavonoides, cumarinas.
Ademas, fue comun la reaccion positiva a compuestos terpénicos en las dos especies de
Ficus en los EA y EM. Finalmente, en la parte polar de ambas especies (EM) se detectd la

presencia de compuestos fendlicos, taninos, cumarinas y glicésidos (Tabla 7).

A. mollis es la especie con una mayor diversidad en su composicién quimica. EI EM
contenia casi todos grupos de metabolitos secundarios, teniendo resultados mas intensos
en las pruebas coloridas usadas para la deteccion de fenoles, taninos y glicésidos. El EA
mostrd la presencia de glicésidos, flavonoides (NaOH) y triterpenos, mientras que en el
hexanico resultd positivo en la prueba con vainillina y en la de Lieberman-Burchard (Tabla
7).



Tabla 7. Grupos de metabolitos secundarios detectados en los extractos hexanicos,

acetdnicos y metandlicos preliminares de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis.

Especies vegetales

Grupo de metabolito F. petiolaris F. cotinifolia A. mollis
EH EA EM EH EA EM EH EA EM
Alcaloides (Dragendorff) - - - - - - - - +
Alcaloides (Mayer) - - + - - + - - +
Terpenos (Vainillina) + - - + - - + - -
Triterpenos (Liebermann-
+ + + + + - + + -
Burchard)
Fenoles (FeCls) - - + - - + - - ++
Flavonoides (NaOH) - + + - + + - + +
Flavonoides (Shinoda) - - + - - + - - +
Cumarinas - + + - + + - - +
Taninos - - + - - + - - ++
Saponinas - - - - - - - - +
Glicésidos - + ++ - + ++ - + ++

+: Reaccion positiva. ++: Presencia del grupo de metabolito con reaccién colorida mas intensa.

-: Reaccion negativa. EH: Extracto hexanico. EM: Extracto metandlico. EA: Extracto aceténico.



8.1.4. Actividad antimicrobiana de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifolia y A.

mollis
Actividad antibacteriana cualitativa

Los resultados de la actividad antibacteriana de los extractos preliminares de F. petiolaris,

F. cotinifolia y A. mollis frente a S. aureus y S. epidermidis se presentan en la Tabla 7.

Los EA de F. cotinifolia y F. petiolaris presentaron halos de inhibicion de 6 mm en ambas
especies de Staphylococcus. Los EH de ambas especies vegetales fueron activos en S.
aureus (halos de 6 mm) pero no en S. epidermidis. Los EM de ambas especies de Ficus no

presentaron actividad antibacteriana (Tabla 8).

Con respecto a A. mollis, los tres extractos resultaron activos frente a S. aureus y S.
epidermidis. Los halos de mayor tamafio en S. aureus fueron con el EH y en S. epidermidis
con el EM (7.0 mm con ambos extractos) (Tabla 8).



Tabla 8. Actividad antibacteriana cualitativa de extractos hexanicos, aceténicos y

metandlicos preliminares de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis.

Halos de inhibicion (mm)

Especies vegetales

Cepa de S. aureus

Sustancia a

evaluar F. petiolaris  F. cotinifolia A. mollis
EH 6.0£0.0 6.0+0.0 7.0£0.0
EA 6.0£0.0 6.0+0.0 6.67+0.58
EM NA NA 6.0£0.0
C+ 17.14+4.56

Cepa de S. epidermidis

EH NA NA 6.0£0.0
EA 6.0£0.0 6.0+0.0 6.67+1.5
EH NA NA 7.0£0.0
C+ 28.57+2.07

Se muestra el promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar de los halos de inhibicion.
EH: Extracto hexanico. EA: Extracto acetonico. EM: Extracto metandlico. Control positivo: 25

pg/disco de cloranfenicol. NA: sin inhibicion.

Actividad antifungica cualitativa

Las especies F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis no presentaron actividad antifingica
frente a las especies de levaduras C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis ni en el hongo

filamentoso T. mentagrophytes.
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8.2. Estudio de A. mollis 2018

A partir de los resultados obtenidos en las evaluaciones preliminares de la actividad
cualitativa se decidi6 seleccionar a la especie A. mollis para continuar con las etapas Il y Il
(Secciones 7.2 y 7.3) debido a que todos los extractos fueron activos en ambas cepas

bacterianas.

8.2.1. Rendimiento de los extractos de A. mollis 2018

En la Tabla 9 se presentan los rendimientos obtenidos a partir de la colecta del 2018 de la
especie A. mollis. ElI EM fue el que presenté mayor rendimiento (10.11%) y el menor fue el
EH (1.82%). Estas proporciones coinciden con lo obtenido en los extractos preliminares de

la primera etapa.

Tabla 9. Rendimiento de los extractos hexanico,

acetdnico y metandlico de A. mollis 2018.

Rendimiento
Extracto
(¢)] (%)
EH 4.66 1.82
EA 6.72 2.62
EM 25.96 10.11

Los rendimientos de los extractos son a partir de 256.6 g de partes aéreas de planta

seca. EH: Extracto hexanico. EA: Extracto acetdnico. EM: Extracto metandlico.



8.2.2. Caracterizacion quimica cualitativa de los extractos de A. mollis 2018

En la Tabla 10 se observan tipos de metabolitos secundarios presentes en los extractos de
diferentes polaridades de A. mollis colectada en el 2018. El EM presentd en su mayoria
compuestos fendlicos (flavonoides, fenoles y taninos), ademas de glicésidos, saponinas y
triterpenos. El EA también result6 positivo para compuestos fenélicos, glicdsidos y terpenos.
Finalmente, en el EH solo se detectaron compuestos de tipo terpénico y esteroidal (vainillina

y Lieberman-Burchard).

Tabla 10. Grupos de metabolitos secundarios detectados en los
extractos hexanico, acetonico y metandlico de A. mollis 2018.

Extracto
Grupo de metabolito
EH EA EM
Alcaloides (Dragendorff) - + +
Alcaloides (Mayer) - - -
Terpenos (Vainillina) ++ + -
Triterpenos (Liebermann-Burchard) + ++ +
Fenoles (FeCls) - + ++
Flavonoides (NaOH) - + +
Flavonoides (Shinoda) - - +
Cumarinas - - -
Taninos - + +
Saponinas - - +
Glicosidos - + +

+: Reaccion positiva. ++: Presencia del grupo de metabolito con reaccién colorida
mas intensa. -: Reaccion negativa. EH: Extracto hexanico. EM: Extracto metandlico.

EA: Extracto aceténico.



8.2.3. Actividad antimicrobiana de los extractos de A. mollis 2018
Actividad antibacteriana cualitativa

En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion antibacteriana
cualitativa de los extractos de A. mollis 2018. Podemos observar que los halos de inhibicién
de mayor tamafio en S. aureus (7 mm) y en S. epidermidis (7.66 mm) se obtuvieron con el
EAy EH respectivamente. Los demas extractos presentaron halos de 6 mm, con excepcion

del EM que no result6 activo frente a S. epidermidis.

Tabla 11. Actividad antibacteriana cualitativa de los extractos hexanico,
acetonico y metanolico de A. mollis 2018.

Halo de inhibicion (mm)
Sustancia a evaluar

S. aureus S. epidermidis
EH 6.0£0.0 7.66x0.57
EA 7.0£0.0 6.0+0.0
EM 6.0£0.0 NA
C+ 17.14+4.56 28.57+2.07

Se muestra el promedio de 3 repeticionestdesviacion estandar de los halos de
inhibicién. EH: extracto hexanico. EA: extracto acetonico. EM: extracto metandlico.

Control positivo: 25 pg/disco de cloranfenicol. NA: sin inhibicién..



Actividad antifangica cualitativa

Ninguno de los extractos de A. mollis presentd actividad antifingica en las tres especies de
levaduras evaluadas (C. albicans ATCC 17MR, C. glabrata y C. tropicalis) ni en hongo
filamentoso T. mentagrophytes.

Actividad antibacteriana cuantitativa

Los resultados de la actividad antibacteriana cuantitativa de los extractos de A. mollis 2018
se presentan en la Tabla 12. EI EM present6 las CMI y CMB mas bajas en ambas especies
de Staphylococcus (S. aureus: CMI= 1.5 mg/mL y CMB>3 mg/mL y S. epidermidis: CMI=
0.37 mg/mL y CMB= 1.5 mg/mL). Mientras que con los demas extractos las CMI fueron
igual a 3 mg/mL, excepto el EA el cual tiene una CMI= 1.5 mg/mL y una CMB= 3 mg/mL en

S. epidermidis.

Tabla 12. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) de los extractos de A. mollis 2018

Especie bacteriana

Extracto S. aureus S. epidermidis

CMI CMB CMI CMB
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

EH 3.0 >3.0 3.0 >3.0
EA 3.0 >3.0 15 3.0
EM 15 >3.0 0.4 15

EH: extracto hexanico. EA: extracto acetdnico. EM: extracto

metandlico. CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.



ETAPA Il

8.3. Fraccionamiento biodirigido de los extractos de A. mollis 2018
8.3.1. Extracto hexanico (EH)
8.3.1.1. Biorevelado del EH

En la Figura 6 se muestran las cromatoplacas del EH reveladas con vainillina/H.SO4 (A) y
sulfato cérico (B). Se puede observar que con ambos reveladores las bandas detectadas
son similares. Con base en el fraccionamiento en los cromatofolios, estos se cortaron en
seis secciones. También se muestra la placa utilizada en la bioautografia que fue
bioreveladas con TTC. En el caso de la placa cromatografica utilizada en S. aureus (3C) la
banda de la seccibn 1 que corresponde al punto de aplicacion presenta actividad
antimicrobiana debido a que no se observa coloracion roja.

Banda bioactiva

A B C

Figura 6. Cromatoplacas del extracto hexanico de A. mollis 2018 reveladas con: A) Vainillina/H2SOa4,
B) sulfato cérico/H.SO4 y C) TTC utilizada en la bioautografia de S. aureus. Fase movil

Hexano/acetato de etilo en proporcion 9:1.
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8.3.1.2. Cromatografia en columna del EH

En la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos de fraccionamiento del EH de A. mollis
2018 realizado por CC. A partir de 3.66 g de extracto, se obtuvieron un total de 169 alicuotas
gue fueron agrupadas en 20 fracciones de acuerdo con su perfil en la CCF. En la fraccién
3 se recuper6 un precipitado (PH3), pero con poco rendimiento. En las fracciones 7 y 8
también se presentaron precipitados (PH7, PH8I y PH8II). En la fraccion H9 se detectaron
sélidos cristalinos con impurezas (CH9), estos tuvieron un peso de 98.4 mg, es por ello que
se decidi6 purificarlos mediante cromatografia en placa preparativa. Todos los precipitados
recuperados en el fraccionamiento presentaron coloraciones moradas al ser revelados con
vainillina/H2SO4



Tabla 13. Fraccionamiento del extracto hexanico de A. mollis 2018.

Polaridad Alicuotas Fraccion Peso (g) Observaciones
100% Hex 1-3 H1 0.0860
4-13 H2 0.0406
14-31 H3 ND Precipitados
Hex/AcoEt 98:2 32-52 H4 0.0303
53 H5 0.6090
54-60 H6 0.1113
61-62 H7 ND Precipitado blanco
Hex/ACOEt 955 63-76 H8 ND Precipitados
Cristales blancos en forma
77-83 H9 ND _
de aguja
84-92 H10 0.1466
93-107 H11 0.2139
Hex/AcoEt 9:1 108-110 H12 0.0206
111-117 H13 0.1523
118-119 H14 0.1155
Hex/AcoEt 8:2 120-125 H15 0.1593
126-134 H16 0.2305
Hex/AcoEt 7:3
135-142 H17 0.2514
Hex/AcoEt 6:4
143-158 H18 0.135
Hex/AcoEt 1:1
100% AcoEt 159-164 H19 0.0874
AcoEt/MeOH 1:1 165-169 H20 0.0602

Peso de los solidos obtenidos en el fraccionamiento cromatografico de 3.66 gramos del extracto
hexanico de A. mollis 2018. Hex: hexano. AcoEt: acetato de etilo. MeOH: metanol. ND: No

determinado.



En la Tabla 14 se presentan los puntos de fusién de los precipitados y del sélido cristalino
obtenidos en el fraccionamiento del EH de A. mollis. Los precipitados (PH7 y PH8I y PH8II)
recuperados de las fracciones H7 y H8 mostraron puntos de fusién muy cercanos y oscilan
entre los 73 y 81 °C, sin embargo, se decidié dejarlos por separado ya que tenian
impurezas. Con respecto al sélido cristalino de la H9 el punto de fusién es de 125-130 °C.
La amplitud en la temperatura de fusién indica que no estaban puros. El proceso de

purificaciéon se describe en la seccion 7.3.2.2.1.

Tabla 14. Punto de fusion de los precipitados obtenidos en el

fraccionamiento del extracto hexanico de A. mollis 2018.

Alicuotas Fraccion Nombre del precipitado Punto de fusion (°C)

61-62 H7 PH7 74-78
63-65 H8 PH8I 73-79
66-76 H8 PHSII 74-81

77-83 H9 SCH9 125-130




Soélido cristalino SCH9 de la fraccion H9

De la fraccién H9 recuperé un sélido cristalino nombrado como SCH9. Este se filtr6 y se
proces6 por medio de una cromatografia en placa preparativa. Se lograron purificar cristales
blancos en forma de aguja, los cuales se nombraron como CH9, estos presentaron un color
rosa intenso al ser revelados con vainillina/H.SO,4 lo que indica que se trata de un
compuesto terpénico, tuvieron un punto de fusion de 128-130 °C, se disuelven poco en
hexano y completamente en solventes medianamente polares como el acetato de etilo.
También se analizé su actividad antimicrobiana por el método de bioautografia de contacto
(seccion 7.3.2.3).

8.3.1.3. Biorevelado de fracciones y precitados del EH

En la Tabla 15 se muestra un resumen con la actividad de las fracciones obtenidas de la
separacion cromatografica en columna del EH que fueron evaluadas. Las fracciones que
tienen la mayor actividad son las fracciones de las 7 a la 14, con lo que podemos decir que
los compuestos bioactivos del extracto hexanico de A. mollis 2018 son de baja y media
polaridad. Por otro lado, de los seis sélidos evaluados, cuatro presentaron actividad

antibacteriana (Figura 7).



Tabla 15. Actividad antibacteriana de las fracciones y

precipitados del extracto hexanico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil Secciones bioactivas
H1 . A
H4 95:5 Hex/AcoEt 3
H7 9:1 Hex/AcoEt 1,2y3
H9 8:2 Hex/AcoEt ly3
H11 8:2 Hex/AcoEt 1ly3
H13 6:4 Hex/AcoEt 2y4
H14 6:4 Hex/AcoEt 2
H16 1:1 Hex/AcoEt 2
H18 100% AcokEt 2y 3
H20 100% AcoEt 2y 3]

PH3 . A
PH7 . !
PH8I . A
PHSII . !
SCH9 . A
CH9 . A

|: disminucion del crecimiento bacteriano. A: fraccion activa. »: Placas

sembradas por punteo y sin eluir. Hex:hexano y AcoEt: acetato de etilo.



En la Figura 7 se muestran las cromatoplacas de las fracciones H7 y H13 obtenidas en la
CC de EH A. mollis 2018. Estos cromatofolios fueron revelados con vainillina/H2SO4 (A) y
sulfato cérico/H.SO, (B). Se puede observar que con ambos reveladores las bandas
obtenidas son similares. Con base a esto las placas se cortaron en diferentes secciones.
También se muestra la placa utilizada en la bioautografia de S. aureus biorevelada con TTC
(Figura 7C). La fraccion H7 present6 bandas activas en las secciones 1, 2, y 3, cabe
destacar que ésta ultima estd completamente blanca lo que indica claramente su actividad
antibacteriana. En la fraccion H13 se encontré una banda bioactiva en la seccion 2. De
acuerdo con revelado con vainillina/H,SO4 las bandas activas presentaron coloraciones

moradas, lo que indica que se trata de compuestos terpénicos.

Seccidn bioactiva

} Bandas

bioactiva . .
} Banda bioactiva

Banda bioactiva

Figura 7. Cromatoplacas de la fraccién H7 y H13 del extracto hexanico de A. mollis 2018 reveladas

con: A) vainillina/H2S04, B) sulfato cérico/HSO4y C) TTC utilizadas en la bioautografia de S. aureus.
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En cuanto a los precipitados, todos presentaron actividad frente a S. aureus. En la Figura 8
se muestran los resultados del biorevelado de precipitados PH3, PH8I, SCH9 y CH9, se
puede observar que la zona central no hay coloracion roja, lo que indica que no hay
microorganismos vivos. Por otro lado, los precipitados PH7 y PHS8Il solo exhibieron

disminucién del crecimiento (Anexo VI).

Figura 8. Cromatoplacas de los precipitados PH3, PH8I, SCH9 y CH9 del extracto hexanico de A.
mollis 2018 reveladas con: A) vainillina/H2SO4, B) sulfato cérico/H2SO4y C) TTC en la bioautografia

de S. aureus.

En el Anexo IX se presentan las imagenes de las demas fracciones y precipitados obtenidos
en la CC del EH y que fueron evaluadas en cuanto a su actividad antibacteriana.
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8.3.2. Extracto aceténico (EA)
8.3.2.1 Biorevelado del EA

En la Figura 9 se muestran las cromatoplacas del EA, estas se observaron con luz UV y
posteriormente se revelaron con vainillina/H2SO4 (A) y sulfato cérico/H,SO4 (B). Con base
en las bandas observadas en los cromatofolios, estos se cortaron en seis secciones. En
esta Figura (C) también se presenta la placa revelada con TTC en la cual se puede apreciar
que los compuestos presentes en las secciones 1, 4 y 6 inhibieron el crecimiento de S.
aureus debido a que no se observa coloracion roja, mientras que los compuestos de las
secciones 2, 3y 5 solo disminuyen el crecimiento de dicha bacteria. Debido a esto, se puede
decir que los metabolitos responsables de la actividad del EA de A. mollis 2018 son de

mediana polaridad.

6 , } Seccién bioactiva
5 ]_ Disminucion del
crecimiento
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Figura 9. Cromatoplacas del extracto aceténico de A. mollis 2018 reveladas con: A) vainillina/H2S0Oa4,
B) sulfato cérico/H.SO4 y C) TTC utilizada en la bioautografia de S. aureus. Fase movil

hexano/acetona en proporcion 7:3.



8.3.2.2. Cromatografia en columna del EA

Para la CC del EA de A. mollis 2018 se utilizaron 5 g de extracto. Se recolectaron un total
de 194 alicuotas que se agruparon en 33 fracciones de acuerdo con los patrones obtenidos
en las CCF (Tabla 16).

En la fraccion A21 de la columna del EA se logré aislar un precipitado de color blanco que
presentd coloracion morado al ser revelado con vainillina/H.SO4 lo que indica que es de

naturaleza terpénica tuvo un punto de fusién de 258-261 °C y se disuelve en cloroformo.



Tabla 16. Fraccionamiento del extracto aceténico de A. molis 2018.

Polaridad Alicuotas Fraccion Peso (g) Observaciones
100% Hex 1-15 Al ND
Hex/Acetona 98:2 16-19 A2 0.19
Hex/Acetona 96:4 20-26 A3 0.06
27-29 A4 0.17
30-44 A5 0.27
Hex/Acetona 9:1
45 A6 0.026
46-53 A7 0.13
54 A8 0.06
55 A9 0.03
56-62 Al10 0.06
63-80 All 0.17
Hex/Acetona 8:2
81-91 Al2 0.04
92 Al3 0.01
93 Al4 ND
94-98 Al15 0.01
99 Al6 ND
100 Al7 0.01
Hex/Acetona 7:3 101-117 Al18 0.16
118-134 Al19 0.13
135-137 A20 0.11
Hex/Acetona 6:4 138-146 A21 0.03 Precipitado blanco
Hex/Acetona 1:1, 100% Acetona
147-157 A22 0.58
y Acetona/MeOH 9:1
Acetona/MeOH 9:1y 8:2 158-162 A23 0.74
Acetona/MeOH 8:2 63 A24 0.04
Acetona/MeOH 7:3 164-166 A25 0.11
167-169 A26 0.08
Acetona/MeOH 6:4
170-172 A27 0.16
Acetona/MeOH 1:1 173 A28 0.1
174-183 A29 0.34
184-185 A30 0.02
100% MeOH
186-190 A31 0.04
191-193 A32 0.08

Peso de los sélidos obtenidos en el fraccionamiento cromatografico de 5 gramos de extracto

acetonico de A. mollis 2018. ND: No determinado. Hex:hexano. MeOH: metanol.



8.3.2.3. Biorevelado de fracciones del EA

En la Tabla 17 se muestran los resultados de la actividad antibacteriana de las fracciones
del EA. Todas tienen compuestos con actividad frente a S. aureus, especialmente las
fracciones A7, A8, All, Al12, Al5, A18 y A22 en las cuales no hay coloracién en ninguna
de las secciones. Por otro lado, en A27, A29 y A32 se observa disminucion del crecimiento
bacteriano. Estos resultados indican que los compuestos presentes en el EA que tienen
actividad bactericida son medianamente polares y los que exhiben un efecto bacteriostatico

son de naturaleza polar.

Tabla 17. Actividad antibacteriana de las fracciones del extracto

acetonico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil Secciones bioactivas
A2 98:2 Hex/Acetona 1,2y3
A4 8:2 Hex/Acetona ly?2
A5 8:2 Hex/Acetona 1-4
A7 7:3 Hex/Acetona 1-4*
A8 6:4 Hex/Acetona 1-4*
A9 6:4 Hex/Acetona 1-4~*

Al2 1:1 Hex/Acetona 1-4*
Al5 1:1 Hex/Acetona 1-4*
Al8 1:1 Hex/Acetona 3y4
Al9 1:1 Hex/Acetona 3y4
A22 100% Acetona 1-4~*
A23 100% Acetona 2,3y4
A25 9:1 Acetona/MeOH 2,3,4y5
A27 7:3 Acetona/MeOH 3,4y5]
A29 6:4 Acetona/MeOH 31
A23 1.1 Acetona/MeOH 14|

}: disminucién del crecimiento bacteriano. *: inhibicién de todas las secciones.

Hex: hexano. MeOH: metanol.



Las cromatoplacas de tres de las fracciones del EA reveladas con vainillina/H2SO4 (A),
sulfato cérico H,SO4 (B) y bioreveladas TTC (C) se presentan en la Figura 10. Todas las
secciones de la fraccion A8 inhibieron el crecimiento de S. aureus debido a que no se
presentd coloracién roja en ninguna parte de la placa. La fraccién A27 contiene compuestos
que disminuyen el crecimiento de dicha bacteria ya que tiene secciones en donde se nota

una ligera coloracién roja.
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Figura 10. Cromatoplacas de las fracciones A8 y A27 del extracto acetonico de A. mollis 2018
reveladas con: A) vainillina/H2S04, B) sulfato cérico y C) TTC utilizadas en la bioautografia de S.

aureus.

En el Anexo VIl se presentan las imagenes de las demas fracciones obtenidas en la CC del

EA y que fueron evaluadas en cuanto a su actividad antibacteriana.



8.3.3. Extracto metandlico (EM)
8.3.3.1 Biorevelado del EM

En la Figura 11 se muestran las cromatoplacas del EM eluidas con dos fases mdéviles
diferentes (I y I) para optimizar la separacion de los compuestos y poder evaluar la actividad
de sus componentes. Estas placas se observaron con luz UV, se revelaron con
vainillina/H2SO4 (A), sulfato cérico/H.SO4 (B) y con TTC (C). En la placa eluida con mezcla
de cloroformo/metanol 7:3 se observa una notable inhibicion del crecimiento de S. aureus
en las secciones 1, 4 y 5. En el caso de las placas eluidas con la fase movil acetato de
etilo/metanol en proporcion 1:1 se puede observar que las secciones 4 y 5 existe una
disminucién del crecimiento microbiano. Estos resultados nos indican que los compuestos

activos presentes en el EM de A. mollis 2018 son medianamente polares.
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Figura 11. Cromatoplacas del extracto metandlico de A. mollis 2018 eluidas con I) cloroformo/metanol

en proporcién 7:3 y Il) acetato de etilo/metanol en proporcién 1:1. Secciones 1-5 de reveladas con:

A) vainillina/H2S0a, B) sulfato cérico/H2SO4y C) TTC utilizadas en la bioautografia de S. aureus.



8.3.3.2. Cromatografia en columna del EM

En el fraccionamiento por cromatografia columna del de EM (21.96 g), se obtuvieron 144
alicuotas, las cuales se unieron en 24 fracciones. En la Tabla 17 se presenta el

agrupamiento de éstas, asi como sus rendimientos.

En las fracciones de la CC del extracto metandlico de A. mollis 2018 M5, M6, M10 y M15 a
la M24 se obtuvieron 13 precipitados, los cuales fueron filtrados y posteriormente se

determinaron sus puntos de fusién (Tabla 18).



Tabla 18. Fraccionamiento del extracto metandlico de A. molis 2018.

Polaridad Alicuotas Fraccion Peso (g) Observaciones
1 M1 0.362
100% AcoEt 1-4 M2 0.0876
5-6 M3 0.0223
7-9 M4 0.3625
AcoEt/MeOH 98:2
10-12 M5 0.3243 Precipitado
13-17 M6 0.447 Precipitado
18 M7 0.0641
AcoEt/MeOH 95:5
19-21 M8 0.1804
22-26 M9 0.2741
27-38 M10 0.8622 Precipitado
AcoEt/MeOH 9: 1 39-49 M11 0.6077
50-58 M12 0.3956 Precipitado
59-63 M13 0.6622
64-74 M14 1.3144
AcoEt/MeOH 8:2 o
75-80 M15 0.5261 Precipitado
81-84 M16 0.6007 Precipitado
85-90 M17 0.6427 Precipitado
AcoEt/MeOH 7:3
91-102 M18 1.0475 Precipitado

AcoEt/MeOH 7:3
AcoEt/MeOH 6:4 103-140 M19 ND Precipitado
100% MeOH

141 M20 0.659
HO 142 M21 0.0521 Precipitado
? 143 M22 0.0326
144 M23 0.0187
Matraces de
DMSO A M24 ND Precipitado
destilacion

Peso de los solidos obtenidos en el fraccionamiento cromatogréafico de 21.96 gramos de extracto
metandlico de A. mollis 2018. AcoEt: acetato de etilo. MeOH: metanol. H20: agua destilada. DMSO:

dimetilsulféxido



En la Tabla 19 se presentan los puntos de fusion de los precipitados obtenidos en el
fraccionamiento del EM de A. mollis. Los sélidos obtenidos son bastante complejos debido
a que presentan diversas formas, solubilidad y coloraciones ademas de diferentes puntos
de fusion, lo que indica gue no son compuestos puros. En las fracciones 18, 19, 21y 22 se
detectd la presencia de sélidos cristalinos que no funden hasta los 300 °C de acuerdo con

el ensayo a la flama y son solubles en agua lo que nos indica que probablemente se trata

de una sal.
Tabla 19. Punto de fusion de los precipitados obtenidos en el
fraccionamiento del extracto metandlico de A. mollis 2018.
) _ Nombre del y
Alicuotas Fraccion o Punto de fusién (°C)
precipitado
10-12 M5 PM5 89-90, 264-267
13-17 M6 PM6 179-209
27-38 M10 PM10 243-285, 197-200 y 193-198
50-58 M12 PM12 189-193
75-80 M15 PM15 75-80
81-84 M16 PM16 115-119y 172-180
85-90 M17 PM17 214-229
91-102 M18 PM18 192-203 y probablemente sales
103-140 M19 PM19 Probablemente sales
141 M20 PM20 155-164, 260-266 y 294-300
142 M21 PM21 260-268 y probablemente sales
143 M22 PM22 Probablemente sales
Matraces de
M24 PM24 ND

destilacion

ND: No determinado



8.3.3.3. Biorevelado de fracciones del EM

En la Tabla 20 se presenta un resumen de la actividad de las fracciones del EM
seleccionadas para la evaluacion por bioautografia. Algunas secciones de las fracciones
M2, M6, M12, M16, M18, M19 y M21 presentan una leve disminucién del crecimiento
microbiano de S. aureus, esto debido a que presentan una tenue coloracién roja, lo que
indica el efecto bacteriostatico de los compuestos. Por otro lado, las M4, M10, M14 y M23
no tuvieron actividad frente a dicha bacteria. Estos resultados nos dicen que los compuestos
presentes en el EM de A. mollis 2018 podrian tener efecto sinérgico entre ellos, esto debido
a que la actividad antibacteriana obtenida con el extracto completo (Figura 11) es mayor a

la observada en las fracciones (Figura 12).

Tabla 20. Actividad antibacteriana de las fracciones del extracto
metandlico de A. mollis 2018.

Fraccion Fase movil Secciones bioactivas
M2 98:2 AcoEt/MeOH 2|
M4 98:2 AcoEt/MeOH NA
M6 95:5 AcoEt/MeOH 14 ]
M9 9:1 AcoEt/MeOH 4
M10 8:2 AcoEt/MeOH NA
M12 6:4 AcoEt/MeOH 4|
M14 1:1 AcoEt/MeOH NA
M16 1:1 AcoEt/MeOH 1,2y5]
M18 3:7 AcoEt/MeOH 3y4]
M19 2:8 AcoEt/MeOH 1y4 |
M21 1:9 AcoEt/MeOH 4
M24 . NA

|: disminucion del crecimiento. NA: fraccion no activa. e: Placa sembrada

por punteo y sin eluir. AcoEt: acetato de etilo. MeOH: metanol.



En la Figura 12 se muestran las cromatoplacas de tres de las fracciones obtenidas por
medio de la cromatografia en columna de extracto metandlico reveladas con sulfato cérico
(A) y TTC (B). La fraccién M2 aun presenta una leve coloracion roja, lo que indica que los
compuestos presentes en dicha fraccion tienen actividad bacteriostatica. La fraccion M14
no exhibié actividad en S. aureus ya que todas las secciones se colorearon de rojo. En la
fraccion M21 la seccion 4 contiene compuestos que muestran bioactividad frente a la

bacteria antes mencionada.

Seccién
bioactiva

Disminucion Fraccién
de L sin
crecimiento actividad

Figura 12. Cromatoplacas de las fracciones M2, M14 y M21 del extracto metandlico de A. mollis 2018

reveladas con: A) sulfato cérico/H2SO4y B) TTC utilizadas en la bioautografia de S. aureus.

En el Anexo VIII se presentan las imagenes de las demas fracciones obtenidas en la CC
del EM que fueron evaluadas en cuanto a su actividad antibacteriana.

69



9. DISCUSION
ETAPA I

9.1. Evaluaciones preliminares de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay

A. mollis

En todo el mundo se ha reportado que los géneros Ficus y Acalypha se utilizan en medicina
popular para el tratamiento de diversas enfermedades causadas por microorganismos

gracias a sus constituyentes quimicos (Algasoumi et al., 2014 y Seebaluck et al., 2015).

9.1.1. Rendimientos de los extractos de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifoliay

A. mollis

Los EM de F. petiolaris y F. cotinifolia fueron los de mayor rendimiento (7.2 y 7.8 %
respectivamente) (Tabla 6). Mandal y colaboradores en el 2000, realizaron extractos de las
hojas de F. racemosa con solventes de diferentes polaridades (éter de petréleo, benceno,
cloroformo, acetona, metanol y agua), a partir de 500 g de hojas secas reportan los
extractos de alta polaridad presentaron mayor rendimiento (metanol 12.92% y agua
10.13%).

En el caso de A. mollis el extracto que presentd mayor rendimiento fue el EM (12.8%) y el
menor fue el EH (1%) (Tabla 6). Estos resultados son similares a los obtenidos por Zavala
y colaboradores en el 2008, dichos autores mencionan que el extracto de A. aff. mollis con
menor rendimiento fue el obtenido con hexano (1.2%) y que los de mayor rendimiento

fueron los extractos de alta polaridad (metanol 5.8% y agua 8.9%).

Es dificil contrastar los resultados obtenidos en el presente trabajo con otros reportes,
puesto que la cantidad de material vegetal que utilizan en otras investigaciones es mayor,
pero se observa la tendencia de que los extractos polares son los mas abundantes.
Ademés, Dhanani y colaboradores en el 2017 mencionan que el rendimiento de los
extractos varia por muchos factores como la composiciébn quimica de los mismos, el
proceso de extraccion y la polaridad del disolvente. Sin embargo, si se mantiene el hecho
de que en estos géneros es mayor la produccion de compuestos polares respecto a los no

polares.



9.1.2. Caracterizacion quimica cualitativa de F. petiolaris, F. cotinifolia y A. mollis

En la Tabla 7 podemos observar que los EM de estas tres especies vegetales presentaron

la mayor diversidad de grupos de metabolitos secundarios.

Los EM de F. petiolaris y F. cotinifolia presentan flavonoides, fenoles, taninos, glicésidos,
cumarinas y terpenos (Tabla 7), lo cual corresponde con lo reportado en una revision de la
especie F. sycomorus L. hecha por Hossain en el 2019. Estos autores mencionan que los
compuestos aislados de la parte aérea y en las raices son diferentes tipos de terpenoides,
fenilpropanoides, acidos fendlicos y flavonoides. Otros autores reportan la presencia de
taninos, polifenoles, esteroides, saponinas, flavonoides en los extractos de diferentes
polaridades de F. auriculata y F. retusa L. (Gaire et al., 2011; Semwal et al., 2013). Por otro
lado, Gaire y colaboradores (2011) también reportan la presencia de alcaloides, lo que
difiere con lo obtenido en el presente trabajo. Lo anterior puede deberse a la parte y
cantidad utilizada, pues los extractos obtenidos por estos autores fueron hechos a partir de
4 kg de corteza seca de F. auriculata.

La especie A. mollis presento casi todos los grupos de metabolitos secundarios estudiados.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por diversos autores, los cuales mencionan
gue el género Acalypha tiene diferentes clases de metabolitos. Por ejemplo, Gutierrez-Lugo
y colaboradores (2002) encontraron triterpenos tipo cicloartano en A. communis. En
extractos de A. integrifolia Willd. se ha detectado la presencia de terpenos, taninos,
polifenoles, saponinas, cumarinas, flavonoides y azlcares (Seebaluck-Sandoram et al.,
2018).

En el extracto aceténico de A. mollis se detectaron sélo flavonoides, glicésidos y triterpenos.
A diferencia de lo reportado también por Takle y colaboradores en el 2011 quienes indican
que la fraccién cloroférmica de A. indica contiene alcaloides y la de acetato de etilo
flavonoides y taninos. Las diferencias pueden deberse a que estos autores obtuvieron
fracciones de diferentes polaridades a partir de un extracto etandlico, el cual podia contener

otros grupos de metabolitos como son esteroides y carbohidratos.



9.1.3. Actividad antimicrobiana de los extractos de F. petiolaris, F. cotinifolia y A.

mollis

La investigaciéon de las plantas medicinales se ha vuelto muy importante ya que tienen un
gran potencial terapéutico para curar muchas enfermedades infecciosas (Gaire et al., 2011).
Los nueve extractos obtenidos de las partes aéreas de las tres especies fueron evaluados
contra dos especies bacterianas que causan infecciones cutdneas en humanos las cuales

fueron S. aureus y S. epidermidis.
Actividad antibacteriana cualitativa

Los EA de las especies de Ficus tuvieron actividad en ambas cepas de Staphylococcus. En
el caso de los EH, éstos s6lo mostraron actividad en S. aureus. Ninguno de los extractos
metandlicos de las especies de Ficus exhibieron actividad (Tabla 8). Esto difiere a lo
reportado por diversos autores como Kuete y colaboradores en el 2008, ellos registraron
halos de inhibicion en S. aureus de 14 y 16 mm con los extractos metandlicos de F.
chlamydocarpa y F. cordata, respectivamente. El extracto metandlico de F. auriculata
también es activo frente a S. aureus (Gaire et al., 2011), al igual que el extracto etandlico
de la corteza de F. religiosa Forssk. y F. recemosa (Nair y Chanda, 2007). Estas diferencias
en la actividad reportada en la bibliografia pueden deberse a que en el presente trabajo se
utilizaron 5 g de material vegetal, mientras que estos autores utilizaron cantidades mayores

a 1 kg, ademas de analizar otros 6rganos de la planta, como lo es la corteza.

Como se menciond anteriormente, los EM de F. cotinifolia y F. petiolaris presentaron taninos
en la deteccion de metabolitos (Tabla 7), sin embargo, no fueron activos frente a las
especies de Staphylococcus utilizadas. Esto difiere a lo reportado por Gaire y colaboradores
en el 2011, quienes mencionan que los taninos pueden ser los compuestos responsables
de la actividad antimicrobiana que muestran las especies de Ficus, sin embargo, esto puede
deberse a las partes utilizadas de las plantas. Como reportan Khatoon colaboradores en el
2010, los taninos responsables de actividad antimicrobiana se encuentran en la corteza y

en el presente estudio se utilizaron solo ramas y hojas.

Los tres extractos de A. mollis presentaron actividad frente a S. aureus y S. epidermidis
(halos entre 6 y 7 mm). Algunos autores mencionan que muchas especies del género
Acalypha muestran actividad antimicrobiana. Por ejemplo, A. monostachya exhibié efectos

inhibitorios contra S. aureus y S. epidermidis, con el EM se reportan halos de 9.0y 8.6 mm,



respectivamente y con el EH halos de 7 mm en ambas especies (Canales et al., 2011). Los
extractos de alta polaridad de A. mollis podrian tener compuestos como el 4cido galico, que
es activo contra S. aureus y E. coli (Lamikanra, et al., 1990) o la corilagina, la cual es eficaz
frente a S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, MERSA, K. pneumoniae y C. albicans (Burapadaja
y Buncho, 1995).

La actividad antimicrobiana observada de los extractos de A. mollis, F. petiolaris y F.
cotinifolia puede atribuirse a la presencia de compuestos como flavonoides, saponinas,
taninos glicésidos y fenoles presentes en las hojas. Se ha reportado que este tipo de
compuestos desempefian un papel importante en la inhibicién y el retraso del crecimiento
bacteriano (Oluduro et al., 2011; Zahidin et al., 2017).

Actividad antifungica cualitativa

Ninguno de los extractos preliminares de las tres especies vegetales present6 actividad en
levaduras ni en el hongo T. mentagrophytes. Los hongos son de los microorganismos mas
resistentes a los compuestos antimicrobianos, esto es debido a que pueden presentar
resistencia innata o primaria (la cual se da antes de la exposicibn a una molécula
antifingica) y a su gran capacidad de adaptacion a los cambios ambientales (Ponton y
Quindés, 2006).

Los hongos han desarrollado diversos mecanismos por los cuales generan resistencia a los
antifingicos, como la sobreproduccion de blancos enzimaticos, implementacién de vias

metabdlicas alternas y la produccién de bombas de flujo (Mesa y Bueno, 2004).

ETAPA I

9.2. Estudio de A. mollis 2018

Recapitulando todo lo anterior, los extractos de la especie A. mollis fueron los que
presentaron mejor actividad antibacteriana, es por ello por lo que se seleccioné esta especie

vegetal para continuar con las etapas posteriores.

9.2.1. Rendimiento y caracterizacién quimica cualitativa de los extractos de A. mollis
2018

En la Tabla 9 se muestran los rendimientos obtenidos de la especie A. mollis colectada en

el 2018. El extracto EM (10.6%) tiene mayor rendimiento en comparacion con el EH



(1.82%). Estos resultados son similares a los que se reportan con anterioridad en la seccién
8.1.2 (Tabla 6). Por lo que los resultados obtenidos en esta etapa también pueden ser
respaldados con lo reportado por Zavala y colaboradores en el 2008, quienes mencionan

gue el extracto de A. aff. mollis con mayor rendimiento fueron los extractos de alta polaridad.
9.2.2. Caracterizacion quimica cualitativa de los extractos de A. mollis 2018

Los extractos de A. mollis 2018 presentaron casi todos los tipos de metabolitos secundarios
evaluados, con excepcion de alcaloides y cumarinas (Tabla 10). Esto se respalda por lo
mencionado por Subbarayan y colaboradores (2010), quienes indican que los extractos de
diferentes polaridades de A. fruticosa tienen compuestos triterpenoides, esteroides, taninos,
fenoles y flavonoides. Fawzy y colaboradores en el 2017 estudiaron la especie A. fruticosa,
donde primero realizaron una columna cromatografica del extracto metandlico y
posteriormente los compuestos que lograron purificar fueron analizados por medio de
espectroscopia de masas y resonancia magnética, llegando a la conclusion de que A.
fruticosa contiene como metabolitos principales el glucésido de la 2-metil-5,7-
dihidroxicromona, la acalifina, la apigenina y el kaempferol.

9.2.3. Actividad antimicrobiana de los extractos de A. mollis 2018
Actividad antibacteriana cualitativa

Podemos observar en la Tabla 11 que todos los extractos de A. mollis tienen actividad
contra S. aureus (halos de entre 6 y 7 mm). Los EH y el EA exhibieron actividad frente a S.
epidermidis. Estos resultados coinciden con lo reportado por Teklani y Perera en el 2016,
ellos mencionan que los extractos de diferentes polaridades de A. indica presentaron halos

de inhibicion de 7 mm frente a una cepa de S. aureus.

El EM fue activo contra S. aureus (hola de inhibicion de 6.0+0.0 mm) pero no frente S.
epidermidis. Adesina y colaboradores (2000) mencionan que los extractos metandlicos de
A. ciliata, A. indica, A. hispida y tres variedades de A. wilkesiana presentan halos de

inhibicién de entre 3y 10.5 mm frente a S. aureus.

Los halos de inhibicion de mayor tamafio los present6 el EH. Pragada et al., 2011 reportan
que el extracto hexanico de A. indica inhibe el crecimiento de varias especies de bacterias
incluyendo a S. epidermidis y que contiene terpenoides y esteroides. Marrez y

colaboradores (2017) mencionan que A. wilkesina posee propiedades antibacterianas las



cuales se deben a la presencia de compuestos del tipo sesquiterpenos, monoterpenos y

triterpenoides entre otros.
Actividad antifungica cualitativa

Ninguno de los extractos de A. mollis 2018 present6 actividad en levaduras ni en T.
mentagrophytes. Esto difiere a lo publicado por autores como Canales y colaboradores
(2011) quienes reportan que el EM de A. monostachya tiene una CLso= 430 p/mL frente a
T. mentagrophytes y por lo mencionado por Adesina y colaboradores (2000), ellos sefialan
que dos variedades de A. wilkesiana presentan actividad contra C. pseudotropicalis (halos
de inhibicién de 12 y 9 mm). Es probable que los extractos A. mollis utilizados en el presente
estudio no contengan los compuestos responsables de la actividad antifingica que
presentan otras especies del género Acalypha. Adesina y colaboradores (2000), también
mencionan que las propiedades antimicrobianas de la A. wilkesiana y de A. hispida se
deben, principalmente, a la geraniina; si bien en el EM de A. mollis se detecté la presencia
de taninos, puede ser que no esté presente este compuesto o no se alcance la
concentracion necesaria para exhibir un efecto antifingico. Top y colaboradores (2017)
mencionan que las condiciones ambientales influyen en la composicién de los taninos de
las plantas. Entre ellas se encuentran el fotoperiodo, el pH del suelo, la disponibilidad de

nutrientes.
Actividad antibacteriana cuantitativa

Los resultados de la actividad antibacteriana cuantitativa de los extractos de A. mollis
colectada en el 2018 se presentan en la Tabla 12. El extracto que exhibi6 las CMI mas bajas
para S. aureus y S. epidermidis fue el EM (CMI= 1.5 y 0.3 mg/mL respectivamente). Esto
es similar a lo reportado por Noumedem, y colaboradores (2013) quienes reportan que
extracto metandlico de A. manniana impide el crecimiento de S. aureus a una CMI=0.25
mg/mL. También Canales y colaboradores (2011) reportan que el EM de A. monostachya
fue activo en S. aureus y S. epidermidis, presentando CMI de 1.5 mg/mL en ambas
especies. Otros autores evaluaron la actividad antimicrobiana de A. indica y reportan que

el extracto que presenta CMI més pequefias es el metandlico (Soruba et al., 2015).

Solomon y colaboradores (2005) mencionan que los extractos metandlicos de Acalypha
indica suelen ser mas activos debido a que contienen mas compuestos bioactivos.

Seebaluck-Sandoram y colaboradores (2018) mencionan que los grupos de metabolitos



secundarios como taninos, polifenoles, cumarinas, flavonoides y glicésidos pueden ser los
responsables de la actividad antimicrobiana de A. intergrifolia. Esto con coincide la actividad
de A. mollis observada en el presente estudio ya que de acuerdo con las pruebas coloridas
para detectar los principales tipos de metabolitos secundarios (Tabla 9) se determiné que
el extracto metandlico dio positivo a triterpenos, fenoles, flavonoides, cumarinas, taninos,

saponinas y glicésidos.

ETAPAIII

9.3. Fraccionamiento biodirigido de los extractos de A. mollis 2018
9.3.1. Extracto hexanico (EH)
9.3.1.1. Cromatografia en columna del EH

La mayoria de las fracciones obtenidas del EH de A. mollis al ser reveladas con vainillina
dan coloraciones moradas y rosas, lo que nos indica que se trata de compuestos de tipo
terpénico (Wagner, 2001), lo cual coincide con los resultados de las pruebas coloridas de
este extracto (Tabla 7 y 10). La polaridad de las fracciones y compuestos obtenidos es baja
ya que la mayoria se disuelven en hexano, solo pocas se disuelven por completo en acetato

de etilo.

El punto de fusién determinado para el sélido cristalino SCH9 obtenido en el
fraccionamiento del EH fue de 128-130 °C (Tabla 14). El rango en el punto de fusion,
ademas del perfil cromatografico en CCF, significa que el compuesto no esta
completamente puro. Ya que como lo dice Dominguez, 1980, el punto de fusion para un

compuesto puro no debe variar en mas de 1° C.
9.3.1.2. Biorevelados del EH y de sus fracciones

El biorevelado del EH de A. mollis (Figura 6C) muestra que este extracto tiene actividad
antibacteriana frente a S. aureus ya que en las zonas de mayor polaridad (punto de

aplicacion) las placas no se tifieron de rojo al ser revelada con TTC.

Por otro lado, en el biorevelado de las 10 fracciones del EH de A. mollis 2018, se observa
gue son activas debido a que en todos los cromatofolios existen algunas bandas sin

coloracion (Tabla 15 y Anexo VI).



Al comparar las bandas bioactivas presentes en el extracto y en las fracciones con las
placas las reveladas con vainillina/H2SO4, se observa que las bandas bioactivas con TTC
presentan coloraciones moradas cuando son reveladas con vainillina/H,SO4, 10 que
significa que son compuestos de tipo terpénico. Aungque el mecanismo de accién de los
terpenoides no se comprende completamente, se especula que por ser compuestos
lipofilicos (Savoia, 2012) pueden interactuar con los lipidos presentes en la membrana
celular de las bacterias, lo que las hace mas permeables y conduce a la ruptura del organelo
provocando la fuga extensa de los componentes celulares y pérdida de iones (Solérzano-
Santos y Miranda-Novales, 2012 y Tariq et al.,, 2019). Los terpenos también pueden
interactuar con las proteinas incorporadas a la membrana, cambiando su conformaciéon y
por lo tanto su funcionalidad comprometiendo asi la supervivencia de las bacterias
(Radulovic et al., 2013).

9.3.2. Extracto aceténico (EA)
9.3.2.1. Cromatografia en columna del EA

En cuanto al EA, la mayoria de las fracciones obtenidas necesitan de un solvente de baja
polaridad para disolverse, como son las mezclas de hexano-acetona (Tabla 16).
Complementando con los datos presentados en la Tabla 9, se puede afirmar que los
compuestos presentes en estas fracciones podrian tener naturaleza de tipo terpénica de

baja y mediana polaridad.

El precipitado obtenido en la fraccion A21 presentd un punto de fusién de 258-261 °C, lo
gue nos indica que aun presenta impurezas debido a que los compuestos puros tienen una
diferencia de maximo 1°C (Dominguez,1980). El precipitado A21 al ser revelado con
vainillina/H.SO4, presenta una coloracion morada, por lo que su naturaleza es terpénica
(Wagner, 2001). Se han reportado varios terpenos en algunas especies del género
Acalypha como los acidos 16a-hidroxicdlico, 15 a-hidroxicdlico, 73,16 B-dihidroxi-1,23-

dideoxijésico (Gutierrez-Lugo et al., 2002) o cuadrangularico (Anokwuru et al., 2015).
9.3.2.2. Biorevelados del EA y de sus fracciones

En el biorevelado del EA (Figura 9) la seccion 1, de los compuestos mas polares, y las
secciones 4 y 6 de los compuestos menos polares, presentaron una inhibicién del
crecimiento de S. aureus. Por otro lado, la actividad antimicrobiana de las fracciones del EA

se presenta en la Tabla 17, practicamente todas las fracciones evaluadas presentaron



secciones bioactivas, lo que corresponde con lo observado en el biorevelado general del

EA completo.

Tanto el EA como las fracciones obtenidas por CC presentan bandas bioactivas al ser
reveladas con TTC, ademas de coloraciones moradas o rosas al reaccionar con la
vainillina/H.SO., indicando que son compuestos terpénicos. Selvamani y Balamurugan
(2015) reportan que A. indica también presenta compuestos de tipo terpenoide. Este amplio
grupo de metabolitos ademas de permeabilizar las membranas bacterianas (Betancourt et
al., 2012) ambas al final actian de otras maneras, por ejemplo, pueden interrumpir otras
actividades celulares de las bacterias incluyendo la produccién de energia y el transporte

de membrana (Solérzano-Santos y Miranda-Novales, 2012).

El EA ademéas de terpenos, en las pruebas coloridas presenté compuestos de tipo fenoles,
flavonoides y taninos (Tabla 10). En la especie A. wilkesiana se han reportado metabolitos
como el galato de metilo y los acidos galico, elagico, brevifolincarboxilico (Marrez et al.,
2017). Selvamani y Balamurugan (2015) mencionan que la especie A. indica también
contiene metabolitos de tipo terpenoide, flavonoides, compuestos fendlicos y taninos. Estos
desempefian un papel importante en la inhibicion y el retraso del crecimiento bacteriano
debido a que pueden dafiar la membrana celular, provocar la inactivaciéon y la pérdida de
funcion de las proteinas y enzimas bacterianas unidas a esta, lo que conduce a su muerte
(Savoia, 2012).

9.3.3. Extracto metandlico (EM)
9.3.3.1. Cromatografia en columna del EM

Con el fraccionamiento del EM de A. mollis 2018 se obtuvieron 24 fracciones de mediana a
alta polaridad (Tabla 18). En muchas de las fracciones se logré obtener precipitados los
cuales tienen puntos de fusiéon con un rango muy amplio (Tabla 19) lo que indica que aln
presentan impurezas (Dominguez,1980), y/o que son varios los compuestos que estan

precipitando del extracto.

El EM presentd la mayor diversidad de grupo de metabolitos secundarios en las pruebas
coloridas (Tabla 10) como compuestos fendlicos, flavonoides y taninos. En especies del
género Acalypha como A. hispida se han identificado algunos flavonoles como kaempferol

y la quercetina (Noumedem et al., 2013), en A. wilkesiana se identificaron compuestos como



acido galico, corilagina y geranina (Seebaluck et al., 2015). Ying-Tsun y colaboradores
(1997) informaron la presencia de compuestos fendlicos como la geranina, la corilagina, el
acido chebulagico y la glucogalina en A. indica. Muchos de estos flavonoides detectados
en especies de Acalypha son reportados con actividades terapéuticas como antibacterianos
(Zahidin, et al., 2017).

9.3.3.2. Biorevelados del EA y de sus fracciones

El birevelado de las dos placas del EM (Figura 11) indica que los compuestos presentes en
las secciones 4y 5 exhibieron actividad antimicrobiana frente a S. aureus. Estos metabolitos
podrian ser de tipo fendlicos, flavonoides y taninos, de acuerdo con revelado quimico con
sulfato cérico/H,SO4. Flavonoles como la quercetina y el kaempferol pueden destruir la
membrana citoplasmética e inhibir el metabolismo energético (Ahmad et al., 2015). Esto es
gracias a sus grupos funcionales, por ejemplo, los grupos OH interactian con la membrana
celular de las bacterias mediante puentes de hidrogeno modificando su estructura, lo que
induce la pérdida de contenido celular. Los dobles enlaces del nicleo aromatico pueden
provocar alteraciones en la membrana, afectando la fuerza protén-motriz, reduciendo el
gradiente de pH y en consecuencia la produccion de ATP (Bouarab-Chibane et al., 2018).
Por otro lado, los taninos pueden inhibir o formar complejos con las enzimas, proteinas y
polisacéaridos, tienen accion directa sobre las membranas de los microorganismos, el
metabolismo bacteriano a través de la inhibicion de la fosforilacion oxidativa y la quelacion
de iones metalicos (Scalbert, 1991 y Akiyama et al., 2001). Din y colaboradores (2013)
mencionan que los elagitaninos presentes en A. wilkesiana se caracterizan por su grupo
hexahidroxidifenoilo que libera acido elagico, también son capaces de precipitar las

proteinas y eliminar los cofactores metalicos provocando asi la muerte de las bacterias.

Las fracciones del EM de A. molis 2018 en su mayoria sélo disminuyeron el crecimiento de
S. aureus (Tabla 12 y Anexo VIII). Si comparamos los resultados de las fracciones con lo
observado en el biorevelado del extracto metandlico, podemos decir que la actividad del
extracto es mayor a la actividad de las fracciones, esto puede deberse a efectos sinérgicos
entre los diversos compuestos presentes en la planta. Los extractos de plantas estan
formados por mezclas complejas de compuestos (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009), las
cuales pueden ser capaces de llegar a multiples sitios objetivo, esto les otorgd a las plantas

la capacidad de presentar efectos polifarmacoldgicos a lo largo de la evolucién (Gertsch,



2011). Esta caracteristica puede proporcionar a las mezclas vegetales de compuestos

bioactivos la capacidad de ejercer efectos terapéuticos sinérgicos (Wagner, 2011).

Hay cuatro mecanismos tedéricos de interacciones antimicrobianas que producen sinergia:
(D la inhibicion secuencial de varios pasos en una determinada via bioquimica, (ll) la
inhibicién de las enzimas que degradan o expulsan los antimicrobianos, (lll) la interaccion
de varios antimicrobianos con la pared celular, o (IV) la interaccion con la pared o la
membrana celular que conduce a una mayor captacién de otros antimicrobianos. Otra
posibilidad de que se produzcan efectos sinérgicos podria ser que los compuestos

antimicrobianos tengan un modo de accién diferente (Hyldgaard et al., 2012).

Un ejemplo de sinergia es el presentado por Tomas-Menor y colaboradores (2015), ellos
determinaron que las combinaciones entre los flavonoles (glucdsido de quercetina y
mircetina), un elagitanino (punicalagina) y su unidad monomérica (acido elagico) presentes
en el extracto acuoso de Cistus salviifolius L., mostraron un claro comportamiento sinérgico
contra S. aureus. Estos autores mencionan este fendmeno puede deberse a que estos
metabolitos tienen la capacidad de mostrar preferencias por dianas moleculares
completamente diferentes, por ejemplo, la punicalagina alcanza su objetivo molecular en la
membrana bacteriana debido a su mayor tamafio, mientras que el acido elagico puede
ejercer sitos actividad en sitios mas profundos, esto podria explicar la fuerte actividad
antimicrobiana del extracto completo de A. mollis. También mencionan que el extracto de
C. salviifolius es una combinacion compleja de polifenoles, por lo que pueden producirse

otras interacciones multiples desconocidas.
9.4 Discusion final

Los extractos y las fracciones de Acalypha mollis demostraron tener actividad frente a
Staphylococcus aureus, esto es relevante debido a que esta bacteria es un patégeno
facultativo que se encuentra en la piel y las superficies nasales (Bitschar et al., 2020), es
importante en el &mbito hospitalario debido a que corresponde al aislamiento microbiolégico
més frecuente encontrado en las infecciones de la piel. También S. aureus es capaz de
provocar una variedad de enfermedades debido a que tiene la capacidad de sobrevivir en

condiciones extremas y propagarse a través de los tejidos del huésped (Braz et al., 2020).

S. aureus pertenece a un grupo de patdgenos llamados “ESKAPE” (Boucher et al., 2009);

estas siglas derivan de la primera letra del nombre cientifico de cada una de estas bacterias



(Enterococcus spp, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter
spp). Este grupo de seis microorganismos han probado su capacidad para relativamente
“escapar” de los efectos de casi cualquier antimicrobiano, ademas la causa principal de las

infecciones hospitalarias (Chavez-Jacobo, 2020).

Los productos naturales extraidos de plantas se identifican como una fuente de compuestos
bioactivos con un amplio espectro de acciones diferentes de los antibiéticos tradicionales
(Porfirio et al., 2017).

Se han estudiado diversas especies de plantas medicinales que producen fitoquimicos
activos contra una amplia gama de microorganismos (Gibbons, 2004), incluyendo a
especies del género Acalypha. Dichas plantas son importantes en la medicina tradicional
de muchos paises, ademas en todo el mundo se han publicado investigaciones donde se
describe que este género contiene compuestos bioactivos que podrian contribuir directa o
indirectamente a sus propiedades biologicas (Seebaluck et al.,, 2015). En este estudio
determinamos que A. mollis presenta terpenos, fendlicos, flavonoides, cumarinas, taninos,
saponinas y glicésidos, ademas de que tiene actividad antibacteriana frente a S. aureus.
Esto comprueba el uso tradicional que se les ha dado en México y en otros paises a muchas

especies de Acalypha.



10. CONCLUSIONES

En los extractos hexanicos de las especies de Ficus se detectd la presencia de
terpenos; en los acetonicos flavonoides, cumarinas y glicésidos; y en los
metandlicos fenoles y glicdsidos. Por otro lado, el extracto metandlico preliminar de

A. molis present6 la mayor diversidad de grupos de metabolitos secundarios.

Los extractos polares de las especies de Ficus no exhiben actividad antibacteriana
frente a S. aureus y S. epidermidis, mientras que los extractos preliminares de A.
mollis presentaron actividad antimicrobiana en ambas especies bacterianas. Sin
embargo, ninguno de los extractos de las tres especies vegetales tuvo actividad

antifingica.

La composicion quimica de A. mollis varié en los dos afios de colecta en cuanto a

la presencia de alcaloides, terpenos y saponinas.

El extracto metandlico de A. mollis 2018 contiene la mayor diversidad de metabolitos
secundarios y fue el mas activo ya que presento las menores CMI (S. aureus CMI=
1.5 mg/mL y S. epidermidis CMI=0.37 mg/mL).

El fraccionamiento biodirigido de los extractos hexanicos y aceténicos de A. mollis
2018 demuestran que la planta es rica en metabolitos terpénicos con actividad
antibacteriana. Ademas del extracto hexanico se purificaron cristales también de
naturaleza terpénica, los cuales exhibieron actividad antibacteriana frente a S.

aureus.

El fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico A. mollis 2018 demostré que
las fracciones presentaron menor actividad antibacteriana en comparacién con el

extracto completo, lo que sugiere un efecto sinérgico.
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12. ANEXOS

Anexo | Deteccién cualitativa de grupos de metabolitos secundarios

Alcaloides (Dominguez, 1973)

Las técnicas de reconocimiento estan basadas en la capacidad que tienen los alcaloides

en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados formando

precipitados. (Coy-Barrera et al., 2014).

Para la deteccion de alcaloides se utilizd6 1 mg de extracto disuelto en 1 mL de solvente,

este se colocd en un tubo de ensayo. Posteriormente se agregaron 500 pL de reactivo del

reactivo correspondiente (Dragendorff o Mayer).

Reactivo de Dragendorff: se prepara mezclando 8 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 mL de acido nitrico al 30 % con una solucién de 27.2 g de
yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se deja en reposo por 24 horas, se decanta y
se afora a 100 ml. La presencia de alcaloides se detecta por la formacion de un
precipitado naranja rojizo (Coy-Barrera et al., 2014).

Con el reactivo de Dragendorff muchos alcaloides presentes en extractos vegetales
forman con el bismuto, yoduros dobles insolubles de férmula general Bil; - HI.
Reactivo de Mayer: se prepara disolviendo 1.3 g de bicloruro de mercurio en 60 mL
de agua y 5 g de yoduro de potasio y se afora a 100 mL. Los alcaloides se detectan
como un precipitado color lanco o crema.

Con el reactivo de Mayer el yoduro de potasio cuando reacciona con cloruro de

mercurio forma un precipitado rojo de yoduro mercdrico: [HgCl, + 21" — 2
Cr+ Hglz] soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un anion
complejo incoloro: Hgl, + 17 — Hglf{]. La solucién alcalina de este complejo sirve
para descubrir indicios de amoniaco. Los alcaloides por su caracter nitrogenado

pueden comportarse de forma similar al amoniaco, ante este reactivo (Coy-Barrera
et al., 2014).

Terpenos

Vainillina/H.SO, (Wagner, 2001): para la deteccion de monoterpenos se utilizé
CCF. Los cromatofiolios se asperjaron con solucién de vainillia al 1% en etanol,

posteriormente se asperjaron con H2SOs al 10% disuelto en etanol. Después se



calentaron en una parrilla a 110°C durante 5-10 min bajo observacién. La presencia
de coloraciones rosas o0 moradas s considera un resultado positivo a monoterpenos.
o Liebermann-Burchard (Rivas-Morales et al., 2016): Para esta reaccion se
utilizaron 1 mg de extracto disuelto en 1 mL de solvente, esto se colocé en un tubo
de ensayo y se adiciono 1 mL de cloroformo y 1 mL de anhidrido acético y se dej6
reposar en frio 5 min. Posteriormente se adiciono 3-6 gotas de &cido sulfdrico
concentrado. La aparicion de un color azul o morado es prueba positiva para
esteroles y color rojizo para triterpenos.
La reaccién de Liebermann-Burchard es tipica de los esteroides y triterpenos que
contienen dos dobles enlaces conjugados en un mismo anillo, en dos anillos
adyacentes o un doble enlace de un anillo adyacente con un grupo hidroxilo. La
reaccion debe realizarse en un medio absolutamente anhidro, ya que al existir
moléculas de agua estas reaccionan con el anhidrido acético, anulando de esta
manera la reaccion con el nicleo esteroidal o triterpenoide. El diclorometano
solubiliza a la muestra favoreciendo la captacion de alguna molécula de agua
presente y el acido sulfarico, favorece la deficiencia electrénica del anhidrido
acético, el cual es estabilizado por los electrones de los dobles enlaces (dienos)
conjugados, dando de esta manera la coloracién respectiva (Vidaurre-Martinez et
al., 2007).

Compuestos fendlicos generales (Rivas-Morales et al., 2016)

Para esta prueba se utiliz6 1 mg de extracto disuelto en 1 mL de solvente, este se colocé
en un tubo de ensayo, posteriormente se les adiciono 2-4 gotas de cloruro férrico al 2.5%

en etanol. La coloracién verde obscura o negra es prueba positiva.

Los compuestos fendlicos precipitan en presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe
al ataque producido por el lon cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo provocando una
ruptura de enlace y formando un complejo con Fe(lll), que es intensamente coloreado (Coy-
Barrera et al., 2014).

Flavonoides

¢ Reaccion con hidréxido de sodio (Rengifo-Penadillos, 2013): para esta prueba
se disolvié 1 mL de extracto en 1 mL de solvente y se coloc6 en un tubo de ensayo,
posteriormente se adiciond61 mL de hidroxido de sodio al 20%, la aparicién de una

coloracion amarilla se considera positiva.



La reaccion con NaOH se produce la ruptura del anillo C de un flavonoide el cual
puede ser de una flavona o de una flavanona, esta ruptura produce la formacion de
una chalcona lo que se evidencia con una coloracion amarilla que puede variar en
intensidad.

¢ Shinoda (Rivas-Morales et al., 2016): Para esta reaccién se utiliz6 1 mg de
extracto disuelto en 1 ml de solvente, este se colocd en u tubo de ensayo, a este se
le agregaron 2-3 virutas de magnesio y 3-5 gotas de acido clorhidrico concentrado
procurando que resbalen por las paredes. Si la solucion se torna de color rojo
intenso, la prueba es positiva, si aparecen otros colores como naranja, verde o azul
pueden estar presentes, flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.
En la reaccién de Shinoda el magnesio metélico es oxidado por el HCI concentrado,
dando como productos al Hz, que es eliminado en forma de gas y el MgCl,, que es
el responsable de formar complejos con los flavonoides dando coloraciones
caracteristicas. El magnesio divalente intensifica la coloracibn por

estar doblemente coordinado (Vidaurre-Martinez et al., 2007).
Cumarinas (Wagner, 2001)

Para prueba se utilizé CCF, las placas con extracto fueron eluidas. Una vez libre de solvente
y posteriormente se asperja con una solucion de KOH al 20% diluid en etanol.
Posteriormente se observan bajo luz UV (365 nm) la coloracién azul indica la presencia de

cumarinas.
Taninos (Serrano-Parrales, 2013)

La deteccion de taninos consiste en dos fases, la primera es una determinacion cualitativa
de presencia o ausencia de fenoles para ello se efectia la reaccién de la sustancia o
extracto a evaluar con cloruro férrico; la segunda consiste en determinar la presencia de

taninos, al adicionar un reactivo de gelatina a la sustancia a evaluar.

Para esta prueba se utilizaron los mismos tubos de la prueba de compuestos fendlicos
generales. A cada tuvo de le adicionaron 2-6 gotas de reactivo de gelatina al 1%. La

presencia de taninos se pone en evidencia por la formacién de un precipitado.
Saponinas (Dominguez, 1973)

Para la prueba de saponinas se disolvié 1 mg de extracto en 1 mL de solvente en un tubo

de ensayo, posteriormente se adiciono 1 mL de agua caliente y se agitd vigorosamente



durante 3-5 minutos La formacion de espuma estable durante aproximadamente 30 minutos

se considera como resultado positivo.
Glicésidos (Foulger, 1931 y Garcia-Bores et al., 2020)

Para esta prueba se utiliz6 1 mg de extracto disuelto en 1 mg de solvente, se coloc6 en un
tubo de ensayo, se adicionaron 300 uL de reactivo de Mayer el cual es a-naftol al 5% en
etanol, posteriormente se adicionaron 2-4 gotas de acido sulfurico concentrado. La adicion
de este produce un color amarillo. Posteriormente el tubo se calienta a bafio maria
(aproximadamente a 80°C). La aparicion de colores rojo a azul violeta en el tubo indica la
presencia de glicésidos. La reaccion del a-naftol (Molisch) para los azlUcares se ha
descuidado como posible base para un método cuantitativo. Los colores violetas que se
producen en la superficie de contacto del acido sulfdrico concentrado y una solucion de

azucar que contiene a -naftol, los cuales suelen quedar oscurecidos por la carbonizacion.


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%91-naftol&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol

Anexo Il Técnica de difusion en agar o Kirby-Bauer (CLSI, 2018a)

Para estudios epidemiolégicos de resistencia y en los estudios de nuevos agentes
antimicrobianos, el método estandarizado recomendado actualmente por el Subcomité de
Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana del CLSI se basa en el método de difusiéon en

disco.

Para esta prueba se utilizé como medio de cultivo AMH para las especies bacterianas y
APD para las especies de levaduras. El agar se preparé segun las instrucciones del
fabricante. Se utilizaron placas de Petri estériles las cuales se llenan con 20 mL de agar,

estas placas se almacenaron en paquetes cerrados para evitar la deshidratacion.

Se utilizaron discos estériles de 5 mm de didmetro hechos de papel Whatman del No. 5 los
cuales se prepararon 24 horas antes del experimento. Cada sensidiscos se impregné con
2 mg de extracto disueltos en 10 uL de solvente de su respectiva polaridad. Como control
positivo para las especies bacterianas se impregnaron sensidiscos con 25 ug de
cloranfenicol, otros con 50 ug de nistatina como control positivo de levaduras. Como control
negativo se utilizaron disco con 10 pyL de solvente. Los discos se dejaron secar a

temperatura ambiente y posteriormente se almacenan hasta su uso.

Para la preparacion del inéculo se utilizé el método de cultivo en caldo (antes método de
crecimiento). Primero se seleccionan al menos 3-5 colonias bien aisladas de un cultivo en
placa de agar. Se tocé la parte superior de cada colonia con un asa de siembra estéril y se
transfirié a un tubo que contenia 10 mL de un medio de cultivo liquido, CMH para bacterias
y caldo Sabouraud para levaduras. Este tubo se incubo durante 18 a 24 horas, hasta
alcanzar una turbidez equivalente a la de un estandar de 0,5 McFarland. esto da como

resultado una suspension que contiene aproximadamente 1-2x108 UFC/mL.

Una vez logrado el estandar de crecimiento se sumergi6é un hisopo de algoddn estéril en la
suspension microbiana, se gird varias veces el hisopo presionando firmemente en la pared

interior del tubo para eliminar el exceso de liquido.

Se inocularon las placas Petri extendiendo el hisopo por toda la superficie de agar estéril.
Se repite este procedimiento extendiendo 2 veces mas, girando la placa aproximadamente
60° cada vez para asegurar una distribucion uniforme del indculo y al final se limpia el borde
el agar. Se deja la tapa de la placa entreabierta durante (idealmente) 3-5 minutos para

absorber el exceso de humedad de la superficie antes de aplicar los discos.



Posteriormente se colocaron los discos y se presionaron hacia abajo para asegurar un
contacto completo con la superficie del agar. Los discos se distribuyeron uniformemente de
forma que no estén mas cerca de 24 mm de centro a centro prestando atencién de no

colocarlos demasiado cerca del borde de la placa.

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, estas se inviertieron y se
colocaron en una incubadora a 35°C + 2°C. Cada placa se examinG después de incubar
durante 16 a 18 horas. Los didmetros de las zonas de inhibicion completa (a juzgar por el
0jo sin ayuda), incluido el didmetro del disco, se midieron utilizando una regla sostenida en
la parte posterior de la placa de Petri invertida. En todos los casos las pruebas se realizaron

por triplicado y se reportara los valores promedio en mm = la desviacion estandar.



Anexo lll Técnica de inhibicion del crecimiento radial de hongos (modificado de Wang
y Ng, 2002).

En el ensayo contra hongos filamentosos se llevd a cabo en cajas Petri, las cuales
contenian 30 ml de agar APD. Estas placas se almacenaron en paquetes cerrados para

evitar la deshidratacion.

Se inocularon 5 mm de didmetro del micelio del hongo trichophyton mentagrophytes. Una
vez realizado este procedimiento se incubaron las placas a temperatura ambiente, durante

dos semanas o hasta que el micelio comenzara a desarrollarse.

Se utilizaron discos estériles de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman del No. 5 los
cuales se prepararon 24 horas antes del experimento. Cada disco se impregné con 2 mg
de extracto disueltos en 10 puL de solvente de su respectiva polaridad. También se
impregnaron sensidiscos con 10 ug de ketoconazol (control positivo) y otros con 10 uL de
solvente (control negativo). Los discos se dejaron secar a temperatura ambiente y

posteriormente se almacenan hasta su uso.

Los discos se colocaron a 0.5 cm del del borde del micelio, posteriormente las placas se
incubaron a temperatura ambiente hasta que el crecimiento micelial envolviera los discos
que contenian el control negativo y formara medias lunas de inhibicion alrededor de los
discos que contenian el control positivo. Finalmente se midié el area de inhibicion del
crecimiento miceliar. El resultado se reporta mm. En todos los casos las pruebas se

realizaron por triplicado y se reportara los valores promedio en mm + la desviacion estandar.



Anexo IV Técnica de microdiluciéon en caldo (CLSI, 2018b)

Pueden usarse métodos de diluciébn en caldo o agar para medir cuantitativamente la
actividad in vitro de un agente antimicrobiano contra un aislado bacteriano dado. Para
realizar las pruebas se preparan placas o una serie de tubos con un medio de agar o caldo

al que se anaden diversas concentraciones de los agentes antimicrobianos.

En el presente trabajo se utilizé el método de microdulicién en caldo, el cual se denomina
asi porque implica el uso de pequefios volimenes de caldo dispensados en bandejas

plasticas de microdilucidon estériles que tienen pocillos de fondo redondo o cénico.

Primero se prepard un indculo bacteriano utilizando el método de cultivo en caldo (antes
método de crecimiento) mencionado en el Anexo IV. Este se incubo durante 18 a 24 horas,
hasta alcanzar una turbidez equivalente a la de un estandar de 0,5 McFarland. esto da

como resultado una suspension que contiene aproximadamente 1-2x108 UFC/mL.

Segln el manual M0O7 del CLSI, cada pocillo debe contener aproximadamente 2-8x10°
CFU/mL. Para ello se prepard otro inéculo a partir de la suspension estandar de 0.5
McFarland (1x108 UFC/ml), el cual se diluyo en solucién salina (al 0.85% a 0.9% p/v). para
que la concentracién bacteriana de prueba final sea de aproximadamente 5x10° UFC/mL

(o 5x10* UFC/pocillo en el método de microdilucion).

El CLSI indica que es necesario realizar recuento de las colonias en suspensiones de
indculo. Los recuentos de colonias se realizaron tomando una alicuota de 0.01 mL del tubo
de utilizado para el experimento, se diluyo en 10 mL de solucién salina (dilucién 1: 1000).
Después de mezclarlo, se tomé un alicuota de 0.1 mL y se extendié sobre la superficie de
una placa con AMH, la cual se incuba a 35°C + 2°C durante 16—20 horas. Después de la
incubacion, la presencia de aproximadamente 50 colonias indica una densidad de in6culo
de 5x10° UFC / mL.

Los extractos utilizados en el experimento se disolvieron en 1% de DMSO. Posteriormente

se prepararon soluciones Stock de 3 mg/mL en CMH.

Se utilizaron placas de ELISA® de 96 posos estériles. Estas placas para la microdilucion
se prepararon segun la Figura 13. En este experimento se hicieron cuatro repeticiones de

cada tratamiento.



Se usaron tres controles de esterilidad (no contenian inéculo bacteriano):

e Columna 1: Medio estéril.
e Columna 2: Medio estéril con DMSO.

e Columna 3: Medio estéril con extracto (3 mg/mL).
Se usaron dos controles de crecimiento (contenian inoculo):

e Columna 4: Medio estéril.
o Columna 5: Medio estéril y DMSO.

Se uso un control negativo en la columna 6 que fue: medio estéril y cloranfenicol.

En la columna 7 se coloco el Stock de 3 mg/mL, en las columnas 8-12 se hicieron diluciones
de los extractos en CMH estéril, las cuales fueron: 1.5, 0.75, 0.37, 0.18 y0.9 mg/mL.

Controles:  De esterilidad De crecimiento Positivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
00000000
Revelado
Sembrado
JLO0000000.
R2 F Revelado
con TTC
k000000000000
—
en agar
-3 % § § 285 2 £ £ 2 B P
S~ 3 4 r ¥ 88 o 9 2 5 2 4
é + N TN (:% T o o oS g

Figura 13. Representacion esquematica de las placas ELISA® de 96 pozos utilizadas para

la determinacién de la CMI y la CBM de los extractos de A. mollis 2018.
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Dentro de los 15 minutos posteriores a la dilucién del in6culo, se agregd una cantidad
conocida del in6culo a cada pocillo de las columnas 5-12. Para evitar que la placa se seque,
esta se sella en una bolsa de plastico o con cinta plastica o con una cubierta de plastico
hermética antes de incubar. Las placas se incubaron a 35°C + 2°C durante 16—20 horas en
una incubadora de aire ambiente dentro de los 15 minutos posteriores a la adicion del

in6culo.

Pasado este tiempo, a simple vista se compara la turbidez de los pozos con las diluciones
y los controles, marcando la CMI como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano
gue inhibe completamente el crecimiento de organismos. Para corroborar los resultados,
tres repeticiones se biorevelaron con TTC y se incurvaron durante 60 minutos para observar

la intensidad de la coloracion.

Para lograr la determinacion de la Concentracion minima bactericida (CBM) fue necesario
realizar un subcultivo. Se siembra por dispersién una cantidad conocida de cada pozo en
placas de AMH. Se incubaron a 35°C + 2°C durante 18 horas. Se marca la CBM en la
concentracion menor requerida para eliminar una porcién predeterminada del in6culo (en
general, 99.9%).



Anexo V Técnica de bioautografia (modificado de Rivas-Morales et al., 2016)

El método de bioautografia es una variante del de difusion en agar, con la premisa de que
el extracto al que se le evaluaran las propiedades antimicrobianas es colocado sobre una
placa de CCF, posteriormente es eluido con una mezcla apropiada de solventes,

permitiendo la separacion de los diferentes componentes del extracto.

Para esta prueba se utiliz6 como medio de cultivo AMH, el cual se prepar6 segun las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron placas de Petri estériles las cuales se llenaron
con 20 mL de agar, estas placas se almacenaron en paquetes cerrados para evitar la

deshidratacion.

Para cada extracto (o fraccién) se utiliza una placa de aluminio cubierta con gel de silice
G60 de tres cm de ancho por diez cm de largo (o seis para el caso de las fracciones). Se
sembré en forma de banda uniforme y se eluy6é en la fase mévil que permio la mejor

separacion, la cual se determiné previamente.

Una vez que la placa estaba seca se corté de manera vertical con el fin de obtener tres (dos
para el caso de las fracciones del extracto metandlico) placas de 1 cm de ancho. Dos placas
se observan UV a 254 y 366 nm con reveladas con agentes cromégenos, para ello se
asperjaron con vainillina/H,SO, o la otra con sulfato cérico/H.SO. se calientan en una

parrilla de 1 a 2 minutos. La placa restante se utiliza en el bioensayo.

A partir de las bandas obtenidas en el revelado (con vainillina/H>.SO4 0 sulfato cérico/H2SO4)
la placa restante se corté en secciones, las cuales fueron colocadas en cajas con AMH
previamente inoculada con un hisopo estéril a partir de un inéculo bacteriano de
aproximadamente 1-2x10% UFC/mL preparado con el método de cultivo en caldo (antes
método de crecimiento). Estas placas se incubaron a 35°C + 2°C durante 18 a 24 horas. De
este tiempo se despegaron las placas y se asperjaron con TTC. Estas secciones se

incubaron durante 15-60 minutos con el fin de observar donde se presenté crecimiento.

ElI TTC sirve para la visualizacién de crecimiento microbiano, estas sales permiten medir la
actividad respiratoria asociada a la cadena transportadora de electrones. Presentan la
ventaja de ser reducidas por la mayoria de los sistemas de deshidrogenasas y de requerir
cortos periodos de tiempo para su reduccion y consecuente cambio de color. Por
consecuencia las zonas blancas en la placa de CCF indican una actividad antimicrobiana
(Vallejo et al.,2010).



Anexo VI Biorevelados de las fracciones del extracto hexanico

A B C A B C

Figura 14. Biorevelado Figura 15. Biorevelado de la Figura 16. Biorevelado de la fraccion H7.
de la fraccion H1 del EH. fraccion H4 del EH.

A B C
Figura 17. Biorevelado de la Figura 18. Biorevelado de la Figura 19. Biorevelado de la
fraccion H9. fraccion H11. fraccion H13.
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Figura 20. Biorevelado de la Figura 21. Biorevelado de la Figura 22. Biorevelado de la

fraccion H4. fraccion H16. fraccion H18.

Figura 23. Biorevelado de la Figura 24. Biorevelado del Figura 25. Biorevelado
fraccion H20. precipitado PH3. del precipitado PH7.
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Figura 26. Biorevelado del Figura 27. Biorevelado del Figura 28. Biorevelado del

precipitado PH8I. precipitado PH8II. sélido cristalino C9.

Control negativo

Figura 29. Biorevelado de Figura 30. Control positivo
los cristales B2. (cloranfenicol) y control
negativo (hexano).
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Anexo VIl Biorevelados de las fracciones del extracto aceténico

4 4 4
3 3
3
2 2

A B C A B ]

Figura 31. Biorevelado de la Figura 32. Biorevelado de la Figura 33. Biorevelado de la
fraccion A2. fraccion A4. fraccion A5.

A B c c A B C

Figura 34. Biorevelado de la Figura 35. Biorevelado de la Figura 36. Biorevelado de la
fraccion A7. fraccion A8. fraccion A9.
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Figura 37. Biorevelado de la

fraccion Al12.

A B C

Figura 40. Biorevelado de la
fraccion A19.

A B C
Figura 38. Biorevelado de la

fraccion A15.

Figura 41. Biorevelado de la
fraccion A22.

A B C

Figura 39. Biorevelado de la

fraccion A18.

A B C

Figura 42. Biorevelado de la
fraccion A23.
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A B C A B C A B C

Figura 43. Biorevelado de la Figura 44. Biorevelado de la Figura 45. Biorevelado de la

fraccion A25. fraccion A27. fraccion A29.

Control positivo

Control negativo

Figura 46. Biorevelado de la fraccion Figura 47. Control positivo
A32. (cloranfenicol) y control negativo
(acetona).
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Anexo VIl Biorevelados de las fracciones del extracto metandlico

4 4
3 3
2
2
1 1
Figura 48. Biorevelado Figura 49. Biorevelado Figura 50. Biorevelado Figura 51. Biorevelado
de la fraccién M2. de la fraccion M4. de la fraccion M6. de la fraccion M9.

Figura 52. Biorevelado Figura 53. Biorevelado Figura 54. Biorevelado Figura 55. Biorevelado
de la fraccion M10. de la fraccion M12. de la fraccion M14. de la fraccion M16.
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Figura 59. Biorevelado

de la fraccion M23.

Figura 56. Biorevelado Figura 57. Biorevelado Figura 58. Biorevelado

de la fraccion M18 de la fraccion M19. de la fraccion M21.

Figura 60. Control positivo

= (cloranfenicol) y control negativo
Control positivo Control negativo  exano).
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