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En resumidas cuentas

José Emilio Pacheco

¢En donde estd lo que paso

y qué se hizo de tanta gente?

A medida que avanza el tiempo

vamos haciendo mds desconocidos.

De los amores no quedo

ni una sefial en la arboleda.

Y los amigos siempre se van.

Son viajeros en los andenes.

Aunque uno existe para los demds

(sin ellos es inexistente),

tan sdlo cuenta con la soledad

para contarle todo y sacar cuentas.
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Resumen

La medicina tradicional es un sistema de gran utilidad para el conocimiento de los
efectos de las plantas sobre diferentes padecimientos. La investigacion cientifica
tiene como objetivo evidenciar con fundamentos fitoquimicos y farmacoldgicos las
propiedades de los productos naturales de las plantas, con la finalidad de aportar
conocimiento viable en el tratamiento de patologias y ser una alternativa al uso de
antibioticos sintéticos; los cuales han perdido su eficacia frente a la resistencia
microbiana. Asimismo, los trabajos etnobotanicos forman parte esencial de estas
investigaciones, como un panorama general de las plantas usadas para tratar
algunas enfermedades y amplian el campo de especies para la investigacion. En
este contexto se encuentra la especie Asterohyptis stellulata, que es usada por los
pobladores de la comunidad Los Amates de San José, en Tonatico, Estado de

México; como tratamiento en enfermedades de la piel.

En el presente trabajo se evallo la actividad antimicrobiana de A. stellulata. Se
obtuvieron dos extractos metandlicos de esta planta, el primero de inflorescencia y
el segundo de la parte aérea; ambos se probaron en cepas de bacterias y hongos
miceliados de importancia médica. Las cepas bacterianas de evaluaron mediante
el método Kirby Bater y la microtécnica de dilucién en caldo para determinar su
actividad antimicrobiana; con base en ello, se determiné el efecto de los extractos
sobre la curva de sobrevivencia bacteriana. La actividad antifungica se evalué con

el método de inhibicién del crecimiento radial por difusion y dilucién en agar.

De las bacterias evaluadas, Staphylococcus aureus fue la cepa mas susceptible a
los dos extractos; se trabajaron 4 cepas diferente de S. aureus de las cuales la
que presenté un CMI menor (0.75mg/mL), fue S. aureus FES-C. En cuanto a los
organismos fungicos, se present0 inhibicion en Aspergillus niger y Fusarium
moniliforme con los extractos de la parte aérea e inflorescencia respectivamente.
Se realizaron pruebas cualitativas a los dos extractos para determinar la presencia
de metabolitos secundarios, el grupo de compuestos fendlicos fue el Gnico que se

mostré en ambos extractos.



Introduccion

Desde tiempos antiguos, los pueblos indigenas buscaron un sistema que les
permitiera mantener la salud fisica y mental de sus habitantes, logrando
establecer la medicina tradicional (Jiménez-Silva, 2017). El uso de las plantas
medicinales esta fuertemente relacionada a esta practica por ser el recurso mas
abundante, accesible y conocido. En la actualidad, en paises en desarrollo, las
plantas medicinales son un tratamiento comdn para diferentes patologias (de
Lorea Carrera y Arjona Ruiz, 2020), asimismo la Organizacion Mundial del
Comercio declara que la medicina tradicional contribuye significativamente al
estado de salud de muchas comunidades y ademas se ha incrementado su uso en

comunidades de los paises desarrollados (World Trade Organization,2013).

Las plantas han sido la base de la farmacia y la farmacologia constituyendo la
medicina tradicional utilizando sus compuestos bioactivos (Samuelsson, 2017).
Desde 1980 la influencia de las plantas como medicamentos ha sido significativa.
Se estima que entre 1981 y 2006 la mayoria de los medicamentos eran basados
en productos naturales (Newman y Cragg, 2007). Cabe destacar que actualmente
los productos naturales de las plantas contindan siendo una de las principales
inspiraciones para el desarrollo de farmacos y fungen un papel representativo en
los farmacos aprobados por la Food and Drug Administration (de la Torre y
Albericio, 2020).

Los productos naturales o metabolitos secundarios son compuestos organicos que
se generan por las especies vegetales a partir del metabolismo secundario en el
que las plantas destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y energia
para la sintesis de estas moléculas (Buchanan et al., 2015). A diferencia de los
metabolitos primarios, estos no participan directamente en procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de

proteinas, carbohidratos o lipidos (Sierra-Sarmiento, 2018)

La mayoria de los productos naturales se caracterizan por tener una accion

farmacoldgica beneficiosa o perjudicial sobre un organismo vivo, fungen en la



naturaleza como proteccion frente al ataque de herbivoros y las infecciones
microbianas o virales, inclusive funcionan como atrayentes de insectos
polinizadores y como agentes de competencia entre plantas. Su distribucion es
restringida en el reino vegetal, esto quiere decir que generalmente se halla solo en
una especie o en un grupo de especies taxondmicamente relacionadas (Karppinen
et al., 2016). Las aplicaciones de los productos naturales se han incrementado en
todo el mundo, las empresas farmacéuticas, herbicidas, cosméticas, insecticidas,
por mencionar algunas, se han encargado de potenciar la investigacion y consumo
de nuevos productos (de la Torre y Albericio,2020). La farmacognosia es la rama
cientifica de mayor importancia para la investigacion de productos naturales,
debido a que se ha encargado de caracterizar las propiedades de los metabolitos
secundarios, primeramente, empleados en forma de planta medicinal y
posteriormente  como moléculas aisladas 0 extractos caracterizados

fitoquimicamente (Badal y Delgoda 2017)

La busqueda de los productos naturales es entonces una fuente de
descubrimiento de nuevos farmacos por su diversidad molecular (Rodrigues et al.,
2016), por lo que extiende el campo de investigacion para la farmacologia en

cuanto al tratamiento de diferentes patologias.

Las enfermedades transmisibles se encuentran dentro de las 10 principales
causas de defuncién a nivel mundial, y engloban enfermedades infecciosas y
parasitarias, ademas de afecciones maternas, perinatales y nutricionales siendo
las primeras las de mayor incidencia (World Health Organization, 2020). Las
bacterias patogénicas son los principales microorganismos responsables de
dichas enfermedades infecciosas que se transmiten de manera directa o
indirectamente de una persona a otra (OPS, 2019). La Organizaciéon Mundial de la
Salud (2018), revel6 también una grave falta de farmacos para combatir la

creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos.

Existen mdltiples factores y causas asociados a la resistencia bacteriana a los
antibiéticos, que permiten que las bacterias desarrollen estrategias mas eficientes

contra los farmacos, por medio de mecanismos adquiridos o intrinsecos que

6



elevan la capacidad de las bacterias a sobrevivir (Herrera-Tapia, 2018).
Staphylococcus aureus es una de las especies precursoras de la resistencia a los
antibioticos, asimismo es uno de los microorganismos mayormente aislado en
infecciones hospitalarias, estas infecciones inician con la entrada del
microorganismo a través de mucosas 0 una brecha en la piel, pueden afectar
localmente o diseminarse causando infecciones potencialmente mortales como

bacteriemia, neumonia y osteomielitis (Scher et al., 2014).

Sin embargo, las bacterias (procariotas) no son los Unicos microorganismos
causantes de alguna patogenia, también existen microorganismos eucariotas de
gran importancia medica en los que se hallan hongos, protozoos y helmintos (Nau
y Metzgart, 2019) Se considera que los microrganismos de origen fingico han
incrementado la resistencia a los compuestos antifungicos. Esto se debe
principalmente al diagnéstico tardio y a los tratamientos empiricos y profilacticos
(Rivero-Menéndez, 2019)

En los dltimos afios se ha observado un aumento en el nimero de cepas que han
desarrollado resistencia, entre las especies mas prevalentes del grupo de
levaduras se encuentra Candida albicans es la especie mayormente aislada de
muestras clinicas, seguido de otras especies del mismo género y levaduras de
otros géneros como Trichosporon, Saccharomyces y Cryptococcus (Alfonso et al.,
2010).

Es importante potenciar la investigacion de los productos naturales como punto de
partida para el descubrimiento de nuevos farmacos, con la finalidad de contribuir al
tratamiento de las enfermedades infecciosas con alternativas diferentes a los

antibioticos y de este modo disminuir la alta resistencia a estos.

El diccionario de Productos Naturales registré en 2015, aproximadamente 200 000
metabolitos secundarios de plantas, incluyendo 170 000 estructuras unicas, sin
embargo existen todavia gran diversidad de plantas que no se han investigado con
fines farmacoldgicos, motivo por el cual es importante potenciar la investigacion

de los productos naturales como punto de partida para el descubrimiento de



nuevos farmacos con la finalidad de brindar nuevas alternativas al uso de

antibiéticos y disminuir la resistencia a estos (Harvey, 2015).

La piel es la primera barrera del organismo, esta formada por una barrera fisica
llamada epidermis que tiene como funcidén, resistir a la penetracion de
microorganismos y toxinas; glandulas ecrinas que acidifica la piel para evitar la
colonizacion de los microorganismos. Los microbios residentes son parte integral
de la unidad funcional de la piel y otras superficies corporales, interactuando con
los tejidos y las redes inmunes para influir en la salud y el funcionamiento
(Prescott et al., 2017).

Existen factores de riesgo que predisponen al contagio de infecciones, el deterioro
de la integridad de la piel, la falta de higiene, el hacinamiento, la humedad vy las
inmunodeficiencias; pueden ser causantes de la alteracion del microbiota
residente o bien ser un blanco para los microorganismos patégenos (Becerra et
al., 2017).

Se estima que las infecciones bacterianas cutaneas generan el 20% de las
consultas dermatolégicas. En la mayoria de los casos se producen infecciones
cutaneas leves como forinculos y abscesos, pero se han descrito casos de fascitis
y neumonias necrosantes que en algunos casos han sido letales. EI S. aureus y S.
pyogenes producen la mayoria de los trastornos incluyendo las cepas de S.
aureus resistentes a la metilcilina (SARM) que son un caso de importancia medica

mundial (Arango-Duque et al., 2021).

Los hongos también son agentes causantes de micosis superficiales en el ser
humano, la mayoria son saprofitos del hombre y son capaces de convivir sin de
forma permanente sin causar infeccion, pero en determinadas condiciones se
pueden comportar como agentes infecciosos (Garrote, 2002). Los mas frecuentes
son los géneros Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Acremonium,

Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis y Candida (Sanchez-Saldafia et, al.,2009).



Descripcion de Asterohyptis stellulata

La familia Lamiaceae se considera la octava familia con mayor diversidad en
México y el niumero de sus especies representa el 5.5% de la familia a nivel
mundial, por lo tanto, el pais esta considerado como uno de los centros de
diversificacion mas importante. El nombre del género Asterohyptis se origina del
latin aster-estrella e Hyptis, por el céliz con los I6bulos con forma de una estrella,

caracter que distingue al género (Martinez-Gordillo, et al, 2017).

El género Asterohyptis comprende 4 especies descritas alrededor del mundo, las
mismas que se han encontrado en nuestro pais (Martinez-Gordillo et al., 2013). Su
distribucion va desde el norte de México principalmente aunque también se ha
reportado en zonas mas tropicales; A. nayarana, que se distribuye principalmente
en Durango y Nayarit, A seemanni, que se localiza en el norte del pais, con
distribucion en, Sonora, Chihuahua y Sinaloa, A. mociniana, en Sonora, Sinaloa,
Michoacan, Veracruz, Oaxaca, Chiapas y al sur de Costa Rica y A. stellulata la
cual se ha encontrado en Nayarit, Jalisco, Michoacan, Morelos, Veracruz, Oaxaca,
Chiapas (Turner, 2011) y recientemente colectada en Estado de México para el
presente estudio.

Asterohyptis se caracteriza principalmente por ser arbustos o sufrutices con tallos
muy ramosos, ramillas delgadas. Hojas simples, lanceoladas a ovadas,
membranaceas; peciolos cortos. Flores con pedicelos cortos; caliz actinomorfo, 5-
lobado, I6bulos mas o menos iguales, subulados, rigidos, erectos o levemente
recurvados; estambres 4, didinamos, ligeramente exertos. Refiriéendonos solo a

una descripcion general (Martinez Gordillo et al., 2013).

A nivel género no se ha reportado informacion fitoquimica, sin embargo, los
aspectos fitoquimicos de la familia Lamiaceae pueden dividirse en dos grupos. El
primero comprende especies que producen terpenoides volatiles en los aceites
esenciales, y el segundo grupo abarca especies que sintetizan componentes en
fracciones polares. Algunos de los productos naturales aislados de especies de

Lamiaceae son 3 y a pinenos, mentol y limonenos, también di-tri terpenos, y
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flavonoides. Existen géneros con caracteres quimio taxonémicos especificos, sin

embargo, no se tiene informacion fitoquimica de Asterohyptis (Frezza, 2019).

Dentro del contexto etnofarmacoldgico se ha descrito que los productos naturales
de la familia Lamiaceae poseen propiedades antioxidantes, antimicrobianas,

antivirales, anticancerigeno y antiinflamatorias (Frezza, 2019).

A. stellulata es una especie que cuenta con informacibn muy limitada. Las
caracteristicas botanicas que se pueden destacar son sus hojas delgadas, flores
pediceladas, dientes de cdliz espinosos, inflorescencia no capitada, en cuanto a
histologia se observan células medulares lignificadas y haces de xilema muy
separadas entre si con anchura de 50 um (Rabei y Gazzar, 2007). Se distribuye
en bosque con zonas de disturbio que suelen dar origen a un matorral secundario
(Fernandez-Nava et al., 1998).

Para complementar la investigacion de A. stellulta se encontr6 una revision de
especies utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento del cancer, en
ella de Jacobo-Herrera et al. (2016), mencionan que esta especie se utilizdé en
hamsteres para tratar los vomitos, aunque no se determiné ningln compuesto
activo. También fue mencionada con uso medicinal, sin mas particularidades en

un estudio de plantas de interés medicinal hecho por Monroy Ortiz (2013).

Area de estudio

El Municipio de Tonatico se encuentra entre los paralelos 18° 43y 18° 50°de
latitud norte; los meridianos 99° 33"y 99° 43"de longitud oeste; altitud entre 1,200 y
2,200 msnm. Colinda al norte con los municipios de Ixtapan de la Sal y
Zumpahuacan; al este con el municipio de Zumpahuacan; al sur con el Estado de
Guerrero; al oeste con Guerrero y el municipio de Ixtapan de la Sal. Ademas,
ocupa el 0.41% de la superficie del estado de México (Plan de Desarrollo
Municipal, 2019-2021).
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A nivel municipio, la orografia de Tonatico se caracteriza ya que un brazo del
Nevado de Toluca se abre en dos y asi entra al municipio de Tonatico; la cordillera
del lado oriente esta formada de norte a sur por los Cerros de Tlacopan, Muerto,
Tio Neto y Salinas. En igual forma la cordillera del lado poniente, esta constituido
por los cerros de: Los Tunales, el Portizuelo, La Lagunilla, Del Moral, Tenextepec,
La Cruz y el Papalotepec (Vazquez lllana, 1999).

La hidrografia estd compuesta por el Rio San Jerénimo, el rio San Joaquin que
sirve como lindero entre Tonatico y Zumpahuacan. El Tlapalla el cual es el lindero
entre Pilcaya Gro., e Ixtapan de la Sal. Dos pequefios rios de agua salada
corriendo de norte a sur, rodean la poblacién de Tonatico. Dentro del municipio
hay varios arroyitos perennes. Bajo el suelo del territorio del terrero hay agua y
eso permite los pozos de reata, aunque el agua no sea potable en un 100%
(Vazquez lllana, 1999).

La fauna ha sido exterminada casi por completo, ya son pocos los coyotes,
conejos, ardillas, armadillos y otros mas pequefos; lo mismo pasa con las aves y
los pocos acuaticos con los que se cuenta. Se cultivan las especies caballar,
asnar, bovinos, ovino caprino, porcino, avicola, apicola y cunicola (Plan de
Desarrollo Municipal, 2019-2021).

El suelo en el municipio esta ocupado en su mayor extension por bosque tropical
caducifolio que es el tipo de vegetacion que prospera naturalmente en la zona, por
su clima y tipo de suelos. Entre las flores silvestres que se han encontrado el
cempasuchil, rosa de muerto, maravillas, mantos por mencionar las mas comunes.
Entre las de cultivo hay rosas, geranios, nardos, tulipanes y claveles. Entre los
arboles se identifican: guajes, cedro rojo, copal, clavelinos, cacaloxuchil,
cacahuate, espino chato, palo chino, amate, zumancle, tepeguajes, guayabos,

ciruelos, entre otros (Vazquez lllana, 1999).
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Figura 1. San José de los Amates, Tonatico. Estado de México. Elaboracién de Crespo-
Moncada (2014).

Los Amates (San José de los Amates ) es una comunidad que se encuentra
dentro del municipio de Tonatico, cuenta con 508 habitantes, se encuentra en las
coordenadas 18° 46’ 9.46” norte y 99° 40’ 8.23” oeste a una altitud 1655 msnm Es
el pueblo mas poblado en la posicion numero 4 de todo el municipio. Una de las
actividades principales es el trabajo en cultivos como maiz, frijol, cacahuate,
tomate y cebolla y la cria de ganado vacuno, otra caracteristica de los pobladores
es la practica de la religion catdlica, apostolica y romana. Las actividades
religiosas se realizan en la iglesia de El Sefior San José de Los Amates(Crespo-
Moncada, 2014). Asimismo, se ha reportado que la composicion floristica, destaca
por los reportes de 106 especies de arboles y especies arborescentes Dentro de
las principales familias agrupadas en 70 géneros y 36 familias, las que mas

destacan son Fabaceae, Moraceae, Burseraceae (Gomez-Roa, 2013).

Luna-Cespedes (2014) inform6 que las familias mas representativas de las

barrancas del municipio de Tonatico son Asteraceae, Fabaceae, Pteridaceae y
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Poaceae, menciond que la flora se ha visto afectada por las actividades humanas,

principalmente la agricultura.

Figura 2. Fotografia satelital San José de los Amates, Tonatico. Estado de México (INEGI,
2022).

La comunidad Los Amates dentro del municipio de Tonatico se caracteriza por
conservar una flora natural con alta riqueza floristica, debido a las barrancas y
zonas riparias, se pueden encontrar especies de flora silvestre (Luna-Cespedes,
2014). Esta localidad se distingue del municipio de Tonatico por dos
consideraciones importantes que son mencionadas por Chavez-Estrada (2021), es
una localidad que no cuenta con mucha investigacion etnomédica Yy
farmacognostica, ademas de que el servicio de salud en ese municipio es muy

limitado, lo que hace de este lugar un sitio ideal para la investigacion.

Un estudio etnomédico realizado durante 2017 y 2018 en el municipio de Tonatico,
Estado de México, encontr6 que la especie A. stellulata se utiliza por los

pobladores de la comunidad Los Amates, para el tratamiento de algunas
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infecciones y problemas de la piel (Ledn, en proceso). Es importante que el
conocimiento empirico sea acreditado mediante el método cientifico para su

posterior aprovechamiento.

Justificacion

El uso de las plantas medicinales para curar algunas enfermedades es una
practica muy comdn en muchos paises, sin embargo, los microorganismos
patdbgenos han desarrollado mecanismos de resistencia a los antibiéticos, como
resultado de esto, los medicamentos se han vuelto menos eficientes asi mismo se
buscan nuevas alternativas y productos naturales cuyo potencial curativo sea
efectivo. A consecuencia de esto, el estudio de A. stellulata tiene como finalidad
proponer una nueva opcion para el tratamiento de infecciones causadas por

microorganismos

Hipotesis
El aporte de los metabolitos secundarios de las plantas se ve reflejado en el efecto
que presentan. A. stellulata se utiliza en la medicina tradicional para el tratamiento

de la infeccion de piel, por lo que es posible que esta especie sintetice metabolitos
secundarios a los que se atribuye el efecto antimicrobiano.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Asterohyptis

stellulata.

Objetivos particulares

e Obtener dos extractos metanolicos: inflorescencia y de la parte aérea de A.
stellulata.

e Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos sobre cepas de
bacterias y hongos de importancia clinica.

e Determinar la concentracion: minina inhibitoria (CMI), bactericida minima
(CBM) y fungicida medio (CFsp) de los extractos metanolicos.

e Determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios de los
extractos.

e Determinar el efecto de los extractos que hayan mostrado actividad

antibacteriana sobre la curva de crecimiento bacteriano.

Metodologia

Obtencion de extractos

El ejemplar de A. stellulata se colect6 en Tonatico, Estado de México y se depositd
un ejemplar en el herbario IZTA para su registro, identificacion y numero de

colecta.

De la planta seca y en trozos, se obtuvieron dos extractos: parte aérea (hoja-tallo)

e inflorescencia, a partir de la técnica de maceracion. Previamente se registro el
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peso de hoja y tallo (282 g.), y de la inflorescencia (271g.) Se obtuvo un macerado

en metanol (MeOH), se filtr6 y posteriormente se destil6 a presion reducida El

extracto obtenido se dejé reposar en un recipiente de vidrio para finalizar la

evaporacion del disolvente. Se determiné el rendimiento para cada uno de los

extractos a partir de la diferencia de peso con relacion al peso seco de la planta.

Evaluacién cualitativa de actividad antimicrobiana

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana con los dos extractos de A.

stellulata se utilizaron 7 cepas Gram-negativas y 4 cepas Gram-positivas, ademas

de tres cepas de levaduras y cuatro cepas hongos miceliados que se mencionan

en la siguiente tabla.

Tabla 1. Microorganismos de importancia clinica evaluados con el método Kirby Bauer.

Bacterias Gram-negativas

Bacterias Gram-positivas

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 14506

Serratia marcescens ATCC 14756

Staphylococcus aureus 23MR

Escherichia coli 82 MR

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Escherichia coli CUSI

Staphylococcus aureus cc

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Staphylococcus aureus FES-C

Salmonella enterica ATCC 5281

Staphylococcus epidermidis FES-C

Salmonella typhi ATCC 19430

Levaduras

Hongos miceliados

Candida albicans

Trichophyton metagrophytes CDBB-H-
1112

Candida glabrata

Aspergillus niger

Candida tropicalis

Fusarium monoliforme CDBB-H-265
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La evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana se realizé con el método
de Kirby Bauer utilizando sensidiscos impregnados con el extracto y metanol, a
una concentracion 2mg/10uL respectivamente, ademas del uso de sensidiscos
impregnados con 25ul de Cloranfenicol para bacterias gram-positivas en cuanto a
las bacterias gram-negativas los sensidiscos se impregnaron con 25uL de
Ampicilina los cuales se emplearon como control positivo. Para el control negativo
se impregnaron sensidiscos con 10uL de metanol (disolvente del extracto) como
control negativo. Posterior al ensayo, con ayuda de una regla calibrada en
milimetros, se midieron las zonas que presentaron inhibicion del microorganismo y

se promediaron los resultados (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

La evaluacién cualitativa de la actividad antifingica se realiz6 con la técnica de
inhibicién del crecimiento radial por difusion en agar, se llevé a cabo en cajas Petri
con agar papa-dextrosa que se inocularon con el micelio de los hongos en
crecimiento que se observan en la tabla 1. Se utilizaron sensidiscos impregnados
con 2 mg de cada extracto, disueltos en 10 pL de disolvente. Los sensidiscos del
control positivo se impregnaron con 7 g de ketoconazol y el control negativo con
10 pL del disolvente. Para la interpretacion de los resultados el crecimiento del
hongo se debe observar afectado, ya sea lento, detenido, o deformado (Wang y
Bun, 2002). Las levaduras se evaluaron con el método de Kirby Bater utilizando
sensidiscos impregnados con el extracto y metanol, a una concentracion
2mg/10uL respectivamente, el control positivo se administré mediante el uso de
sensidiscos impregnados con 7 ug de ketoconazol y el control negativo con 10 pL
del disolvente (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Evaluacién cuantitativa de actividad antibacteriana

Para la determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion
Bactericida Media se utilizé la técnica de dilucion en caldo con las siguientes

concentraciones del extracto: 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 y 3.0 mg/mL, se realizo
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previamente la inoculacioén del cultivo bacteriano en 10 mL de caldo Miller-Hinton
y se incubd por 24 horas a 35°C, el control negativo se realiz6 con 50 pL del Caldo
Miller-Hinton con 10 pL del solvente empleado para disolver el problema. Se
determind la concentracion en la cual existe una disminucion drastica del
crecimiento bacteriano, la cual representa la Concentracibn Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentraciébn Bactericida Minima (CBM) se establecid con la
concentracion que produce una inhibicion completa del desarrollo bacteriano
(Koneman, 1991).

Efecto de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano

Se evaluo el efecto de los dos extractos metandlicos (MeOH) sobre la curva de
crecimiento bacteriano. Para esto se utilizaron dos cepas de Gram positivas (S.
aureus), que mostraron mayor sensibilidad en las pruebas cuantitativas. Se

registr6 su crecimiento en ocho tiempos durante 24 horas, al ser expuestas a
diferentes concentraciones del extracto (% CMI, CMI, CBM) y un grupo testigo. Los

resultados se analizaron contando las colonias en cada concentracion y dilucion,
mismos que se graficaron con respecto al tiempo para definir los impactos que se

requieren para la inactivacion bacteriana (Kubo et al., 1993)

Determinacion de metabolitos secundarios

Para la determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en el extracto MeOH
de A stellulata se realizaron las siguientes técnicas; para fenoles se realizé una
prueba colorida con cloruro férrico (FeCls). En cuanto a la identificacion de
esteroides, se realizd0 la prueba de Liberman-Bouchard. Para el ensayo de
presencia de alcaloides se empleé el reactivo de Dragendorff, para corroborarlo se
utilizé el reactivo de Mayer en dicho experimento. La presencia de saponinas se
establecio diluyendo el extracto en agua, el cual se agitdo durante un minuto, tal
mezcla produce espuma, evidenciando las saponinas. Se trabajo con reactivo de

Molish para evidenciar los glicosidos en el extracto. Finalmente se recurrié a la
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técnica Shinoda la cual proyecta flavonoides presentes (Dominguez, 1979;
Robles-Garcia et al., 2016).

Resultados

Obtencion de extractos

En la tabla 2 se observa el rendimiento en porcentaje de los extractos MeOH de la
inflorescencia y de la parte aérea de A. stellulata. El extracto que presentd mayor
rendimiento fue el de inflorescencia, obtenido a partir de 271g de planta seca, y el

extracto de la parte aérea a partir de 582 g de planta seca.

Tabla 2. Rendimiento de la extraccidon con metanol de la inflorescencia y de la parte aérea de A.

stellulata.
Asterohyptis stellulata Rendimiento de extracto MeOH
g. %
Inflorescencia 40.9 18.83
Parte aérea 107.99 18.5549

Con respecto a 271 g y 582 g de planta seca para inflorescencia y parte aérea
respectivamente.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Los extractos MeOH de inflorescencia y de las partes aéreas presentaron
actividad antibacteriana Unicamente sobre cepas Gram positivas. Los extractos
MeOH de inflorescencia presentaron actividad antibacteriana en Enterococcus
fecalis ATCC 14506 (10.5+0.7mm) y Staphylococcus aureus cc (8+1.7mm)
mientras que el extracto de la parte aérea tuvo actividad en dos cepas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (7.33+0.5) y Staphylococcus aureus FES-C
(13.5£2.1), Gram positivas diferentes a las del extracto de inflorescencia (Figura
3).

En la tabla 3 se presentan los valores de la evaluacion cuantitativa (CMI y CBM).
La cepa de S. aureus FES-C, mostré6 mayor sensibilidad al extracto MeOH de la
“parte aérea, por otra parte, en la cepa de S. aureus ATCC 29213, el extracto no
mostro actividad en las concentraciones establecidas. El extracto MeOH de

inflorescencia que tuvo actividad en E. fecalis ATCC 14506 tiene valores idénticos
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en S. aureus cc, debido a que la CMI fue de 1.5 mg/mL en ambos casos. Mientras
que las cepas con el extracto MeOH de la parte aérea muestran una
concentracion inhibitoria mayor a 3 mg/mL en el caso de S. aureus ATCC 29213y
en S. aureus FES-C la CMI mostr6 valores de 0.75 mg/mL por lo que se establece
que fue la cepa mas sensible al extracto MeOH de la parte aérea.
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Figura 3. Inhibicion de bacterias Gram positivas con los extractos MeOH de inflorescencia y de
la parte aérea de A. stellulata.
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Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion bactericida media (CBM) de los

extractos MeOH de Inflorescencia y de la parte aérea de A. stellulata

MeOH MeOH parte aérea
inflorescencia
Cepas CMI CBM Cepa CMI CBM
(mg/mL) | (mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL)
E. fecalis ATCC 1.5 2 S. aureus +3 +3
14506 ATCC 29213
S. aureus cc 15 2 S. aureus FES- 0.75 1.0
C

Efecto de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano

En la figura 4 se muestra el efecto del extracto MeOH de inflorescencia sobre S.
aureus cc y se observa que la concentracion de 1.5 mg/mL, no fue bactericida en
ningun intervalo de tiempo sin embargo se puede observar una ligera disminucion
de la poblacion bacteriana a partir del tiempo 6 (9 horas transcurridas). En cuanto
ala 0.75 mg/mL y 2.0 mg/mL se comienzan a detener el crecimiento bacteriano,

por lo que podria comenzar el efecto bacteriostatico.

La figura 5 muestra el efecto del extracto MeOH de la parte aérea sobre S. aureus
FES-C y se observa que la concentracion de 1.0 mg/mL, no fue bactericida en
ningun intervalo de tiempo sin embargo se puede observar una ligera disminucion
de la poblaciona partir del tiempo 6. En cuanto a la concentracién 0.375 mg/mL se
puede dilucidar que en el tiempo 6 aumenta la concentracién bacteriana, en
cuanto a la concentracion 0.75 mg/mL existe una variacion en la grafica debido a
que el crecimiento disminuye en el tiempo 4 pero posteriormente se vuelve a

elevar.
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Figura 4. Efecto del extracto MeOH de inflorescencia de A. stellulata sobre la curva de
crecimiento de S. aureus cc:l/2 CMI*:0.75 mg/mL;CMI*:1.5 mg/mL y CBM*:2.0mg/mL

*Se utilizaron las concentraciones de CMI y CBM obtenidas en la evaluacion
cuantitativa de la actividad antibacteriana, sin embargo la grafica mostr6 baja

inhibicién y nula actividad bactericida.
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Figura 5. Efecto del extracto MeOH de la parte aérea A. stellulata sobre la curva de
crecimiento de S.aureus FES-C: 1/ZCMI*:O.375 mg/mL; CMI*:0.75 mg/mL y CBM*: 1.0 mg/mL

*Se utilizaron las concentraciones de CMI y CBM obtenidas en la evaluacion
cuantitativa de la actividad antibacteriana, sin embargo la grafica mostr6 baja

inhibicién y nula actividad bactericida.
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Evaluacion actividad antifungica

En la evaluacion de la actividad fungica de los extractos MeOH se observo el
efecto sélo en dos cepas, el extracto de inflorescencia tuvo efecto sobre F.
moniliforme y el extracto de la parte aérea sobre A. niger (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antifungica de los extractos MeOH de Inflorescencia y de la parte aérea, sobre F.
moniliforme y A. niger. Presento actividad (+) No present6 actividad (-)

Cepa MeOH inflorescencia MeOH parte aérea
F. moniliforme + -
A. niger - +
T. metagrophytes - -

Determinacion de metabolitos secundarios

La tabla 5 muestra la presencia de fenoles y alcaloides en el extracto MeOH de
inflorescencia y en contraste con el extracto MeOH de la parte aérea que mostrod
fenoles, glicésidos, cumarinas y flavonoides. La presencia de esteroides difiere en
el extracto de inflorescencia con respecto al de la parte aérea.

Tabla 5. Metabolitos secundarios en extracto MeOH de inflorescencia y parte aérea de Asterohyptis
stellulata. Presencia (+) Reaccién negativa (-)

Metabolito MeOH MeOH parte
inflorescencia aérea

Fenoles + +
Esteroides -

Alcaloides + -
(Dragendorff)

Alcaloides (Mayer) + -
Saponinas - -
Glicésidos - +
Cumarinas - +
Flavonoides - +
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Discusion
El consumo de plantas como un recurso para proveer salud, se ha incrementado a
nivel mundial en las Ultimas 2 décadas , la Organizacion Mundial de la Salud
menciond que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial utiliza la
medicina tradicional para su atencion primaria de salud, ademas de considerar a
los pueblos indigenas como la mayor fuente de conocimiento de la diversidad de

las plantas. Asimismo, solo el 5-15% de las plantas se han investigado con fines

farmacoldgicos (Gil-Rodriguez et al., 2020).

Como es de conocimiento general, la diversidad de pueblos indigenas en México
es una representacién del amplio panorama cultural por lo que los pobladores de
Tonatico muestran basto conocimiento de las plantas usadas como alternativa
para tratar algunos padecimientos, un ejemplo es el uso de A. stellulata se utiliza

para el tratamiento para la infeccion de la piel.

Se obtuvieron los extractos de A. stellulata (Tabla 2), donde el porcentaje obtenido
del rendimiento de los extractos MeOH para inflorescencia y hoja-tallo con
respecto al peso seco de la planta, muestran que hay diferencia de 0.2751% entre
cada extracto (Tabla 2). El extracto que presenté mayor porcentaje fue el obtenido
de la inflorescencia con 18.83% y para el extracto de hoja-tallo tuvo 18.55% por lo
tanto, no existe un rango de amplio de diferencia entre los extractos de cada parte
de la planta, sin embargo, existen diferentes factores que influyen en el
rendimiento de los extractos como son la técnica de extraccidbn, manejo del
material vegetal, condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas a las que se expone la
planta (Anaya, 2003).

Los extractos metandlicos tanto de inflorescencia como de la parte aérea
mostraron actividad antibacteriana sobre cuatro cepas de bacterias Gram
positivas: E fecalis ATCC 14506, S. aureus cc, S aureus ATCC 29213 y S. aureus
FES-C. El extracto MeOH de la inflorescencia mostro actividad sobre E. fecalis y
S. aureus cc. En contraste, los extractos MeOH de hoja y tallo mostraron actividad

en dos cepas diferentes de S. aureus (Figura 3). Cabe mencionar que en ambos
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géneros de bacterias se ha demostrado la alta resistencia a los antibiéticos. En el
caso de Enterococus se muestra resistencia a las B lactamasas, eritromicina,
tetraciclina, vancomicina y ciprofloxacina, mientras que Staphylococcus a 3
lactamasas como penicilinas y meticilina, sin embargo, en ningin género se ha
detectado la resistencia al cloranfenicol (Alcala-Garcia, 2018), resultado que se ve
reflejado en los controles positivos con inhibicion parcial o intermedia de

cloranfenicol (Figura 3).

En relacion con el efecto que tienen nuestros extractos, se obtuvo mayor actividad
antimicrobiana sobre las bacterias gran-positivas que en las negativas, esto se
debe principalmente a la composicion de la estructura de la pared celular y sus
componentes. Las membranas citoplasmaticas de las bacterias estan rodeadas de
unas capas rigidas de peptidoglucano (mureina); este elemento proporciona
rigidez y se encuentra en mayor proporcion en las bacterias gram-positivas en
contraste, las bacterias gram-negativas ademas poseen una membrana externa
(Alejandra Musto, 2013), lo que dificulta la penetracion de sustancias, en este

caso los metabolitos secundarios.

En lo que respecta a los valores de la CMI para E. fecalis fue de 1.5 mg/mL, se
puede considerar un valor alto con respecto a los antibiéticos cominmente usados
como son Ampicilina/amoxicilina y Tetraciclina con valores de lug/mL y valores
menores 4 pug/mL respectivamente, en cuanto S. aureus se obtuvieron CMI de
0.75, 1.5y > 3.0, para cada una de las cepas utilizadas, siendo la ultima la que
mostro menor sensibilidad. El género S. aureus presenta sensibilidad con una
gama de antibiéticos con valores de CMI que van desde <0.03 pg/mL para
penicilina y de <4 uyg/mL en amoxicilina y mupirocina, solo por mencionar algunos
ejemplos (Soares et al., 2004). Esta diferencia radical se debe a que los extractos
son una mezcla de moléculas presentes de las plantas, de los cuales no siempre
se cuenta con informaciéon del mecanismo de accion de muchos productos
naturales(Villamizar et al., 2021), al contrario de los antibidticos que son
compuestos organicos sintetizados que actian en una diana especifica y con un

mecanismo determinado (Nicolaou, 2011).
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La importancia de encontrar algiin compuesto activo con efecto antimicrobiano en
S. aureus radica en que es una de las bacterias que se encuentran dentro del
grupo ESKAPE; una sigla conformada con las letras iniciales de las seis bacterias
de mayor importancia por su mecanismo de patogenicidad y resistencia
antimicrobiana lo que las convierte en organismos evolutivamente muy

desarrollados (Santajit y Idrawattana, 2016).

En el presente trabajo se realiz6 una curva de crecimiento microbiano, probando el
extracto de inflorescencia y de la parte aérea de A. stellulata, ambos metandlicos,
sobre las cepas de S. aureus cc y S. aureus FES-C respectivamente; se eligieron
estas dos cepas debido a su importancia clinica ya mencionada anteriormente por
su farmacorresistencia, también se consideraron las cepas con valores
intermedios de CMI comparados con las otras cepas utilizadas. La figura 5
muestra el efecto del extracto MeOH de la parte aérea de A. stellulata, sobre la
curva de crecimiento de S. aureus cc en diferentes concentraciones, durante 24
horas. En la gréfica se observa que la concentracion2.0 mg/mL detiene el
crecimiento en el tiempo 2 lo que corresponde a 2 horas después de la aplicacion
de extracto al in6culo por lo que se puede decir que el extracto tuvo actividad
bacteriostatica ya que también se observa que la poblacién bacteriana incrementa
en el tiempo 6 o0 sea 12 horas y posteriormente la grafica muestra una fase
estacionaria, por lo que se puede inferir que en un caso de infeccion (in vivo) en
humanos, el extracto podria trabajar en conjunto con el sistema inmunoldgico para
la defensa del mismo. Con respecto a la concentracion 1.5 mg/mL el crecimiento
de la bacteria muestra decreciente en dos ocasiones, en el tiempo 4 y 6 que
corresponde a las 5y 12 horas de exposicion respectivamente.

En contraste con la curva del crecimiento de S. aureus FES-C tratado con el
extracto MeOH de inflorescencia (figura 4), se decae el crecimiento partir del
tiempo 2 (2 horas) con la concentracion 0.75 mg/mL del extracto, comienza a
incrementar el crecimiento bacteriano entre el tiempo 2 y 4 que se ve disminuido
en el tiempo 5 (7 Horas después del inoculo); mientras que con la concentracion

1.0 mg/mL el crecimiento se detiene en el tiempo 4, y retoma exponencialmente su
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crecimiento hasta el tiempo 5. Los farmacos inhibidores de la sintesis de la pared
celular como los betalactamicos y la vancomicina tienen un corto efecto post-
antibiotico sobre cocos gran-positivos y minimo para gran-negativos (Carrillo-
Esper et al., 2013), tal es el caso de S. aureus en el presente documento, ya que
hemos mencionado que no se suspende el crecimiento bacteriano completamente

después de la exposicion a nuestros extractos.

Para tener un resultado exitoso con cualquier tipo de farmaco es importante
conocer sobre su farmacocinética y su farmacodinamia; la CMI es un valor que
contribuye a una buena interpretacion de una curva de crecimiento bacteriano.
Existe un grupo de medicamentos bacteriostaticos cuya eficacia esta subrogada a
la concentracion o al tiempo y poseen un efecto post-antibiético de moderado a
prolongado como es el caso de los macrolidos y la clindamicina cuyo efecto post-
antibiotico permite que las concentraciones excedan el CMI por menos del 50%
del intervalo, y el linezolid cuya eficacia depende de T > CMI (tiempo) durante 24 h
(Carrillo-Esper et al., 2013). Los farmacos bacteriostaticos dependientes de tiempo
se caracterizan por su actividad bactericida lenta y con un corto efecto post-
antibiotico, esta actividad se asemeja a lo observado en las curvas trabajadas con
los extractos MeOH de inflorescencia y de la parte aérea de A. stellulata, que
mostraron efecto corto, ademas no podemos considerar que los extractos tienen

efecto bactericida ya que la poblacién bacteriana no es erradicada.

La combinacién de farmacos puede resultar beneficiosa, como se ha demostrado
con esquemas compuestos de un betalactamico mas aminoglucésido, mejorando
la relativamente lenta actividad bactericida (Carrillo-Esper et al.,, 2013); cabe
mencionar que, se descartd una posible sinergia entre el extracto de la parte aérea
y de la inflorescencia debido a que se realizdé un ensayo con extracto MeOH de la
planta completa sobre las cepas en las que se observo efecto con los extractos
por separado, sin embargo, no se observé actividad antibacteriana (dicho ensayo

no esta detallado en el presente trabajo).

Existen diversos y multiples mecanismos que se llevan a cabo para que los

antibioticos puedan ejercer efecto en las bacterias, no obstante, todos operan en
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alguno de los siguientes puntos: Inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana,
modificando la funcion de la membrana o inhibiendo la sintesis de proteinas,
acidos nucleicos o acido félico (OPS, 2019). Dependiendo del efecto
antibacteriano, los antimicrobianos se clasifican tradicionalmente en bactericidas
(ejercen una accion letal para la bacteria) o bacteriostaticos (sélo inhiben
transitoriamente el crecimiento bacteriano); en general son bactericidas los
antimicrobianos que actian inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la
membrana citopasmatica o interfiiendo con el metabolismo del ADN, vy
bacteriostaticos los que inhiben la sintesis proteica (Calvo y Martinez, 2009). Las
oxazolidinonas son inhibidoras de la sintesis proteica, un ejemplo es el Linezolid
gue como mencionamos anteriormente su eficacia es dependiente de tiempo y se
considera bacteriostatico para estafilococos y enterococos, actividad similar a la
obtenida con los extractos que se utilizaron en este trabajo (Quiroz-Enriquez et al.,
2013)

Las oxazolidinonas son compuestos obtenidos por sintesis y su representante en
uso es el linezolid. Inhiben la sintesis proteica e impiden la formacién del complejo
de iniciacién 70S, formado por formilmetionil-ARNt, ARNm, diversas proteinas y
las subunidades ribosémicos 30S y 50S. El linezolid se fijja a la subunidad
ribosdmica 50S, en el centro peptidiltransferasa dentro del ARN ribosdmico 23S
(dominio V), distorsiona asi el punto de unién del formilmetionil-ARNt y evita, por
tanto, la formacién del complejo de iniciacion; el linezolid es bacteriostatico frente
a bacterias grampositivas  (incluidas cepas multirresistentes de S.
aureus y Enterococcus spp.) y carece de actividad frente a la practica totalidad de

las bacterias gramnegativas (Calvo y Martinez, 2009).

Es de reconocer que S. aureus se ha calificado como una importante causa
hospitalaria que puede tener consecuencias graves, descrita como la razén mas
frecuente de infeccion del torrente sanguineo, neumonia e infeccion en la piel
tejidos blandos en Estados Unidos, Canada, América Latina, Europa y la region
del Pacifico Occidental, resaltando la resistencia a meticilina (Diekema et al.,

2001), siendo una de las razones que dan propésito al presente estudio.
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La actividad antifungica se evalu6é sobre A. niger y F. moniliforme. El extracto
MeOH de inflorescencia mostré inhibicion positiva en F. moniliforme por el
contrario el extracto MeOH de tallo y hoja mostro resultado positivo en A. niger
(Tabla 4). No hay registro de actividad biolégica de Asterohyptis pero algunos
géneros de la familia Lamiaceae la actividad es muy variable, frente a cepas de
Aspergillus y Fusarium. Un ejemplo es el género Thymus que muestra actividad
radical sobre cepas de Fusarium a excepcion de F. moniliforme (Sanabria-Galindo
y Cardenas-Parroquianos, 2002), y no muestra actividad inhibitoria en el
crecimiento de Aspergillus (Marques-Camarena, 2015). Los géneros A. niger y F.
moniliforme se consideran organismos oportunistas que puede afectar
hospedantes vulnerables, aunque estrictamente no se caractericen por ser
dermatofitos pueden causar infecciones en la piel cuando una herida esta
expuesta y tiene contacto directo con el patdégeno es por eso que se consideran de
los mas importantes (Ocara et al., 2019). La importancia de encontrar extractos
con actividad inhibitoria radica en la busqueda de alternativas dirigidas a la
resistencia a los farmacos antifingicos como los polienos, ya que se han
incrementado las infecciones flngicas causadas por hongos emergentes como
Trichosporon asahii, Candida lusitaniae, Candida guillermondii, Aspergillus terreus,
Fusarium, Scopulariopsis y Scedosporium (Ponton y Quindds, 2006). Los
antifangicos utilizados para uso clinico presentan mdltiples limitaciones, una de
ellas la ineficacia frente a algunas especies fungicas, por consiguiente, se elevan
las tasas de mortalidad y la resistencia a los mismos. Otro aspecto por considerar
es la alta toxicidad al combinarse con otros farmacos, administrarse en dosis altas
o tratamientos prolongado. Estos puntos confirman la necesidad de la busqueda
de nuevos farmacos que eviten la toxicidad al ser humano (Denning y Bromley,
2015)

En el futuro, se busca una investigacion en el terreno de los antifingicos que,
debera ser actualizada ofreciendo nuevas sustancias mas seguras y activas
(Carrillo-Muiioz et al., 2015).
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Los metabolitos secundarios identificados en el extracto de inflorescencia fueron
fenoles y alcaloides, en tanto al extracto de hoja y tallo resulté positivo para
fenoles, esteroides y alcaloides de Dragendorff pero en la repeticion con la
reaccion apara alcaloides con el reactivo de Mayer el resultado fue negativo (Tabla
5), por lo que se debe corroborar con el reactivo Wager o de Erlich ya que la
deteccion de alcaloides 1-2 insaturados se dificulta especialmente con el reactivo
de Dragendorff (Alvares-Martinez, 2004). En la familia Lamiaceae se ha detectado
la presencia de fenoles y esteroides, pero no de alcaloides (Frezza, 2019), lo que
contribuye a la descripcion fitoquimica de A. stellulata. Ademas, a la presencia de
alcaloides se le atribuye la actividad como vasoconstrictor, analgésico,
antiespasmaodico, toxico, antibacteriano, entre otras (Martinez-Lombardo y Cano-

Ortiz, 2009) lo que sustenta la inhibicion en las cepas mencionadas anteriormente.

Los alcaloides son muy raros en la familia Lamiaceaede plantas. Aunque existen
informes de deteccibn de alcaloides mediante examenes fitoquimicos e
histoquimicos, el Unico compuesto identificado fue (R) -5- hidroxipirrolidin-2-ona,
aislado de Condea verticillata (sin. Hyptis verticillata Jacq.) (Kuhnt et al., 1995).

Cabe mencionar que el género Asterohyptis no ha sido estudiado a profundidad y
a continuacion se mencionan especies del género Hyptis que ademéas de
pertenecer a la misma familia, estan estrechamente relacionadas
taxondmicamente y que la especie A. stellulata antes se agrupaba en el género

Hyptis, hasta que en 1933 se propuso el género Asterohyptis (Epling, 1933).

Los &cidos fendlicos se acumulan en varias especies del género Hyptis, un
ejemplo es en las hojas de Mesosphaerum pectinatum (sin. Hyptis pectinata)
produjeron una serie de acidos fendlicos identificados como &cido rosmarinico,
acido 3-ometil-rosmarinico, cafeato de etilo, acido sambacaitarico, acido 3-O-metil-

sambacaitarico, nepetoidina A y B (Falcao et al., 2013).

Otras investigaciones encontraron en Mesosphaerum suaveolens (sin. Hyptis
suaveolens) acido rosmarinico y rosmarinato de metilo (Tang et al.,, 2019).

Ademas, en Hyptis capitata, Hyptis atrorubens, Condea verticillata, (sin. Hyptis
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verticillata), también se corrobora la presencia de acido rosmarinico (H. Bridi et al.,
2021). Por otra parte, en la especie Condea undulata (sin. Hyptis salzmannii) en
donde ademas de acido rosmarinico y rosmarinato de metilo también destaca la

presencia de acido p-metoxicinamico (Sousa de Lucena et al., 2013).

Un estudio de Zhu et al (2021) demostr6 que el acido rosmarinico presenté
inhibicion en algunas especies bacterianas grampositivas, en este estudio incluyo
una cepa de S. warneri, y menciona que el efecto del acido rosmarinico aumenta
la permeabilidad de las membranas de las bacterias, lo que provoca la salida de
iones potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros
que a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal (Calvo y
Martinez, 2009).

Algunos de los compuestos fendlicos mas estudiados debido a su actividad
antibacteriana son el acido gélico, cafeico y clorogénico, constituyen uno de los
grupos mas numerosos de los metabolitos secundarios (Gonthier et al., 2006).
Uno de los mecanismos de accion de estos compuestos estudiados por Kwon y
col. (2007), en el cual utilizaron un modelo de Staphylococcus con resistencia a la
metilcilina, sometiéndolo lo a los compuestos fendlicos mencionados
anteriormente y extraidos de hierbas de la familia Lamiaceae, que corresponde a
la misma familia con la que se trabajé el presente estudio. Ellos plantean que
estos fenoles podrian tener un comportamiento como analogos de prolina, de tal
manera que inhibirian su oxidacién, uniéndose a su sitio de accion en la prolina
deshidrogenasa, esto se veria reflejado directamente en la membrana de las

bacterias.

Para comprender la importancia del papel de la prolina es necesario mencionar
gue existen péptidos conformados por pocos aminoacidos (12-50) que se ven
directamente involucrados en la inhibicion de las bacterias, llamados péptidos
antimicrobianos (PAM). Entre los aminoacidos mas importantes por su dominio en
esos péptidos, destaca la prolina, arginina, histidina y triptéfano que actlan

directamente en la sintesis de proteinas, inhibiendo la replicacion (Gedik et al.,
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2015), por lo que se puede comprender mejor la funcién analoga de los &acidos

fendlicos.
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Conclusiones

El extracto MeOH de inflorescencia de A. stellulata tuvo efecto antibacteriano
sobre las cepas de E. fecalis ATCC 14506 y S. aureus cc. Asi mismo, presento
actividad antifangica en F. moniliforme.

El extracto MeOH de hoja y tallo de A. stellulata mostré actividad antibacteriana en
S. aureus ATCC 29213, y S. aureus FES-C. La actividad antifangica se mostré en
A. niger.

La cepa de S. aureus FES-C, es la que muestra mayor sensibilidad en el extracto
de inflorescencia en concentraciones de 0.75 mg/mL

En la caracterizacion cualitativa de productos naturales de A. stellulata se
identificd presencia parcial de fenoles, cumarinas, flavonoides y glicésidos en el
extracto MeOH de la parte aérea y fenoles y alcaloides en el extracto MeOH de la
inflorescencia.
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Apéndices

Método de difusion en agar Kirby-Baiier (Vanden Berghe y
Vlietinck, 1991)

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana o
antifingica de los compuestos de un extracto que son difundidos en el agar. La
formacion de halos alrededor del disco revela que el crecimiento de la bacteria se

ha detenido.

Para los ensayos con las cepas fungicas se utiliza como medio de cultivo el agar
PDA y caldo Sabouraud y para las cepas bacterianas agar y caldo Mueller-Hinton.
Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si
es mas fino, los compuestos tienden a difundir mas en direccion lateral
aumentando el tamafio de las zonas de inhibicion; un agar de mas de 4mm de
espesor produce una mayor disolucion del compuesto hacia abajo, con tendencia
a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

El inoculo se realiza con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4
0 5 colonias. Se sumerge el asa en 10 mL de caldo Muller-Hinton, se enjuaga bien
en el liquido paradescargar todo el material y luego se retira el asa, el tubo de
cultivo se incuba a 37°C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la
turbidez del medio sea equivalente alestdndar N°0.5 de MacFarland. Esto equivale
a una concentracion de aproximadamente 1.5x108UFC/ml. Una vez que se
obtiene la concentracion deseada, se sumerge un hisopo de poliéster, estéril y
seco en la suspensién de bacteria, antes de retirarlos se elimina el excesode
liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo
se inocula la superficie de una placa con agar de Miiller-Hinton, PDA o Sabouraud.
Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente. Finalmente, se
siembra mediante estria en tres direcciones por lo menos,dando vueltas a la placa

en angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.

41



La aplicacion de sustancias, se utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos
de papel Whatman N° 5. Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los
discos impregnados con las sustancias a evaluar se colocaran manualmente sobre
la superficie del agar, utilizando una pinza estéril, deben colocarse por lo menos a
22 mm uno del otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar que las zonas de
inhibicion se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los
sensidiscos se deben presionar suavemente con la punta de la pinza, cuidando de

no moverlos una vez colocados en su lugar.

En todos los casos las muestras deben ser diluidas para que los sensidiscos
lleven la cantidad deseada de producto. Se utilizan 2 mg para bacterias y 4 mg
para las levaduras de los extractos disueltos en 10 pL del solvente
correspondiente a cada extracto. Sobre cada sensidisco se coloca la
concentracion de cada extracto a evaluar. A los sensidiscos del control negativo se
les agrega 10uL del solvente empleado para disolver el extracto a evaluar. Se
evalla la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos impregnados
con 25ug de cloranfenicol. Los sensidiscos se preparan 24horas antes del

bioensayo.

Las levaduras y bacterias son cultivadas en una caja de Petri con 20 mL de agar,
se colocan en una incubadora a 35°C, sin mayor tensién de CO,. Es preciso evitar
presion de CO, debido a que se puede formar acido carbonico en la superficie
humeda del agar provocando que el pH disminuya. El desarrollo de los
microorganismos es debido al pH acido, lo cual tiede a estrecar falsamente la zona
de inhibicion. Asi mismo, la actividad de los compuestos puede aumentar o
disminuir con la caida del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de

disfusion y alteraciones de las zonas de inhibicion.

En el caso de existir zonas de inhibicién se reporta el extracto como activo. Las

zonas de inhibicion se miden con una regla de calibracion en milimetros. En todos
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los casos, esta prueba se hace por triplicado y se reportaran los valores promedio,

asociandoles su desviacion estandar.
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Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1991).
Este método evalua cuantitativamente la actividad antibacteriana de los extractos,
los cuales se incorporan al agar a diferentes concentraciones. Se determina la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida minima
(CBM). La susceptibilidad de los organismos a los antimicrobianos se determina
en una serie de microtubulos en una placa plastica con 96 cavidades (Placa de
ELISA). En la placa se colocan 50uL. de caldo Miller-Hinton con las siguientes
concentraciones por separado: 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 y 3.0 mg/mL.Se
prepara una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio
en 10 mL de caldo Muller-Hinton y se inocula a 35°C durante 24 horas (se produce
una solucién bacteriana de aproximadamente 10® UFC/mL) y posteriormente se
realiza una dilucién en Caldo Miller-Hinton para que la concentracion aproximada
sea de 10°> UFC/mL. En cada cavidad/pozo de la placa se colocan 50 pL de caldo
Miller-Hinton con 10 pL de solvente utilizado para disolver la muestra problema,

en este caso el extracto.

El grupo testigo se prepara colocando 50 pL de caldo Miuller-Hinton y 50 uL de la
suspension bacteriana (10° UFC/mL ). Una vez que la placa se ha cargado, se
mantendra tapada para evitar el desecamiento durante la incubacién. Todas las
placas se incuban a 35°C durante 24 horas. Posterior al tiempo de incubacion se
aflade a cada uno de los pozos 50 pL de solucion de sal de tetrazolio oxidada al
0.08% (DDT), dejando incubar durante 30 minutos.

El uso de sales de tetrazolio provee de métodos alternos indirectos para medir la
actividad respiratoria, que en este caso es de bacterias. La reduccion de sal de
tetrazolio causa la formacion de un precipitado insoluble de coloraciéon rojiza
conocido como formazan. En la lectura de la placa, los pozos en los que se
desarrolle organismos, el colorante es reducido a rojo visible, produciendo un
boton rojo en el fondo de la concavidad. Donde no hay desarrollo, la solucion
permanece clara. La concentracidén en la cual existe una disminucién drastica del
crecimiento representa la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) y la

Concentracion Bactericida Minima (CBM) en la que se produce una inhibicidon
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completa del desarrollo bacteriano. En todos los casos, esta prueba se hace por

triplicado.
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Efecto de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano
(Kubo et al., 1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene el extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM obtenidas. De esta manera

determinar los impactos necesarios para que se produzca la muerte bacteriana.

Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Muller-Hinton. El inoculo que se
emplea debe tener una concentracién bacteriana de 1.0 x 10°UFC/mL. Una vez
determinada la CMI y la CBM se preparan cuatro tubos experimentales, el primer
tubo es el testigo al cual no se le agrega extracto, a los tubos restantes se les
agrega ¥2 CMI, CMI y CBM. Las concentraciones del extracto se preparan en los
tubos con 10 mL de caldo Muller-Hinton. A cada tubo se le agregan 100 uL del
indculo y se incuban durante 24 horas a 37 °C. Durante el tiempo de incubacién se
muestrea el crecimiento o la muerte microbiana en distintos intervalos de tiempo,
que resultan en un total de ocho tiempos . Se muestrea cada hora durante los
primeros tres tiempos TO0-0, T1-1, T2-2, T3-3, (tiempo-horas trascurridas),
posteriormente dos muestreos cada dos horas, un muestreo depues de 12 horas

transcurridas desde el inoculo y finalmente a las 24 horas.

En cada muestreo se realizan diluciones en tubos con solucion salina, de estas se
toman alicuotas de 50 pL, las cuales se siembran en placas con agar Muller-
Hinton y se incuban durante 24 horas, transcurrido el tiempo se cuentan las UFC y
se calcula el nimero de UFC/mL en cada tiempo y en cada concentracion. Con los
datos obtenidos se grafica el Log del nimero de sobrevivientes vs.el tiempo (en
horas) para determinar el nUmero de impactos necesarios para que se produzca la
inactivacién bacteriana, para ello se prolonga la zona lineal de la curva de

supervivencia hasta su insercion con el eje de las ordenadas.
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Inhibicién del crecimiento radial por difusion en agar (Wang y
Bun, 2002)

Este ensayo se emplea para la evaluacion cualitativa de la actividad antifungica
sobre hongos filamentosos de un extracto o un compuesto puro. Los compuestos
se difunden a través del agar y si estos son activos, el crecimiento del hongo es
mas lento o se detiene, resultando la deformacion de la colonia. El método se lleva
a cabo en cajas petri que contienen 20 mL de agar papa-dextrosa (PDA), en el
cual se inocula el micelio del hongo activamente en crecimiento. Se utilizan
sensidiscos de 5 mm de diametro de papel Whatman No. 5. Se impregnan con 2
mg del extracto en este caso, disueltos en 10 pL del disolvente. Los sensidiscos se
preparan 24 h antes del bioensayo, para dejar que el disolvente se evapore por
completo. Los discos de colocan a una distancia de 5 mm del limite micelial,
utilizando una pinza estéril. Los sensidiscos se presionan suavemente con la
punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez colocados en su lugar. Como
control negativo se colocan sensidiscos a los que se les agrega 10 pL de
disolvente, y como control positivo se usan sensidiscos con 7 ug de ketoconazol,
en ambos casos se dejan evaporar durante 24 h (al igual que los experimentales).
Se realizan tres repeticiones. Las cajas se incuban a 28°C durante 72 h o hasta
qgue el crecimiento micelial se haya desarrollado. En el caso de existir alguna
deformacion en el crecimiento del hongo, se reporta el extracto como activo, ya
que, en condiciones normales, el crecimiento del hongo es circular y éste debe
crecer encima de los sensidiscos con control negativo, también cualquier signo de

diferencia de color, esporulacion o morfologia indican actividad antifangica.
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Métodos coloridos cualitativos (Dominguez, 1979; Robles-Garcia
et al., 2016).

Alcaloides

e Reactivo de Dragendorff:

Se realizan dos soluciones, para la primera se disuelven 0.85 g de nitrato de
bismuto en una mezcla de 10 mL de &cido acético glacial y 40 mL de agua. La
segunda solucion se prepara 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua.Para la
preparacion del reactivo se debe mezclar 5 mL de la primera solucion, 4 mL de la
segunda solucion y 100 mL de agua. La muestra se analiza disolviendo 2 mg del
extracto en etanol y afiadiendo unas gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba
es positiva al dar un precipitado color rojo, naranja o0 marron.

e Reactivo de Mayer:

Se disuelven 1.36 g de bicloruro de mercurio en 60 mL de agua y 5 g de yoduro de
potasio en 10 mL de agua. Se juntan las dos disoluciones y se aforan a 100 mL. El
reactivo sélo debe afiadirse a disoluciones previamente aciduladas con &cido
clorhidrico o acido sulfurico diluidos. La disolucién no debe contener &cido acético
o etanol, porque disuelven el precipitado. S6lo deben agregarse unas cuantas
gotas de reactivo porque algunos alcaloides son solubles en exceso de reactivo.
La prueba es positiva al dar un precipitado lechoso.

Fenoles

Disolver 2 mg del extracto en un tubo de ensaye con 1 mL de metanol. Agregar
unas gotas de cloruro férrico al 1 o 2%. Si el resultado es positivo se observara un

anillo morado en la solucion de la prueba.
Saponinas

Para dilucidar la presencia de saponinas se realiza una prueba de espuma,
consiste en agitar vigorosamente el extracto disuelto en agua tibia , para
considerarlo positivo se debe observar la presencia de espuma por mas de un

minuto.
Glic6sidos
e Reactivo de Molisch:
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El reactivo de Molisch se prepara mezclando 1g de alfa-naftol en 100 mL de etanol
al 95%. El ensayo se realiza disolviendo el extracto en metanol, se le afiaden 3
gotas del reactivo de Molisch y se agita. Por la pared del tubo inclinado se
depositan 2 mL de acido sulfarico. Si el resultado es positivo se observara un

anillo morado en la solucion de la prueba.
Esteroides
e Reactivo de Lieberman-Bouchard

La preparacion del reactivo se lleva a cabo disolviendo 1 mL de acido acéticoy 1
mL de cloroformo, se agrega una gota de acido sulfhidrico y se mezcla
ligeramente. Para el analisis se debe disolver 1.5 mg de la muestra en cloroformo
y se adicionan unas gotas del reactivo. La presencia de esteroides se observa en

presencia de colores rojo o morado.
Cumarinas
e Prueba NaOH

Se realiza disolviendo 100uL de la muestra en una solucion de hidréxido de sodio
al 10% y después se agregan unas gotas de acido clorhidrico, si se observa una
coloraciébn amarilla que se desaparece al agregar el acido, se considera una

prueba positiva.
Flavonoides
e Prueba Shinoda
Se toma 1 mg de muestra disuelta en etanol se trata con limaduras de magnesio,
se le aplica calor (60°C), se agregan unas gotas de acido clorhidrico concentrado

por las paredes. La prueba es positiva si se observan colores naranja, rojo, rosa,
rosa-azul a violeta.
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