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RESUMEN

A través del tiempo, las plantas medicinales han sido el recurso principal utilizado
de manera tradicional para tratar infecciones bacterianas y diversas otras
enfermedades y al mismo tiempo, han jugado un papel importante para el desarrollo
de nuevos farmacos. Por ejemplo, se ha documentado actividad antibacteriana de
alcaloides, flavonoides y terpenoides aislados de plantas medicinales. Por otra
parte, datos de la OMS indican que las infecciones por bacterias se encuentran
entre las 10 causas principales de muerte en el mundo. Sin embargo, varios
microorganismos han desarrollado o adquirido mecanismos de resistencia a los
antibioticos disponibles, de tal suerte que la OMS ha clasificado a la resistencia
microbiana como un problema de salud emergente que requiere ser atendido.
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus son bacterias Gram positivas que en la
actualidad estan presentando resistencia contra los antibiéticos betalactamicos
disponibles. Las plantas del género Croton poseen diversas actividades
farmacoldgicas de gran interés, entre ellas las antibacterianas. En el presente
trabajo, se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos de diclorometano y
metanol de Croton ciliatoglandulifer y se caracterizaron quimicamente algunos de
los metabolitos del extracto con actividad antimicrobiana. Para la evaluacion, se
empled el método de difusion en disco. Posteriormente, se llevo a cabo un estudio
qguimico del extracto con mayor actividad con la finalidad de aislar y/o identificar los
principales metabolitos secundarios, lo cual se llevd a cabo mediante una
combinacion de las cromatografias en capa fina (CCF), de liquidos en columna
abierta (CC) y de Alta Resolucion (HPLC), asi como la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
(CG-EM). Los extractos diclorometanico (D) y metandlico (M) de las raices (R) y el
metandlico de las hojas (H) (DR, MR y MH) inhibieron, aunque de manera
moderada, el crecimiento de la cepa S. aureus ATCC 29213, mientras que en el
caso B. cereus ATCC 10876, solo el DR fue activo. De manera adicional, la
combinacion del DR con ampicilina produjo un efecto sinérgico sobre esta Ultima
cepa (que es resistente a ampicilina) a partir de la proporcion de 3 mg/15 uL del DR
con 100 pg/mL del antibiético comercial. El analisis quimico de todos los extractos
diclorometanicos por medio de CG-EM permitié identificar 43 compuestos
diferentes, en su mayoria de naturaleza terpenoide y de estos, los sesquiterpenos
fueron los predominantes. Por otra parte, se identificé mediante RMN un compuesto
aislado de los tallos, el cual coincidio con la sacarosa. Se encuentran todavia en
proceso de registro los espectros de RMN de otros dos polvos purificados. Vale
mencionar que varios de los compuestos identificados hasta ahora en esta especie
vegetal como el borneol, los acetatos de borneol y del cis-crisantenilo, asi como el
oxido de cariofileno, han sido reportados con actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Croton ciliatoglandulifer, efecto antimicrobiano, resistencia
antibacteriana, perfil quimico.



ABSTRACT

Throughout time, medicinal plants have been used in traditional medicines to treat
bacterial infections and many other diseases, and at the same time, have played an
important role in the development of new drugs. For example, alkaloids, flavonoids
y terpenoides isolated from medicinal plantas have been reported to have
antibacterial activity. On the other hand, WHO has included infectious diseases
caused by bacteria into the top ten causes of deaths worldwide. However,
microorganisms have developed or acquired mechanisms of resistance to current
treatments, so as the WHO has recognized microbial resistance as an emerging
problem, that deserves more attention. Staphylococcus aureus and Bacillus cereus
are Gram positive bacteria that have currently turned to be resistant to the available
beta-lactam antibiotics. Some medicinal plants are used traditionally to treat
infectious diseases. Among these, those belonging to the Croton genus stand out.
In this work, the antimicrobial activities of dichloromethane and methanol extracts of
Croton ciliatoglandulifer were assessed, and some of their secondary metabolites
characterized. Antimicrobial activity was conducted using Kirby-Bauer agar diffusion
method. Then, the most active extract was subjected to chemical study for the
identification of its main secondary metabolites using TLC, open CC, HPLC-PDA
and GC-MS, combined with NMR spectroscopy. Methanol (M) and dichloromethane
(D) extracts from roots (R) (MR and DR) and methanol extract from leaves (H) (MH)
moderately inhibited S. aureus ATCC 29213 growth, meanwhile only roots
dichloromethane extract (DR) inhibited B. cereus ATCC 10876. Additionnally,
combination of DR and the antibiotic ampicilline produced synergistic effect on the
ampicilline resistant B. cereus from the ratio of 3 mg/15 pyL DR with 100 pg/mL the
commercial antibiotic. GC-MS analysis of all the dichloromethane extracts led to the
identification of 43 compounds, many of which consisting of terpenoids,
sesquiterpenes being the most abundant. On the other hand, a purified compound
from the metanol extract of stems was identified as sucrose using NMR
spectroscopy. NMR spectra recording of two other purified white powders is still in
progress. It is worth mentioning that many of the identified compounds in this plant
species, like borneol, as well as borneol and cis-crisantenil acetates, caryophyllen
oxide have been reported to possess antimicrobial activity.

Keywords: Croton ciliatoglandulifer, antimicrobial effect, antibacterial resistance,
chemical profiling
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1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce que la resistencia a los
antibiéticos (RA) es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial, la
seguridad alimentaria y el desarrollo (OMS, 2020a). La resistencia antimicrobiana
se define como el mecanismo o capacidad que tiene un microorganismo para
disminuir o inactivar la accion de los agentes antimicrobianos (Calderén-Rojas y
Aguilar-Ulate, 2016). Ante tal problematica mundial, se ha visto un descenso en el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos después de su época de oro de 1945
a 1965. Es en dicha época que se desarrollaron la mayoria de los antimicrobianos
(Hutchings et al., 2019). Dichos farmacos se siguen utilizando, pero debido a la
resistencia generada por los microorganismos, urge el descubrimiento de nuevos

agentes antimicrobianos.

La fuente primaria para el desarrollo de nuevos farmacos y tratamientos para las
diversas enfermedades la constituyen los productos naturales, entre ellos los
provenientes de las plantas medicinales. El punto de partida para el descubrimiento
de nuevos farmacos basados en plantas es la identificacion de plantas candidatas
mediante el uso tradicional documentado y no documentado (Katiyar et al., 2012).
Entre las plantas de mayor interés, se encuentran las del género Croton
(Euphorbiaceae). Las especies de este género poseen diversos usos tradicionales,
incluyendo como insecticidas, vermifugas, diuréticas, antisépticas, purgantes,
analgésicas y antipiréticas, y para tratar heridas, tumores, cancer, epilepsia,
diabetes, inflamacion, malaria, fiebre, diarrea, tuberculosis y para una variedad de
sintomas gastrointestinales (Palmeira et al., 2006). Ademas de los usos
tradicionales, existen reportes de evaluaciones farmacoldgicas importantes, entre
ellas y la de mayor interés para este trabajo se encuentra la actividad
antimicrobiana, ya que se ha reportado que los extractos hidroalcohdlicos de las
especies Croton urucurana Baillon, C. lechleri y C. draco fueron efectivos contra la
mayoria de las cepas evaluadas, entre las que se encuentran Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y las del género Salmonella
(Peres et al., 1997; Corrales-Ramirez et al., 2013; Morales-Ubaldo et al., 2020).



El presente proyecto tuvo como objetivo contribuir al conocimiento de los
metabolitos secundarios presentes en las partes areas y raices de Croton
ciliatoglandulifer y si dicha planta tiene efecto antimicrobiano sobre los
microorganismos seleccionados (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli y Kosaconia cowanii). La evaluacion de su potencial antimicrobiano
y el conocimiento de su perfil en metabolitos secundarios aportaron datos utiles
sobre esta especie medicinal de Croton, ya que actualmente, a pesar de ser
considerada endémica de México (Sanchez-Hernandez et al., 2018), poco se sabia

de su composicion y efectos antimicrobianos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Actividad antimicrobiana de compuestos originados de plantas

En los dltimos afios se han propuesto diversas estrategias para superar la
resistencia a los antibioticos. Una de ellas de gran interés es la combinacion de otras
moléculas con los antibiéticos con eficacia reducida, lo que aparentemente restaura
la actividad antibacteriana deseada (Brown, 2015). Estas moléculas pueden
provenir de fuentes naturales. Diversas investigaciones han demostrado que los
compuestos fitoquimicos pueden actuar solos o en combinacion con antibioticos
para mejorar la actividad antibacteriana contra una amplia variedad de bacterias
(Khameneh et al., 2019).

Las clases de metabolitos secundarios que presentan mayores propiedades
antimicrobianas pueden clasificarse en funcion de sus estructuras quimicas y origen
biosintético. Los grupos principales son alcaloides, compuestos fendlicos,
compuestos que contienen azufre, cumarinas, terpenos, aceites esenciales, lectinas

y polipéptidos (Mickymaray, 2019; Khameneh et al., 2019 y Vaou et al., 2021).

2.1.1. Alcaloides

Los alcaloides son estructuras quimicamente muy diversas de compuestos
nitrogenados generalmente heterociclicos, que pueden tener efectos analgésicos,
antiespasmaodicos y antimicrobianos (Vaou et al., 2021). Representan un tipo
potencialmente nuevo de antibiético natural con un amplio espectro antibacteriano,
reacciones adversas raras y una baja tendencia a producir resistencia a los
medicamentos. Sus principales mecanismos antibacterianos incluyen la inhibicién
de la sintesis de la pared celular bacteriana, el cambio en la permeabilidad de la
membrana celular, la inhibicién del metabolismo bacteriano y la inhibicion de la

sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Yan et al., 2021).

Se ha demostrado que la combinacion de alcaloides y farmacos aumenta la eficacia
de éste ultimo. La piperina, por ejemplo, (1) (Figura 1) es un alcaloide de tipo
piperidina aislado de Piper nigrum y Piper longum. Cuando se coadministré con
ciprofloxacina, inhibié el crecimiento de un S. aureus mutante. Ademas, redujo
notablemente los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la

ciprofloxacina. La administracion conjunta de piperina y gentamicina fue eficaz
3



contra la infeccion por SARM (Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina). Se
ha estudiado la aplicacion de piperina como inhibidora de las bombas de expulsion
de S. aureus y SARM (Khameneh et al., 2019).

La berberina (2) (Figura 1) es un alcaloide de isoquinolina, que se puede encontrar
en las raices y la corteza del tallo de especies del género Berberis, que también es
el principal ingrediente activo de Rhizoma coptidis y Cortex phellodendri. Este
compuesto ha mostrado actividad contra bacterias, hongos, protozoos y virus. La
intercalacion del compuesto en el ADN, asi como en la ARN polimerasa, la girasa y
la topoisomerasa IV y, por udltimo, la inhibiciébn de la division celular, son los

mecanismos de accion antibacteriana de la berberina (Khameneh et al., 2019).
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Figura 1. Estructuras de los alcaloides piperina (1) y berberina (2) (Khameneh et
al., 2019).

2.1.2. Compuestos fendlicos

Los polifenoles, cuya caracteristica estructural comun es que poseen al menos un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo, pueden agruparse, por ejemplo, en
familias segun el niumero y disposicion de los atomos de carbono en su estructura
(Manso et al., 2022). Estos compuestos, como moléculas bioactivas, juegan un
papel importante en la mejora de la actividad antibidtica contra patdégenos
resistentes a través de varios mecanismos (Gorniak et al., 2019). Los mecanismos
principales por el cual actuan los compuestos fendlicos son la inhibicion de las
bombas de expulsion (Khameneh et al., 2019). Como ejemplo, esta la baicaleina

(3), que es una flavona (Figura 2) aislada de las raices de Thymus vulgaris,



Scutellaria baicalensis, S. litwinowii y S. lateriflora. La baicaleina también podria
restaurar notablemente la eficacia de los antibi6ticos B-lactamicos, la tetraciclina y
la ciprofloxacina contra SARM a través de la inhibicion de la bomba de expulsion
NorA, debido a que se han observado efectos sinérgicos como resultado de la
combinacion de 3 con la primera tetraciclina descubierta, que es al mismo tiempo
representante genérico del gran grupo de las tetraciclinas, contra E. coli (Khameneh
et al., 2019).

Otro compuesto fendlico es la biocanina A (4) (Figura 2), una isoflavona cuyo efecto
antimicrobiano reside en la actividad inhibitoria del sistema de eflujo de
SARMA41577. Estudios indican que esta sustancia podria inhibir las bombas de
expulsion de esta cepa al reducir la expresion de la proteina NorA (Zou et al., 2014).
Flavonoides como el kaempferol y la quercetina han mostrado inhibicion de la
expresion de las bombas de expulsion, mientras que, para otros compuestos
fendlicos como los taninos, el acido chebulinico y las antraquinonas, se ha reportado
gue su actividad antimicrobiana es debida a la capacidad de inhibir la ADN girasa.
Los flavonoides también pueden interactuar con la membrana de la célula
bacteriana, inhibiendo su sintesis, como es el caso de la naringenina, el eriodictiol y

la taxifolina (Khameneh et al., 2019).

OCHs,

(4)

(3)

Figura 2. Estructuras de los compuestos fenolicos baicaleina (3) y biocanina A (4)
(Khameneh et al., 2019).

2.1.3. Terpenos

Los terpenos son compuestos naturales organicos que contienen unidades de

dimetilalil-PP e isopentenil-PP. Su principal actividad antimicrobiana es la alteracion

de la membrana (Mickymaray, 2019). Se consideran la familia méas diversa de

productos naturales que realizan numerosas funciones que van desde la
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participacion en la estructura primaria de las células, hasta la contribucion a las
funciones celulares (Vaou et al., 2021). Existen abundantemente en flores, frutas y
verduras; especialmente, se pueden encontrar en alta concentracion en las
estructuras reproductivas y el follaje de las plantas, durante e inmediatamente
después de la floracion. Los terpenos son también los componentes principales de
los aceites esenciales y otorgan alguna fragancia peculiar (Khameneh et al., 2019 y
Vaou et al., 2021).

El mecanismo antimicrobiano de los terpenos esta estrechamente relacionado con
sus caracteristicas lipofilicas (Khameneh et al., 2019). Los monoterpenos impactan
preferentemente en las estructuras de la membrana, aumentando su fluidez y
permeabilidad, alterando la topologia de sus proteinas y generando alteraciones a

lo largo de la cadena de respiracion (Vaou et al., 2021).

Aunque la actividad antibacteriana de los terpenos sigue siendo estudiada, estos
muestran una fuerte actividad, especialmente contra las bacterias Gram-positivas
(Khameneh et al., 2019; Vaou et al., 2021). Sin embargo, algunos terpenos como el
timol (5), el eugenol (6), la carvona (7) y el carvacrol (8) y el fendlico cinamaldehido
(9) (Figura 3) desintegran la membrana externa de varias bacterias gramnegativas,
liberando lipopolisacaridos y aumentando la permeabilidad de la membrana
(Mickymaray, 2019).

CHs HyC vc Hy

(6) U

(9)

Figura 3. Estructuras de los monoterpenos timol (5), eugenol (6), carvona (7) y
carvacrol (8) y el cinamaldehido (9) (Mickymaray, 2019).



Los alcoholes terpénicos, con diferentes cadenas de carbono alifaticas y abiertas,
son estructuras que también han sido evaluadas ante patdégenos. El farnesol (10) y
el nerolidol (11) (Figura 4) mostraron un fuerte efecto contra S. aerus, con una
concentracion minima bactericida (CMB) de 20 y 40 pg/mL, respectivamente. Los
compuestos 10 y 11 fueron evaluados en un modelo que consistié en examinar la
interaccion de éstos con la membrana celular bacteriana mediante la evaluacion de
la fuga de iones K* intracelulares. Propusieron que la fuga de K* de las células refleja
la potencia antibacteriana de los compuestos perturbadores de la membrana
(Khameneh et al., 2019).

= ~2 ~2 OH = = AN

HO
(10) (11)

Figura 4. Alcoholes terpénicos farnesol (10) y nerolidol (11) (Khameneh et al.,
2019).

2.2. Geénero Croton

El género Croton pertenece a la familia Euphorbiaceae que contiene
aproximadamente 1300 especies de arboles, arbustos y hierbas, distribuidas en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Salatino et al., 2007). Su distribucién
geografica abarca América del Sur, del Norte y Central, asi como Africa y Asia (Xu
et al., 2018).

En cuanto a la composicién quimica del género Croton, se reporta que contiene
diversos diterpenoides, incluidos de los tipos clerodano, tigliano, kaurano, labdano,
cembrano y pimarano, con una amplia gama de actividades bioldgicas (Xu et al.,
2018). Croton también es rico en alcaloides activos, como la taspina o del tipo
bencilisoquinolina (Salatino et al., 2007).

Las especies del género tienen un uso muy extendido como medicinales, pues son
muy Utiles como estimulantes y tonicos, insecticidas o vermifugas, diuréticas,
antisépticas, purgantes, analgésicas y antipiréticas, y para tratar heridas, tumores,
cancer, epilepsia, diabetes, inflamacién, malaria, fiebre, diarrea, tuberculosis y para

una variedad de sintomas gastrointestinales (Palmeira et al., 2006).



En México, se han identificado las siguientes especies endémicas: Croton
arboreous Millsp, la cual es conocida como “cascarillo” en Tabasco y Chiapas y
Croton draco Cham. & Schiltdl., que es un arbusto nativo y conocido como una de
las plantas "sangre de dragén", debido a que tienen una savia roja muy utilizada en
la medicina tradicional para la tos, la gripe, la diarrea, Ulceras, y topicamente como
cicatrizante de heridas para cortes, llagas abiertas, herpes, como antiséptico
después de la extraccion de dientes y para llagas orales (Salatino et al. 2007). En
Oaxaca, se encuentra Croton ciliatoglandulifer, considerada endémica, conocida
como Xunashe y que se utiliza tradicionalmente para el control biolégico de varios

patdgenos asociados con infecciones comunes (Sanchez-Hernandez et al., 2018).

2.2.1. Metabolitos secundarios identificados en el género Croton

2.2.1.1. Croton caudatus Geisel

De los tallos de Croton caudatus Geisel, se aisl6 una flavona, novedosa hasta
entonces, llamada crotoncaudatina, junto con nueve analogos conocidos: 4'-
heptametoxiflavona, tangeretina, nobiletina, 5,6,7,4'-tetrametoxi-flavona,
sinensetina, kaempferol, tilirosida, 3-O-rutinosil kaempferol y rutina (Zou et al.,
2010).

2.2.1.2. Croton gossypiifolius Vahl

Especie que se encuentra entre las conocidas como sangre de dragon, debido
también, como se ha mencionado anteriormente, a la savia roja y viscosa que exuda
su corteza. Un estudio fitoquimico realizado a los extractos organicos obtenidos de
la corteza revel6 la presencia de diversos diterpenos de tipo ent-kaurano: acidos
ent-kaurenoico, grandiflorénico y ent-15B-E-cinamoil-kaurenoico, ademas del 3,4-
seco-ent-kaureno, conocido también como 7-desoxo-geayina, el flavonoide
quercitrina y acidos grasos donde el palmitico resulto ser el mayoritario (Suarez et
al., 2013).

2.2.1.3. Croton linearis Jacq

De esta planta, se aislaron e identificaron siete compuestos a partir de un extracto

etanolico de hojas, los cuales consistieron en 2 alcoholes de cadena larga (2-metil-

tetradecan-2-ol y el hexacosanol), un alcano lineal saturado (tetracosano), tres
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acidos grasos (esteérico, 5,8-dien-tetradecandico y oleico), asi como una flavona

trimetoxilada (5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona) (Garcia-Diaz et al., 2015).

2.2.1.4. Croton urucurana Baillon

De esta especie, se han identificado (+)-galocatequina, procianidina B3, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, tembetarina, magnoflorina, taspina, 3-0x0-12-epi-
barbascoato de metilo, 12- epi -barbascoato de metilo y acido hardwickiico (Wolff-
Cordeiro et al., 2016).

2.2.1.5. Croton echinocarpus Baill

Se estudio el extracto hidroalcohdlico (70% EtOH) de hojas de C. echinocarpus
mediante técnicas cromatograficas con las que se logro el aislamiento de dos
alcaloides: coridina y norisoboldina, y sus estructuras se establecieron mediante
interpretacion de datos espectroscopicos (UV, IR, RMN y EM-IE) (Ravanelli et al.,
2015).

2.2.1.6. Croton cajucara Benth

Es una planta medicinal popularmente conocida en Brasil como sacaca. En un
estudio a partir de una decoccion de las hojas, se llevé a cabo un analisis fitoquimico
completo mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas. Muchos de los
compuestos fueron identificados por primera vez en la especie, tales como O-
glucésidos de kaempferol y quercetina, glicésidos de otros flavonoides, taninos y
derivados del acido cinamico (Nascimento et al., 2017).

2.2.2. Estudios farmacologicos del género Croton
2.2.2.1. Actividad antiinflamatoria

e Croton urucurana Baillon
La actividad antiinflamatoria se evalud utilizando diferentes concentraciones del
extracto. El estudio se basoé en el edema de la pata y el reclutamiento de leucocitos
en la cavidad peritoneal de ratones, ambos inducidos por carragenina. Las
contorsiones abdominales causadas por el acido acético y la duraciéon del lamido de

patas inducido por formalina fueron los modelos empleados para evaluar la actividad
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antinociceptiva en la cual el extracto exhibié propiedades antiinflamatorias y
antinociceptivas, corroborando su uso en medicina popular. Esos efectos se
relacionaron con la presencia de diterpenos, alcaloides y flavonoides, que fueron

identificados en este mismo estudio (Wolff-Cordeiro et al., 2016).

e Croton cajucara Benth
Las fracciones de diferentes polaridades de las hojas de Croton cajucara Benth se
evaluaron mediante un modelo de edema de raton inducido por una inyeccion
intraplantar de carragenina. Se determin6 que las fracciones exhiben propiedades

antiinflamatorias (Nascimento et al., 2017).

2.2.2.2. Actividad antibacteriana

e Croton urucurana Baillon
Se llevo a cabo un ensayo de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico
(EtOH-H20), asi como de algunas fracciones del extracto metandlico y algunos de
los compuestos aislados de este ultimo extracto, como el acido acetil aleuritdlico
contra Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, resultando este Gltimo
compuesto con la mejor concentracion inhibitoria minima contra ambos

microorganismos (Peres et al., 1997).

e Croton lechleri Muell. Arg
Sus extractos etanodlico y de éter de petroleo fueron evaluados in vitro frente a
aislamientos bacterianos aerébicos de pacientes [Staphylococcus aureus (ATCC) y
Escherichia coli (ATCC)] con ulceras cutaneas mediante pruebas de difusion en
disco, dilucion en agar y difusion en pozo. En los ensayos de sensibilidad
antimicrobiana in vitro, se evidencié que los extractos de esta especie eran efectivos
frente a la mayoria de aislamientos bacterianos del estudio, siendo el extracto

etandlico el de mayor potencial antibacteriano (Corrales-Ramirez et al., 2013).

e Croton draco Cham. & Schltdl:
La actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico fue evaluada sobre

bacterias de importancia sanitaria, entre ellas, cepas de Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella
cholerasuis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis. Las bacterias mostraron
diferentes grados de sensibilidad. Sin embargo, se determiné una mayor actividad
frente a bacterias Gram positivas como L. monocytogenes, S. aureus y B. subtillis
(Morales-Ubaldo et al., 2020).

2.2.2.3. Actividad antiparasitaria

Se evalud la actividad leishmanicida y la toxicidad aguda oral del extracto
hidroalcohdlico de los tallos de Croton alnifolius Lam, para lo cual se infectaron ratas
hamster con promastigotes de Leishmania peruviana en la pata trasera derecha. Se
encontré que el extracto posee actividad leishmanicida, comparable con la del
estibogluconato sodico. La DLso estimada fue de 1396.114 mg/kg, clasificandose el
extracto de esta especie vegetal como ligeramente téxico (Inostroza et al., 2011).

2.2.2.4. Potencial Anti-VIH

Los alcaloides coridina y norisoboldina aislados del extracto hidroalcohdlico de
Croton echinocarpus Baill mostraron un significativo potencial anti-VIH in vitro,
inhibiendo el 40% de la actividad de la enzima transcriptasa inversa del VIH-1 (RT).
La norisoboldina fue mas eficiente para inhibir la actividad de la RT (Ravanelli et al.,
2015).

2.3. Croton ciliatoglandulifer

2.3.1. Descripcion

C. ciliatoglanduliferus Ort. fue el primer nombre asignado a esta planta por Casimiro
GOmez Ortega, pero actualmente, el nombre mas adoptado para su identificacién
es C. ciliatoglandulifer, que se encuentra distribuida de manera silvestre en la regién
semidesértica de Tehuacan, en el estado de Puebla, México y también es
considerada una planta de la etnofarmacologia oaxaqueia (Huerta et al., 2002 y
Sanchez-Hernandez et al., 2018). C. ciliatoglandulifer es un arbusto erecto, de 1 m
a 2.5 m de altura, con muchas ramas, densamente estrellado-pilosos. Las hojas son
mas anchas que largas; en el anverso son de color verde y casi lisas, el reverso

usualmente es verde palido y con muchos pelillos estrellados; tiene en los bordes
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unas hebras. Las flores son blancas y solitarias; los frutos son unas capsulas

pequefias. Una representacion grafica de esta especie se encuentra en la Figura 5.

Figura 5. Fotografias de Croton ciliatoglanduliferus Ort. (A) creciendo de manera
silvestre en Tehuacéan, Puebla, México (Huerta et al., 2002); (B) planta propia.

2.3.2. Usos tradicionales

Se ha utilizado como repelente de insectos y como medicinal para curar algunas
enfermedades (Gonzalez-Vazquez et al., 2006). Remedios hechos con la planta
completa se prescriben para tratar el "resfriado de estbmago”, el empacho, las
heridas (con un efecto cicatrizante), picadura de alacran, la infeccién de los ojos y
el paludismo. Algunos autores le atribuyen propiedades antisépticas (Sanchez-
Hernandez et al., 2018).

2.3.3. Metabolitos secundarios identificados

Mediante un estudio quimico guiado por bioactividad del extracto de hexano de
hojas de C. ciliatoglanduliferus, se aisl6 la mezcla de dos flavonoides, los cuales
fueron separados por métodos cromatogréaficos y caracterizados por espectroscopia
como retusina y paquipodol (Gonzalez-Vazquez et al., 2006), cuyas estructuras se
muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Estructuras de la retusina (5-hidroxi-3,7,3',4'-tetrametoxiflavona) (12) y
del paquipodol (5,4'-dihidroxi-3,7,3'-trimetoxiflavona) (13) (Gonzalez-Vazquez et
al., 2006).

2.4. Infecciones bacterianas

Una infeccion bacteriana es causada por bacterias que a menudo pueden tratarse
exitosamente con antibibticos. En la actualidad, las infecciones microbianas son
consideradas un problema de salud que representa importantes costos, tanto en lo
econdémico como en el bienestar de las personas afectadas. La importancia de la
prevencion y el control de las infecciones por bacterias multirresistentes es de suma
importancia, ya que generan un problema de salud publica mundial (Pachay-
Soloérzano, 2018). Aquellas infecciones para las cuales urge actualmente la
busqueda de nuevos tratamientos son las IAAS (infecciones asociadas con la
atencion de la salud) anteriormente conocidas como infecciones nosocomiales, que
desde hace tiempo y en los ultimos afios han registrado un ascenso continuo y
preocupante de las infecciones, los sindromes sépticos y la resistencia bacteriana
asociada con la atencion de la salud. Cada vez mas, las infecciones provocadas por
bacterias multirresistentes son mas frecuentes y graves, tanto en ambientes

hospitalarios, como a nivel comunitario (Suarez-Méndez et al., 2016).

2.5. Tratamiento: Antimicrobianos

Los antibidticos conocidos también como antimicrobianos son farmacos que se
utilizan para tratar infecciones bacterianas. Estos acaban con los microorganismos
o detienen su reproduccion, facilitando su eliminacion por parte de las defensas

naturales del organismo (Werth et al., 2020).
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Los antimicrobianos pertenecen a varias clases, cada una con diferentes objetivos
al dirigirse especificamente a funciones microbianas vitales. Cada clase de agentes
antimicrobianos actla de forma diferente para matar y/o inhibir a las bacterias
(Abushaheen et al., 2020). Se agrupan segun su estructura quimica y pueden ser
efectivos contra diferentes bacterias. Sin embargo, los antibiéticos pertenecientes a

cada clase concreta a menudo afectan el cuerpo de manera diferente.

Las clases de antibidticos comprenden las siguientes: aminoglucésidos,
carbapenémicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas, glicopéptidos y lipoglicopéptidos
(como la vancomicina), macrélidos (como las eritromicinas y la azitromicina), beta-
lactamicos (penicilinas, aztreonam), oxazolidinonas (como linezolid y tedizolid),
polipéptidos, rifamicinas, sulfamidas, estreptograminas (como quinupristina y

dalfopristina) y tetraciclinas (Werth et al., 2020).

La aparicién de los antibidticos en el siglo pasado no solamente contribuyé a
disminuir las altas tasas de morbilidad y mortalidad que existian, sino que también
se dio un gran paso para el progreso de procedimientos complejos y altamente
riesgosos, tales como la profilaxis quirdrgica, quimioterapias, trasplantes de érganos
y de células hematopoyéticas. Lamentablemente, este progreso alcanzado en la
cura de las enfermedades infecciosas estd amenazado, debido al alza importante
de las tasas de resistencia de las bacterias a los antibi6ticos, existiendo bacterias
con una creciente tasa de resistencia (Fernadndez-Ruiz et al., 2021).

2.6. Resistencia a los antibiéticos

La OMS vy diversas otras organizaciones oficiales ligadas a las infecciones
bacterianas sostienen que la resistencia antibacteriana (RA) es hoy una de las
mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el desarrollo
(Aslam et al., 2018). La RA se produce, entre otros mecanismos, cuando las
bacterias mutan en respuesta al uso de estos farmacos (OMS, 2020a). Sin embargo,
el fracaso persistente para desarrollar o descubrir nuevos antibidticos vy
principalmente el uso no juicioso de antibioticos son los factores predisponentes
asociados con la aparicion de resistencia a los antibioticos, asi como la propagacion

y persistencia de bacterias multirresistentes (Aslam et al., 2018). Las bacterias
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multirresistentes suelen presentar una alta capacidad de diseminacién epidémica,
no solo intrahospitalaria sino también inter- y extrahospitalaria (Oteo et al., 2016).
La resistencia de las bacterias a los antimicrobianos puede ser producida por
seleccion natural, o como producto de mutaciones ocurridas al azar, o puede
inducirse mediante la aplicacién de presion selectiva a una poblacion (Calderén-
Rojas y Aguilar-Ulate, 2016), o bien a la superpoblacion, una mayor migracion
global, un mayor uso de antibidticos en las clinicas y la produccion animal, la presion
de seleccion, el saneamiento deficiente, la propagaciéon de la vida silvestre y un
sistema de alcantarillado deficiente (Aslam et al., 2018).

Para el afio 2017, la OMS (2020b) publicé una lista de patdgenos prioritarios
resistentes a los antibiéticos. Dicha lista se divide en tres categorias, de acuerdo
con la urgencia en que se necesitan los nuevos antibioticos: prioridad critica, alta 'y
media (Tabla 1).

Tabla 1. Lista de patdgenos prioritarios emitida por la OMS (2020b).

Patégeno Prioridad

Acinetobacter baumannii
Enterobacteriaceae Critica

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecium

Staphylococcus aureus

Helicobacter pylori

Elevada
Campylobacter spp
Salmonellae
Neisseria gonorrhoeae
Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae Media

Shigella spp.
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La lista fue construida mediante una técnica de andlisis de decisiones de mdltiples
criterios desarrollada por un grupo de expertos internacionales. Los criterios para
elegir estos patdégenos fueron los siguientes: 1) el grado de letalidad de las
infecciones que provocan, 2) el tiempo de tratamiento u hospitalizacion, 3) la
frecuencia con la que presentan resistencia a los antibidticos existentes, 4) la
facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a personas y entre
personas, 5) si las infecciones pueden o no prevenirse, 6) la cantidad de opciones
terapéuticas que quedan y 7) si se estan investigando y desarrollando nuevos
antibiéticos para tratar las infecciones que causan (OMS, 2020b).

El grupo de prioridad critica incluye bacterias multirresistentes, especialmente
peligrosas en hospitales, que pueden provocar infecciones graves y a menudo
letales, como infecciones de la corriente sanguinea y neumonias. Estas pueden
residir en dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos, entre las que se
incluyen: Acinetobacter, Pseudomonas y varias enterobacteridceas como
Klebsiella, E. coli, Serratia y Proteus. En cuanto a los grupos de prioridad alta y
media, estos incluyen a aquellas bacterias que exhiben una farmacorresistencia
creciente y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones

alimentarias por Salmonella (OMS, 2020b).

2.7.Mecanismos de resistencia

La resistencia antimicrobiana se refiere al mecanismo y/o capacidad que tiene un
microorganismo para resistir y sobrevivir a los efectos de un antibiético, o mediante
el cual la bacteria puede disminuir o inactivar la acciébn de los agentes
antimicrobianos (Calderon-Rojas y Aguilar-Ulate, 2016). Las bacterias han
adoptado diversos mecanismos para evadir la accién de los antibiéticos, ya sea
impidiendo el acceso de estos a los sitios blanco por reduccién de permeabilidad de
membranas, o incrementando la expresion de bombas de expulsion, o secretando
enzimas que degradan e inactivan, o modifican las estructuras quimicas de los
farmacos y/o provocan cambios de los sitios objetivos de los antibidticos (Lebeaux
et al., 2014; Zhou et al., 2015). La resistencia a los antimicrobianos puede deberse

a modificaciones estructurales y caracteristicas funcionales propias del
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microorganismo o caracteristicas adquiridas en respuesta al estrés sufrido por una
presion selectiva (Troncoso et al., 2017).

Los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos se dividen en cuatro
categorias principales: (1) Bombas de eflujo o expulsién del antibiético; (2)
Modificacion o inactivacion del antibiético mediante enzimas; (3) Bloqueo de la
penetracion del antibacteriano mediante modificacion del sitio activo; (4) Alteracion
o disminucion de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana (Reygaert,

2018). Los 4 mecanismos principales se ilustran a continuacién en la Figura 7.

Alteracion o disminucion de Ia
permeabllidad de la membrana

Bombas de eflujo * \ )

\
‘ > \//\annvﬂv

Modificacion o inactivacion
de! antibidtico

Maodificacion del
sitio activo

Figura 7. Mecanismos generales de resistencia a los antimicrobianos (Reygaert,
2018).

Existe una variacion en los tipos de mecanismos utilizados por las bacterias Gram
negativas frente a las Gram positivas. Las Gram negativas utilizan los cuatro
mecanismos principales, mientras que las Gram positivas utilizan con menos
frecuencia la alteracion o disminucion de la permeabilidad de la membrana celular

bacteriana puesto que no tienen una membrana externa (Reygaert, 2018).

2.7.1. Principales mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias
2.7.1.1. Bombas de eflujo o expulsion del antibiético

Es el mecanismo que ocurre a nivel de la envoltura celular y que permite remover
antibidticos desde el compartimiento intracelular a través de bombas de expulsion,

las cuales estan ubicadas en la membrana citoplasmatica de bacterias Gram
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positivas y en el espacio intermembranal para el caso de las Gram negativas
(Beceiro et al., 2013).

Las bombas de expulsibn o bombas de eflujo son proteinas de membrana que
facilitan la salida de sustancias hacia el exterior de la célula. Estos sistemas
cumplen un rol fundamental en el metabolismo y en la actividad celular de la
bacteria, teniendo la propiedad de transportar hacia el exterior de la membrana una
amplia variedad de sustancias, incluyendo antibidticos; esto impide obtener
concentraciones Optimas para su accion, generando resistencia antibidtica
(Troncoso et al., 2017).

La mayoria de las bacterias poseen muchos tipos diferentes de bombas de eflujo,
las cuales se clasifican en cinco familias principales representadas en la Figura 8,
segun su estructura y fuente de energia: 1) la familia de casetes de unién a ATP
(ABC), 2) la de extrusion de compuestos toxicos y multifarmacos (MATE), 3) la de
pequefias resistencias a multiples farmacos (SMR), 4) la principal superfamilia
facilitadora (MFS) y 5) la de divisién celular de nodulacion de resistencia (RND). La
mayoria de estas familias de bombas de eflujo son de un solo componente que

transporta sustratos a través de la membrana citoplasmatica (Reygaert, 2018).

Outer membrane
O o0
2o

Cell membrane

Cytoplasm

ABC MFS SMR RND MATE

Figura 8. Estructuras de las principales bombas de expulsion (Reygaert, 2018).
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2.7.1.2. Modificacion o inactivacion del antibiotico mediante enzimas

Este tipo de mecanismo se da cuando la bacteria produce enzimas que inactivan al
antibiotico. Estas enzimas pueden ser: B-lactamasas de espectro extendido (ESBL)
y R-lactamasas plasmidicas de tipo AmpC, ya que muchas bacterias son capaces
de producirlas (Gastelo-Acosta et al., 2018). Actuan de manera que hidrolizan la
unioén peptidica enciclica del anillo B-lactamico. Entre los grupos de organismos que
las presentan, destacan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis
(Oteo et al., 2016).

2.7.1.3. Modificacion del sitio activo

Otra forma de resistencia se basa en la capacidad de las bacterias para generar
sustancias metabdlicas que compiten con el sitio activo del farmaco, provocando
una pérdida de afinidad de este, y por ende, impidiendo la accion del antibiético
(Troncoso et al., 2017).

La alteracion del sitio activo se da por la modificacion de un aminoacido que, como
consecuencia, genera un blanco diferente y asi disminuye la afinidad de unién del
antibiotico. Hay dos tipos de modificacion del sitio activo: a) modificacion de PBP
(proteinas de unién a penicilina) que es un complejo enzimatico que permite la
sintesis del peptidoglicano, compuesto de la pared celular principalmente en
bacterias Gram positivas. Si se produce la mutacién del sitio de union al
antimicrobiano como los betalactamicos, estos no pueden actuar, generando asi
una resistencia. b) modificacion ribosomal que se da cuando los genes erm Ay erm
B modifican el sitio activo del ribosoma mediante metilacién, interfiriendo con la
capacidad del farmaco para unirse al ribosoma y provocando un mecanismo
importante en la resistencia, especialmente a macrolidos como en el caso de
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes (Calderon-Rojas y Aguilar-
Ulate, 2016; Reygaert, 2018).

2.7.1.4. Alteracion o disminucién de la permeabilidad de la membrana

La restriccion del acceso de los antibioticos mediado por porinas de membrana es

uno de los mecanismos de resistencia de la envoltura celular mas comunes. Estos

mecanismos actian evitando el ingreso del antimicrobiano (Troncoso et al., 2017).

Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared celular que impiden
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la entrada de ciertos antibioticos (Gastela et al., 2018). La alteracién o disminucion
de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana se produce por cambios en
el didmetro y/o numero de porinas que pueden bloquear el ingreso del
antimicrobiano a la bacteria. De esta manera, el antibiético no puede penetrar la
superficie bacteriana y alcanzar el nucleo celular, de modo que es la forma mas
frecuente de resistencia natural (Calderén-Rojas y Aguilar-Ulate, 2016).

Las porinas son estructuras proteicas que determinan la permeabilidad de la
membrana externa por medio de canales abiertos al transito de agua, facilitando el
transporte pasivo de moléculas hidrofilicas. Por medio de estos canales, se
selecciona el ingreso de particulas segun carga y tamafio de éstas, permitiendo la
difusién de un elevado niumero de moléculas, incluyendo antibioticos (Troncoso et
al., 2017).

2.8. Microrganismos resistentes a betalactamicos

La pared celular de las bacterias, tanto las Gram positivas como las Gram negativas,
estan estructuralmente compuestas por peptido-glicano que se sintetiza por la
transpeptidacion de cadenas de disacaridos repetidos de N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico formadas mediante un enlace glicosidico $-1,4 por medio
de una reaccién de transglicosilacién; ambas reacciones se llevan a cabo por PBP.
Es durante la reaccion de transpeptidacion que los antibidticos betalactamicos
realizan su accion bactericida al funcionar como analogos de las cadenas sobre las
gue actian las proteinas de unién a penicilina, inhibiendo asi la biosintesis de la
pared celular (Peacock y Peaterson, 2015).

Los antibidticos betalactamicos comprenden cuatro clases: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos. El conjunto de estas
moléculas, permite tratar la mayoria de infecciones bacterianas (Hamon et al.,
2021). Sin embargo, cada uno de los tipos de betalactamicos puede estimular un
mecanismo de resistencia diferente. Uno de los primeros mecanismos de
resistencia fue el relacionado con la penicilina en 1949 por parte de cepas de
Staphylococcus, entre ellas Staphylococcus aureus, con resistencia debido a la

presencia de B-lactamasas (Estrada-Calles et al., 2022).
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2.8.1. Staphylococcus aureus

Conocida como estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia facultativa, Gram
positiva, considerada un patégeno oportunista comun que tiene un alto riesgo de
infeccion. Este patdégeno puede causar una amplia variedad de enfermedades y
complicaciones, que van desde infecciones cutaneas moderadamente graves hasta
neumonia y sepsis mortales. La infeccion por S. aureus puede aumentar la tasa de
mortalidad hasta en un 40% (Ding et al., 2019). Las infecciones a causa de este
patégeno son particularmente problematicas debido a la frecuente resistencia a los
antibioticos. Un alto porcentaje de S. aureus es multirresistente a farmacos
inhibidores de la pared celular, como los betalactamicos (meticilina y penicilina) y
glucopéptidos (vancomicina) (Vallejo-Pazmifio et al., 2022), entre los cuales el
MRSA es el mas importante clinicamente (Gordon et al., 2021).

2.8.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo anaerébico facultativo, formador de esporas y Gram
positivo, que se encuentra de forma ubicua en el polvo, el suelo, las superficies de
las plantas o en la rizosfera (Jessberger et al., 2020). De este microorganismo, se
han descrito toxinas proteicas (Nhe y Hbl y CytK), que generalmente se piensa que
contribuyen al tipo de intoxicacion alimentaria diarreica, que generalmente se
caracteriza por dolor abdominal y diarrea acuosa (Ehling-Schulz et al., 2019).
Ademas de estas caracteristicas toxigénicas, las cepas de B. cereus son
naturalmente resistentes a la penicilina y otros antibiéticos B-lactamicos debido a su
contenido de [-lactamasas. Por otra parte, algunos estudios revelan que la
resistencia puede extenderse a otros antibioticos de uso comun, como cloranfenicol,
gentamicina, imipenem, eritromicina, tetraciclina y la combinacion de

trimetoprima/sulfametoxazol (Celestino-Hernandez et al., 2021).
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3. JUSTIFICACION

La crisis de la resistencia a los antimicrobianos se ha atribuido al uso indebido de
estos agentes, la falta de disponibilidad de nuevos farmacos y la aparicion de
numerosos mecanismos de generacion de resistencia a los antibiéticos (OMS,
2020b), de tal suerte que el manejo de las enfermedades infecciosas se ha vuelto
un asunto complejo. EI nUmero de nuevos antibiéticos aprobados en las ultimas
décadas ha disminuido marcadamente y algunos de los nuevos agentes, que
parecian ser prometedores en cuanto a su actividad antibacteriana, han tenido que
ser retirados del mercado por diversas reacciones adversas serias, algunas
potencialmente letales. Ademas de ésto, existe un fracaso persistente para
desarrollar o descubrir nuevos antibidticos (Barrantes-Jiménez et al., 2022;
Hutchings et al., 2019).

Ante esta problemética de nivel mundial, es necesario buscar tratamientos
alternativos. Uno de ellos es el uso de productos naturales provenientes de las
plantas medicinales, que no solo se siguen utilizando de manera tradicional, sino
que, ademas han sido fuentes primarias de principios activos de muchos
medicamentos, debido a que sus constituyentes quimicos pueden tener diversas
actividades farmacolégicas (Khameneh et al., 2019). Entre esas plantas, se
encuentran las pertenecientes al género Croton, las cuales son ampliamente
distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Salatino et al.,
2007). De manera tradicional, las especies de este género se emplean para tratar
diversas enfermedades, asumiendo que poseen multiples actividades
farmacoldgicas como lo son antiparasitarias, antinociceptivas, antiinflamatorias,
antivirales e incluso antibacterianas (Palmeira et al., 2006), siendo esta ultima de
mayor importancia para este trabajo. Sin embargo, son escasos los estudios
cientificos que han corroborado dichos usos medicinales. Una de esas plantas es
Croton ciliatoglandulifer, de la cual existe poca informacion cientificamente
sustentada en cuanto a su actividad antibacteriana y perfil quimico. El presente
trabajo se enfocd a generar conocimiento basico sobre esos dos aspectos de esta
especie en particular, lo cual aporta informacion valiosa acerca de su potencial como
fuente de agentes antimicrobianos para el tratamiento de algunas de las infecciones
comunes con problemas de resistencia.
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4. HIPOTESIS
La planta medicinal Croton ciliatoglandulifer contiene metabolitos secundarios que
inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus resistentes a

betalactamicos.

5. OBJETIVOS

5.1General

Evaluar los efectos de los extractos organicos y compuestos puros de C.
ciliatoglandulifer sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus,

bacterias resistentes a betalactamicos.

5.2 Especificos
eEvaluar el efecto de los extractos de C. ciliatoglandulifer sobre el crecimiento de
S. aureus ATCC 29213 y B. cereus ATCC 10876.

e ldentificar el extracto con mayor actividad y obtener por medio de técnicas
cromatograficas (CC y CCF) algunos de los compuestos mayoritarios presentes.
e [dentificar los compuestos purificados y otros mayoritarios no aislados por medio

de RMN y CG-EM.
eEvaluar el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de los compuestos
purificados e identificados, en caso de que no estén previamente descritos sus

efectos sobre las dos cepas utilizadas.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion de extractos de las partes aéreas y raices

Se pesaron 229 g de hojas, 164.6 de raices y 704 g de tallos desecados de Croton
ciliatoglandulifer, los cuales se sometieron a un proceso de molienda en un molino
artesanal manual. El polvo resultante se puso a macerar de manera independiente
por una semana cada uno, utilizando diclorometano y siguiendo con metanol. Cada
extracto se filtr0 y se sec6 a presion reducida utilizando un rotaevaporador. Los
extractos secos fueron guardados en refrigeracion hasta su posterior uso para

procedimientos de fraccionamiento y de evaluacion antimicrobiana.

6.2. Evaluacion de los efectos antibacterianos de los extractos

6.2.1. Cepas bacterianas

Para la evaluacion antibacteriana se utilizé la cepa Bacillus cereus ATCC 10876
(Celestino-Hernandez et al., 2021) y la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213.
Ademas, se probaron sus efectos sobre dos otras bacterias: Escherichia coli y
Kosaconia cowanii. Las cepas de los géneros bacterianos fueron proporcionadas
por el Cepario del Laboratorio de Biologia Molecular a cargo del Dr. Juan Campos
Guillén, investigador de la Facultad de Quimica (UAQ) y almacenadas a -70 grados
Celsius al 20% en glicerol. Las especificaciones del correcto uso, manejo y
eliminacion de los microorganismos empleados se llevaron a cabo de acuerdo con
los apartados 4 y 6 de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995.

6.2.2. Método para la evaluacion de la actividad antibacteriana

La evaluacién antimicrobiana se llevd a cabo con los extractos secos de
diclorometano y metandlico de las diferentes partes de C. ciliatoglandulifer mediante
el ensayo de difusion en disco de Kirby-Bauer (Balouri et al., 2016) para probar la
eficacia de los extractos.

En este conocido procedimiento, las placas de agar se inocularon con un inoculo
estandarizado del microorganismo de prueba. Posteriormente, se utilizaron discos
de papel filtro de 6 mm de didmetro previamente esterilizados que se impregnaron
con concentraciones de 3, 5y 10 mg/ml del solvente correspondiente a la naturaleza
del extracto (diclorometano o metanol). Para asegurar la evaporacion del solvente

en los discos de papel filtro, se dejaron en campana de extraccion en intervalos de
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2 a 3 horas antes de ser colocados sobre el agar. Se colocaron sobre las placas y
se incubaron durante 24 h a 37 °C. Finalmente, durante este tiempo, el agente
antimicrobiano se difundioé en el agar para ver la inhibicidon de la germinacion y el
crecimiento del microorganismo de prueba y luego se midieron los diametros de las

zonas de inhibicion en milimetros (Balouri et al., 2016).

El extracto que presenté mayor actividad fue sometido a estudio quimico y algunos
de sus compuestos identificados. Sin embargo, para otros dos polvos purificados
estan bajo registro sus espectros de RMN. Para los ensayos antimicrobianos, se

emplearon diferentes concentraciones del extracto.

6.2.3. Combinacion de los extractos con ampicilina

Para la combinacion de los extractos con la ampicilina, se siguié la metodologia
anterior (punto 6.2.2), con la diferencia de que se adicion6 el antibidtico
directamente en el agar, hasta lograr una concentracion de 100 pg/mL, a una
temperatura de 37 °C aproximadamente, para evitar la descomposicion del
antibiotico. Otras concentraciones probadas de la ampicilina fueron 200, 300, 400,
500 y 600 pg/mL. Una vez mezclado el agar con la ampicilina, las cajas se dejaron
reposar hasta la solidificacion del agar. Posteriormente, las cajas se inocularon con
la bacteria a evaluar y se colocaron los discos con las diferentes concentraciones
de los extractos. Finalmente, se incubaron a 37 °C por 24 h. A manera de control,
se sembro la bacteria a evaluar en cajas con la mezcla de agar y ampicilina. Dichas

cajas fueron posteriormente incubadas en las mismas condiciones.

6.3. Estudio quimico del extracto con mayor actividad antibacteriana
6.3.1. Cromatografia en columna abierta (CC)
3.5 g del extracto de diclorometano de raices se adsorbieron en 5.6 g de gel de
silice (Kiesegel 60 Merk malla de 70-230, tamafio de particula 0.063-0.200 mm).
Posteriormente, la muestra adsorbida seca se aplico en una columna de 5 cm de
diametro y 100 cm de alto, previamente rellenada con 510.6 g de gel de silice
suspendida en hexano. El gradiente de elucién estuvo formado por distintas
proporciones de hexano, diclorometano y metanol, iniciando con 100 % de hexano
y terminado con 100 % de metanol.
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6.3.2. Andlisis cromatografico en capa fina (CCF)

La evolucién de la elucién de la CC se siguid6 mediante CCF de las fracciones
recolectadas. También se utilizd esta técnica para analizar las complejidades de las
fracciones colectadas. Se utilizaron para ese propésito cromatofolios recubiertos
con gel de silice (silica gel 60 GF254 Merck) y una ldmpara ultravioleta de longitud
de onda corta (254 nm) y larga (365 nm) que permitié visualizar los compuestos.
Posteriormente, se realizo el revelado de las placas rociando una solucion de sulfato
cérico amoniacal (revelador universal), seguido de calentamiento a 80 °C. Las
fracciones fueron agrupadas de acuerdo a la similitud de su perfil en CCF.

6.3.3 ldentificacion de compuestos purificados

La identificacion de los compuestos purificados se realizé haciendo uso de la
resonancia magnética nuclear (RMN). Se obtuvieron los espectros
unidimensionales (*H, 3C, APT y DEPT 90°) y bidimensionales homonucleares 'H-
IH COSY y heteronucleares *H-3C en sus modalidades a un enlace HSQC (de sus
siglas en inglés: Heteronucler Single Quantum Coherence) y a multiples enlaces
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). El registro de los espectros de
RMN se realiz6 mediante colaboracion con la Universidad de Guanajuato. Todos
los espectros fueron adquiridos en un espectrémetro de la marca Bruker Avance Il
HD de 500 MHz del Laboratorio Nacional de Caracterizacion de Propiedades
Fisicoquimicas y Estructura Molecular (LACAPFEM) UG-UAA-CONACYT No.
123732 de la Universidad de Guanajuato. Se utiliz6 D20 como disolvente vy

tetrametilsilicio (TMS) como estandar interno.

6.4 Analisis del extracto diclorometanico mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM)

Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Especiacién Quimica del Aerosol
Organico Atmosférico del Instituto de Ciencias de la Atmosfera y Cambio Climatico
de la Universidad Nacional Autbnoma de México, con la colaboracion del M. en C.
Alejandro Nufiez Vilchis.

6.4.1 Equipo

Para completar el perfil quimico, los extractos obtenidos utilizando diclorometano

como disolvente fueron analizados en un cromatografo de gases marca Agilent
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7890A acoplado a un espectrometro de masas marca Agilent modelo 5973N en
modo de ionizacion electronica con helio de ultra alta pureza como gas acarreador

y cuadrupolo simple como analizador de masas.

6.4.2 Preparacion de muestras

Se adicionaron 2 mL de diclorometano a cada extracto seco y se agitaron con vortex
durante 30 segundos. Se tomaron 10 microlitros de la disolucion y se les adicionaron
990 microlitros de diclorometano; esta disolucion fue filtrada con acrodisco de teflén
de 13 mm con poro de 0.22 micras.

6.4.3 Andlisis de muestras

Se siguié un método estandarizado que se resume a continuacion.

La separacion cromatogréfica se realiz6 en una columna DB-35MS de 60 m x 250
pm x 0.25 ym con una rampa de temperatura, con temperatura inicial de 60 °C
durante 1 min, luego un gradiente de temperatura de 50 °C/min hasta 110 °C, de
ahi a 303 °C a 5 °C/min y finalmente, a 335 °C a 20 °C/min. Se inyectd 1 microlitro
de cada muestra en modo Splitless. El modulo de inyeccién se mantuvo a 300 °C.
El flujo de helio se mantuvo constante a 1.5 mL/min. La linea de transferencia,
fuente de electrones y cuadrupolo se fijaron a 300 °C, 230 °C y 150 °C
respectivamente. El modo de andlisis fue un SCAN completo y el intervalo de m/z
monitoreado fue de 29 a 600.

6.4.4 Resultados de andlisis de muestras
Se integraron manualmente los picos mas abundantes. Los espectros de masas de
cada sefal fueron comparados con la base de datos del NIST, tomando en cuenta
los siguientes criterios:

e Match y R. Match mayor a 900, si no,

e Match mayor de 800 y R Match mayor de 890, si no,

e Match y R. Match mayor a 800, si no,

e Match mayor a 700 y R. Match mayor a 850, si no,

e Match mayor a 700, si no,

e Match entre 600 y 700 y R. Match mayor a 800
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En todos los casos, se consideré una probabilidad de coincidencia con el espectro

de la base de datos mayor al 1%.

6.5. Estudio quimico de los extractos metanolicos por medio de HPLC/UV-VIS

Para el andlisis de los compuestos mayoritarios de los extractos metandlicos de C.
ciliatoglandulifer, se utilizé6 una columna analitica de fase reversa XDB-C18 (4.6 x
150 mm con tamafio de poro de 5-microns) (Agilent Technologies Inc, Santa Clara,
CA, USA). El equipo empleado fue un cromatégrafo de liquidos integrado por una
bomba cuaternaria de entrega automatica de disolventes, modelo e2695 (Waters) y
un detector de arreglo de diodos (UV-Visible), modelo 2998 (Waters: Waters
Chromatography Divison, Milford, MA, USA). Los extractos fueron analizados en las
siguientes condiciones: modo gradiente con fases moviles de H20 acidulada con
acido fosférico (999:1) y MeOH acidulado con acido fosférico (999:1); flujo de 0.8
mL por min; longitud de onda (Amax) de deteccidén de 280 nm. El gradiente que se

utilizé se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Gradiente de las fases maoviles para el analisis por medio de HPLC/UV-Vis

de extractos metandlicos.

Tiempo (min) = MeOH:H3PO4 H20: H3PO4

0 0% 100%
45 100% 0%
55 0% 100%
65 0% 100%

La adquisicién y el procesamiento de los datos obtenidos de este sistema se
llevaron a cabo utilizando el programa Empower3 (Waters).

6.6. Analisis estadistico

Los ensayos de la evaluacion antimicrobiana se realizaron por triplicado y los datos
obtenidos de las zonas de inhibicion del crecimiento se expresaron como el
promedio * el error estandar del promedio (SEM). Sin embargo, los datos no fueron
suficientes para realizar un analisis de la varianza (ANOVA) para evaluar las

diferencias entre los distintos tratamientos (extractos empleados).
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7 RESULTADOS

7.1 Rendimiento de los extractos

Se pesaron cantidades diferentes de las partes secas de C. ciliatoglandulifer y se
obtuvieron los extractos metandlicos y de diclorometanos mostrados en la Figura 9
y sus rendimientos en la Tabla 3. Los extractos de tallos proporcionaron una mayor

masa (g), mientras que los de raices una menor.

Figura 9. Extractos de C. ciliatoglandulifer secos.

Tabla 3. Rendimientos de los extractos de C. ciliatoglandulifer.

Extracto seco de CH2Cl> Extracto seco de MeOH
Peso seco de:
Peso Clave Peso Clave
Hojas 2299  12.5g (5.45%) DH 13.4 g (5.85%) MH
Tallos 704 g 23.6 g (3.35%) DT 27.7 g (3.93%) MT
Raices 164.6 g 6.1 g (3.70%) DR 6.1 g (3.70%) MR

7.2 Actividad antibacteriana de los extractos de C. ciliatoglandulifer
En la Figura 10, se aprecian los halos de inhibicion resultantes y las Tablas 4y 5

recogen los promedios de los halos de inhibicion producidos por los extractos.
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Figura 10. Halos de inhibicion de los extractos de C. ciliatoglandulifer y sus
diferentes concentraciones sobre S. aureus. A: MR, B: MT, C: DH, D: DR, E: DTy
F: MH.

Tabla 4. Actividad antibacteriana de C. ciliatoglandulifer en S. aureus.

S. aureus ATCC 29213 Zona de inhibicion (mm)
Concentracion en disco DR MH MR
3 mg/15puL 8.66 £ 0.577 7.66 £ 0.577 9.33+0.577
5 mg/15puL 9.66 + 0.577 10.33 £ 0.577 10.66 + 0.57
10 mg/15uL 10 £ 1.00 11.66 + 0.577 7.66 £ 0.577

Tabla 5. Actividad antibacteriana de C. ciliatoglandulifer en B. cereus.

B. cereus ATCC 10876 Zona de inhibicion (mm)

Concentracion en disco DR MR MH
3 mg/15uL NA* NA NA
5 mg/15uL NA NA NA
10 mg/15pL 7.5+0.50 NA NA

*NA: No present6 actividad
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En la Tabla 6, se muestra un panorama general de la actividad de los extractos de
los diferentes organos de C. ciliatoglandulifer, donde se correlaciona el tipo de
extracto y los microorganismos que fueron evaluados. NA significa que el extracto

no fue activo y A que tuvo actividad.

Tabla 6. Actividad antibacteriana de C. ciliatoglandulifer en otras bacterias.

e)c(:tlg\:i o S. aureus B. cereus K. cowanii E. coli
MT NA* NA NA NA
MR A** NA NA NA
MH A NA NA NA
DT NA NA NA NA
DR A A NA NA
DH NA NA NA NA

*NA: no present6 actividad.
**A: extracto activo

7.2.1. Combinacion del extracto DR con el antibiético ampicilina

La evaluacion de la actividad del DR combinado con el antibiético arroj6 los
resultados que se indican en la Tabla 7. Por su parte, el aumento de la concentracién
de ampicilina a 200, 300, 400, 500 y 600 pg/mL y la combinacién de esta con 3,5y
10 mg/uL del extracto DR mostré los resultados indicados en la Tabla 8. Las placas
donde se aprecian los halos de inhibicién obtenidos de la combinacién de DR con

ampicilina se muestran en la Figura 11.

Tabla 7. Actividad antibacteriana del DR combinado con ampicilina sobre B. cereus.

B. cereus ATCC 10876 + ampicilina Zona de inhibicién (mm)
Concentracion en disco DR

1 mg/15 pL 9.33+0.577

3 mg/15 plL 9.66 +0.577

5 mg/15 plL 10 + 1.00
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Tabla 8. Resultados de la combinacion del DR con ampicilina sobre B. cereus.

/15 uL] Extracto DR
3 mg | 5 mg | 10 mg
A[HQ(”?F] COF“FP' Zona de inhibicion (mm) de Bacillus cereus
mpicilina (ampicilina)
100 R 9 10 10
200 R 11 11 15
300 R 17 16 14
400 R 18 26** 16
500 S S* S* S*
600 S S* S* S*

R: resistente

S: sensible al antibiético

*S: sensible al antibiético combinado con DR

**. Posible sinergia con un extracto de otra especie vegetal (Buddleja perfoliata),
utilizada de manera tradicional contra infecciones

Figura 11. Efectos de la combinacion del DR con ampicilina.

7.3 Estudios quimicos

7.3.1 Fraccionamiento de DR

El extracto de diclorometano de las raices de C. cliliatoglandulifer fue el que, por
inhibir el crecimiento de ambas cepas bacterianas, se seleccion6 para llevar a cabo
los estudios quimicos mediante las cromatografias descritas en el punto 6.3.1. De
dicha CC, se obtuvieron 385 fracciones. La Figura 12 ejemplifica los perfiles
guimicos en CCF de las fracciones 200 a 233. Ese andlisis permitié agrupar todas

las fracciones colectadas en 20 fracciones principales, de acuerdo a su perfil. En la
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Tabla 9, se muestran las fracciones agrupadas, sus rendimientos y los sistemas de
elucién empleados durante el fraccionamiento. Las fracciones A2, A12-14 y A19-20
mostradas en la Tabla 9 fueron las que dieron mayores rendimientos. De las
Fracciones F-375 y F382 se obtuvieron dos polvos (Figura 13). El primero con
apariencia de hojuelas blancas. El segundo tenia una apariencia de cristales de
color naranja-rosa. Ambas fracciones se sometieron a pruebas de solubilidad,
resultando solubles solo en agua. Esta en curso los registros de sus espectros de
RMN.

Figura 12. Cromatografia en columna abierta del DR. A: columna. B: placas
cromatograficas de las fracciones 200-233 reveladas con UV y C: sulfato cérico
amoniacal.
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Tabla 9. Fracciones colectadas y agrupadas de la cromatografia en columna del DR

y sus rendimientos.

) FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE PESO
FASE MOVIL COLECTADAS | AGRUPADAS (mq)
Hexano 1-26
Hexano-CH2Cl2(95:05) 27-35
Hexano-CH2Cl2(95:10) 36-45
Hexano-CH2Cl2(85:15) 46-55
49-60 Al
Hexano-CH2Cl2(80-20) 56-76
61-72 A2 43.30
Hexano-CH:Cl2(70:30) 77-110 73-80 A3 15.30
81-96 A4 18.60
97-110 A5 4.40
111-123 A6 6.80
Hexano-CH2Cl2(60:40) 111:156 124-142 A7 5.00
143-156 A8 3.10
157.199 157-169 A9 5.20
Hexano-CH2Cl2(50:50) 170-194 Al0 11.80
195-205 All 5.40
206-223 Al2 156.00
224-233 Al3 46.70
Hexano-CH2Cl2(40:60) 200-276 234-245 Al4 19.70
246-255 Al5 9.50
256-269 Al6 6.90
270-285 AL7 9.70
Hexano-CH2Cl2(30:70) 277-301
286-307 Al18 4.40
307-319 Al19 33.70
CHzClz 307-365 320-365 A20 | 170.30
CH2Cl2-MeOH(50:50) 366-372
MeOH 373-385

34



Figura 13. Fraccion 375 (F-375) y fraccion 382 (F-382).

7.3.2 Resultados de la CG-EM de los extractos diclorometéanicos

Se obtuvieron los cromatogramas de gases de cada uno de los extractos
diclorometanicos asi como los datos correspondientes [tiempos de retencidn
ajustados (TR?), abundancias y nombres sugeridos por el NIST]. También se
obtuvieron los espectros de masas (EM) de los picos con los cuales fue posible
identificar a los compuestos correspondientes. En la Figura 14, se muestran como
ejemplo los EM para la identificacion del compuesto 15. Los cromatogramas de DR,
DH y DT se indican en las Figuras 15, 17 y 19 respectivamente. Se aprecian los
picos que representan a los compuestos mas abundantes, los cuales estan
sefalados con flechas rojas. Con estos datos, se construyeron las Tablas 10, 11y
12 en las cuales se indican los nombres de los compuestos mayoritarios, sus TR2y
pesos moleculares para los extractos DR, DH y DT respectivamente. También se
agruparon las estructuras de los compuestos mayoritarios por extracto. Estas se
ilustran en las Figuras 16, 18 y 20 correspondientes al mismo orden dado
anteriormente.
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Tabla 10. Compuestos identificados en el DR.

Compuesto | TR™ A Nombre Férmula Masa
(min) (%) (g/mol)
14 9.721 | 5.183 Borneol CioH150 154.25
15 10.816 | 4.458 Acetato de borneol C12H2002 196.29
16 11.04 | 1.812 | acetato de cis-crisantenilo |  Ciz2H1802 | 194.27
17 12.758 3.314 (+)-Ciclosativeno CisH24 204.35
18 16.989 | 1.888 Epicubenol C15H260 222.37
19 17.785 1.78 Espatulenol C15H240 220.35
20 1833 | 3.17 a-calacoreno C1sHz0 200.32
21 18.955 | 1.74 B-calacoreno CisHzo 200.32
22 19.77 | 2.94 Copabomeol C1sH260 222.37
23 2164 | 207 | trans-Calamenen-10-ol C1sH220 218.33
24 25.824 1.73 Acido palmitico C16H3202 256.4
25 28.46 2.07 Oxido de manoilo C20H3:0 290.5
26 34.635 | 2.38 1-isopropenil-2,3,4,5- CisHis 174.28
tetrametilbenceno
27 37.174 | 1.64 | Ciclohexanona, 2,6-bis(2- |  Cy,H,,0 206.32
metilpropilideno)
28 38.095 1.26 7alfa-silphiperfol-5-eno CisHz4 204.35
29 39.165 | 3.33 1-(1-ciclohexen-1-il)-4- CisHie 172.27
metilbenceno
30 39.414 | 3.28 | 2.metilbutirato de fenetilo C13H1802 206.28
1H-2-
31 40.932 | 4.87 Indenona,2,4,5,6,7,7a- Ci3H200 192.30

hexahidro-3-(1-metiletil)-
7a-metilo

*TR2: Tiempo de retencién ajustado, A: abundancia
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Figura 16. Estructuras de los compuestos mayoritarios de DR.
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Figura 17. Cromatograma del DH. Las flechas rojas indican los compuestos
mayoritarios.
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Tabla 11. Compuestos identificados en el DH.

compuesto TR A Nombre Férmula Masa
(min) (%) (g/mol)
32 19.478 1.871 Oxido de cariofileno C1sHz4 204.36
24 25.824 3.218 Acido palmitico C16H3202 256.4
33 27.865 7.398 EsclafeoB'ng (Cis- | CigHO | 262.43
34 34.486 7.627 Epimanool CaoHsiO 290.5
35 36.676 2.432 Heptacosane CarHse 380.7
36 39.563 2.564 Nonacosane CzsHeo 408.8
37 39.911 1.396 Escualeno CsoHso 410.39
38 42.749 1.242 16-Pentacosenoato | CyHs00, 394.7
de metilo
39 42.973 1.383 7, 4’-dimetoxi- Ci7H160s | 300.31
naringenina
40 43.346 1.823 Acido lignocérico C24H4502 368.63
41 44.64 1.836 Tocoferol CooHsoO, | 430.71
42 46.283 2.314 Acetato de lupeol C32H5202 468.8
43 47.876 1.400 B-Sitosterol CasHso0 4147
44 48.1 4.259 Betulina CaoHs00z2 | 44271
45 50.838 1.362 a-Amirina CaHsO | 426.73
46 54.272 1.466 Lupeol CaoHsoO | 426.72
47 55.143 3.126 Oleanolato de metilo | C31Hs003 470.7

TR2: Tiempo de retencion ajustado, A: abundancia.
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Figura 18. Estructuras de los compuestos mayoritarios del DH.
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Figura 19. Cromatograma del DT. Las flechas rojas indican los compuestos
mayoritarios.
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Tabla 12. Compuestos identificados en el DT.

TR? A i Masa
Compuesto ) Nombre Formula
(min) (%) (g/mol)
17 12.758 1.737 (+)-Ciclosativeno CisH24 204.35
48 18.557 1.589 Dihidroagarofurano ClSH26O 222.366
22 19776 1389 Copaborneol C15H260 22237
21 21.643 1.228 [-calacoreno C1sH2o 200.32
49 28.463 1.258 Ac. Elaidico C18H3402 282.46
50 29.632 | 6.993 Ac. Oléico CisHwO, | 282.47
1H-2-
31 40.932 1.515 Indenona,2,4,5,6,7,7a- | C 3H,,0 192.30
hexahidro-3-(1-metiletil)-
7a-metilo
53 44491 | 1522 Eter metilico de B- CaoHs:0 | 4287
Sitosterol

TR2: Tiempo de retencion ajustado, A: abundancia.
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Figura 20. Estructuras de los compuestos mayoritarios de DT.

7.3.3. Andlisis de los extractos metandlicos por medio de HPLC/UV-VIS

Para la identificacion de algunos de los compuestos fendlicos individuales, se utilizd
la coelucion con estandares comunes disponibles en el laboratorio, los cuales
incluyeron &cido caféico, ademas de los flavonoides (+)-catequina, (—)-
epicatequina, kaempferol, rutina, hesperetina, genisteina, quercetina, naringina y
naringenina. En la Figura 21, se muestran los cromatogramas de los estandares y
los extractos MT, MH y MR. De acuerdo con el analisis, los tiempos de retencién de

los picos presentes en los tres extractos no coinciden con los de los estandares.

42



I b Ac. cald © Quercetina
1 3 Ac. caféico £ :
1.50 . ,.“’rP = Keemuferol Hesperetina
i Catequina 1~ / é @ '
] ; . \ . . N
|(-)-epicatequina o l N S
= 1.004( )-epicateq 1 | Naringina ¥ l Naringenina 28 Genisteina
< ] %) !‘ \ > N = /
N 8 yg Bl 3
0.50 o © [l Il o o & |l
{ } \ \ A A AL
000_ LN y SR 7% = _— - - = \_;_ Te— _‘;«_ : y \_; e
1200 1400 1600  18. 2000 2200 2400 2600 2800 3000 32!
Minutes
e
2(‘33
025
20 3 eho 5 1000 1200 1 1600 1200 20.00 2200 2400 2600 2200 3000 3200
0506
020
200 10":‘3 ‘:Ifc 14.00 00 1800 E("ﬂ: Z2I )0 lCC ZEICO 23 I\'(‘ :‘:'(/C H'Cl; Elll:f E ICO kL 'C(' &'f_(‘ -':’.\'(' “'Cl:‘
055 =
0.50.
030
gl
20°
D
o
\.G,_\MJ\_M/‘/\A.»/
1200 15.00 1600 1700 1200 19.00 2000 2100 2200 2300 2400 2500 26.00 27.00 2800 2500 3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600 3700 32.00 39.00 4000 4100 4200 4300 44.00

Figura 21. Cromatogramas de los estandares y extractos metandlicos. A:

estandares, B: MT, C: MH y D: MR. Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150

mm, 3.5 Y); gradiente: H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1)
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7.3.4. Elucidacion estructural de los compuestos puros
7.3.4.1. Precipitado del extracto metandlico de los tallos de C. ciliatoglandulifer
(PMTCC)

Se obtuvieron 242.3 mg de un polvo blanco (Clave asignada: PMTCC) (Figura 22)
que precipité durante el proceso de maceracién de los tallos de C. ciliatoglandulifer
con metanol. Se le hicieron pruebas de solubilidad y resulté ser soluble solamente
en agua y DMSO. El punto de fusion se midio por triplicado (182-185, 181-184 y
181-184 °C) y se obtuvo el promedio (181.3-184.3 °C). Se registraron sus espectros
de RMN (punto 7.3.3.3).

Figura 22. PMTCC en el aparato de punto de fusion.

7.3.4.2. Espectros obtenidos de la RMN de PMTCC

Los espectros de RMN unidimensionales (*H, 13C, APT y DEPT 90°) de esta muestra
se muestran en las Figuras 23 a 26 respectivamente. Los espectros bidimensionales
homonucleares (COSY) y heteronucleares en sus modalidades a un enlace (HSQC)
y a multiples enlaces (HMBC) se ejemplifican en las Figuras 27, 28 y 29. Gracias a
la interpretacion de los espectros, se logré construir la Tabla 13 con las constantes
espectroscopicas. La elucidacion estructural de este compuesto se detalla en la
seccién de DISCUCION.
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Tabla 13. Recopilacion de las constantes espectroscopicas del compuesto PMTCC

(sacarosa) (D20).

Hexopiranosil Fructofuranosil
H § (J en Hz) § 13C (APT) = H § (J en Hz) § 13C (APT)
1 5.26 d (3.5) 92.1 (CH) 1 351s 61.3 (CH2)
2 | 3.40dd (10.0,3.5) 71.0(CH) 2 - 103.6 (C)
3 | 3.60dd (9.5, 10.0) 72.5(CH) 3 4.06 d (8.77) 76.3 (CH)
4 3.31dd (9.5, 9.5) 69.2 (CH) 4 3.89dd (12.0,8.0)  73.9 (CH)
5 3.74m 81.3 (CH) 5 3.69m 72.3 (CH)
6 3.66's 62.3(CH2) = 6 3.66s 60.0 (CHz2)

d = doblete, dd = doble de doble, m = multiplete, s = singulete
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8 DISCUSION

8.1. Actividad antibacteriana de Croton ciliatoglandulifer

Los MH, MR y el DR de C. cliliatoglandulifer inhibieron el crecimiento de la cepa de
S. aureus, al presentar halos de inhibicion tal como se muestra en la Figura 9. A una
concentracion de 10 mg/15 puL, el MH presentd un halo de inhibicion de 11.66 +
0.577 mm (Tabla 4). Sin embargo, el MH y el MR no produjeron inhibicién del
crecimiento en B. cereus en ninguna de las concentraciones evaluadas. En cuanto
a la cepa de B. cereus, y a pesar de que este se evalu6 a 3, 5y 10 mg/15 pL, solo
se observo halo de inhibicidon con la concentracion de 10 mg/15 uL en el caso del
DR (Tabla 5). De tal manera que dicho extracto inhibié el crecimiento en ambas
cepas. Adicionalmente, se exploré la actividad de los extractos en bacterias Gram
negativas (Kosaconia cowanii y Escherichia coli). Sin embargo, no fueron activos
contra estos microorganismos (Tabla 6). Por otra parte, la actividad antibacteriana
de C. ciliatoglandulifer ha sido poco estudiada. Hasta la fecha, el Unico reporte de
dicha actividad fue publicada en el 2018 por Sanchez-Hernandez y colaboradores,
quienes realizaron un estudio de la actividad contra el hongo Candida albicans, en
donde reportaron una concentracién minima inhibitoria moderada de 0.5 + 0.072
mg/mL del aceite esencial de las hojas de C. ciliatoglandulifer (SAnchez-Hernandez

et al., 2018), comparada con la del fluconazol.

8.1.2. Combinacion de los extractos con ampicilina

Como se mencioné anteriormente, los extractos inactivos per se no pudieron
tampoco inhibir el crecimiento de B. cereus, a pesar de su combinacion con
ampicilina. En cambio, el DR produjo inhibicién desde una concentracion mas baja
gue las usadas con el extracto solo y esta actividad aumenta conforme aumenta la
concentracion del extracto y la ampicilina (Tabla 7, punto 7.2.1). Ante tal hallazgo,
se decidi6é corroborar que el halo de inhibicion es dependiente de la concentracion
y para ello, se probaron concentraciones mas altas. Estos resultados se muestran
en la Tabla 8 (punto 7.2.1).

La cepa de B. cereus presenta resistencia a antibioticos betalactamicos tal como lo
es la ampicilina (Celestino-Hernandez et al., 2021). Esta resistencia se demostro en

la experimentacién e incluso se determind que es resistente hasta una

49



concentracion mayor a 400 pg/mL, pero menor a 500 ug/mL de ampicilina, ya que

en esta Ultima, si se observo total inhibicion (Tabla 8).

Los métodos mas comunes para combatir la resistencia a los antibioticos consisten
en desarrollar nuevos medicamentos o mediante una terapia combinada (Nakazawa
et al., 2003). En los dltimos afios, se han incrementado los estudios y el interés por
los efectos sinérgicos de combinar extractos naturales con antibidticos. Esta
combinacion puede ser mas prometedora para inhibir el crecimiento bacteriano y
erradicar la resistencia (Kuok et al., 2017; Abu El-Wafa et al., 2020). En un estudio
publicado por Rhonalty-Rocha y colaboradores en el 2021, se probaron las
combinaciones de los aceites esenciales de dos especies de Croton (C. tetradenius
y C. pulegidoro) con antibiéticos comerciales para determinar su efecto sobre S.
aureus. Las CMI individuales de los aceites fueron de 4000 y 8000 pg/mL
respectivamente. Sin embargo, con su combinacion con bencilpenicilina, las CMI se
redujeron hasta 2 veces la de los aceites y 128 veces la de la bencilpenicilina
(Rhonalty-Rocha et al., 2021). Los resultados revelaron que pueden asociarse los
aceites esenciales de Croton con antibiéticos comerciales del grupo de las
penicilinas por efecto sinérgico o aditivo. Este efecto se determiné por medio de la
técnica del tablero de ajedrez. Esta técnica se emplea para determinar in vitro las
interacciones entre mezclas binarias de antimicrobianos (Rhonalty-Rocha et al.,
2021; De la Fuente-Salcido et al., 2015). Otro ejemplo de sinergismo por
combinacion de antibidticos comerciales con extractos naturales es el reportado por
Abu el Wafa y colaboradores en el 2020, para la erradicacion de formacion de
biopeliculas y el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. En este estudio, los
extractos de romero y granada mostraron actividad antibacteriana contra P.
aeruginosa, pero se obtuvo una mejor actividad al combinar estos dos extractos.
Por otra parte, la combinacion de la mezcla de los extractos con piperaciclina y
también con levofloxacino redujo significativamente la CMI del antibiotico comercial.
Con la piperacilina, se obtuvo un efecto aditivo mientras que con el levofloxacino se

obtuvo un efecto de sinergismo (Abu el Wafa et al., 2020).

El mecanismo de accién de los compuestos naturales no esta tan detallado como

los de los antibioticos comerciales. Por tanto, tampoco estd muy estudiada la
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interaccidn sinérgica con antibiéticos comerciales. Otro aspecto muy importante a
considerar es que los componentes de un extracto vegetal pueden actuar en

diferentes dianas.

El principal mecanismo de resistencia de B. cereus ATCC 10876 es la produccion
de B-lactamasas (Celestino-Hernandez et al., 2021). El &cido clavulanico es un
producto natural que tiene sinergia con antibiéticos comerciales. Su principal funcién
es la inhibicion de las B-lactamasas (Ovais et al., 2018). En este sentido, podemos
inferir que los compuestos mayoritarios del DR tienen la capacidad de inhibir las -
lactamasas producidas por B. cereus ATCC 10876. Por esos efectos, estas enzimas
no pueden inactivar a la ampicilina, lo que da como consecuencia que el antibiético
inhiba la sintesis de la pared bacteriana, llevando a la lisis del microorganismo y
finalmente logrando la muerte de la bacteria.

8.2. Estudio quimico
8.2.1. Andlisis de los extractos de diclorometano de C. ciliatoglandulifer mediante
CG-EM

Se identificaron 18 compuestos mayoritarios en el extracto de raices (Tabla 10), 19
en el de tallos (Tabla 11) y 17 en el de hojas (Tabla 12). Hubo coincidencia en los
perfiles quimicos de los diferentes érganos de la planta, pero en total se identificaron
43 compuestos diferentes. De este total, mas del 50% (28 compuestos) son de
naturaleza terpenoide: 3 monoterpenos, 14 sesquiterpenos, 3 diterpenos y 8
triterpenos. El resto corresponde a 2 hidrocarburos saturados, 6 acidos grasos, 1

flavonoide, 3 ésteres feniletilicos, 2 policétidos y el tocoferol (Figura 30).
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Figura 30. Naturaleza de los compuestos mayoritarios identificados por CG-EM en
los extractos de diclorometano de C. ciliatoglandulifer.

[ 5]

Se realiz6 el mismo analisis para cada extracto. Los compuestos mayoritarios del
DR son en mayor proporcion sesquiterpenos; en el DH son los triterpenos y para el
DT son los sesquiterpenos, ademas de los acidos grasos libres y esterificados
(Figura 31). Sanchez-Hernandez y colaboradores reportaron un analisis del aceite
esencial de las hojas de C. ciliatoglandulifer mediante CG-EM. Los resultados
arrojaron que la composiciéon del aceite es un 91.3 % de sesquiterpenos y 3.5 % de
monoterpenos (Sanchez-Hernandez et al., 2018). Estos resultados concuerdan con
el alto contenido de sesquiterpenos de los DR, DH y DT. Al comparar los
compuestos identificados en éste estudio del aceite esencial con los nuestros,
confirmamos la presencia de 3 monoterpenos y 4 sesquiterpernos (Tabla 14). Lo
que indica que ademas de las concordancias con la literatura, ahora podemos
identificar en qué 6rgano de la planta se encuentra cada uno de esos 7 compuestos.
El borneol (compuesto 14) se identifico en el aceite esencial de las hojas de acuerdo
con Sanchez-Hernandez y colaboradores. En el presente estudio, este compuesto
se identific6 en hojas, tallos y raices. Cabe resaltar que, con los resultados
obtenidos actualmente, se completa el perfil quimico de la planta con nuevos

compuestos identificados en la especie de C. ciliatoglandulifer.
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Figura 31. Compuestos mayoritarios presentes en cada uno de los extractos
diclorometénicos de C. ciliatoglandulifer. Foto de Croton ciliatoglandulifer Ortega
(Guzmén, 2010).

Tabla 14. Compuestos mayoritarios identificados anteriormente en C.

ciliatoglandulifer y otras especies del género.

Especie de
Tipo de compuesto Compuesto donde se ha Referencia
identificado : i
identificado
Borneol CC.CT.CP (Sanchez-
Acetato de borneol CC. CT. CP. Hernanandez et
MONOTERPENOS i al., 2018)
Acetato de cis- cT CP (Rhonalty-Rocha
crisantenilo et al., 2021)
Epicubenol CC
B-calacareno CC )
- (Sanchez-
SESQUITERPENOS OX|dO de CC Hernana’ndez et
cariofileno al., 2018)
Dihidroagarofurano CC

CC: Croton ciliatoglandulifer. CT: Croton tetradenius. CP: Croton pulegidoro.
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8.2.2. ldentificacion del compuesto PMTCC

En el espectro de 1°C de este compuesto, se observan 12 sefiales, la mayoria de
estas aparecen con desplazamientos quimicos pertenecientes a carbonos mono-y
dioxigenados (Figura 24). En las modalidades APT y DEPT 90°, se identificaron 8
sefales de metinos (CH) con valores de 6 69.16, 71.02, 62.35, 72.51, 73.94, 76.35,
81.32y 92.12) y 4 otras sefiales que corresponden a 3 metilenos (CH2) en 6 60.01,
61.29, 62.25 y 1 carbono cuaternario (103.63 ppm) (Figuras 25y 26).

En el espectro de 'H-RMN, se identific6 un doblete en 5.26 ppm (J = 3.5 Hz)
correspondiente a un proton anomeérico en posicién ecuatorial. Este protdn permitio
ubicar en el espectro COSY a los demas protones de esta unidad de hexopiranosa,
con valores de J caracteristicos de acoplamientos trans (Tabla 13). Estas evidencias
indican la presencia de una glucopiranosa. Por lo tanto, la segunda unidad de
hexosa debe de estar en forma furanodsida, ya que no se detecta un proton
anomeérico. Sin embargo, dicha unidad cuenta con un carbono que se encuentra en
103.6 ppm sugiriendo una unidad de fructofuranosil. También se detect6 en esta
unidad la presencia de un hidroximetileno (CH20H), cuyos protones en 3.52 ppm
solo se acoplan entre si (Figura 23). Por otra parte, en el espectro HMBC del
compuesto, el H-1 de la glucosa tiene interaccién con el carbono en 103.6 ppm
(Figura 29). Con estos datos, se establecio la estructura del compuesto PMTCC
como glucopiranosil-1—2"-fructofuranosa, que corresponde a la sacarosa (Figura
32). Otra evidencia adicional es el punto de fusion del compuesto que coincide con
el reportado en la base de datos de PubChem, donde se reporta el valor de 185.5
°C, siendo el experimental (181.3-184.3 °C).
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Figura 32. Estructura de la sacarosa.

8.3 Actividades antibacterianas de los compuestos mayoritarios caracterizados en

C. ciliatoglandulifer

El extracto que mostr6 mejor actividad fue el DR. Por esta razon, se realiz6 una
basqueda de las actividades antibacterianas de sus compuestos mayoritarios. Dicha
informacion se encuentra plasmada en las Tablas 17 y 18. En la tabla 15, se enlistan
aquellos compuestos que por si solos tuvieron actividad antibacteriana. Los
compuestos 14 y 15 tienen actividad sobre las bacterias del presente trabajo
(Staphylococcus aureus y Bacillus cereus). De acuerdo con Guimaraes y
colaboradores, el compuesto 14 posee una CMI inferior a la del antibiético control
(sulfamida, con CMI de 0.06 mg/mL) contra S. aureus. Bacillus cereus presenté
resistencia al antibiético comercial sulfamida; sin embargo, el compuesto 14 logré
su inhibicién con una CMI de 0.12 mg/mL (Guimardes et al., 2019). Por su parte, el
compuesto 15, aunque tiene una CMI < 0.5 mg/mL sobre S. aureus, tiene mucha
menor actividad que la de la ampicilina (0.0625 mg/mL). A pesar de ello, el
compuesto 15 tuvo actividad sobre P. aeruginosa, la cual presento resistencia con
el mismo antibiético comercial (E Silva et al., 2018). Existen reportes de la actividad
antibacteriana de los compuestos 18, 22 y 24 que de igual manera se encuentran
en el DR (Tabla 15). Por otra parte, los compuestos 16, 17 y 19 no se han evaluado

de manera individual, pero se han identificado como los mayoritarios en aceites

55



esenciales con CMI reportadas (Tabla 16). No se encontraron las actividades de los
compuestos restantes de DR (20, 21 y 25-31), lo que quiere decir que posiblemente
no se han evaluado de manera individual y que no se descarta la posibilidad de que
puedan tener actividad antibacteriana. En la Tabla 15, también se colocaron algunos
de los compuestos mayoritarios de los extractos DH y DT con actividad
antibacteriana. Si bien no son los mayoritarios del extracto DR, podrian contribuir a

la actividad de este extracto.

Lo que nos lleva al siguiente andlisis. La actividad de DR se debe a los compuestos
mayoritarios, aunque no de todos, debido a que se ha corroborado en los estudios
mencionados anteriormente su actividad. La inactividad de DT y DH puede deberse
a la proporcion de los compuestos con actividad antibacteriana y a la interaccion
que existe entre ellos mismos y los minoritarios, asi como al posible antagonismo
entre ellos. Tampoco se descarta que los extractos de C. ciliatoglandulifer puedan
presentar actividad sobre otras bacterias, por ejemplo, las Gram negativas y

aguellas con mayor interés clinico.
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Tabla 15. Compuestos mayoritarios de los extractos de diclorometano de C. ciliatoglandulifer y su actividad antibacteriana

reportada.
Identificado en CMI .
Compuesto Nombre Microorganismo Referencia
(DR, DH o DT) (mg/mL)
Staphylococcus sanguinis
<0.5
ATCC 49456; .
<0.5 E Silva et al.,
S. aureus ATCC 25923;
_ <0.5 2018
E. coli ATCC 25922; 0.5
<0.
14 DR, DT, DH Borneol P. aeruginosa ATCC 27853
B. cereus 0.12
S. typhimurium 0.12 Guimaraes et
E. coli 0.25 al., 2019
S. aureus 0.03
S. sanguinis ATCC 49456 <0.5
S. aureus ATCC 25923 <0.5 E Silva et al.,
15 DR, DT, DH Acetato de borneol )
E. coli ATCC25922 <0.5 2018
P. aeruginosa ATCC 27853 <0.5
18 DR Epicubenol S. aureus (NCTC 8325-4) 0.0313
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23

22

24

32

41

43

44

DR

DR, DT

DR, DH, DT

DH

DH, DT

DH, DT

DH

trans-Calamenen-10-ol

Copaborneol

Acido palmitico

Oxido de cariofileno

Tocoferol

B-Sitosterol

Betulina

S. aureus (K1902, NAS*);
S. aureus (K2378, NS*)
S. aureus (NCTC 8325-4)
S. aureus (K1902, NAS*);
S. aureus (K2378, NS*)

Mycobacterium tuberculosis

Bacillus megaterium

Agrobacterium tumefaciens

Candida albicans
ATCC90028

S. aureus
Bacillus subtilis

E. coli
S. aureus

S. aureus SASM:;
S. aureus SARM
Enterococo faecalis

Listeria monocytogenes

0.0652
0.125
0.125
0.125
0.125

0.00484

<0.5

<0.5

0.0815

>0.128
>0.128
>0.128

0.00781

>0.128

>0.128
0.128

>0.128

Espinoza et
al., 2019

Zhou et al.,
2021

Xie et al., 2021

Sanchez-
Hernadez et
al., 2018

Ogata et al.,
2005

Anwar et al.,
2022

Wang et al.,
2016
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B. cereus
E. coli
Salmonella entérica
S. aureus SASM
S. aureus SARM
Enterococo faecalis
46 DH Lupeol Listeria monocytogenes
B. cereus
E. coli
Salmonella entérica
M. tuberculosis MR-10
50 DT Ac. Oléico M. tuberculosis MR-15
M. tuberculosis MR-26

51 DT Ac. Linoléico M. tuberculosis

0.128
>0.128
>0.128
>0.128
>0.128

0.128
>0.128

0.128
>0.128
>0.128

0.100

50

Wang et al.,
2016

Esquivel-
Ferrifio et al.,
2012
Choi et al.,
2016

SASM: S. aureus sensible a miticilina, SARM: S. aureus resistente a miticilina, NAS*: norA ausente, AS*: norA sobreexpresada.
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Tabla 16. Compuestos mayoritarios de los extractos de diclorometano de C. ciliatoglandulifer presentes en aceites esenciales

con actividad antibacteriana.

Identificado CMI
Compuesto | en (DR, DH o Nombre Especie vegetal | Microorganismo fmL Referencia
mg/m
DT) g
_ Croton
Acetato de cis- _ Rhonalty-Rocha
16 DR . . pulegiodoro S. aureus 8.0
crisantenilo et al., 2021
Croton Propionibacterium . _
(+)- o ] 0,125 Athikomkulchai
17 DR, DT . . oblongifolius acnés
Ciclosativeno %, viv et al., 2015
ATCC 6919
Filifolium S. aureus 5.20
sibiricum (L.) S. albus 41.63 .
19 DR Espatulenol _ Liang et al., 2016
Kitam P. aeruginosa 10.41
E. coli 10.41
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9. CONCLUSIONES

e Los DR, MR y MH tuvieron actividad inhibitoria del crecimiento de la cepa S.
aureus ATCC 29213, mientras que para la cepa B. cereus ATCC 10876, solo

el DR fue activo. En todos los casos, la actividad fue moderada.
¢ Ningun extracto de los tallos tuvo efecto sobre las bacterias utilizadas.

e La combinacién del DR con ampicilina mostré6 mejores resultados ante la
cepa B. cereus ATCC 10876, que es resistente a ampicilina. Dicha mejora
puede atribuirse a un efecto sinérgico, ya que se utilizaron bajas

concentraciones del extracto y el antibiético.

e Los extractos metanolicos, que fueron obtenidos después de la extraccion
con diclometano contienen principalmente compuestos polares, muchos de
los cuales podrian ser extraidos con agua, el disolvente usado por los
médicos tradicionales. Por lo tanto, el resultado de este estudio valida en

parte el uso tradicional de esta planta para tratar infecciones bacterianas.

e Aunque se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual ocurre el
sinergismo, por antecedentes previos, se puede inferir que este puede estar
relacionado con la inhibicién de las B-lactamasas.

e Se identificaron en total 44 compuestos, principalmente en los extractos
diclorometanicos de C. ciliatoglandulifer. Estos compuestos fueron
clasificados de acuerdo a su estructura. Los mayoritarios consistieron
predominantemente en sesquiterpenos, que son caracteristicos de los

aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas.
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10.PERSPECTIVAS

Realizar el método de microdilucion en caldo para determinar las

concentraciones minimas inhibitorias.

Continuar con la identificacion de los polvos F-375 y F-382 aislados del DR,
una vez que se concluya el registro de sus espectros de RMN y evaluar su

efecto inhibitorio en las cepas utilizadas.

Segquir purificando los compuestos mayoritarios de ambos tipos de extractos

y evaluar su actividad antibacteriana.

Evaluar los extractos de C. ciliatoglandulifer en otras cepas bacterianas de

interés clinico.

Probar diferentes combinaciones con antibiéticos comerciales, sobre todo
con aquellos que se han dejado de utilizar por la alta resistencia de los

microorganismos a estos.

Determinar los mecanismos de accion lo mas detallado posible.
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