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RESUMEN

El cuidado de la salud y prevencién de enfermedades se ha ido relacionando desde la
antigiiedad con el uso de sustancias obtenidas de la naturaleza. En nuestro pais existen cerca
de 30 000 diferentes especies de plantas con flor, de las cuales se ha calculado que no menos
de una quinta parte cuenta con propiedades medicinales significativas, dentro de las cuales
podemos encontrar a la planta Momordica charantia 0 mejor conocida como “cundeamor”, la
cual cuenta con antecedentes de sus propiedades medicinales benéficas para la salud. En
este trabajo, se evaluo la actividad antimicrobiana de M. charantia. Para las pruebas quimicas
de fenoles, flavonoides y alcaloides se utilizaron pruebas colorimétricas para confirmar o
descartar la presencia de los metabolitos secundarios, obteniéndose resultados positivos
para los 3 metabolitos evaluados. Posteriormente se realizd la cuantificacion de estos
metabolitos obteniendo en fenoles 15.6mg eAG/g de extracto (1.56%), para flavonoides
2.23mg eQ/g de extracto (0.223%) y para alcaloides 1.746 mg eA/g de extracto (0.1746%).
En el caso de las pruebas bioldgicas se evalué la actividad del extracto sobre el crecimiento
bacteriano, en donde S. aureus, S epidermidis y E. faecalis fueron susceptibles ante la
presencia del extracto. En la evaluacion sobre hongos levaduriformes se evaluaron 3
especies de Candida en el cual ninguna fue susceptible al extracto metandlico de M.
charantia. En la microdilucién en caldo para obtener CMI y CBM se utilizaron las bacterias
gue fueron susceptibles al extracto obteniendo una CMI de 0.6 mg/mly una CBM de 2.5 mg/ml
para S. aureus, por otro lado, una CMI de 0.6 mg/mly una CBM de 2.5 mg/ml para E. faecalis.
Finalmente, para la técnica de actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano se obtuvo
gue el extracto presenta un efecto bacteriostatico ante S. aureus con las concentraciones de

5 mg/mly 10 mg/ml.

Palabras clave: Cundeamor (Momordica charantia), Melén amargo, Pepino cimarron,

Extracto Metandlico, Cucurbitaceae, Actividad antibacteriana.



INTRODUCCION

El cuidado de la salud y prevencion de enfermedades se ha relacionado desde la
antigiiedad con el uso de sustancias obtenidas de la naturaleza. La préactica de la
medicina herbolaria se basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como
sustitutas de las medicinas farmaceéuticas o en combinacion. De las plantas se usan
sus extractos en diversas formas de preparacion, para mejorar el estado de salud
(White et al., 2004).

La medicina herbolaria se utiliza desde tiempos remotos para curar o aliviar las
enfermedades, dando lugar a los fitofarmacos, es apreciada por su bajo costo y por
los reducidos indices de toxicidad, en comparacién con algunos compuestos
sintéticos (Pascual-Casamayor et al., 2014). Durante siglos, los conocimientos
tradicionales, indigenas y ancestrales han sido un recurso fundamental para la salud
en los hogares y las comunidades, y aun al dia de hoy siguen constituyendo una parte
importante de la atencién de salud en muchas regiones, debido a que para millones
de personas, sobre todo para las que viven en zonas remotas y rurales, la medicina
tradicional sigue siendo la primera opcion para mantener la salud y el bienestar,
porque ofrece una atencién culturalmente aceptable, accesible y asequible. Sin
embargo, en muchos paises del mundo, el diagnéstico de la medicina tradicional no
esta actualmente documentado ni reportado de manera eficiente. Por lo tanto, no se
dispone de datos agregados y comparables a nivel internacional sobre los encuentros
con la medicina tradicional en términos de forma, frecuencia, eficacia, seguridad,
calidad, resultado y costo. De los 194 paises miembros de la OMS, 170 mencionan
gue utilizan plantas medicinales, acupuntura, yoga, terapias indigenas y otras formas
de medicina tradicional (OMS, 2023).

El estudio de las plantas medicinales, la etnobotanica, la fitoterapia y la fitoquimica
estan tomando gran importancia, tanto en la practica de la medicina complementaria
como en el ambito académico. El 80% de la poblacibn mundial, utiliza las plantas
como principal remedio medicinal. Esto se asocia al empirismo en la mayoria de los
casos, por lo que faltan estudios quimicos, clinicos y epidemiolégicos que confirmen
de forma determinante los efectos fisiologicos de las plantas y los principios activos
responsables. El 25% de los farmacos existentes provienen de sustancias halladas

en la investigacion fitoquimica (Beyra et al., 2004).
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En 2017 la Universidad Autonoma de Chapingo (UACh) determin6 que en México el
consumo per capita de plantas medicinales es de 500 gramos anuales, la practica
herbolaria constituye a su vez un referente bioldgico, al expresar en su materia vegetal
la diversidad botanica y ecolégica de nuestro pais. La riqueza de recursos con que
trabajan nuestros curadores populares refleja la variedad de regiones fisiograficas
existentes en México. Asi, existen cerca de 30 000 diferentes especies de plantas con
flor, de las cuales se ha calculado que no menos de una quinta parte cuenta con
propiedades medicinales significativas (Hersch-Martinez, 1999). Dentro de las cuales
podemos encontrar a la especie Momordica charantia L. 0 mejor conocida como
‘cundeamor”, la cual cuenta con antecedentes de sus propiedades medicinales

benéficas para la salud.

De acuerdo con la FHIA (2010) la especie M. charantia, perteneciente a la familia
Cucurbitaceae, se encuentra en Asia, Africa, Sudamérica y el Caribe. En México es
comun encontrarla a lo largo de las zonas costeras del territorio nacional, por ejemplo,
estado de Veracruz, Guerrero, Nayarit, Campeche, Jalisco, entre otros, esto debido a
gue la enredadera es favorecida por el clima tropical y el alto porcentaje de humedad
en el aire. Esta especie tiene diferentes hombres comunes, de los que destacan
“‘Cundeamor”, “Melén amargo”, “Balsamina”, “Pepino cimarron” entre otros, y ha
cobrado importancia debido a que se utiliza en la medicina tradicional mexicana,
donde se emplean diferentes partes de la planta para aliviar ciertos padecimientos
como lo son: hipertensién, dolor estomacal, altos niveles de glucosa, colesterol alto,

entre otras.

De acuerdo con diversas pruebas biologicas de M. charantia se ha informado que
tiene actividad  hipoglucemiante, antibacteriana, antiviral,  antitumoral,
inmunomodulacién, antioxidante, antihelmintica, antimutagénica, antiulcerosa,
antilipolitica, hepatoprotectora, y antiinflamatoria. Ademas de incluir proteinas,
polisacaridos, y fitoquimicos como flavonoides, triterpenos, saponinas, acido

ascorbico y esteroides (Shuo et al., 2017).
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ANTECEDENTES

En el cuadro 1, se presentan algunas de las actividades biomédicas reportadas para

M. charantia.

Cuadro 1: Antecedentes de Momordica charantia

Referencia

Parte de la planta
utilizada

Aportacion

Harinantenaina et
al., 2006

Fruto maduro y seco.

Evaluaron la actividad hipoglucemiante de la fraccion del extracto
metandlico y ha mostrado efectos hipoglucémicos en sangre en

la cepa de ratones macho con diabetes inducida a 400 mg/kg.

Horax et al.,
2006.

Lagarto et al,
2008

Santos et al.,
2012

Bai et al., 20164,

Svobodova et al.,
2016

Cascara, tejido
interno y semilla del

fruto.

Tallos y hojas.

Hojas

Fruto

Tallo, hojas, flores 'y

frutos.

Analizaron cuatro variedades de mel6n amargo (M. charantia)
verde india, blanco india, verde china y blanco china para
determinar el contenido fendlico total y determinar que fenoles
estan presentes principalmente en las semillas, pulpa y cascara
de la planta, obteniendo como resultado que los contenidos
fendlicos variaron de 4.67 a 8.02, 4.64 a 8.94 y 5.36 a 8.90 mg

eAC/qg, respectivamente.

Demostraron la baja toxicidad de la ingestion oral de extractos de
todas las partes de la planta, sin embargo, se ha observado
toxicidad e incluso muerte en animales de laboratorio cuando se

inyecta por via intravenosa.

Utilizaron el extracto etandlico de M. charantia para evaluar la
actividad antifingica de la planta respecto a cepas de Candida
albicans, Candida tropicalis y Candida krusei, demostré que la
planta M. charantia contiene una actividad modificadora de

fungicidas con toxicidad moderada.

Extracto etandlico de M. charantia alivié el estado inflamatorio en
el sistema y en los tejidos adiposos blancos de ratas obesas, y se

asocia con una regulacion proporcional de la microbiota intestinal.

Evaluacion de las actividades biologicas del extracto de
etanol/agua de las partes aéreas y correlaciona estas actividades
con la presencia de compuestos fendlicos. El extracto mostro
actividad antioxidante en los cuatro ensayos (DPPH, potencia

reductora, blanqueamiento de caroteno y TBARS).
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Nahid et al., 2017 Frutos frescos e
inmaduros

Shuo et al., 2017  Fruto, pulpa, semilla.

Andlisis revelaron que el extracto de M. charantia reduce los
niveles de azlcar en sangre y contiene una cantidad considerable
de alcaloides, fenoles y saponinas. También se pueden encontrar

taninos, glucosas, proteinas, entre otros.

El extracto acuoso de M. charantia mostrd6 una actividad
antimicrobiana significativa en bacterias como: S. typhi, E. coli, S.

aureus.

Mituiassu et al., Flores y frutos.
2021

Evaluaron la actividad larvicida de tres extractos (metanol,
acetato de etilo y hexano) de flores y frutos de M. charantia ante
larvas de Aedes aegypti, obteniendo como resultado que existe
una alta toxicidad a los extractos de acetato de etilo de flores y
frutos en concentraciones de 200 pg/mly 100 pg/ml, con 97% vy
87% de mortalidad de larvas (L3), respectivamente. El extracto

de hexano demostré una baja toxicidad, mientras que el extracto

de metanol exhibié una mortalidad larvaria del 78%.

JUSTIFICACION

El melén amargo (M. charantia) en utilizada de manera comun para aliviar distintos
padecimientos en Sudamérica, asi como en México, particularmente en el estado de
Veracruz, sin embargo, a nivel nacional no se realizan muchos estudios que
involucren a esta especie, y mucho menos existe una propagacion o cultivo

importante de ella.

Debido a que en México los estudios biolégicos de M. charantia en pro de la
farmacognosia son escasos, es importante retomar las investigaciones respecto a las
propiedades medicinales y nutracéuticas de esta especie debido a los numerosos
reportes positivos de su uso como medicina alternativa en las regiones donde esta
especie crece de forma silvestre y donde sus funciones son conocidas Unicamente
por tradicidon, ademas, en el viejo continente, donde también presenta distribucion

natural, se han percatado de la importancia del uso de esta planta y algunas de estas
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han derivado en medicamentos o suplementos alimenticios que se han

comercializado.

Es por lo antes mencionado que se realizé este proyecto, con la finalidad de evaluar

las propiedades medicinales de M. charantia.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

Dada la evidencia que existe sobre la actividad antibacteriana de M. charantia en
medio oriente, ¢ la planta M. charantia colectada de la zona de Chichicaxtle, Veracruz

tendra actividad antibacteriana?

HIPOTESIS

Si se ha demostrado que los extractos de M. charantia son una fuente importante de
fenoles y flavonoides; y si se ha reportado que este tipo de compuestos pueden ser
los responsables de diferentes actividades biomédicas, entonces, es muy probable
gue la especie obtenida de la region de Chichicaxtle Veracruz presente actividad

antibacteriana.

OBJETIVO GENERAL

(1 Determinar la actividad antimicrobiana de M. charantia.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Colectar la planta en el estado de Veracruz.

2. Obtener el extracto metanolico (EM) por maceracion.

3. Determinar el efecto antimicrobiano del extracto (difusion en agar de Kirby-
Baduer).

4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion

Bactericida Minima (CBM) del extracto (microdilucién en caldo).
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5. Determinar si nuestro EM es bacteriostatico o bactericida mediante la técnica
de actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano.

6. Cuantificar la Capacidad Antioxidante Media (CAso) de los extractos por el
método de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).

7. Cuantificar la Concentracion de Fenoles Totales (CFT), la Concentracion de
Flavonoides Totales y la Concentracion de Alcaloides Totales por

espectrofotometria.

MATERIALES Y METODOS

Actividad antimicrobiana de M. charantia L.
Obtencién Pruebas Composicion
del extracto biolégicas quimica
: Cualitativas Cuantitativas|
Maceracion
Método de Microtécnica Actividad
difusién en de dilucidn sobre la Fenoles
agar en caldo curva de flavonoi dels v
crecimiento alcaloides
H bacteriano
Bacterias ongos
levaduriformes
Kirby-Bailer CLS1

Figura 1. Diagrama general de la metodologia utilizada en esta investigacion.

a) Colecta del material
Se colectaron 2 kg de M. charantia de la comunidad de Chichicaxtle, Veracruz, se
limpiaron y se aportd un ejemplar para la determinacion taxonémica por el Herbario

de la FES Iztacala.
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Obtencidon del extracto metandlico

El extracto metandlico (EM) se obtuvo por el método de maceracion (Dominguez,
1973). Para tal fin, se peso la planta seca y se coloc6 unicamente tallos y hojas en un
matraz con metanol, para posteriormente obtener el extracto metandlico crudo, que
se filtro y destild a presion reducida utilizando un rotavapor. El rendimiento del extracto

se determiné con relacion al peso seco de la planta.
b) Pruebas quimicas.
Capacidad antioxidante del extracto

Se determind por el método de reduccioén del radical 2,2-difenil-1picrilhidracil (DPPH).
Se cuantificé la Capacidad Antioxidante Media (CAso), utilizando las concentraciones
de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 pg/ml. Como control positivo
se utilizé quercetina. Como blanco se usaron pozos con 200 ug de metanol grado
HPLC. ElI DPPH se prepar6 a una concentracion de 0.1 mM (0.004 g en 100 ml de
metanol HPLC) (Guija-Poma et al., 2015)

Fenoles Totales

La Concentracion de Fenoles Totales (CFT) se cuantificé por espectrofotometria con
base en una reaccién colorimétrica redox por el método modificado de Singleton et
al., 1999. Se realiz6 una curva de calibraciébn con &cido gélico en una solucion
estandar de 200 pg/ml. A partir de esta solucion se tomaron alicuotas
correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido galico (0.0625,
0.125, 0.5 y 1 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido

galico por gramo de extracto (mg eAG/g) (Apéndice 6).
Flavonoides Totales

Se determiné por medio del método de Dowd, empleando una solucion de AlClIs al
2%. Se realiz6 una curva de quercetina a diferentes concentraciones (1-100 pg/ml).
Se determind la absorbancia a 415 nm, y los resultados se expresaron como g
equivalentes de quercetina por gramo de extracto (ug eQ/g) (Ramamoorthy y Bono,
2007) (Apéndice 7).
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Alcaloides Totales

Se determin6 por medio de la técnica de Shamsa et al. (2008), utilizando para ello,
verde de bromocresol. Se realizé una curva patrén con atropina a diferentes
concentraciones (0.02-0.1 mg/ml). Se determin6 la absorbancia a 470 nm y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de atropina por gramo de extracto
(mg eAlg). (Apéndice 8 y 9)

c) Pruebas biolégicas

Actividad antimicrobiana

-Método de difusidon en agar de Kirby-Bauler

Se determind la actividad antibacteriana por la técnica de difusién en agar de Kirby-
Bauer, para lo cual, se impregnaron sensidiscos con 2 mg del extracto a probar; como
control positivo se usaron sensidiscos impregnados con 25 pg de cloranfenicol
(Vanden-Berghe y Vlietinck, 1991; CLSI, 2012) (Apéndice 3).

- B1) Staphylococcus aureus CDBB-1044 (+)

- B2) Staphylococcus aureus donada por la CUSI (+)
- B5) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (+)

- B6) Enterococcus faecalis CDBB-B-1533 (+)

- B8) Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-999 (-)

- B19) Escherichia coli (-)

En el caso de los hongos levaduriformes, se llevd a cabo la misma metodologia,
utilizando como control positivo sensidiscos impregnados con 25 pg de Nistatina y las

cepas evaluadas fueron las siguientes:
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- C4) Candida albicans CDBB-L-1003
- C7) Candida tropicalis CDBB-L-1098
- C13) Candida glabrata CB5138

-Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la

Concentraciéon Bactericida Minima (CBM)

Se realizo la microtécnica de dilucion en caldo, con un abanico de concentraciones
del extracto metandlico de M. charantia (40,20,10,5,2.5,1.25,0.625 mg/ml). Las cajas
se inocularon con 50 pl de un cultivo bacteriano a una concentracion de 1X10° UFC/ml
y se incubaron por 24 horas. Posteriormente se agregaron 50 ul de TTC (sal de
tetrazolio) 0.08% como indicador de viabilidad celular (Koneman, 1985; CLSI, 2012).
(Apéndice 4)

Actividad de los extractos sobre la curva de crecimiento bacteriano

Para evaluar la actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano, se utilizé una cepa
Gram positiva, monitoreandose el crecimiento de ésta durante 24 horas al ser
expuestas a diferentes concentraciones de los extractos (CMI, CBM, 2CBM y 4CBM)

y un grupo testigo, durante 9 tiempos (Muroi et al., 1993) (Apéndice 5).

RESULTADOS

a) Colecta del material
La planta fue colectada en la comunidad de Chichicaxtle, Veracruz en el mes Agosto del

2022 obteniendo la informacion sobre la misma y sus propiedades (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ficha técnica de M. charantia.

Nombre Cundeamor

comun

Nombre Momordica

cientifico  charantia L.

Familia Cucurbitaceae

Usos En la medicina
tradicional
mexicana, se usan
todas las partes de
la planta para aliviar
distintos
padecimientos
como lo son:
hipertension, dolor
estomacal, altos
niveles de glucosa,
colesterol alto,
sarpullido, entre
otras.

Parte Hojas y tallos.

utilizada

Figura 2. Hojas y flor de M. charantia

Obtencién del extracto

En el Cuadro 3 se presentan los resultados del rendimiento del extracto metanolico

de M. charantia, en donde se utilizaron 100 g de planta seca macerados en 5.5 litros

de metanol, el cual present6 un color verde oscuro acercandose drasticamente a un

tono negro, con un olor caracteristico a hierba y ligeramente amargo, con un peso

final del extracto de 20.9 g (Figura 3y 4).
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Cuadro 3. Rendimiento del extracto metandlico de M. charantia

Extracto (g) %

PLANTA SECA (100 g) 20.9 20.9

Rendimiento del extracto metanodlico de M. charantia

M Planta seca(g) n |
Extracto(g)

Figura 3. Rendimiento del extracto metanolico de M. charantia. Se muestra el rendimiento del

extracto obtenido (20.9g) a partir de 100g de planta seca.
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Figura 4. Extracto metandlico de M. charantia. a: maceracion con metanol; b: filtrando el extracto

metandlico; c: eliminacion del exceso de solvente a presion reducida.

b) Pruebas quimicas
Deteccion cualitativa de metabolitos secundarios

Para comenzar con la identificacibn de compuestos presentes en el extracto, se
hicieron pruebas cualitativas para detectar la presencia o ausencia de compuestos
como alcaloides, fenoles y flavonoides (Figura 5). Se utilizé cloruro férrico para la
prueba de fenoles en el cual si ocurre un vire a azul muy oscuro es porque existe
presencia de estos, en el caso de los flavonoides se utilizé cloruro de aluminio el cual
vira a amarillo si hay presencia de flavonoides y finalmente, para alcaloides se hicieron
2 pruebas, en la primera se uso reactivo de Meyer en el cual se observa un precipitado
blanco si el resultado es positivo y la otra prueba fue con reactivo de Dragendorff en
el cual se observa un precipitado rojo si el resultado es positivo. Los resultados se

reportan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Deteccion de metabolitos secundarios en

el extracto de Momordica charantia

Metabolito Extracto M. charantia
FENOLES ++
FLAVONOIDES +
ALCALOIDES +

++: Alta presencia; +: Mediana presencia

Figura 5. Prueba cualitativa de la presencia de metabolitos secundarios en el extracto

metandlico de M. charantia. Los metabolitos evaluados fueron fenoles(Fe), flavonoides (Fla),

alcaloides con reactivo de Meyer (Ma) y alcaloides con el reactivo de Dragendorff (Dra). T: Testigo

Cuantificaciéon de fenoles, flavonoides y alcaloides totales.

Después de haber detectado la presencia de fenoles, flavonoides y alcaloides se
procedio a la cuantificacion de estos compuestos. Los resultados se plasmaron en el
cuadro 5. En las figuras 6, 7 y 8 se muestra la curva patrén de cada grupo de

metabolito secundario donde se interpolo la absorbancia del extracto de M. charantia.
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Cuadro 5. Cuantificacion de fenoles, flavonoides y alcaloides.

Extracto

Metanolico

Fenoles
(mg *eAG/Q)
15.6 (1.56%)

Flavonoides
(mg (*eQ) /9)
2.23 (0.223%)

Alcaloides
(mg *eAlqg)
1.746 (0.17%)

*eAG/gr= equivalentes de acido galico por gramo de extracto; *eQ/gr= Equivalentes de quercetina por

gramo de extracto; *eA/gr= Equivalentes de atropina por gramo de extracto.

6.25 125

1875

¥ =49.556x + 0.0731
R*=0.9966

25 3135

375

Concentracion de Acido gélico (ppm, pg/ml)

4375 50

Figura 6. Cuantificacion de fenoles totales. Curva de calibracion leida a 760 nm para la

cuantificacion de fenoles totales donde se sefiala el valor de fenoles presentes en el extracto

metandlico de M. charantia, sefialado con el circulo naranja.
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Figura 7. Cuantificacion de flavonoides totales. Curva de calibracion para la cuantificacion de
flavonoides totales donde se sefala el valor de flavonoides presentes en el extracto metandlico de M.

charantia, sefialado con el triangulo naranja.
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Figura 8. Cuantificacién de alcaloides totales. Curva de calibracion para la cuantificacion de

alcaloides totales donde se sefiala el valor de alcaloides presentes en el extracto metandlico de M.

charantia, sefialado con el triangulo amarillo.

Capacidad antioxidante del extracto

Los resultados de la prueba de la capacidad antioxidante del extracto metandlico fue

de 486.72 ppm. Los datos se encuentran registrados en la figura 9, se muestra la
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grafica resultante al evaluar la capacidad antioxidante de las diferentes

concentraciones del extracto de M. charantia, tomando como estandar la quercetina.
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Figura 9. Curva antioxidante del extracto.

c) Pruebas bioldgicas

Actividad antibacteriana

Se obtuvieron los halos de inhibicion, que presento el extracto de las hojas y tallos de
M. charantia al interaccionar con 6 cepas bacterianas de las cuales 4 fueron Gram
positivas (Staphylococcus aureus CDBB-1044, Staphylococcus aureus donada por la
CUSI, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis CDBB-B-
1533) y 2 Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-999 y Escherichia
coli). El extracto metandlico de M. charantia tuvo efecto inhibitorio ante las 4 bacterias

Gram positivas, siendo Staphylococcus aureus donada por la CUSI la que resulté mas
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susceptible ante nuestro extracto. Las bacterias Gram negativas no presentaron

susceptibilidad ante el extracto metandlico de M. charantia. Los resultados se

muestran en la Fig. 10, 11 y el cuadro 6.

Figura 10. Halos de inhibicion presentados por el extracto y el control positivo, se observa que
el control positivo (C+) posee los halos de inhibicion mayores respecto al extracto de M. charantia, sin

embargo, el extracto presenté actividad en 4 de las 6 bacterias evaluadas.

Cuadro 6. Evaluacién de la actividad del extracto sobre el crecimiento

bacteriano.
Cepa Cloranfenicol Extracto M.
(mm) charantia
(mm)
1 | B1) Staphylococcus aureus CDBB- 21.67 + 0.57 10.67 + 0.57
1044
2 | B2) Staphylococcus aureus donada 30.33 + 0.57 11.33+0.0
por la CUSI
3 B5) Staphylococcus epidermidis 10.33 + 1.52 6.0+ 0.0
ATCC 12228
4 | B6) Enterococcus faecalis CDBB-B- 20.33 + 1.52 9.67 + 1.52
1533
5 B8) Pseudomonas aeruginosa 18.33 +1.15 na
CDBB-B-999
6 B19) Escherichia coli 24.33 + 0.57 na
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Sensidiscos impregnados con el extracto metandlico de M. charantia con una concentracion de

2mg/disco. Diametro en milimetros del halo de inhibicién; na= no activo; ;

W B1S. aureus
40'_ [ B2 S. aureus
] Wl B5 S. epidermidis
[ B13 P, aeruginosa
= B19E. coli
Bl Enterococcus faecalis CDBB-B-1533

20
] T
] *
J * *

10
] *
] I * %

0- .

1
M. charantia Cloranfenicol
Tratamientos

Halos de Inhibiciéon (mm)

Figura 11. Anédlisis sobre los halos de inhibicién bacteriana del extracto de M. charantia. Se
observa que nuestro extracto presento actividad en bacterias Gram positivas. Se realizé la prueba de
Mann-Whitney (P<0.05) ya que los datos no presentan una distribuciéon normal. El * sefiala la
diferencia significativa entre la cepa bacteriana tratada con cloranfenicol y la cepa tratada con el
extracto de M. charantia

En la figura 11 puede observarse el efecto del extracto en las cepas utilizadas para el
ensayo de difusion en agar. Donde se analiz6 el halo de inhibicién visible alrededor
del sensidisco, en el grafico se observa claramente que las bacterias que presentan
una susceptibilidad mayor ante el extracto metanolico son las Gram positivas y que

nuestro control positivo tuvo efecto inhibitorio ante las 6 cepas bacterianas evaluadas.

-Evaluacion cuantitativa en bacterias.

Posteriormente a la evaluacion de difusion en agar donde se determinaron los

didmetros de los halos de inhibicion en las diferentes cepas de bacterias, se procedio
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a determinar los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion bactericida minima (CBM) del extracto. Los valores obtenidos de cada
concentracion de extracto pueden observarse en el cuadro 7, asi como también el
efecto de los extractos sobre las bacterias de manera colorimétrica mediante el
reactivo de TTC (Fig. 12)

Bl B2 B5 B6

Figura 12. Microdilucidon en caldo para determinar la CMlI y CBM. B1: S. aureus CDBB-1044; B2:
S. aureus donada por la CUSI; B5: S. epidermidis ATCC 12228; B6: Enterococcus faecalis CDBB-B-

1533. CMI (Concentraciéon minima inhibitoria); CBM (Concentracion bactericida minima).

El ensayo se realizé por triplicado, usando diferentes concentraciones de extracto (40,
20, 10, 5, 2.5, 1.2, 0.6 mg/ml) y el testigo (T), el cual no tenia ninguna concentracion
de extracto. En color morado pertenece a las colonias bacterianas vivas tefiidas por
el TTC, mientras que los pozos sin color muestran la actividad antibacteriana del
extracto. Es importante recordar que el color de nuestro extracto era un verde muy
oscuro, asi que en las concentraciones mas altas para las bacterias B1, B2 y B6 el
boton oscuro que se observa es parte del extracto y no un indicativo del crecimiento
bacteriano. Por otro lado, en la bacteria B5 si se observa crecimiento bacteriano
incluso hasta la concentracién de 20mg/ml.
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Cuadro 7. Valores de CMI y CBM del extracto de M. charantia.

Extracto M. Extracto M.
CEPAS charantia charantia
(mg/ml) (mg/ml)
CMI CBM
B1)Staphylococcus aureus CDBB-1044 (+) 0.6 2.5
B2) Staphylococcus aureus caso clinico 1.25 5
CUSI (+)
B5) Staphylococcus epidermidis ATCC 20 >40
12228 (+)
B6) Enterococcus faecalis CDBB-B-1533 (+) 0.6 2.5

Actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano.

La siguiente prueba realizada fue analizar la actividad del extracto en la curva de
crecimiento bacteriano. Para ello, se seleccion6 una cepa Gram positiva
(Staphylococcus aureus caso clinico CUSI). Para la prueba, se utilizaron cuatro
concentraciones (MIC, CBM, 2CBM y 4CBM). Los resultados se graficaron en la figura
13.
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Figura 13. Actividad del extracto metandlico sobre la curva de crecimiento bacteriano en
Staphylococcus aureus caso clinico CUSI. MIC= 1.25 mg/ml; CBM= 5 mg/ml; 2CBM= 10 mg/ml;
4CBM= 20 mg/ml.

El extracto metandlico presentd un efecto bacteriostatico en las concentraciones
2CBM (5 mg/ml) y 4CBM (10 mg/ml), mientras que la concentracion de CBM (2.5
mg/ml) mantuvo el crecimiento bacteriano por abajo del grupo testigo dentro de las
primeras 7 horas con un pequefio realce en el ultimo tiempo del experimento. En el
caso de la concentracion correspondiente a CMI (1.25mg/ml) la bacteria no presenté
ninguna alteracion en su proliferacion y crecimiento normales al ser comparada con
el grupo testigo, porque el aumento en el nimero de colonias fue gradual, pero es
interesante el comportamiento que presenta a partir de las 26 horas, ya que al parecer
la tendencia del crecimiento es a estabilizarse siendo menor que el grupo testigo que

sigue en aumento.

Actividad antifungica

Se obtuvieron los halos de inhibicion, que presento el extracto de las hojas y tallos de
M. charantia al interaccionar con hongos levaduriformes, utlizando para el
experimento una concentracion en cada sensidisco de 4 mg, y teniendo como control
positivo sensidiscos impregnados con 25 ug de nistatina. Los resultados se muestran

en la figura 14.
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Figura 14. Halos de inhibicién presentados por el extracto y el control positivo ante C4 (Candida

albicans), C7 (Candida tropicalis) y C13 (Candida glabatra).

Se observa que el control positivo (nistatina) fue el Unico que posee los halos de

inhibicion ante cada una de las levaduras evaluadas, ya que el extracto de M.

charantia no presento actividad ante ninguna de ellas.

Cuadro 8. Evaluacion de la actividad del extracto sobre el crecimiento de

hongos levaduriformes.

Cepa Nistatina Extracto
(mm) M. charantia
(mm)
1 | C4) Candida albicans CDBB-L-1003 18.0+ 0.5 na
2 | C7) Candida tropicalis CDBB-L-1098 16.0+ 0.5 na
3 | C13) Candida glabrata CB5138 16.0+£ 0.5 na

Sensidiscos impregnados con el extracto metandlico de M. charantia con una concentracion de

4mg/disco. Diametro en milimetros del halo de inhibicion(mm); na: no activo.
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DISCUSION

La especie Momordica charantia es una especie trepadora que se encuentra dentro
de la familia Cucurbitaceae, es favorecida por el clima tropical y por un alto porcentaje
de humedad en el aire, distribuida en Sudamérica, el Caribe, Africa y Asia (Braca et
al., 2008), en México se han hecho observaciones de la especie en varios estados
cercanos a las costas como Baja California, Quintana Roo, Veracruz, Jalisco, Oaxaca,
Campeche, Yucatan, Nayarit, Guerrero, Chiapas, Tabasco, San Luis y algunos otros
como Michoacéan, Durango, Tamaulipas, , Morelos, Hidalgo y Estado de México; todas
las partes de la planta se utilizan para aliviar distintos padecimientos como lo son:
hipertension, dolor estomacal, altos niveles de glucosa, colesterol alto, entre otras.

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen de manera positiva porque se
reafirma la efectividad de esta especie reportada en la medicina tradicional mexicana,
ya que se demostré que presenta actividad antimicrobiana principalmente ante S.
aureus, por lo que se valida el uso medicinal tradicional de esta especie. Cabe
recalcar que a pesar de que ya se han hecho diferentes estudios alrededor del mundo
de esta especie (Shuo et al, 2017), es la primera vez que en México se realiza una

investigacion acerca de las propiedades antibacterianas de M. charantia.

El rendimiento del extracto metandlico de M. charantia, fue de 20.9% sobre peso seco
de la planta, el solvente utilizado (metanol) tiene una polaridad alta, mayormente
inclinada a polar, lo cual da la posibilidad de extraer compuestos polares y apolares
por exceso de solvente. Rakholiya et al., (2014) utilizaron extractos metandlicos a
diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%), ademas de un extracto acuoso,
todos obtenidos de diferentes partes de M. charantia, en donde el mayor rendimiento
lo obtuvo el extracto acuoso de pulpa y cascara (25%), de la parte aérea, el extracto
obtenido con metanol al 50% obtuvo el mayor rendimiento con un 20% sobre peso
seco, en cuanto a las semillas, el extracto obtenido con metanol al 25% fue el que
obtuvo el mayor rendimiento con un 18%, el rendimiento extractivo fue
considerablemente mayor con agua que con metanol, también se observa que a
medida que la concentracion de metanol disminuy6, el rendimiento extractivo

aumentd, por lo que se puede decir que en ciertas partes de la planta los
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fitoconstituyentes solubles en agua son mayores. El uso del solvente metanol en este
trabajo se justifica principalmente porque se utilizé la parte aérea de la planta, sin
embargo, es importante tomar en cuenta que a pesar de haber obtenido resultados
de calidad con este solvente de polaridad alta, existen otros que también poseen
propiedades interesantes, por ejemplo, Nobre et al., (2005) llevé a cabo la
estandarizacion de extractos para el estudio de metabolitos secundarios de M.
charantia, utilizé un extracto etandlico (70%), mientras que el otro fue acuoso, también
explica que el uso de diferentes métodos de extraccion interviene en la cuantificacion
de flavonoides, demostrando asi que la solucion extractiva que presentd el mayor

porcentaje de flavonoides fue preparado por maceracion, con etanol 70%.

Los analisis quimicos del extracto de M. charantia confirman la presencia de fenoles,
flavonoides y alcaloides en hojas y tallos, se observa que hay 1.6% de fenoles,
0.223% de flavonoides y 0.17% de alcaloides en 1 g de extracto metandlico de M.
charantia. Sin embargo, Horax et al., (2006) realizé otro estudio donde trabajaron con
semillas, tejido de la cubierta de la semilla y pulpa, utilizaron 2 tipos de extractos uno
liofilizado y otro secado al horno, en donde se encontrd que el contenido fendlico de
los tejidos secados al horno fue significativamente mayor (5.39% a 8.94% mg
equivalentes de acido clorogénico (CAE)/g en peso seco) en comparacion con el
rendimiento del extracto obtenido por liofilizacion(4.64% a 8.90% mg equivalentes de

acido clorogénico (CAE)/g en peso seco).

En otro estudio llevado a cabo por Abalaka et al., (2009) reportaron ausencia de
saponinas y flavonoides en hojas y tallo, por otro lado, encuentran alcaloides y taninos
en ambas partes de la planta, para un extracto con 20 g de planta seca molida de M.
charantia en 100 ml de etanol al 95%.

Respecto a la actividad antioxidante del extracto de M. charantia se obtuvo una CAso
de 486.72 pg/ml, de acuerdo con Shan et al, (2012) los flavonoides son el grupo con
mayor capacidad antioxidante de la M. charantia, a pesar de eso un extracto
metandlico usado por Xie y Zhang (2010) de la planta mostré baja actividad
antioxidante con una CAsp de 612 pg/ml aun asi mostré ser mejor que la mostrada
por el extracto acuoso con una CAso de 1200 pg/ml esto puede deberse a que los

flavonoides a pesar de ser solubles en agua son mayormente solubles en metanol.
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En otro estudio realizado por Ghaffar et al. 2016, el aceite de las semillas de M.
charantia del distrito de Charsadda en Pakistan mostré6 tener una capacidad
antioxidante de 23.89% a la concentracion méaxima evaluada de 100 pg/ml, por lo que
la variacion en la capacidad antioxidante también puede ser resultado de la parte de

la planta utilizada, asi como de las condiciones en las que se da su crecimiento.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana se obtuvieron halos de inhibicién sobre
4 de las 6 cepas bacterianas utilizadas: S. aureus, S. aureus, caso clinico CUSI, S.
epidermidis y E. faecalis por lo que se reporta el extracto como bioactivo, sin embargo,
en la evaluacion ante hongos levaduriformes no present6 actividad inhibitoria ante
ninguna de las 3 cepas evaluadas. En estudios realizados por Rakholiya et al., (2014)
donde utilizaron diferentes extractos hidroalcohoélicos (100% MeOH, 75% MeOH, 50%
MeOH, 25%MeOH, Acuoso y Hexanico), los cuales se evaluaron ante diferentes
cepas bacterianas Gram positivas, Gram negativas y algunos hongos, se encontrd
gue todos los extractos mostraron actividad contra S. aureus lo que coincide con los
resultados obtenidos en este trabajo, la mayor actividad la obtuvo el extracto con
MeOH al 50% seguido del extracto hexanico ante Micrococcus flavus. Segun Braca
et al., (2008) el aceite esencial de semillas de M. charantia presenta un efecto
inhibitorio significativo sobre S. aureus, mientras que presento baja actividad ante E.
coliy C. albicans con una concentracion >500 ug/ml. Por otro lado, Lu et al., (2011)
no observo actividad en S. aureus, E. coli o P. aeruginosa en el extracto del fruto sin
semilla de la planta a una concentracion de 10 mg/ml, por lo que el extracto del tallo
y hojas de la planta posee mejores resultados ante estas cepas.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion
de antimicrobiano (en pg/ml) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 horas de incubacion a 37°C. (Andrews, 2001), mientras que la CBM
se interpreta como la concentracidn mas baja que puede eliminar por completo los
microorganismos (99.9% de inhibicion). Empleando un indicador de viabilidad celular,
una coloracion morada es indicativa de crecimiento microbiano debido a que el TTC
se une a la cadena respiratoria de las bacterias, generando el vire de color. En este
caso la CMI y CBM fue evaluada en bacterias Gram positivas, se determind que en
S. aureus CDBB-1044, S. aureus caso clinico, S. epidermidis ATCC-12228 y E.
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faecalis presentaron una CMI de 0.6, 1.25, 20 y 0.6 mg/ml y una CBM de 2.5, 5.0,
>40.0 y 2.5 mg/ml respectivamente. En el caso de los hongos levaduriformes no se
continuo con esta metodologia debido a los resultados negativos obtenidos en los
halos de inhibicién. Rakholiya et al., (2014) cuantifico la CMI y CBM del extracto
metandlico de la parte aérea de las plantas para la bacteria Micrococcus flavus
obteniendo una CMI de 0.312 mg/ml y una CBM de 1.25 mg/ml, también lo realizé
con bacterias Gram negativas como lo son P. pictorium, P. purtida, P. testosteroni y
P. syrigae, pero no encontré resultados favorables al no obtener valores
determinables en las primeras 3 bacterias y la ultima con una concentracion >1.25
mg/mL tanto para CMI y CBM, por lo que podemos determinar que el extracto

metandlico presenté mayor actividad antibacteriana en bacterias Gram positivas.

Esta propiedad antibacteriana es asociada principalmente a la considerable presencia
de fenoles y flavonoides que presenta nuestro extracto, ya que estos metabolitos
secundarios son de los grupos mas importantes de compuestos fenélicos con los que
existe evidencia de su actividad antibacteriana ante las bacterias Gram positivas, en
donde influye el tipo y la posicién de los sustituyentes del anillo bencénico y la longitud
de la cadena lateral de los acidos fendlicos (Gill y Holley, 2006). Por otro lado, Maddox
y colaboradores (2010) mencionan que los acidos fendlicos pueden inhibir el
crecimiento de las bacterias debido a las propiedades prooxidativas, asi como por
alterar la hidrofobicidad y la carga superficial de las células, causando finalmente la
fisura y deposicion citoplasmética. También es importante considerar que las
bacterias Gram negativas, Gram positivas y lo hongos presentan diferencias en
cuanto a la estructura y composicion de la pared celular, por ejemplo, las bacterias
Gram positivas poseen una pared celular mucho mas gruesa que las Gram negativas,
sin embargo, las Gram negativas presentan una segunda capa externa con un alto
porcentaje de lipidos que le brinda un mayor grado de proteccién, siendo esa la mas
probable razén de que nuestro extracto no haya tenido actividad ante ellas. EI mismo
caso sucede con Candida ya que estos microorganismos presentan una capa de
quitina, una de glucano y una mas externa de proteinas las cuales le ayudan para
darle estructura a la célula y ademas le brinda proteccion mecanica ante agentes
externos, siendo esta la principal razon por la que se asume que los componentes de
nuestro extracto no pudieron interactuar con las células microbianas de manera

efectiva.
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En el caso de la curva de crecimiento bacteriano para S. aureus se observa que el
extracto tiene actividad bacteriostatica en las concentraciones de CBM, 2CBM y
4CBM, ya que el éxito reproductivo bacteriano no se llevé a cabo con eficiencia porque
el numero de colonias se mantuvo muy bajo en comparacion con el grupo testigo.
Para el caso de CBM el crecimiento bacteriano se mantuvo bajo durante los primeros
7 tiempos del experimento, pero en la ultima hora existio un ligero realce en el
crecimiento bacteriano. En la concentracion mas baja que fue CMI hubo un
crecimiento gradual hasta las 26 horas, ya que a partir de ese tiempo se estabilizé el
crecimiento bacteriano, es un comportamiento interesante porque el hecho de que a
bajas concentraciones el crecimiento bacteriano se ve poco afectado, nos puede
indicar que el extracto a estas concentraciones no es toxico, aunque se deben hacer
protocolos especificos para demostrarlo. Por lo que mas adelante seria interesante
evaluar a diferentes niveles la toxicidad del extracto, ya que como reporta Lagarto y
colaboradores en el afio 2008 que el extracto de diferentes partes de la planta
presenta baja toxicidad por ingestién oral, pero presenta alta toxicidad e incluso

muerte en animales de laboratorio cuando se inyecta por via intravenosa.

CONCLUSION

El extracto metandlico de M. charantia presenta actividad antibacteriana
principalmente en bacterias Gram positivas: S. aureus, S. epidermidis y E. faecalis.
ademas el extracto metandlico presenta un efecto bacteriostatico ante S. aureus en
concentraciones de 5, 10 y 15 mg/ml. El extracto metandlico de M. charantia no inhibio
a los hongos levaduriformes, pero demostré tener capacidad antioxidante, estos
resultados estan correlacionados con los compuestos fendlicos, flavonoides y

alcaloides presentes en el extracto.
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APENDICES

Apéndice 1: Descripcion botanica de Momordica charantia L.

Nombre comun:

Es conocida en Sudamérica como melén amargo, cundeamor o balsamina y en Asia
y Africa como balsam pear, bitter, melon, karela, papala, balsam apple, bitter gourd,
melao de sao caetano, sorosi, Khandan, bejuco de coje, cundeamor, sibicoje,

sibicogen, subicogén, subi-coje, fu-kua, ku (Barraza et al., 2015).
Botanica y ecologia:

Enredadera dicotiledénea de la familia Cucurbitaceae, tiene hojas de 4 a 12 cm,
delgadas, con 5 a 7 l6bulos. Las flores masculinas solitarias o agrupadas sobre un
pedunculo que hacia la mitad o en la base presenta bracteas ovadas y cordadas en
la base; las flores femeninas solitarias. Fruto ovoide, con la superficie cubierta por
verrugas o tubérculos, de color amarillo-oro, abriendo de manera explosiva. Las
semillas elipticas, planas (Figuras 15y 16).

Habita en climas tropicales y subtropicales, originaria del sureste de Asia se ha
propagado por Africa y Sudamérica, distribuida en el estado de Veracruz en México
(Barraza et al., 2015).

Figura 15: Momordica charantia L. (Tomado de garden&outdoor.com)

37



Figura 16: Momordica charantia L.

(Fotografia original, tomada por Kenneth Yael Ventura Avila)

Etnobotanica y antropologia:

En el estado de Veracruz es usada para aliviar infecciones estomacales, diarreas,
también se utiliza como hipoglucemiante, antiinflamatorio y cicatrizante.
Tradicionalmente se recolecta la planta y se deja secar, una vez seca, se preparan

tés con las hojas, tallo y raiz de la planta. La pulpa del fruto es utilizada como dulce.
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Apéndice 2: Zona de colecta

Mapa de INEGI -

Chichicaxtle,
Veracruz.

Image may be subject to copyright

Figura 17. Localizacidn del poblado de Chichicaxtle, Veracruz.

La muestra de M. charantia se recolectdé en la localidad de Chichicaxtle, en el
municipio de Puente Nacional, que se localiza en la zona semiéarida del centro del
Estado de Veracruz (Figura 16), en las coordenadas 19° 20" latitud norte y 96° 29"

longitud oeste, a una altura de 100 m.s.n.m.

Clima
Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el clima es de tipo
Cwa o Cfa (basado en la clasificacion climéatica de Koppen) el cual corresponde a un

tipo calido-subhimedo con lluvias en verano. En 2013 se registré una temperatura

promedio anual de 26.5° C; su precipitacion media anual fue de 979.3 mm.

Hidrografia
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Se encuentra regado por el rio Huitzilapan, de los Pescados o La Antigua y sus

afluentes como el Santa Maria (Acevedo, 2014).

Edafologia

Su suelo es tipo vertisol, presenta anchas y profundas zanjas en época de sequia,
son suelos duros y con tonalidades negras, grises o rojizas. Aproximadamente el 50%

del suelo se utiliza en la agricultura (Acevedo, 2014).

Ecosistema

Los ecosistemas que coexisten en el municipio son el de bosque bajo subtropical
perennifolio con guarumbo, jonote, huanacaxtle sangrado y encino, donde se
desarrolla una fauna compuesta por poblaciones de ardillas, conejos, tlacuaches y
zorros (Acevedo, 2014).

Poblacion

En la localidad hay 945 hombres y 965 mujeres. La proporcién mujeres/hombres es
de 1.021, y el indice de fecundidad es de 2.40 hijos por mujer. Del total de la
poblacidn, el 6.44% proviene de fuera del Estado de Veracruz de Ignacio de la Llave.
El 4.76% de la poblacion es analfabeta (el 3.92% de los hombres y el 5.60% de las

mujeres). El grado de escolaridad es del 7.81 (8.03 en hombres y 7.61 en mujeres).

El 0.47% de la poblacion es indigena, y el 0.21% de los habitantes habla una lengua
indigena. El 0.01% de la poblacién habla una lengua indigena y no habla espafiol.

El 33.40% de la poblacion mayor de 12 afios esta ocupada laboralmente el 50.26%
de los hombres y el 16.89% de las mujeres (Acevedo 2014).
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Apéndice 3:Método de difusion en agar de Kirby-Bater (CLSI, 2012; Cole,
1994; Vanden Berghe y Vlietinck, 1991; Beer y Sherwood, 1945)

Esta técnica es utilizada para evaluar la actividad antibacteriana de un extracto puro o de los
compuestos de un extracto, los cuales se difunden a través del agar desde el disco de papel.
El crecimiento de la cepa estudiada comienza y los compuestos se alejan del disco de
acuerdo a un gradiente de dilucién, de modo que a mayor distancia del disco, se tendra una
menor concentracion del compuesto o extracto probado, formandose un halo de inhibicion
circular donde la sustancia no alcanza a inhibir el crecimiento y cuyo diametro es proporcional

a la potencia de la sustancia frente a la cepa.

Medio

Para el ensayo con bacterias se prepara el medio de cultivo Miller-Hinton, ya que es
el medio ideal para promover el desarrollo de la mayoria de los aislamientos

bacterianos de interés clinico.

El ensayo se realiza en cajas de Petri, donde el medio debe alcanzar un espesor
uniforme de 4 mm; de ser mas fino, los compuestos analizados tenderan a difundir
mas en direccioén lateral, aumentando el tamafio de las zonas de inhibicion; si es mas
grueso, el medio provoca que la disolucion se precipite, disminuyendo en diametro

del halo de inhibicion.

Una vez vertido el medio de cultivo, las cajas se dejan incubando durante 24 horas,

esto con la finalidad de verificar la ausencia de contaminacion en el agar.

Preparacion del in6culo
|. Bacteriano

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 o0 5 colonias. Se
sumerge el asa en 10 ml de caldo Muller-Hinton. Hay que enjuagar muy bien el asa
para que el material bacteriano quede perfectamente disuelto en el caldo. Una vez
hecho esto, se retira el asa y el tubo con el cultivo se incuba a 35°C durante un periodo
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de 18 a 24 horas o hasta que alcance una turbidez equivalente al estandar No. 0.5 de
MacFarland (absorbancia de 0.08 a 0.1 a 625 nm), el cual equivale a una

concentracion aproximada de 1.5x108 UFC/m.
lll. In6culo

Se sumerge un hisopo de poliéster estéril y seco en la suspension de la cepa con la
gue se vaya a trabajar; antes de retirarlo del tubo, se elimina el exceso de liquido

rotando el hisopo contra las paredes internas del tubo.

Posteriormente, se inocula la superficie de la placa con el medio adecuado (Muller-
Hinton), sembrando por medio de estria cerrada por lo menos en tres direcciones,

girando 60° al momento de cambiar de direccion.
Preparaciéon de sensidiscos

Se utilizan sensidiscos de 5 mm de didmetro hechos con papel Whatman del No. 5,
en los cuales se aplica la sustancia a evaluar a una concentraciéon de 2mg/sensidisco.
Estos sensidiscos se preparan 24 horas antes del experimento, lo anterior es con la

finalidad de que el solvente empleado para disolver el extracto se evapore totalmente.
Control negativo

Se colocan en los sensidiscos destinados a tal fin 10 ul del solvente utilizado para las

muestras problema. Se preparan con 24 horas de anterioridad al experimento.
Control positivo

Para cepas bacterianas, se utilizan sensidiscos impregnados con 25 upg de

cloranfenicol. Se preparan con 24 horas de anterioridad al experimento.
Prueba de susceptibilidad

Los sensidiscos son colocados manualmente en la superficie del agar utilizando
pinzas estériles. Se deben dejar a una distancia adecuada unos de otros y abarcando

la totalidad de la placa.
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Una vez preparadas todas las placas para la prueba de susceptibilidad, se colocan
en incubadora a 35°C sin mayor tension de CO2, esto Ultimo, para evitar la

acidificacién del medio y la obtencion de falsos positivos 0 negativos en la prueba.
Interpretacion de resultados
Bacterias

En el caso de existir inhibicion, se reporta el extracto o fraccion como activa. Las
zonas de inhibicién se miden con una regla de calibracion y en milimetros; la prueba
debe hacerse minimamente por triplicado y se reportan los promedios de los

resultados por cepa utilizada.

Apéndice 4: Microtécnica de dilucion en caldo (Koneman, 1985; CLSI, 2012)

Esta técnica se utiliza para la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria

(CMI) y la Concentracion Bactericida Minima (CBM).
Medio

Esta técnica sigue el mismo principio que el método de macrodilucién en agar, con la
excepcion de que la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se
determina en fase liquida, en una serie de microtubos moldeados en una caja plastica
con 96 cavidades, denominada placa de ELISA. La placa se prepara colocando 50 pl
de caldo Muller-Hinton (Bioxon 260) con la concentracion del extracto a probar en las
concavidades apropiadas: 40,20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mg/ml.

In6culo

Se prepara una suspension bacteriana inoculando una asada de la colonia en estudio
en 10 ml de caldo Miiller-Hinton (Bioxon 260). El tubo se incubaré por 24 horas a una
temperatura de 35°C, obteniendo una concentracién aproximada de 1x108 UFC/ml.
Posterior a esto, se realiza una nueva dilucion para obtener una concentracion de
1x10° UFC/ml. Una vez realizado lo anterior, se colocan 50 pul de las suspensiones

diluidas en cada uno de los pozos de la placa de ELISA.

43



Control negativo

Se colocan 50 pl de caldo Miuller-Hinton con el solvente empleado para disolver el

extracto a analizar.
Testigo

Se prepara colocando 50 pl de caldo Muller-Hinton en las concavidades y se agregan

50 ul de cultivo bacteriano.

Incubacién

Una vez que se tiene la placa con la carga bacteriana, se cubre con una tapa para

evitar el desecamiento y se incuba a 35°C durante 24 horas.
Interpretacion de los resultados

Después del tiempo de incubacion, se afiade a cada concavidad 50 pl de una solucion
al 0.08% de sal de tetrazolio oxidada (TTC), para después incubarla durante 30

minutos.

El las concavidades donde haya habido desarrollo de organismos, el colorante sera
reducido a formazén, el cual produce una coloracion rojiza-violacea en el fondo de la

concavidad. De no haber desarrollo, la concavidad se mantendra clara.
Nota: Es importante tener la placa protegida de la luz para evitar resultados falseados.

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es aquella en la que se presenta una
disminucién drastica del crecimiento bacteriano, en tanto que la Concentracion
Bactericida Minima sera en la que hay una inhibiciébn completa del desarrollo de la

cepa.

Esta prueba debe hacerse por triplicado a fin de que tenga resultados

estadisticamente significativos.
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Apéndice 5:Actividad sobre la curva de crecimiento bacteriano (Muroi et al.,
1993)

Este método se emplea para determinar el efecto que tiene un extracto sobre el
crecimiento bacteriano, basandose en las CMI y CBM, determinando los impactos

necesarios para que se produzca la inactivacion.
Medio de cultivo

Se coloca agar Muller-Hinton en cajas septadas (3 divisiones). Es importante que el

medio alcance un espesor uniforme de 4 mm.
In6culo

Se prepara una suspension bacteriana con aproximadamente 1x108 bacterias/ml en
un tubo de ensayo con 10 ml de caldo Mieller-Hinton (esta concentracion bacteriana
se obtiene en un periodo de 24 horas de incubacién). Con ayuda de una micropipeta,
se inoculan 0.1 ml de la suspensién de bacterias en los tubos que contienen los

extractos a evaluar.

La concentracion final serd se 1x10° bacterias/ml en cada tubo. Todos los tubos se
incubaran a 35°C sin presién de COa.

Tubos con extracto

Se prepara en tubos con agar Mueller-Hinton con las concentraciones de CMI, CBM,
2CBM y 4CBM.

Se muestrea cada hora durante los primeros cuatro tiempos: To-0, T1-1, T2-2, T3-3, T4
(Tiempo-horas transcurridas), después dos muestreos cada dos horas, uno a las 12

horas y otro a las 24 horas.

En cada tiempo se realizan diluciones en tubos con solucion salina (1/100 y 1/10000)
y se siembran en cajas de tres divisiones con agar Mueller-Hinton, para determinar

las unidades formadoras de colonias en cada tubo.
Testigo

Se prepara un tubo sin extracto como testigo.
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Incubacion
Las cajas se incuban durante 24 horas a 35°C.
Interpretacion de resultados

Se cuentan las colonias de cada concentracion y dilucion. Se grafica el Log del
numero de sobrevivientes contra el tiempo para determinar el nimero de impactos
necesarios para que se produzca la inactivacion y se prolonga la zona lineal de la

curva de supervivencia hasta su insercion con el eje de las ordenadas.

Apéndice 6: Conteo de fenoles totales (CFT) (Método modificado de
Singleton et al., 1999)

La concentracion de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometria con base a
una reaccion colorimétrica de 6xido-reducciéon, donde es empleado el reactivo de
Folin-Ciocalteu. El reactivo de coloracion amarillo y pH acido, contiene molibdato y
tungstato sédico que tienen la capacidad de reaccionar con cualquier tipo de fenol,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotingsticos. La transferencia de electrones a
pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingsticos en Oxidos,
cromogenos de color azul intenso de tunsgteno (WsOz23), siendo proporcional este

color al nimero de grupos hidroxilo de las moléculas (Gutiérrez et al., 2008).

Para la curva de calibracién se emplea acido galico, que es una pequefia molécula
gue, debido, a su estabilidad y estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido

a tres grupos hidroxilo (Garcia, 2007).
Curva de calibracion

Se utiliza una solucion estandar de acido galico de 0.2 mg/ml. A partir de esta solucion
se forman alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de
acido galico (0.00625, 0.0125, 0.05, 0.1, 0.2 mg/ml); a cada una se le agrega el
volumen correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones

mencionadas en un volumen final de 1 ml.

Preparacion del extracto
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Se prepara una solucion estandar (50 mg/ml) de la cual se toma una alicuota de 100

Ul y se agregan 700 ul de agua destilada para obtener las concentraciones

mencionadas a un volumen final de 1 ml, posteriormente se adicionan 50 ul de

reactivo Folin-Ciocalteau.

Después de cinco minutos se afladen 150 ul de una solucién de Na2COs (200 g/l). La

mezcla resultante se deja reposar durante dos horas, tiempo en el cual todos sus

componentes reaccionan a temperatura ambiente, y se lee la absorbancia a 760 nm.

Cada concentracion se lee por triplicado.

Tubo Acido Patrén Agua Agua Folin- Na,COs3

galico (acido destilada | destilada | Ciocalteau (uh
(mg/ml) | galico pl) (ul) (ki) (ul)

Blanco | - | e | - 700 50 150
1 0.00625 3.125 96.88 700 50 150
2 0.0125 6.25 93.75 700 50 150
3 0.0250 12.5 87.5 700 50 150
4 0.05 25.0 75.0 700 50 150
5 0.1 50.0 50.0 700 50 150
6 0.2 100 0 700 50 150
Problema |  ------- 25 75.0 700 50 150
Problema |  ------- 50 50.0 700 50 150
Problema | ------- 100 0 700 50 150
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Interpretacion de resultados

Se grafica la concentracion contra la absorbancia para obtener una curva patron de
acido galico. Para conocer la concentracién de fenoles del extracto problema, se
utiliza un andlisis de regresion lineal, interpolando la absorbancia de las muestras

evaluadas.

Los resultados se reportan como equivalentes de acido galico o en porcentaje.

Apéndice 7:Contenido de flavonoides totales Método Dowd (Ramamoorthy y
Bono, 2007)

Este método se basa en el viraje de color de una solucion de AICl3 a color amarillo
por la formacion de complejos estables &cidos con el grupo ceto en C-4 y, o bien el
grupo hidroxilo C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles, asi como la formacién de
complejos labiles acidos con los grupos orto-dihidroxil en el anillo A o B de los
flavonoides (Kalita et al, 2013).

Stock de quercetina
Se pesan 3 mg de quercetina, los cuales se disuelven en 3 ml de MeOH grado HPLC.
Curva patrén

Se toman alicuotas necesarias del stock de quercetina para la preparacion de la curva
patrén, con las concentraciones de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100 ppm y se les agrega 1ml de AICls al 2%.

Nota: Para las primeras concentraciones (de 1 a 5 ppm), hacer lo siguiente:

Del stock de quercetina tomar 20 ul y agregar 180 ul de MeOH, teniendo un volumen

final de 200 pl. De este nuevo stock, se toma:

[ 1ppm ul stock de pul de MeOH AlClz al 2%

guercetina mi
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1 10 990 1
2 20 980 1
3 30 970 1
4 40 960 1
5 50 950 1
Del stock de gquercetina (3mg en 3 ml de MeOH) tomar:
[ 1ppm ul stock de ul de MeOH AlClz al 2%

guercetina mi
6 6 994 1
7 7 993 1
8 8 992 1
9 9 991 1
10 10 990 1
20 20 980 1
30 30 970 1
40 40 960 1
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50 50 950 1
60 60 940 1
70 70 930 1
80 80 920 1
90 90 910 1
100 100 900 1

Stock del extracto

Se pesan 27mg del extracto de la planta y se disuelven en 1 ml de MeOH grado HPLC
Blanco

Se toma 1 ml del stock del extracto y 1 ml de MeOH grado HPLC.

Problema

Se toma 1 ml del stock del extracto y se le agrega 1 ml de AlIClz al 2%.

Se vierten 200 pl de las soluciones preparadas para la curva patron, el problema, el

blanco y el control negativo en una placa de ELISA, por triplicado.

Después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente se determina la

absorbancia a 450 nm.
Interpretacion de resultados

Se grafica la concentracién contra la absorbancia para obtener la curva patron de
guercetina. Para el problema, se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola

el promedio de la absorbancia de la muestra a evaluar.

50



Los resultados se expresan como equivalentes de quercetina/g de extracto.

Apéndice 8: Deteccion cualitativa de alcaloides

Las dos técnicas de deteccion cualitativa de alcaloides se basan en la capacidad de
los alcaloides para combinarse con yodo y metales pesados como el bismuto,
mercurio y tungsteno, formando precipitados visibles. Estos ensayos preliminares se

pueden realizar en campo o laboratorio.
|. Dragendorff

Es una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de alcaloides. Se utiliza el

reactivo de Dragendorff.

Primero, se disuelve la muestra problema con &cido clorhidrico al 5% para
posteriormente filtrar y agregar el reactivo de Dragendorff (que es tetrayodo bismuto
de potasio). En caso de formarse un precipitado rojo-naranja, se confirma la presencia

de alcaloides en la muestra.
II. Mayer

Esta técnica también es muy usada para la deteccién de alcaloides y se puede utilizar

para confirmar los resultados obtenidos con el reactivo de Dragendorff.

Se realiza exactamente el mismo procedimiento que en la técnica de Dragendorff,
solo que agregando el reactivo de Mayer, que se compone de cloruro de mercurio y
potasio. En este caso, la prueba se declara positiva si se obtiene un precipitado de

color blanco o amarillo claro.
Apéndice 9: Cuantificacion de Alcaloides (Shamsa et al., 2008)

Se recomienda utilizar esta técnica en caso de detectar alcaloides en la muestra con

la que se esté trabajando.
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Se basa, por un lado, en la reaccién del verde de bromocresol, el colorante utilizado
dentro de la técnica, para estabilizarse al momento de encontrarse en un medio acido
(entre 4y 5 en la escala de pH). Cuando se encuentra en un medio de esa naturaleza,
se torna azul al desprotonarse, se vuelve amarillo en el momento en que cae en un
medio acido. Por otro lado, la precipitacion de los alcaloides en medios acidos es muy
importante, debido a que en el momento en que se encuentran en un medio acido,
tienden a precipitarse (este es el mismo fundamento que las técnicas de deteccion
cualitativa). Dentro de esta técnica, ambos principios se unen, ya que a la hora de
hacer lavados con cloroformo, este solvente es capaz de arrastrar los alcaloides
acidificados, coloreados con el verde de bromocresol que, al caer en un medio acido
(es decir, el cloroformo con los alcaloides) se torna amarillento, siendo esto lo que se
mide por espectrofotometria.

Preparacién de reactivos
|. Verde de bromocresol

Se pesan 69.8 mg de verde de bromocresol, los cuales se disuelven en 3 ml de una
solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 2 N. Una vez disuelto el colorante, se afiaden

otros 5 ml de agua destilada.

Es necesario calentar un poco la mezcla con la finalidad de disolver bien el verde de
bromocresol. Una vez disuelto perfectamente, se afora a un litro afiadiendo agua

destilada.
II. Buffer de fosfato (pH 4.7)

Para el buffer se requiere una solucion 2 M de fosfato de sodio, la cual se prepara

pesando 21.6 gramos de NazHPOa4 y se disuelven en un litro de agua destilada.

Para ajustar el pH a 4.7 se utiliza una solucion de acido citrico en las proporciones de
42.02 g para un litro de solucién. Con ayuda de un potenciémetro, se ajusta el pH de

la solucién hasta llegar a 4.7

Nota: En caso de observarse poca variacion al afiadir gotas de acido citrico, preparar

una nueva solucién mas concentrada.
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lll. Estandar de atropina

Para realizar la curva patron, se hace un stock de atropina en una concentracion de

100 pg/ml de agua destilada.

IV. Stock del problema

En el caso del problema, se prepara un stock con la concentracion de 2 mg/ml de

agua destilada.

V. Preparacion de la curva

Una vez que se han preparado los stocks de atropina y del problema, se procede a

colocar en tubos de ensayo las siguientes cantidades:

ml de stock de Atropina (mg) Buffer fosfato Verde de
atropina (100 bromocresol ml
ug/mi) (4.7 pH) ml

0.2 0.02 2.5 2.5

0.3 0.03 2.5 2.5

0.4 0.04 2.5 2.5

0.5 0.05 2.5 2.5

0.6 0.06 2.5 2.5

0.8 0.08 2.5 2.5

1.0 0.1 2.5 2.5
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En el caso del problema, se toma una alicuota de 1.2 ml, que llevard una

concentracion de 2.5 mg del extracto.
*Lavados de cloroformo

Para obtener los alcaloides a medir, es necesario realizar lavados con cloroformo.
Para este efecto, se afiaden secuencialmente 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ml de cloroformo.
Con ayuda de un agitador automatico, se mezcla perfectamente bien en cada lavado;
el uso del agitador es necesario para asegurarse de que el cloroformo arrastre la
mayor cantidad posible de alcaloides de la muestra. Una vez agitado, en el fondo del
tubo se formara un precipitado amarillento, el cual debe recogerse con una pipeta

Pasteur y trasladarse a otro tubo.
Nota: De preferencia, comenzar a recoger el precipitado después del segundo lavado.
VI. obtencidn e interpretacion de resultados

Una vez obtenidos los lavados de cloroformo de las concentraciones de la curva

patréon y del problema, se leen en un espectrofotometro a 470 nm.

Para interpolar la muestra problema, se realiza un andlisis de regresion lineal y se

reporta como miligramos equivalentes de atropina por gramo de extracto.
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