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Resumen

Las infecciones bacterianas han sido una constante en la historia de la humanidad
y el descubrimiento de los antibiéticos en el siglo XX fue un evento histérico en la
mejora de la calidad de la vida humana. La mayor parte de esos antibiéticos fueron
extraidos principalmente de microorganismos, o sintetizados a partir de esos
compuestos naturales. Sin embargo, la resistencia a los antimicrobianos poco
después del desarrollo de los antibidticos también se convirti6 pronto en un
problema creciente de alcance global. Los patdégenos resistentes aparecen con mas
frecuencia y a una mayor velocidad que la del desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos. Ante tal escenario, la OMS recomiendo incrementar la basqueda y
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. En esta busqueda, los productos
naturales de origen botanico ocupan un lugar importante. Entre la variedad de
plantas utilizadas en los diferentes sistemas de medicina tradicional, se encuentra
el género Buddleja, con uso antibiético y antifingico. B. perfoliata es endémica del
altiplano mexicano, de la cual se reporta un uso tradicional para curar infecciones
urinarias y de la piel, entre otros. Sin embargo, existen pocos reportes cientificos
sobre esta especie. En el presente trabajo, se determiné la actividad antimicrobiana
de sus extractos preparados con diclorometano y metanol sobre las bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Bacillus cereus ATCC 10876, ambas
resistentes a antibidticos. Solo el extracto diclorometénico de flores y hojas per se
produjo una inhibicion, pero marginal, del crecimiento de las 2 bacterias, aunque su
combinacion con ampicilina mejoro dicha inhibicidon. Para los estudios quimicos, se
recurrié a la CG-EM para los extractos diclorometéanicos, mientras que el extracto
metandlico de hojas y flores se sometié a un fraccionamiento cromatografico y
purificacion de sus compuestos mayoritarios. En total, se caracterizaron 21
compuestos diferentes en todos los extractos, siendo la mayoria de ellos terpenos,
muchos de los cuales habian mostrado actividad antimicrobiana en diferentes
estudios. Sin embargo, la actividad antimicrobiana marginal de los extractos
diclorometéanicos y la inactividad de los metandlicos sobre las 2 sepas utilizadas en
el presente estudio no pueden constituir un soporte para el uso tradicional de esta
planta para tratar infecciones bacterianas en general, ni heridas o tuberculosis.

Palabras clave: Buddleja perfoliata, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
actividad antibacteriana, terpenoides.



SUMMARY

Bacterial infections have been constantly present, and caused enormous pandemics
throughout the human history so as the discovery of the antibiotics in the 20" century
represented a historical milestone in the improvement of the human life quality. Most
of these antimicrobial agents originated from microorganisms, or synthesized from
natural compounds. However, antibiotic resistance also soon become a global
problem. Resistant pathogens appear more frequently and more quickly than new
antibacterial agents are developed. To overcome this situation, the WHO
recommends more efforts towards the research and development of new antibiotics.
In the search for new molecules, natural compounds from botanical origin have a
prominent place. Among the varied range of plants reported in different folk medicine
systems, the genus Buddleja stands out, as its members have been reported to
possess antibiotic and antifungal activities. B. perfoliata, a medicinal plant from the
Mexican plateau, is traditionally used for the treatment of urinary and skin infections,
among others. However, there are very few scientific reports on this plant. The aim
of the present research was to determine the antibacterial activity of the
dichloromethane and methanol extracts from leaves and flowers on one hand, and
stems on other, on the antibiotic-resistant pathogens, Staphylococcus aureus ATCC
29213 and Bacillus cereus ATCC 10876. Only the dichloromethane extract from
leaves and flowers on its own inhibited, marginally however, the bacterial growth,
although its combination with ampicillin improved this activity. Chemical studies of
both dichloromethane extracts was performed using GC-MS, while the methanol
extract from leaves and flowers was subjected to chromatographic fractionation and
purification of its major secondary metabolites. Twenty one different compounds
were identified in the extracts, most of which consisted of terpenoids. Many of these
have already been reported with antimicrobial activity. However, the marginal activity
of dichloromethane extracts and the inactivity of methanol extracts on the two
bacterial strains used in this study cannot support the traditional use of this plant for
the treatment of bacterial infections, including wounds or tuberculosis.

Key words: Buddleja perfoliata, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
antibacterial activity, terpenoids,
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1. INTRODUCCION
A lo largo de la historia, el ser humano y muchos animales han dependido
principalmente de las plantas para tratar sus enfermedades, entre ellas las
infecciosas. Esto se debe a que las plantas constituyen el recurso al alcance de
todos y que son laboratorios naturales donde se elaboran una gran diversidad de
compuestos bioactivos, con muy variadas estructuras quimicas y actividades
farmacoldgicas. Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, hongos,
virus y protozoarios han constituido los principales problemas de salud a nivel
mundial desde tiempos inmemoriales (Achtman, 2016). Se han documentado
innumerables epidemias infecciosas causadas en particular por bacterias (Achtman,
2016), lo cual estimulo la busqueda de agentes antiinfecciosos a partir de fuentes
naturales y posteriormente mediante sintesis artificial, llegando la humanidad a
contar con una gran variedad de antimicrobianos y en particular, de antibiéticos. Las
principales fuentes naturales de los antimicrobianos mas prescritos han sido
bacterias y hongos. Sin embargo, las plantas medicinales han mantenido su
extensivo uso tradicional con esos propdésitos por la mayor parte de la poblacién
mundial y muchas de ellas han salvado vidas, combatiendo los agentes infecciosos.
Pero, debido al mal uso y abuso de los antibiéticos, asi como cuestiones evolutivas,
surgio el fendbmeno de resistencia tan solo pocos afios después de la llamada época
de oro del descubrimiento y desarrollo de numerosos antimicrobianos, la cual
abarco las décadas de 1940 y 1950 (Hutchings, 2019). Hoy en dia, las infecciones
mas comunes y problematicas son las llamadas nosocomiales que se originan en
los centros de atencién médica y las comunitarias (Arias-Flores y col., 2016). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha identificado a 12 bacterias prioritarias
de esta categoria, entre las cuales destacan las 6 del grupo llamado ESKAPE, por
las iniciales de sus nombres (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
especies de Enterobacter) (OMS, 2017). Sin embargo, a pesar de esa alta prioridad,
la investigacion para el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibacterianos ha
1



ido en declive de manera sostenida (Fair y Tor, 2014; Miethke y col., 2021; OMS,
2023), debido a diversos factores, entre los cuales se encuentran el tiempo
prolongado para generar nuevo conocimiento sobre nuevos agentes antibacterianos
y la poca rentabilidad para las industrias farmacéuticas que buscan un rapido
retorno de sus inversiones, a pesar del ofrecimiento de algunos gobiernos para
facilitar los procesos de registro y comercializacion de nuevos agentes
antimicrobianos. En el presente proyecto, se determiné la actividad antimicrobiana
de la planta medicinal Buddleja perfoliata sobre las bacterias Staphylococcus aureus
y Bacillus cereus y se caracterizaron quimicamente sus principales constituyentes
quimicos. Dicha planta se usa, entre otros propésitos, para tratar infecciones

bacterianas.

2. ANTECEDENTES

2.1 Infecciones bacterianas

Las infecciones bacterianas han aquejado a la humanidad desde sus inicios. Un
ejemplo de ello es Helicobacter pylori, presente en al menos el 50% de la poblacién
mundial con diferentes severidades. Evidencias muestran que H. pylori se empezé
a distribuir por las diferentes poblaciones humanas alrededor de 50,000 afios atras
(Achtman, 2016). Otra de las infecciones bacterianas que han asolado a la
humanidad ha sido la peste negra, o también llamada peste bubdnica, cuyo agente
etiologico es Yersinia pestis, que causo la peste llamada justiniana (del tiempo del
emperador Justiniano | el Grande) entre los afios 541 d. C. a 767 d. C. en el Imperio
Romano de Occidente, asi como también azotd a la Europa medieval alla por el
1348. Se tienen evidencias de infecciones en restos humanos que datan de 3,000
a 5,000 afios de antigiiedad afectados por Y. pestis. Por ultimo, en esta mencion,
uno de los mas antiguos padecimientos de origen bacteriano reportados que afectan
al humano a lo largo de la historia es la tuberculosis, originada por Mycobacterium

tuberculosis, la cual fue reportada en Israel desde hace 9,000 afios y sigue presente



en todos los continentes y aun hoy en dia presenta un problema para la salud
publica (Achtman, 2016).

2.2 Infecciones bacterianas mas comunes

Las fuentes de infecciones mas comunes hoy en dia son aquellas contraidas en los
centros de atencion médica, a través de las llamadas enfermedades nosocomiales.
En paises como Estados Unidos, Staphylococuus aureus es el patdogeno aislado
con mayor frecuencia, seguido de Escherichia coli. Por otra parte, Arias Flores y col.
recopilaron los diferentes datos emitidos por la Unidad de Vigilancia Epidemiolégica
Hospitalaria (UVEH) de todos los cultivos positivos de las infecciones nosocomiales
detectadas en México en el 2013. De 48,377 resultados de cultivos nosocomiales,
el microorganismo mas frecuentemente aislado fue Escherichia coli, con 8,192 (16.9
%), seguido de los de Staphylococcus coagulasa-negativos, con 6,771 (14.0 %) y
Pseudomonas aeruginosa, con 5,275 (10.9 %), como se observa en la Tabla 1
(Arias-Flores y col., 2016). Sin embargo, datos mas recientes muestran que E. coli

sigue dominando entre las bacterias infecciosas prevalecientes (SSA, 2023).

Tabla 1. Principales microorganismos aislados en las infecciones nosocomiales de
las unidades médicas del Instituto Mexicano del Seguro Social en el 2013 (Arias-
Flores y col., 2016).

Unidades Unidades Unidades médicas
meédicas de médicas de de alta
primer nivel | segundo nivel especialidad

Microorganismo n* % n* % n* %
Escherichia coli 8,192 | 16.9 6282 17.9 | 1910 14.5

Staphylococcus aureus 4725 9.8 3534 10.0 | 1191 9.0

Staphylococcus coagulasa4 6771 | 14.0 4899 13.9 | 1872 14.2
negativos

Klebsiella pneumoniae 3122 6.5 2118 6.0 1004 7.6
Klebsiella oxytoca 371 0.8 268 0.8 103 0.8

Acinetobacter spp. 1437 | 30 690 2.0 747 5.7




Pseudomonas aeruginosa | 5275 | 10.9 3721 10.6 | 1554 11.8
Enterobacter cloacae 1696 | 35 1158 3.3 538 4.1
Candidaalbicans 3115 | 6.4 2499 7.1 616 4.7
Otros 13673 | 28.3 | 10001 | 28.4 | 3672 27.8
Total 48377 | 100 | 35170 | 100 | 13207 100

*n = Cantidad de aislamientos.

Por mencionar algunos casos, de manera local, en el Hospital Dr. Ismael Vazquez
Ortiz de Querétaro, en una revision que comprendio los afios 2015 a 2019, los
microorganismos aislados responsables de infecciones asociadas con la atencion a
la salud (IAAS) més comunes fueron E. coli (24.3%), P. aeruginosa (11.2%) y S.
aureus (9.8%) (Gloria-Ruiz y col., 2022). A nivel nacional, la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiologica (RHOVE) en el boletin informativo correspondiente al mes
de enero 2023, sefala a E. coli como el microorganismo mas comun responsable
de infecciones intrahospitalarias, seguido en orden de frecuencia por P. aeruginosa,

K. pneumoniae, A. baumanii y S. aureus (SSA, 2023).

Si bien estos datos dan un breve panorama de los agentes etiologicos mas
frecuentes, Rodriguez-Salgado informa que, de todas las unidades hospitalarias del
sector publico y privado registradas en México en el 2015, solo el 8.5% de ellas
realiza reportes de infecciones contraidas en centros de atencién médica. De estos
reportes, las afecciones que con mayor frecuencia se presentaron fueron la
bacteriemia con un 24%, la neumonia con 20.7% Y las infecciones en vias urinarias
con 15.7% (Rodriguez-Salgado, 2018).

2.3 Agentes antimicrobianos

Desde la introduccion de los primeros antimicrobianos aprobados por la FDA en la
década de los 30’s del siglo XX, la tasa de mortalidad de enfermedades infecciosas
como neumonia decrecié notablemente, siendo superadas estas por otros
padecimientos como cancer, enfermedades cardiacas, accidentes o diabetes
(Mohr, 2016).



El uso de sustancias antibidticas se ha registrado desde antes del advenimiento de
la medicina moderna. Los egipcios usaban pan cubierto de hongos filamentosos
para el tratamiento de heridas y quemaduras. Telas cubiertas de moho fueron
usadas por griegos y chinos en la antigiedad como parte de sus tratamientos
tradicionales. En el siglo XIX, Joseph Lister traté la herida de una de sus enfermeras
con extractos de Penicillium glaucum. En 1897, Ernest Duchesne publicé en su tesis
la inhibicién del crecimiento de Escherichia coli por parte de Pennisetum glaucum
(el mijo) (Mohr, 2016; Aminov, 2017).

En 1911, fue comercializado el primer antibidtico contra Treponema pallidum,
causante de la sifilis. Dicho antimicrobiano fue la arsfenamina, comercializada con
el nombre de salvarsan por el quimico Paul Ehrlich. La arsfenamina fue el
tratamiento mas usado hasta la década de los 40’s del siglo XX, cuando la penicilina,
descubierta por Alexander Fleming, se empezd a prescribir contra la sifilis (Aminov,
2017).

Con el descubrimiento de la penicilina, posteriores investigaciones llevadas a cabo
con diversas bacterias y hongos arrojaron una variedad de nuevos agentes
antimicrobianos como la estreptomicina y la neomicina, ambas derivadas de
Streptomycetes spp. Otros fueron la fumigacina y la clavacina, obtenidas de hongos
del género Aspergillus (Aminov, 2017; Durand y col., 2019). En efecto, durante la
época de auge de los agentes antimicrobianos, la mayor fuente de estos se encontrd
en fuentes naturales y con diversos mecanismos de accion, por lo que se han

agrupado en diferentes familias (Hutchings y col., 2019).

Sin embargo, no tardé mucho en aparecer la resistencia a los antimicrobianos (Fair
y Tor, 2014; WHO, 2019), la cual sigue siendo un problema creciente de alcance
global. En afios recientes, Garza-Gonzalez y colaboradores realizaron un estudio,
donde se recopilaron datos de 47 unidades mexicanas de atencion médica. Se
analizaron 22,943 cepas del grupo de bacterias, llamado ESKAPE (ver punto 2.4),
que son a la vez mas frecuentes en hospitales y mas resistentes, donde la

resistencia a los carbapenémicos (antibidticos llamados carbapenemas o
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carbapenems) se observé en menos del 3% de las cepas de E. coli, en el 12.5% de
las cepas de Klebsiella spp. y Enterobacter spp., mas del 40% de las cepas de P.
aeruginosa y el 50% en A. bauannii. EI mismo reporte indica que el 21% de los
aislamientos de S. aureus presentd resistencia a la meticilina (Garza-Gonzélez,
2019). Pero, los mismos autores presentaron en 2020 otro monitoreo de la
resistencia a los antimicrobianos que abarca el periodo de 2008 al 2018 en 22 de
los 32 estados de la Republica Mexicana, encontrando una disminucién de la
resistencia de varias bacterias frente a algunos antimicrobianos. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus mostré una baja resistencia a sulfametoxazol-trimetroprima
y a la eritromicina, S. neumoniae a la penicilina y a la ceftriaxona, E. faecium frente
a nitrofurantoina, mientras que esta Ultima bacteria elevd su resistencia frente a
penicilinas. En el género Enterobacter, la resistencia a la amikacina y a la cefepima
se mantuvo baja, mientras que la misma se incremento frente a meropenem. Para
las especies de Klebsiella, se incrementd la resistencia a aztreonam, tobramicina,
sulfametoxazol, gentamicina y cefuroxima. Acinetobacter baumanii aumenté su
resistencia a todos los antibidticos, a excepcién de tobramicina y amikacina.
Finalmente, P. auroginosa incrementd su resistencia frente a aztrenoam (Garza-
Gonzalez y col., 2020). En resumen, la aparicion de resistencia a los antibioticos

domina sobre la disminucién ocasional de la misma.

Durante la pandemia por la covid-19, la infeccién virica, en conjunto con otros
patdgenos, causo un incremento en el uso de antibiéticos y con ello un aumento de
la resistencia a los antibidticos. En el caso de S. aureus, se ha observado un
aumento del 42.8 % en la resistencia a la eritromicina. K. pneumoniae presentd un
aumento en la resistencia a carbapenémicos, al igual que los niveles de resistencia
a estos por parte de A. baumannii y P. aeruginosa. El aumento en la resistencia a
la eritromicina estd4 asociado con el uso de azitromicina como tratamiento de la
covid-19 pese a la débil evidencia de mejoras clinicas por su uso (Lopez-Jacome y
col., 2021).



A continuacién, se describen algunos de los antibiéticos mas usados en el

tratamiento de infecciones por bacterias.

2.3.1 B-Lactamicos

Las penicilinas y otros agentes como las cefalosporinas, los monobactamicos y las
carbapenemas se engloban en la clase de los antibidticos B-lactamicos, los cuales
se caracterizan por poseer un anillo de p-lactama en su estructura quimica. Fueron
de los primeros agentes antimicrobianos de amplio espectro de origen natural en
ser usados y hoy en dia son los mas prescritos para combatir infecciones, lo que ha
provocado una creciente aparicibn de cepas resistentes. Actlan inhibiendo la
biosintesis de la pared celular, por lo que son potentes agentes contra las bacterias
Gram positivas, ya que las Gram negativas son impermeables a estos quimicos.
Con la produccién de B-lactdmicos sintéticos y semisintéticos, se ha logrado obtener
efectos contra cepas resistentes y patdgenas del grupo de Gram positivos (Mohr,
2016; Aminov, 2017).

2.3.2 Sulfonamidas

Las sulfonamidas son una familia de antibiéticos de amplio espectro sintetizados
por los quimicos Josef Klarer y Fritz Mietzsch de la compafiia Bayer a finales de la
década de los 30’s. La primera sulfonamida fue la sulfamidocrisoidina bajo el
nombre comercial de Prontosil, que era un profarmaco de cuyo metabolismo se
obtiene sulfanilamida, la cual es la responsable de su efecto antimicrobiano. Las
sulfonamidas son efectivas contra bacterias Gram positivas y algunas Gram
negativas, particularmente contra estreptococos, pero con menor capacidad contra
otros cocos. Su mecanismo de accion es inhibir competitivamente la sintetasa
dihidropteroato (DHPS), que es la enzima que provoca la incorporacion del &cido
para-aminobenzoico (PABA) para la sintesis de acido folico, siendo resistentes a
este tipo de antibioticos las bacterias capaces de obtener su acido folico de fuentes
externas (Mohr, 2016; Aminov, 2017).



2.3.3 Polipéptidos

Fueron extraidos por primera vez en la década de los 40’s a partir de cultivos
bacterianos aislados del suelo como Bacillus brevis. Consisten en péptidos lineales
o ciclicos, elaborados por sintetasas peptidicas no ribosomales. El primero de ellos
fue la tirocidina. Otros polipéptidos son la gramicidina, la microcistina y la bacitracina
(Mohr, 2016).

El mecanismo de accién de estos antimicrobianos es unirse a la membrana y actuar
como canales que alteran el gradiente intracelular con el exterior, destruyendo asi
la membrana. Dada su toxicidad, su uso se limita a tratamientos topicos, ya que en

usos sistémicos puede causar hemolisis (Aminov, 2017).

2.3.4 Aminoglucoésidos

Los aminoglucésidos son un grupo de antibidticos de amplio espectro. Fueron
obtenidos por Schatz a partir de cultivos del género de Streptomyces, donde se aislo
la estreptomicina. Este grupo de antimicrobianos se encuentra ain en uso, sobre
todo para tratar los casos de tuberculosis “multidrogorresistentes” (Calvo y Martinez-
Martinez, 2009). EI mecanismo de accién es penetrar la membrana celular por su
gradiente de carga eléctrica. Una vez dentro de la célula, se une a la sub unidad
30S ribosomal, formando un complejo que impide el inicio de la sintesis de
proteinas. Dado que esta accion requiere el transporte activo de la célula para lo
cual es necesaria la presencia de oxigeno, es poco efectivo en microorganismos
anaerobios (Aminov, 2017). La gentamicina, por sus bajas propiedades
farmacoldgicas y alta toxicidad hacen que su uso se limite a tratamiento tépico
(Mohr, 2016).

2.3.5 Tetraciclinas

Las tetraciclinas fueron identificadas en los laboratorios de la American Cyanamid
Company, bajo la direccion de Subbarow. Se aislaron de cultivos del género
Streptomyces en la década de los 50’s. Su mecanismo de accion es unirse a la
subunidad 30S ribosomal, impidiendo el acceso alos complejos aminoacil-ARN-t a
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los ribosomas, por lo cual se interrumpe la sintesis proteica. Por su efectividad
contra bacterias, tanto Gram positivas como Gram negativas, se le considera de
amplio espectro. Dado su uso como potenciador de la biomasa en animales de
importancia econdmica y como de uso como antibiotico veterinario, han aparecido

multiples cepas resistentes a estas (Mohr, 2016: Aminov, 2017).

2.3.6 Anfenicoles

Otros antibidticos obtenidos del género Streptomyces son los de la clase de los
anfenicoles, los cuales pueden ser naturales o sintéticos. Fueron descubiertos por
Gottlieb en 1947. Su mecanismo de accién es unirse a la proteina L16 de la
subunidad ribosémica 50S (formada por 34 proteinas, L1 a L34), por lo que inhibe
la accién de la peptidiltransferasa, bloqueando la formacion de enlaces peptidicos.
Esta familia de antibiéticos es de amplio espectro, y por su capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica, son de primera eleccion contra meningitis bacteriana.
Su uso prolongado causa neurotoxicidad y hematosupresion. La simplicidad de su
molécula ayuda a sintetizar diferentes variedades de anfenicoles o la creacion de
antimicrobianos combinados (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Mohr, 2016;
Aminov, 2017).

2.3.7 Lipopéptidos

Este grupo de antibiéticos consta de un péptido ciclico de carga positiva con una
cola hidrofébica de &cidos grasos. Su mecanismo de accion es unirse a la superficie
de la membrana y a los fosfolipidos de esta, generando un desorden en la
permeabilidad de la membrana. Por las mayores concentraciones de fosfolipidos de
las bacterias Gram negativas, estas son mas sensibles. Sus efectos secundarios
reportados, como la nefrotoxicidad, la neurotoxicidad y la baja accién contra
microorganismos Gram positivos causan gue no se les considere como tratamientos
de primera eleccibn. Son tratamientos de Ultima linea contra cepas
multidrogorresistentes de P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii (Calvo y
Martinez-Martinez, 2009; Aminov, 2017).



2.3.8 Macrolidos (o macrolactonas)

Esta familia de antibidticos fue descubierta por James McGuire a partir de
aislamientos del género Streptomyces en los anos 50’s del siglo XX. Constan de un
anillo lacténico macrociclico con diferentes sustituyentes. Su mecanismo de accién
consta de la union del antimicrobiano al dominio V de la ARNr 23S de la sub unidad
ribosomal 50S, por lo que bloguea de manera estérica el crecimiento de las
proteinas. Son la segunda mayor familia de antimicrobianos que se receta contra
infecciones. Presentan mayor efectividad contra Gram positivas y son los mas
empleados en pacientes alérgicos a los beta-lactdmicos (Calvo y Martinez-Martinez
2009; Mohr, 2016).

2.3.9 Oxazolidinonas

Son de los mas recientes grupos de antimicrobianos de origen sintético. Dupont las
patentdé en 1978 y entré a la practica clinica en el afilo 2000. Su mecanismo de
accion es inhibir la sintesis proteica por bloqueo de la formacién del complejo
formilmetionil-ARNt en la unidad iniciadora 70S, por lo que no se inicia la sintesis
proteica. Son efectivas contra las Gram positivas, pero las Gram negativas
presentan resistencia (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Mohr, 2016).

2.3.10 Glicopéptidos

Se han descubierto diferentes tipos de glicopéptidos a partir de organismos del
género Actinomycetes. Actlan inhibiendo la sintesis de la pared celular, impidiendo
la elongacién del peptidoglucano. Los glicopéptidos se unen al péptido terminal D-
Ala-D-Ala en el extremo de las cadenas de los péptidos precursores, evitando asi la
transpeptidaciéon y la transglicosilacién del peptidoglucano, por lo que la pared
celular no se sintetiza y causa la lisis de la célula. Los glicopéptidos son efectivos
contra bacterias Gram positivas, incluyendo cepas multidrogorresistentes, por lo
gue no son de uso de primera linea (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Aminov,
2017).
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2.3.11 Estreptograminas

Se descubrieron a partir de aislamientos de microorganismos del género
Streptomyces. Constan de dos moléculas, estreptogramina A, que es una
macrolactona insaturada, y la estreptogramina B, que es un polipéptido ciclico.
Actian en sinergia, bloqueando la accién de la peptidiltransferasa, causando la
muerte de la bacteria. La estreptogramina A se une a la sub unidad 50S, lo que
causa cambios tridimensionales, lo cual a su vez aumenta la afinidad de la
estreptogramina B. Su uso se ha extendido a nivel veterinario, asi como promotor
del desarrollo de biomasa en animales de interés comercial (Calvo y Martinez-
Martinez, 2009; Aminov, 2017).

2.3.12 Ansamicinas

Son un grupo de antibi6ticos obtenidos en 1957 de la bacteria Gram positiva
Amycolatopsis rifamycinica. Su mecanismo de accion es unirse a la RNA
polimerasa, impidiendo el inicio de la transcripcion. Son un grupo de antibiéticos que
se usan contra Mycobacterium en combinacién con otros farmacos. Dadas las
reacciones espontaneas que causan en un paciente, su uso es limitado y se
suministran usualmente por via intravenosa (Calvo y Martinez-Martinez, 2009;
Aminov, 2017).

2.3.13 Quinolonas

Fueron descubiertas de manera fortuita durante la sintesis de la cloroquina por la
Sterling Drug Company en 1963. Actdan formando un complejo con la DNA girasa,
lo que bloquea el proceso de replicacién del cromosoma bacteriano, induciendo la
muerte del microorganismo. Tienen un amplio espectro de accién, tanto en bacterias
Gram positivas como en Gram negativas, siendo el tercer grupo de antibiéticos, por
lo que la FDA ha incentivado su uso mas racional para infecciones con tratamiento
dificil (Mohr, 2016; Aminov, 2017).
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2.3.14 Lincosamidas

Estas fueron obtenidas a partir de Streptomyces lincolnensis en la década de los
50’s. Actuan uniéndose a la subunidad 50S del ribosoma, inhibiendo la accién de la
peptidiltransferasa, lo que impide la sintesis proteica. Las lincosamidas son un
excelente tratamiento contra bacterias Gram positivas, incluyendo las

multidrogorresistentes (Calvo y Martinez-Martinez 2009; Mohr, 2016).

2.4 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibiéticos se produce en las bacterias como respuesta al uso
de dichos farmacos. La aparicion de bacterias cada vez mas resistentes provoca
que ciertos antibiéticos ya no sean efectivos, lo que hace que su tratamiento sea
cada vez mas dificil (OMS 2020).

Ante esta problematica, la Organizacién Mundial de la Salud emiti6é una lista con los
patdgenos cuya resistencia merece mayor énfasis en investigacion y desarrollo de
nuevos tratamientos. Para la elaboracion de la lista, se tomo en cuenta la letalidad
de las infecciones, la cantidad de farmacos que quedan para combatirla, la facilidad
de transmision, si se requiere hospitalizacibn para su tratamiento y con qué
frecuencia se detectan cepas multidrogorresistentes. Con base en estos criterios,

se dieron tres rangos de prioridad a combatir, los cuales se recopilan en la Tabla 2.

Tabla 2. Patégenos prioritarios para la investigacién y desarrollo de nuevos
antimicrobianos (modificado de Rizo-Amézquita y Camargo-O, 2017).

Prioridad 1: Critica

- Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos.

- Pseudomona aeruginosa, resistente a carbapenémicos.

- Enterobacteriaceae, resistente a los carbapenémicos, productoras de
betalactamasas de espectro extendido.

Prioridad 2: Elevada
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- Enterococcus faecium, resistente a vancomicina

- Staphylococcus aureus resistente a meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a vancomicina

- Helicobacter pylori, resistente a claritromicina

- Campylobacter spp., resistente a fluoroquinolonas

- Salmonellae, resistente a fluoroquinolonas

- Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas y resistente a
fluoroquinolonas

Prioridad 3: Media

- Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a penicilina
- Haemophilus infuenzae, resistente a ampicilina
- Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas

Entre estos microorganismos, destaca el llamado grupo ESKAPE (hombre derivado
de las iniciales de las bacterias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
especies del género Enterobacteriaceae) que son las causantes de infecciones
nosocomiales mas comunes en el mundo. Si bien cada pais tiene sus caracteristicas
epidemioldgicas particulares, estos patdgenos, en una u otra proporcion, estan
presentes en cada pais del mundo. En México, la Secretaria de Salud reporté en
2011 a Enterobacter spp. con un 38% de aislamientos resistentes, seguido por
Staphylococcus aureus (13%) y Pseudomonas spp. (13%) (SSA, 2011). Gutiérrez-
Mufioz y colaboradores encontraron que alrededor del 75% de los aislamientos de
E. coli y el 13% de K. pneumoniae mostraban resistencia a las cefalosporinas
(Gutiérrez-Muiioz y col., 2017).

La OMS recomienda un mejor y mas consciente uso de los farmacos actuales contra
infecciones. También alienta el incremento de los esfuerzos en conjunto del sector
publico y la industria farmacéutica para la investigacion y desarrollo de nuevos

farmacos antimicrobianos (Quifiones-Pérez, 2017; Gutiérrez-Mufioz y col., 2017).
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2.4.1 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Desde el descubrimiento y uso de la penicilina, Alexander Fleming advirtio que su
uso inadecuado podria dar origen al surgimiento de cepas resistentes. En la década
de los 60’s, la aparicion de Staphylococcus resistentes a la meticilina y
Pseudomonas resistente a la gentamicina inicio las alertas. La situacion evoluciono
al punto que se detectaron cepas resistentes a los antibiéticos de ultima generacion.
La resistencia a los antimicrobianos, si bien se puede originar de manera natural, la
resistencia adquirida es la causante del mayor problema, al producir cepas de
patbgenos resistentes a tratamientos, a los que anteriormente eran sensibles

(Quifiones-Pérez, 2017; Rizo-Amézquita y Camargo-0, 2017).

2.4.1.1 Modificacion de la estructura quimica del antimicrobiano

Consiste en la produccién de enzimas que se unen al antimicrobiano y modifican su
estructura, de manera que este pierde su efecto contra las bacterias. Un ejemplo
mas extendido es la produccién de betalactamasas, que se unen al anillo
betalactamico de las penicilinas, hidrolizandolas y haciendo que pierdan su efecto

(Quifiones-Pérez, 2017; Rizo-Amézquita y Camargo-0, 2017).

2.4.1.2 Alteracion del sitio blanco del antibiotico

Este mecanismo de resistencia ocurre cuando genes especificos que decodifican la
proteina del sitio de accidon mutan, por lo que generan cambios estructurales en las
proteinas diana. Los mas habituales son las modificaciones en las proteinas de las
subunidades ribosomales 30S y 50S, siendo el ejemplo de resistencia mas comun
de E. coli y P. aeruginosa contra las quinolonas (Quifiones-Pérez, 2017; Rizo-
Amézquita y Camargo-0O, 2017).

2.4.1.3 Alteracion en las barreras de permeabilidad

Esta se produce por alteraciones en genes que codifican la expresion de porinas en
la membrana bacteriana, reduciendo la permeabilidad de la membrana, por lo que
los antibidticos ya no son capaces de atravesar la membrana bacteriana,

imposibilitando asi su accion antimicrobiana. Este es el principal mecanismo de
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resistencia contra las carbapenemas Quifiones-Perez, 2017; Rizo-Amézquita y
Camargo-0O, 2017).

2.4.1.4 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo de farmacos son un mecanismo también de origen genético,
originado por mutaciones en los cromosomas, que sobreexpresan las bombas de
eflujo para expulsar del interior de la célula de manera activa los antimicrobianos.
Este es un mecanismo comun reportado contra p-lactamicos, quinolonas,
tetraciclinas y cloranfenicol (Quifiones-Pérez, 2017; Rizo-Amézquita y Camargo-O,
2017).

2.5 Productos naturales de origen botanico usados para tratar infecciones

Dentro de los esfuerzos por encontrar nuevos agentes antimicrobianos, se ha
puesto atencién a los productos naturales de origen botéanico. Los extractos crudos
de plantas llegan a contener una gran variedad de metabolitos secundarios con
diversos efectos, como lo pueden ser antibacterianos, antivirales o antiparasitarios
con bajos efectos toxicos. Los diferentes metabolitos que se han reportado con
efectos antimicrobianos son alcaloides, &cidos fendlicos, quinonas, saponinas,
flavonoides, taninos, cumarinas y terpenoides (Tabla 3). Sin embargo, los diversos
metabolitos secundarios pueden llegar a tener mayores efectos en conjunto que por
separado. Ademas de exterminar al microorganismo, se puede tener efectos contra
otros procesos patogénicos como la generacion de biopeliculas (Papaneophytou y
col., 2020). Cabe mencionar que las biopeliculas son polisacéaridos extracelulares
qgue las bacterias sintetizan y que les permiten adherirse a esta superficie. Dichas
biopeliculas protegen a las bacterias contra los agentes antimicrobianos y causan

un serio problema de salud publica (Donlan, 2001).
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Tabla 3. Agentes antimicrobianos de origen botanico (Papaneophytou y col.,

2020).
Compuesto Mecanismo de accion
Alcaloides Forman complejo con ADN que reduce la

division celular y causa la muerte celular

Compuestos fendlicos y polifendlicos

Flavonoides Interacttan con las proteinas de la pared celular
de las bacterias, lo que provoca la alteracion de
la membrana celular

Quinonas Inhiben las proteinas/enzimas unidas a la
membrana y alteran los polipéptidos de la pared
celular

Taninos Inhiben las proteinas de transporte de la
envoltura celular y las proteinas de adhesién
microbiana

Cumarinas Inhiben la ADN girasa

Terpenos Rompen la membrana celular microbiana

Lectinas/polipéptidos Inhiben la interaccibn entre microbios y

proteinas de adhesion al receptor del huésped

Saponinas Rompen la membrana celular bacteriana

2.6 Género Buddleja

El género Buddleja pertenece a la familia Scrophulariaceae. EI género comprende
més de 100 especies distribuidas en zonas tropicales del sudeste asiatico, Africa y
desde Norteamérica hasta Sudamérica. Suelen consistir en arbustos lefiosos de no

mas de 3 m de altura, presentando ramas en lugar de un tronco central. Algunas de
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sus especies se han distribuido como plantas de ornato a causa de las coloridas
flores que presentan (Houghton y Mensah, 1999; Khan y col., 2019).

2.6.1 Fitoquimica del género

Houghton, en su compendio, documenté el uso extendido en el continente
americano de diferentes partes de B. americana para ayudar a aliviar quemaduras
e infecciones en piel, asi como urinarias. Por otra parte, también registré el uso
tradicional de B. asiética contra infecciones fungicas en el sudeste asiatico. Como
es de esperar, las especies de Buddleja comparten las mismas caracteristicas
quimicas en su composicion. Se han logrado identificar alrededor de 150
compuestos diferentes agrupados entre flavonoides, terpenoides, lignanos y ésteres
de acidos grasos, los que se pueden apreciar en la Figura 1 (Houghton, 1984;
Houghton y Mensah, 1999; Khan y col., 2019).

En una recopilacion posterior de la fitoquimica del género, Houghton y Mensah
reportaron el verbascosido extraido de B. globosa, el cual presenté actividad
inhibitoria contra S. aureus y la aucubina presente en los aceites esenciales, con
inhibicién de bacterias Gram negativas. Los sesquiterpenos presentes en la fraccién
de cloroformo del aceite esencial de B. globosa mostraron inhibicion contra hongos
de los géneros Epidermophyton y Trichophyton. Los iridoides glicosilados de la
acubina y el catalpol se han identificado en diversas especies, aunque no mostraron
actividad propia, pero sus agliconas si. La gama de sesquiterpenos identificados en
el género Buddleja, conocidos como Budleinas A-E, han demostrado diversos
efectos contra plagas, como molusquicidas y piscicidas. Las budleinas A y B
presentan actividad inhibitoria contra hongos de interés meédico. Otro efecto
reportado para las budleinas A — C es el de inhibir la accion de la cicloxigenasa y la
5-lipoxigenasa, lo cual genera un efecto antiinflamatorio. Los diterpenos presentes
en las especies de Buddleja presentan el mismo perfil de actividad que los
sesquiterpenos como antifungicos y antiinflamatorios. De los flavonoides mas
importantes encontrados, destaca la rutina, también conocida como vitamina P y
considerada como un nutracéutico. Otro grupo de metabolitos secundarios
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presentes son los lignanos, que suelen presentarse como dimeros, pero algunos
reportados por Houghton y Houghton y colaboradores se conforman de trimeros,
los cuales se clasifican como ligninas. Otros compuestos identificados en menor
medida en extractos de especies del género Buddleja son esteroles, azucares libres,
alcaloides, acidos benzoicos y acidos grasos (Houghton, 1984; Houghton y Mensah,
1999; Houghton y col., 2003; Khan y col., 2019).

Los aceites esenciales y extractos de B. asiatica, B. cordata y B. globosa han sido
ampliamente estudiados. Extractos crudos de B. asiatica han demostrado actividad
contra Salmonella ssp. y Vibrio cholerae asi como hongos dermatofitos. El extracto
metandlico crudo de B. asiatica y sus fracciones de acetato de etilo y n-butanol han
mostrado acciones antibacterianas contra las cepas Gram (-). El verbascésido
extraido de B. cordata mostrg actividad contra S. aureus y el extracto obtenido por
arrastre de vapor (aceite esencial) de B. cordata mostré actividad contra M.
Tuberculosis (Khan y col., 2019; Said-Al y col., 2021).
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“Figura 1. Estructuras de algunos de los metabolitos secundarios identificados en
Buddleja.

2.6.2 Buddleja perfoliata

Conocida por su nombre comun, salvia de bolita, es una planta endémica de México
usada en la medicina tradicional como antiséptico de uso topico, diurético, anti

resfriado, contra la tuberculosis y dolor de cabeza. Houghton, recopilé los usos
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etnoboténicos para tratar Glceras de la piel, como analgésica, antitumoral, y para
alivio de quemaduras (Houghton, 1984; Juarez y col., 2016).

Martinez (1969) reportd su uso como moderador de secreciones como sudor, saliva,
etc., pero principalmente contra sudoraciones, siendo Util en el tratamiento de la
tuberculosis (llamada antes tisis). Ayuda a controlar el resfriado y sudoraciones por
intoxicaciones por yodo o mercurio. Para estos efectos, se usa la esencia y la tintura
con 3 a 5 cucharadas. Contiene aceites esenciales, ceras, resinas, acido tanico,
acido galico, acido oxalico, goma, albumina y minerales. El aceite esencial y la
resina son los mas utilizados, siendo extraidos de toda la planta a partir de

preparaciones alcohdlicas o etéreas y decolordndolos de los otros principios.

2.6.2.1 Descripcién y taxonomia

B. perfoliata pertenece a la familia Scrophulariaceae. Es un arbusto endémico de
México. Forma parte de los matorrales xerdfilos del centro del Pais, creciendo entre
los 1500 y 2700 metros sobre el nivel del mar. Es un arbusto dioico de madera
grisacea altamente ramificado, con una talla que va desde los 80 cm a 2 m de altura.
Presenta flores amarillas de aroma a salvia y hojas ovaladas pegadas al tallo como
se puede apreciar en la Figura 2 (NATURALISTA, 2017).
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Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Scrophulariaceae
Tribu: Buddlejeae

Género: Buddleja

Especie: Buddleja perfoliata
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Figura 2. Salvia de bolita (B. perfoliata) (uestra propia).

2.6.2.2. Estudios efectuados sobre Buddleja perfoliata

Pocos estudios se han realizado sobre la especie B. perfoliata, si bien desde 1930
se tiene registrado el uso etnobotanico. En 1983, Houghton publicé la mayoria de
sus usos tradicionales; ningun estudio farmacolégico fue presentado que los
respalde (Houghton, 1984). Cortes y col. evaluaron la actividad antiespasmaodica de
extractos de B. perfoliata en cloroformo, concluyendo que tiene un efecto relajante

del musculo liso por inhibicién del flujo de iones de K* (Cortes y col., 2006).

Juarez y col. probaron los efectos antifingicos, toxicoldgicos y antinflamatorios de
los aceites esenciales, en los cuales caracterizaron los compuestos a-camfonelal,
cis-verbenol, verbenona, carveol, eremofileno, germacreno D-4-ol, 6xido de
cariofileno y globutol. En los ensayos que evaluaron la toxicidad de los mismos, se
demostro la inocuidad de los aceites, asi como su nula estimulacion de la actividad
inflamatoria. Durante el ensayo antifungico, se encontré que los aceites esenciales
producian actividad inhibitoria contra Aspergillus amylovorus, A. flavus, A. nomius,
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A. ostianus, Eurotium halophilicum, E. hirayamae, Penicillium cinnamopurpureum y
P. viridicatum (Juarez y col., 2016). En estudios posteriores, Juarez y col. usaron
aceites esenciales con actividad antifUngica ya identificada, provenientes de
diversas plantas, entre ellas B. perfoliata, como aditivos a la harina para retrasar el
desarrollo de hongos en productos de harina durante su almacenamiento (Juarez y
col., 2021).

2.7 Dos bacterias de interés

2.7.1 Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria Gram positiva, no esporulada y ampliamente distribuida
en la naturaleza y los seres humanos. Es un patégeno causante de diversas
patologias como lo son endocarditis, bacteriemia, osteomielitis e infecciones de piel
y tejidos blandos. En el ambiente hospitalario, también es uno de los
microorganismos que mas se presenta en las infecciones asociadas con centros de
atencion médica. Uno de los factores que hace de S. aureus un patdgeno dificil de
tratar son las diferentes resistencias que presenta. Las penicilinas clasicas son casi
inefectivas, siendo la cepa S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) de la mayor
importancia clinica. Otras resistencias que se han detectado son a las eritromicinas,
clindamicina, tetraciclina, entre otros. La vancomicina es el antibiético de ultima
opcion para combatir las cepas multiresistentes, aunque también han aparecido
cepas resistentes a ella. Este patégeno, ademas de las resistencias ya
mencionadas, presenta un abanico de factores de virulencia, entre las que destacan
la produccién de toxinas, factores de evasion del sistema inmune y enzimas que

ayudan a la invasion de tejidos (Lade y Kim, 2021; Missiakas y Winstel, 2021).

2.3.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus es un patdgeno alimentario de creciente importancia, siendo uno de
los principales agentes causales de intoxicaciones. Al estar presente en una
variedad de entornos, su capacidad de formar esporas y producir toxinas nocivas lo

hace un patdégeno al que debe de prestarsele atencion. Las intoxicaciones por B.
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cereus se presentan en dos formas: hemética y diarreica. La primera es producida
por la presencia de la toxina cereulida [péptido ciclico termoestable de 1,2 KDa, (D-
O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val)] en los alimentos, previo a su ingesta. La segunda es
una intoxicoinfeccién y es causada por la ingesta de cepas de B. cereus que
lograron germinar en el epitelio gastrointestinal para producir enterotoxinas en el

intestino delgado (Jovanovic y col., 2021).

Aunado a su patogenicidad, son crecientes los reportes de cepas de B. cereus que
presentan resistencia a los agentes antimicrobianos. Estas bacterias son
tipicamente resistentes a los betalactamicos y se ha evidenciado que la resistencia
se extiende a otros antibiéticos de primera linea, como el cloranfenicol, la
gentamicina, el imipenem, la eritromicina, la tetraciclina y la combinacion

trimetoprima/sulfametoxazol (Celestino-Hernandez y col., 2021).
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3. JUSTIFICACION

El incremento a niveles alarmantes de la resistencia a los antimicrobianos hace que
cada vez sea mas dificil el tratamiento de infecciones bacterianas. Los farmacos de
primera linea cada vez son menos eficaces e indtiles en algunos casos, por lo que
se recurre cada vez mas a tratamientos mas agresivos y caros que suelen acarrear
complicaciones como lo es el internamiento en centros de atencion, la exposicion a
nuevas infecciones intrahospitalarias e intracomunitarias y el desarrollo de nuevas
resistencias. La OMS prevé que, de continuar esta tendencia, para el afio 2050, se
podria llegar una era post antibiéticos, donde una simple infeccion de vias aéreas o
herida superficial serd de alta peligrosidad o imposible de tratar, elevando la
mortandad por infecciones a niveles anteriores al siglo XX. Para evitar llegar a esa
etapa, la OMS hace un llamado para llevar a cabo la investigacién y el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos. Como se ha mencionado anteriormente, los
primeros antibiéticos fueron aislados a partir de organismos, en particular de hongos
y bacterias. Sin embargo, la mayoria de la poblacion mundial, que es rural, recurre
a las plantas medicinales de sus localidades, por lo cual estas pueden ser fuentes
importantes de nuevos agentes antimicrobianos. El género Buddleja ha sido
ampliamente identificado en diferentes sistemas tradicionales de medicina, en parte
debido a su gran distribucion. Se ha comprobado actividad biolégica de B. cordata
y B. globosa, especies presentes en el continente americano, las cuales han
presentado accion antifngica y antibacteriana, asi como antiinflamatoria. En
México, la planta conocida como salvia de bolita, Buddleja perfolita, ha sido usada
con diferentes fines en los tratamientos caseros, como lo son para heridas,
guemaduras, infecciones de vias urinarias, entre otros. A pesar de ser B. perfoliata
endémica de México, la informacion sobre esta especie es muy limitada, habiendo
solo escasos reportes de actividad antifungica y toxicologica. Por las diferentes
actividades mostradas por el género, se espera que B. perfoliata sea una potencial
fuente de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana sobre dos de las
bacterias prioritarias resistentes (S. aureus ATCC 29213 y B. cereus ATCC 10876).
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4. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos y diclorometanicos de las partes aéreas de la planta
medicinal Buddleja perfoliata contienen metabolitos secundarios que inhiben el
desarrollo de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, bacterias Gram positivas

resistentes a antibioticos.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en los extractos
diclorometanicos y metanolicos de las partes aéreas de Buddleja perfoliata con
efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213y Bacillus cereus ATCC

10876 resistentes a antibidticos beta lactamicos.

5.2 Especificos

 Determinar la actividad inhibitoria de extractos diclorometanicos y
metandlicos sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Bacillus cereus
ATCC 10876 y contrastar dicha actividad con la de la ampicilina, farmaco
comercial.

» Aislar y/o identificar los compuestos mayoritarios.

* Determinar la actividad de los compuestos identificados sobre el crecimiento

de las dos bacterias, en caso de no estar descrita.
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6. METODOLOGIA

6.1 Materiales

Las hojas de Buddleja perfoliata se recolectaron el 04 de enero de 2022 afuera del
jardin botanico regional de Cadereyta, municipio de Cadereyta, Querétaro. La
identificacion fue realizada por la Dra. Mahinda Martinez, investigadora de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro. Una
muestra de referencia (voucher Braulio Zamora Aguilar 7499) fue depositada en el
Herbario Jerzy Rzedowski de dicha Facultad. La planta se desecd en una estufa
disefiada ex profeso a la temperatura de 35 a 40 °C. Posteriormente, las flores y
hojas fueron desprendidas y mezcladas, asignandole la clave BPFH, mientras que,
a los tallos, se les asigno la clave BPT. Cada una de esas muestras fue procesada
de manera independiente. Para la evaluacién de la actividad antibacteriana, se
seleccionaron dos bacterias Gram positivas, las cepas Bacillus cereus ATCC 10876
(Celestino-Hernandez y Col., 2021) y Staphylococcus aureus ATCC 85175y ATCC
29213 y dos Gram negativas que fueron Kosakonia kowanii y Escherichia coli. Las
cepas fueron obtenidas del cepario del laboratorio de Biologia Molecular a cargo del
Dr. Juan Campos Guillén, investigador de esta Facultad de Quimica. Las cepas
fueron almacenadas a -70 °C al 20% en glicerol. Los ensayos biolégicos fueron
llevados a cabo de acuerdo a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-1995 en sus apartados 4 y 6 para el correcto uso, manejo y

eliminacién de los microorganismos empleados en ese tipo de ensayos.

6.2 Preparacion de los extractos

Las 2 muestras de las partes aéreas secas de la planta se sometieron a molienda
manual, obteniendo 92.9 g de flores y hojas por una parte y 102.9 g de tallos por
otra parte. Cada muestra se sometié a maceracion en un litro de diclorometano por
una semana, seguida de una segunda maceracion con la misma cantidad de
metanol y durante el mismo tiempo. Los extractos se llevaron a sequedad mediante

rotaevaporacion y se determind el peso de cada extracto seco. Los extractos
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concentrados resultantes se almacenaron en refrigeracion a 4° C para estudios

posteriores.

6.3 Estudio quimico
6.3.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

Los extractos obtenidos se analizaron mediante cromatografia en capa fina para
determinar su complejidad y buscar condiciones de separacion de sus
constituyentes individuales. Este andlisis se realizd mediante el uso de
cromatofolios de gel de silice (silica gel 60 GF254 Merck), de 5 x 10 cm y solventes
de polaridad variable como fase movil. Para el monitoreo de los compuestos, se
utilizé una lampara de luz ultravioleta de longitudes de onda de 254 nm y 365 nm.
Para otra posterior visualizacién con un revelador quimico, se seco el eluyente y se
impregno con una solucién de sulfato cérico amoniacal y se calenté a 80 °C. Para
niveles preparativos, se usaron cromatoplacas con la misma fase estacionario
indicada en los cromatofolios, pero con dimensiones de 20 x 20 cm y 1000 um de

espesor de la capa de gel de silica.

6.3.2 Cromatografia en columna abierta (CC)

El extracto seco metandlico se sometié a fraccionamiento por medio de columna
abierta, para lo cual se pesaron 5 g del extracto y se adsorbieron en gel de silice
(Kiesegel 60 Merk malla de 70-230, tamafio de particula 0.063-0.200 mm).
Posteriormente, la muestra resultante se aplicé en una columna cromatografica
(CC) de 7 x 100 cm. Para el fraccionamiento, se utilizé como fase mévil un gradiente
de solventes en orden progresivo de polaridad, usando diclorometano y metanol
puros y mezclados en diferentes proporciones (ver Tabla 8). Las fracciones
obtenidas se monitorearon mediante CCF, se concentraron mediante
rotaevaporacion y se agruparon segun la similitud de su perfil cromatografico y se

almacenaron a temperatura ambiente para su posterior estudio quimico.
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6.3.3 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se realiz6 un analisis de
la complejidad de los extractos de metanol. Se utilizé un equipo de la marca Waters
(Waters Chromatography Divison, Milford, MA, USA), integrado por una bomba
cuaternaria de entrega automatica de disolventes (fases méviles), modelo e2695 y
un detector de arreglo de diodos (UV-Vis), modelo 2998. Se empled una columna
de fase revesa Zorbax XDB-C18 (4.6 x 150 mm con tamafio de poro de 5 um)
(Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, USA). Los extractos se inyectaron en
soluciones de 10 pL conteniendo 10 mg/mL, usando una fase movil en gradiente de
H20 acidulada (999:1)-MeOH acidulado (999:1) a un flujo de 0.8 mL/min, con
deteccion a A = 280 nm. Se us6 un panel de estandares fendlicos disponibles en el
laboratorio, los que incluyeron acido cafeico, rutina, esperetina, (+)-catequina, (-)-

epicatequina y kaempferol.

6.3.4 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

Los analisis de los extractos de diclorometano de flores y hojas (BPJP1) y de tallos
(BPJP2) se realizaron en el Laboratorio de Especiacion Quimica del Aerosol
Organico Atmosférico del Instituto de Ciencias de la Atmdsfera y Cambio Climatico
de la Universidad Nacional Autbnoma de México, con la colaboracién del Candidato
a Dr. Alejandro Nufiez Vilchis. Estos se llevaron a cabo en un cromatégrafo de gases
marca Agilent 7890A acoplado a un espectrometro de masas marca Agilent modelo
5973N en modo de ionizacién electronica con helio de ultra alta pureza como gas
acarreador y cuadrupolo simple como analizador de masas. La separacion
cromatografica se realizé en una columna DB-35MS de 60 m x 250 ym x 0.25 pym
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 hasta 303 °C
a 5 °C/min y finalmente, a 335 °C a 20 °C/min. Se inyect6 1 uL de cada muestra en
modo Splitless. EI mddulo de inyeccion 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
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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.

6.3.5 Resonancia magnética nuclear

La elucidacion de los compuestos purificados se realizd6 mediante el uso de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H y 13C. Los espectros que se
obtuvieron fueron unidimensionales (*H y *3C), bidimensionales homonucleares (*H-
H COSY) y heteronucleares (*H-*3C) en sus modalidades APT (Attached Proton
Test) y HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) en un equipo de
resonancia magnética nuclear marca Briker Avance Ill HD de 500 MHz. El registro
de los espectros se realizd6 mediante colaboracion con la Universidad de
Guanajuato, donde se encuentra el Laboratorio Nacional de Caracterizacién de
Propiedades Fisicoquimicas y Estructura Molecular (LACAPFEM) (UG-UAA-
CONACYyYT No. 123732).

6.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalué en el Laboratorio de Microbiologia molecular
de microorganismos de la Facultad de Quimica de la UAQ, usando el método de
difusion en disco de Kirby-Bauer. Los extractos que se sometieron a prueba contra
las cepas seleccionadas se prepararon disolviendo 100 mg de extracto en 500 uL
de metanol, solucién de la cual muestras de 5, 10 y 15 pL se impregnaron en discos
de papel filtro de 6 mm de diametro previamente esterilizado y la mezcla se colocé
dentro de una campana de flujo laminar cerca de un mechero Blinsen para que se
evaporara el metanol. Las cepas previamente activadas se suspendieron a una
concentracion de 1,5 X 108 UFC/mL, de la cual se tomaron 100 pL, que fueron
esparcidos en medio soélido Miller-Hinton de manera uniforme. Se puso el cultivo

en incubacion por 24 horas y se midio el halo de inhibicién
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimientos de extractos

De los 92.9 g de polvo de hojas y flores y los 102.9 g de tallos, se obtuvieron
respectivamente 2.8 g (3% de material vegetal seco) y 0.9 g (0.87%) de extractos
de diclorometano. De la maceracion de flores y hojas con metanol, se obtuvieron
8.3 g (8.93% de extracto seco), mientras que los tallos proporcionaron 1.1 g (1%)

con el mismo disolvente.

7.2 Evaluaciéon antimicrobiana de los extractos

La Figura 3 muestra el resultado obtenido durante la evaluacion de la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico de flores y hojas sobre la cepa de B. cereus
con una alicuota de 5 uL tomada de una solucién preparada con 100 mg de extracto

metandlico seco disueltos en 500 puL de metanol.

Figura 3. Efecto del extracto metandlico de hojas y flores sobre B. cereus.

Como se puede observar, el extracto metandlico no presenté actividad contra esta
bacteria, ya que no se observé ningun halo de inhibicion.
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Las pruebas de actividad antimicrobiana del extracto metandlico de flores y hojas,
asi como del extracto de diclorometano sobre K. kowanii y E. coli no presentaron

ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las cepas.

Se realiz6 también el experimento con el extracto diclorometanico, colocando discos
con 10 uL (A) y 15 pL (B) tomados igualmente de una solucion preparada a la misma
concentracion indicada para el extracto metandlico. Como se puede observar en la
Figura 4 (aplicacion 9), el extracto de flores y hojas (BPDFH) produjo un nitido halo
de inhibicion sobre la cepa de B. cereus. La Tabla 4 resume los diametros de los

halos de inhibicidon obtenidos.

Figura 4. Efecto antimicrobiano de BPMT (6), BPMFH (7) y BPDFH (9) sobre B.

sereus

Tabla 4. Halos de inhibicién de BPDFH.

Concentracién Cantidad aplicada (uL) Halo
preparada (mm)
100 mg/500 pL 2 mg/10 pL 3
100 mg/500 uL 3 mg/15 pL 4

Se repitié el experimento anteriormente descrito por duplicado con las 2 diferentes

concentraciones. En esta ocasion, en el cultivo se colocaron dos discos por muestra,
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uno preparado la vispera [10 uL (9a) y 15 uL (9B)] y otro (910, 915) preparado el

mismo dia que se preparo el cultivo, con el objetivo de ver si se perdia el efecto por

preparar el disco con anterioridad (Figura 5 A).

Se preparo otro cultivo en el que se colocaron 100 ug/mL de ampicilina y el extracto

BPDHF al medio Miiller-Hinton con el fin de observar el sinergismo entre el

antibiotico y el extracto BPDHF. Como se puede observar en la Figura 5 B (color

gris claro), se noté un incremento en los halos de inhibicién (Tabla 5), pero por la

falta de uniformidad en el halo del medio con ampicilina se procedié a repetir este

experimento.

B

Figura 5. Comparacion de la actividad de BPDFH sobre B. cereus en el medio

Miller-Hinton (A) y en este adicionado con ampicilina (B).

Tabla 5. Halos de inhibicion producidos por el BPDF y este combinad combinado

BPDFH

Halo (mm)

(A)

con ampicilina.
Extracto de BPDFH con

100 ug de ampicilina
(B)

Halo (mm)

9a — 9a
910 7 910
9B 8 9B
910 7 915
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Para explorar el efecto del aumento de la concentracion de la ampicilina combinada
con el extracto sobre esta bacteria, se realizaron pruebas preliminares siguiendo la
metodologia descrita, con la diferencia de que se aumentd la concentracion del
antibiotico en el medio Muller-Hinton a 300 yg/mL (A) y 600 ug/mL (B) (Figura 6).
Las muestras 9a, 9b y 9c indican respectivamente 5, 10 y 15 uL de la solucién del
extracto BPDFH (Figura 6). Los discos sefialados con lineas y un circulo en color
amatrillo en las dos placas son los extractos pertenecientes de la planta B. perfoliata
y los demas son de otra especie vegetal (fuera del tema de esta tesis), que fueron
aplicados en las misma placa, solo para su optimizacioén. En el centro del medio de
cultivo, se aplicé diclorometano, el cual fue utilizado como control negativo. Con la
concentracion de 300 pg/mL de ampicilina mezclada con el extracto, se puede
observar la tendencia de inhibicion (Figura 6A). Sin embargo, con la concentracion
de 600 png/mL, la ausencia de crecimiento no se pudo atribuir a la accion del extracto
0 a la de la ampicilina (Figura 6B), por lo que se repitieron los experimentos con la

ampicilina sin extracto para tener un control positivo.

A B

Figura 6. Pruebas preliminares de la actividad antibacteriana del extracto
diclorometanico con 300 pg/mL (A) y 600 ug/mL (B) de ampicilina sobre B. cereus.

Para ese proposito, se aplicaron concentraciones escalonadas de ampicilina
adicionada en el medio Muller-Hinton desde los 100 pg/mL hasta los 600 pg/mL. En

la Figura 7, se presenta la comparacion de los efectos de los cultivos control (con
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ampicilina sin BPDFH) y aquellos con la combinacién de ampicilina y BPDFH. En
las placas donde se aplicaron ampicilina y extracto (columna derecha de la Figura
7), las muestras de B. perfoliata fueron solo aplicadas del lado izquierda de la placa.
En la Figura 7 (Al), se observa el resultado obtenido para el medio adicionado con
100 pg/mL de ampicilina sin el extracto donde hubo un crecimiento uniforme. En la
Figura 7 (A2), se muestra el cultivo con 100 ug/mL de ampicilina y las diferentes
concentraciones de BPDFH, donde se pudo apreciar el halo de inhibicién alrededor
de los discos con el extracto. Con las siguientes concentraciones de antibiético, se

observoé la misma tendencia.

Ampicilina Ampicilina + Halos de inhibicion (mm)
extracto

nnf"a},_i‘b' V ”(.d.-n‘ 9A (5 HL)
L W\ ¢
, \
| ! 9B (10 pL) S
| /
i \* . /‘/ 9C (15 pL) 4
(A1) 100 pg/mL
g : 9A (5 puL) 3
9B(10 pL) 3)
9C(15uL) No se
absorbio la
muestra en
el disco de
papel filtro
9A (5 L) 9
9B (10 pL) 8
No se pudo
aplicar la
(C1) 300 pg/mL
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muestra de 15

pL por su
consistencia
espesa
9A (5 uL) 7
9B (10 pL) 9
9C (15 uL) 9
(D1) 400 pg/mL (D2
;T A No se pudo aplicar la
£ muestra con 15 plL.

No se distinguen los efectos
de la ampicilina sola y de
esta combinada con el
extracto.

(F1) 600 pg/mL (F2)
Figura 7. Evaluacion del efecto del extracto en combinacion con ampicilina en
diferentes concentraciones sobre B. cereus.

Continuando con la evaluacién antimicrobiana de los extractos, se realizd6 una
prueba preliminar con ambos extractos, el de diclorometano y el metandlico, sobre
la cepa de S. aureus ATCC 85175. Las cantidades de la solucion de extracto fueron
elevadas a 15, 25 y 50 uL en cada disco. La Figura 8 presenta los discos con el
extracto diclorometanico (1, 2, 3) y el metandlico (4, 5, 6). Se obtuvo un halo de 9
mm con el disco 3, correspondiente a 50 uL de extracto de diclorometano. En los
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discos 5 y 6, se present6 un &rea clara pero poco uniforme, que no fue posible
atribuir al efecto del extracto o por mala ejecucion de la técnica.

Figura 8. Efectos de los extractos diclorometénicos (1, 2, 3)y metandlicos (4, 5, 6)
sobre S. aureus a 15 pL (extractos 1y 4), 25 uL (2y 5) y 50 yL (3 y 6).

Como la cepa S. aureus ATCC 85175 no era resistente a la ampicilina, se llevaron
a cabo pruebas con otra cepa resistente a betalactamicos (S. aureus ATCC 29213).
En la Figura 9, se puede apreciar que la prueba realizada con 50 pL en disco dio
una inhibicién de 8 mm para el caso del extracto de diclorometano (a) y una de 7.5

mm para el extracto metandlico (b).

Figura 9. Efectos de los extractos organicos sobre S. ureus ATCC 29213.

En las pruebas de la actividad sobre S. aureus ATCC 29213 de los extractos en

combinaciéon con ampicilina, con 50 pyL de extracto en disco y 100 ug/mL de
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ampicilina en medio Muller-Hinton, el crecimiento de la cepa se vio afectado (Figura
10), por lo que en el caso del extracto metandlico (b) no se pudo determinar un halo
de inhibicibn y como se logra apreciar en la Figura 10, en el caso del disco con

extracto de diclorometano (a) se obtuvo un halo de 9 mm.

b) A o

Figura 10. Pruebas con ampicilina (control) y extractos en combinacion con
ampicilina [a) y b)] sobre S. aureus ATCC 29213.

7.3 Estudio quimico de los extractos

7.3.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (CG-EM)

Debido a la poca disponibilidad de muestra del extracto, se realiz6 un analisis
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
aprovechando la naturaleza volatil de los compuestos que se pueden obtener por
maceracion en diclorometano.

En el cromatograma obtenido del extracto diclorometanico de flores y hojas (clave
BPJP1) (Figura 11), se puede observar que se obtuvieron 152 picos. De estos,
fueron seleccionados los mas abundantes para realizar su identificacion mediante
el andlisis de los espectros de masas. La Figura 12 ejemplifica el EM del pico con
el tiempo de retencion (Tr) de 9.198 min. Los espectros de los deméas picos
mayoritarios (Figuras Al a A12) se recogen en el ANEXO. Los compuestos que se

lograron identificar se muestran en la Tabla 5 y sus estructuras, en la Figura 13.
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Figura 11. Cromatograma de gases de la muestra BPJP1.
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Figura 12. Espectro de masas del pico con tiempo de retencién (Tr) = 9.198 min.
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(10) 11) 12)

(13)

Figura 13. Estructuras de los compuestos identificados en la muestra BPJP1
mediante analisis por CG-EM.

Tabla 6. Compuestos identificados en la muestra BPJP1 mediante analisis por

CG-EM.
TR® Formula Masa
Compuesto .
(minutos) molecular esperada
Verbenol (1) 9.198 Ci10H160 | 152.24
Oxido de carofileno (2) 19.478 | CisH240 | 220.36
Cadinol (3) 20.523 | CisH260 | 222.37
B-Eudesmol (4) 21.145 | CisH260 | 222.19
Proximadiol (5) 25.700 | CisH2802 | 240.21
Epoxido de
Isoaromadendreno (6) 26.22 CisH240 | 220.18
1,1,4,6-tetrametil
perhidrociclopropalel]azulen- | 29.98 CisH2603 | 254.19
4,5,6-triol (7)
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1,4,4,7a-Trimetil-

2,4,5,6,7,7a-hexahidro-1H- 31.85 Ci12H200 | 180.15
inden-1-ol (8)

Octacosano (9) 39.565 Ca2sHss 394.00
Ursano (10) 49.494 CsoHs2 412.75
B-amirina (11) 49.618 | CsoHs0O | 426.73
Lupeol (12) 50.638 C30Hs00 | 426.73
Cicloartenol (13) 53.55 C30Hs00 | 426.73

aTiempo de retencion.

Por otra parte, en la Figura 14 se muestra el cromatograma del extracto
diclorometanico de tallos (clave BPJP2), donde se detectaron 117 picos.
Nuevamente, se seleccionaron los mas abundantes para su identificacion por medio
del analisis de sus espectros de masa. Los espectros de masas de los picos con Tr
=19.47, 20.52, 21.145, 39.56, 50.63 y 53.55 min coinciden con los indicados en la
muestra BPJP1. En la Figura 15, se ejemplifica uno de los espectros de masas
obtenidos y en la Figura 16 y Tabla 7, se muestran respectivamente las estructuras
de los compuestos identificados y sus respectivas estructuras. Los demas espectros
de masas de la muestra BPJP2 se encuentran en el apartado ANEXO (Figura B1-
B4).
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Figura 14. Cromatograma de gases del extracto BPJP2.

40



Unknown; TnLib=-117

100

20
(Text File) Scan 793 (25.799 min): UAQ_BIO037.D\data.ms (-791)

40

60

73

129
213 256
83 97
‘ 115 157 171 185
lly 143 199 227
L all .\.!u|| il g, 1164 Lhoo 1239 || 269281 299 315329341 379391405 429 470
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 15. Espectro de masas del pico con Tr = 25.799 min.

41




PN (3)

(1) OH

Ho A OH

(6)

(4)

® ©)

10
4o (11) (12)

Figura 16. Compuestos encontrados en la muestra BPJP2 mediante analisis por
CG-EM.

Tabla 7. Compuestos identificados en la muestra BPJP1 mediante analisis por
CG-EM.

TR® Formula Masa
(minutos) molecular esperada

Compuesto

Oxido de carofileno (1) | 19.478 | CisH240 | 220.36

Cadinol (2) 20.523 | CisH260 | 222.37
B-Eudesmol (3) 21.145 | CisH260O | 222.19
Acido palmitico (4) 25.799 | CisH320 | 256.40
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Abietatetraeno (5) 29.807 C20H30 | 270.46
Ferruginol (6) 35.606 | C20H300 | 286.46
Octacosano (7) 39.565 Ca2sHss 394.00
Estigmasterol (8) 47.053 | Ca9H4s0 | 412.79
y-sitoesterol (9) 47.876 | Ca9Hs00 | 414.38
B-amirina (10) 49.618 C3oHs00 | 426.73
Lupeol (11) 50.638 | CsoHs00 | 426.73
a-amirina (12) 53.550 C3oHs00 | 426.73

aTiempo de retencion.
7.3.2 Andlisis de los extractos mediante HPLC-UV

Los extractos metandlicos de hojas y flores y de tallos se analizaron de manera
preliminar mediante HPLC-UV (Figuras 17 y 18 respectivamente), comparando sus
perfiles con estandares fendlicos con los que se cuentan en el laboratorio (Figura
19 y 20). Al no coincidir con ninguno de estos, se procedio a procesar el extracto de
mayor rendimiento, el metandlico de flores y hojas (BPMFH), en una columna
cromatografia abierta, con la finalidad de separar sus compuestos.

1.509
1409
1.304
1.209
1107
1.004
0.904
0.809
0.70]
0.607
0.509
0.409
0.304
0.204

0.109

0.004

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1950 20.00 2050 21.00 2150 2200 2250 23.00 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 27.00 27.50 28.00 2850 29.00 29.50 30.00 30.50 31.00 3150 3200 3250 33.00
Minutes

Figura 17. Cromatograma HPLC del extracto metandlico de flores y hojas.
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Figura 18. Cromatograma HPLC del extracto metandlico de tallos.

10000 1200 1200 13000 14100 1500 16100 1700 1800 19,00 20000 2100 22000 2300 2400 2500 2600 27.00 2800 2900 30.00 3100 3200 3300 3400 3500 3600 37.00 3800
Minutes

Figura 19. Comparacion de los cromatogramas HPLC del extracto metandlico de
flores y hojas (azul) y de los estandares fendlicos (negro).
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Figura 20. Comparacion de los cromatogramas HPLC del extracto metandlico de
tallos (azul) y de los estandares fendlicos (negro).

7.3.3 Fraccionamiento del extracto metandlico

El fraccionamiento del extracto metandlico de flores y hojas se realizé montando
una columna cromatografica abierta, la cual se eluy6 con un gradiente de polaridad
creciente formado por hexano, CH2Clz y metanol, colectdndose 490 fracciones en
total, las cuales fueron agrupadas en 15 fracciones segun su similitud por
cromatografia en capa fina. En la tabla 8, se muestran las fases moviles usadas,

las fracciones obtenidas con dicha fase y las fracciones agrupadas.

Tabla 8. Fases moviles, fracciones y sus rendimientos.

Fase movil Proporcion | Fracciones | Fracciones Masa (g)

colectadas | agrupadas

Hexano 100 1-20 0-42 0.0625

Hexano — 80:20 21-36 43-70 0.1006

CHCl; 70:30 37-46 71-72 0.1658

50:50 47-80 73-77 0.4864

30:70 81-138 78-120 0.1082

CH.CI, 100 139-158 121-136 0.001

CH.CI, — 90:10 159-208 137-182 0.0025
MeOH 80:20 209-239 244-250 F250 (Clave: EGB-

0.0431 BP250)
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70:30 240-260 183-320 0.8524

50:50 261-308 321-374 F374a (Clave:
2.8124 EBG-Ed-F3249
30:70 309-420 375-385 0.1301
MeOH 100 421-490 385-404 0.0243

405-419 0.1726
420-453 0.5185
454-490 0.0973

De las fracciones 244-250 (F250), precipitdé un solido de color blanco (Clave: EGB-
BP250), insoluble en CH2Cl2 y en metanol, pero si soluble en piridina. De la fraccion
321-374, al suspenderla en metanol, se obtuvo igualmente un precipitado blanco
(F374a, clave: EBG-Ed-F3249). Dicho precipitado se sometié a lavado con las tres
fases moviles utilizadas para la elucion de la columna (Tabla 8). Finalmente, dicho
precipitado fue soluble en piridina. Los 2 precipitados se llevaron a sequedad para

su analisis mediante RMN.

Por otra parte, al llevar a sequedad las fracciones 420-453 (F453), se obtuvo un
polvo soluble en metanol, el cual fue analizado mediante CCF, dando como
resultado tres componentes en el sistema MeOH-CH2Clz (7:3) (Figura 21 A), dos
de los cuales fueron posteriormente separados como polvos mediante CCF
preparativa (Figura 21 B) y etiquetados como F454a (35 mg) y F454b (90 mg). Sus

espectros de RMN se encuentran en proceso de registro.
7.3.4 Resonancia magnética nuclear (RMN) de la muestra EGB-BP250

El analisis de los espectros de RMN mono y bidimensionales de la muestra permitio
la elucidacion estructural del compuesto, como se describe mas adelante en
Discusion (Punto 8.2.2). En la Tabla 9, se reportan sus constantes
espectroscopicas deducidas, las cuales coincidieron con las descritas en la literatura

para el catalpol (Kahraman y col., 2018), cuya estructura se ilustra en la Figura 23.
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A

Figura 21. CCF analitica (A) y preparativa (B) de la fraccion F453.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento del catalpol

(¢, CsDsN?).

Posicion Oc, tipo Ou (J en Hz)
1 95.1, CH 5.54d (9.6)
3 141.0, CH 6.46 dd (6.0, 2.0)
4 104.1, CH 5.32 dd (5.0, 6.0)
5 39.1, CH 2.82m
6 79.1, CH 4.16 dd (8.0, 11.0)
7 62.2, CH 4.22m
8 66.1, CH -
9 43.6,C 2.89dd (7.5, 9.5)
10 60.7 CH> 4.56 d (13.1)

4.46 d (13.1

r 100.3, CH 5.56 d (7.9)
2’ 75.0, CH 4.23dd (9.5, 9.0)
3 78.5, CH 4.16 dd (9.0, 9.0)
4 71.6.CH 4.31 dd (9.0, 9.0)
5’ 78.9, CH 4.15dd (9.0, 9.0)
6’ 62.8, CH: 4.5d (13.0)
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Figura 22. Estructura del catalpol.
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8. DISCUSION

8.1 Estudio farmacolégico

En un inicio, se consider6 explorar la actividad de los extractos sobre varias
bacterias causantes de infecciones, las Gram positivas Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus y dos Gram negativas: Kosakonia kowanii y Eschericia coli. Sin
embargo, a la primera concentracion evaluada (5 uL de extracto), ninguno de los
extractos (diclorometanico o metandlico) tuvo efecto sobre esas dos ultimas
bacterias, por lo cual se descartaron durante el desarrollo del proyecto. En cambio,
el extracto diclorometénico de flores y hojas mostré cierta inhibicion del crecimiento
de B. cereus (Figura 4: A9 y B9) y S. aureus (Figura 8). A pesar de la inactividad
de los extractos metandlicos (Figura 3), se decidid explorar su efecto a mayores
concentraciones sobre estas dos bacterias. Aun asi, ninguno de los dos mostré
efecto sobre B. cereus (Figura 4: A6, A7, B6y B7), pero si sobre S. aureus (Figura
8). Con estos resultados, se llego a la conclusion de que el efecto antimicrobiano de
es0s extractos solo se presenta en bacterias Gram positivas. Para la cepa B. cereus
ATCC 10876 resistente a betalactamicos, se decidié adicionar ampicilina al medio
de cultivo para ver el efecto de esta en combinacion con el BPDFH sobre la bacteria.
El crecimiento irregular del microorganismo que se observé se atribuyd en un inicio
a un mal sembrado. Sin embargo, al realizar repeticiones, se observd la misma
inhibicién irregular de la cepa en presencia de ampicilina con los extractos (Figura
5 B). El experimento se procedié a repetir con concentraciones crecientes de
ampicilina. De esta forma, con la concentracién de 100 pg/mL de ampicilina, la
bacteria crecio sin verse afectada [Figura 7 (Al)] y en el cultivo donde se adicion6
el antibidtico a los discos con extracto, se observaron areas mayores de inhibicién,
aunque irregulares, alrededor de los discos, comparadas con las producidas en los
impregnados solo con el extracto diclorometanico de flores y hojas. Al duplicar la
concentracion a 200 pg/mL de ampicilina, B. cereus crecid nuevamente por
completo en el medio de cultivo [Figura 7 (B1)], mientras que los halos de inhibicion

producidos por la combinacién de esta concentracion de ampicilina con el extracto
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diclorometanico permanecieron similares a los obtenidos con las combinaciones
anteriores. Sin embargo, con la concentracion de 300 ug/mL de ampicilina, se
empieza a observar un menor crecimiento de B. cereus [Figura 7 (C1)], mientras
que en el medio de cultivo con extracto combinado con el antibiético, se pueden
notar mayores halos de inhibicion [Figura 7 (C2)]. Con respecto al cultivo con 400
ug/mL del antibidtico, la concentracion elevada afecta el crecimiento de la bacteria
notablemente [Figura 7 (D1)], aunque dicha inhibicion aumenta también con el
antibiético mezclado con el extracto BPDFH (7D2). Ademds, al elevar la
concentracion de ampicilina a 500 ug/mL [Figura 7 (E2)], se observa la misma
tendencia que con 400 uL/mL de ampicilina sola. En el medio de cultivo con 600
ug/mL [Figura 7 (F2)], no fue distinguible el efecto en los discos impregnados con
la mezcla del extracto y el antibi6tico y el producido por este ultimo solo. Es
importante mencionar que, en todos los casos, los halos de inhibicion fueron
creciendo a medida que aumentaban las concentraciones del extracto. Se aprecia
ademas cémo el aumento en la concentracion de ampicilina aumenta el area de

inhibicion, aunque no de una manera uniforme.

Siguiendo con la evaluacion con bacterias Gram positivas, se escogié primero la
cepa de S. aureus ATCC 85175 no resistente. En este caso, solo se evaluaron los
extractos de flores y hojas con los dos solventes utilizados (Figura 8). En ambos
casos, se observo actividad. Por lo tanto, el extracto metandlico probé que contiene
compuestos que inhiben el crecimiento de S. aureus. Sin embargo, ambos extractos
en combinacién con ampicilina sobre la cepa de S. aureus ATCC 29213 resistente
a los betalactamicos produjeron mayor inhibicion, en comparacion con la mostrada
por el extracto por si solo (Figura 10). En contraste, en un estudio anterior al
presente, el extracto de las partes aéreas de Buddleja perfoliata preparado con
cloroformo, cuyo perfil quimico puede ser muy similar al de un diclorometanico, no
produjo ningun efecto sobre la cepa de S. aureus sensible a antibiéticos (S. aureus
ATCC 85175) y tampoco sobre la cepa MRSA (Cuevas-Cianca y col., 2022). Otro

resultado interesante es que las cepas resistentes se vieron mas afectadas por la

50



combinacion del extracto diclorometénico y el antibiético. En cambio, aunque no se
han encontrado referencias bibliograficas de actividad antimicrobiana alguna de B.
perfoliata por si sola sobre Bacillus cereus, en los resultados del presente trabajo,
el extracto present0 actividad inhibitoria y esta se vio incrementada en presencia del
antibiotico ampicilina. Los extractos de tallos de ambos solventes no mostraron
efecto sobre ninguna cepa probada. Castillo-Juarez y col. (2009) reportaron una
moderada actividad de los extractos acuoso y metandlico de las partes aéreas de
B. perfoliata sobre el crecimiento de H. pylori. En el presente trabajo, no se observo
actividad antibacteriana del extracto metandlico sobre la cepa B. cereus ATCC
10876. En las pruebas contra las cepas de S. aureus ATCC 29213 y ATCC 85175,
la actividad no fue tan evidente en comparacién con el extracto de diclorometano,
ya gque esta solo se observo con alta concentracion (50 uL equivalentes a 1 mg de

extracto). Nuevamente, la combinacion de este con la ampicilina mejoré la actividad.

8.2 Estudios quimicos

8.2.1 Anélisis de los extractos diclorometanicos mediante CG-EM

En los extractos obtenidos con diclorometano, tanto de flores y hojas como de tallos,
se identificaron 25 compuestos mediante CG-EM, 6 de los cuales (6xido de
cariofileno, cadinol, p-amirina, lupeol, B-eudesmol y el hidrocarburo octacosano)
fueron comunes a ambos extractos. En el extracto de flores y hojas, el compuesto
mas abundante fue el B-eudesmol, con el tiempo de retencion (Tr) de 21.145 min,
compuesto ya identificado en el aceite esencial (Juarez y col., 2016) y en el extracto
de cloroformo de B. perfoliata (Cuevas-Cianca y col., 2022) y cuya actividad
antibacteriana ya ha sido demostrada (Costa y col., 2008). Ese compuesto fue el

segundo mayoritario presente en el extracto diclorometanico de tallos.

En ambos extractos, el pico con el Tr =42.002 no se logro identificar, a pesar de su
alta abundancia. El compuesto es el segundo mas abundante para el extracto de

flores y hojas, pero el mas abundante para el extracto de tallos.
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Otro de los compuestos presentes mayormente en ambos extractos de
diclorometano fue el 6xido de cariofileno cuyo pico corresponde al Tr = 19.198 min.
La actividad antimicrobiana del 6xido de cariofileno ya ha sido comprobada con
anterioridad (Schmidt y col., 2010). La B-amirina también se identific6 como
compuesto mayoritario en el pico correspondiente al Tr = 49.618 min. También es
un compuesto con actividad demostrada contra Staphylococcus aureus vy
Salmonella typhi (Abdel-Raouf y col 2015). Dentro de los compuestos identificados
en ambos extractos, el correspondiente al Tr = 20.523 min fue el t-cadinol (o T-
cadinol), otro compuesto ya identificado antes de este trabajo y cuya actividad
bacteriolitica ha sido descrita por Claeson y col. (1992). El lupeol, identificado como
el compuesto con el Tr de 50.638 min, también ha sido reportado con anterioridad
en B. perfoliata. En la bibliografia consultada, el luepol ha presentado una baja

actividad antibacteriana (Akwu y col., 2020; Rosandy y col., 2021).

Multiples reportes han evidenciado que la combinacion de los compuestos de origen
vegetal que presentan una baja o nula actividad antibacteriana por si solos mejoran
su actividad en presencia de antibiéticos. Otros compuestos, ademas de su
actividad antibacteriana intrinseca, presentan una actividad sinérgica con
antibioticos. Se ha reportado que los compuestos que mayor sinergia presentan son
los polifenoles y terpenoides. Los mecanismos de accidn sinérgica mas reportados
son la inhibicion de bombas de eflujo, la inhibicion de betalactamasas y la alteracion
de la permeabilidad de la membrana (Alvarez-Martinez y col., 2019).

Las interacciones que se pueden presentar entre los antibidticos y productos
naturales se han denominado de diferentes maneras, siendo una de ellas la
sinergia. La sinergia entre dos compuestos se refiere a que la actividad de la
combinacion es mayor que la individual de cada componente. Otra de las
denominaciones de los mecanismos mediante los cuales esas combinaciones
ejercen sus efectos es el aditivo, donde el efecto es la suma de las actividades
individuales de cada compuesto. Las combinaciones no colaborativas son aquellas

gue no presentan actividad aditiva ni antagonista. Otro tipo de interaccién que se
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puede presentar es la antagonista, en la que la actividad de la combinacion es
inferior a la suma de la accién individual de los compuestos individuales. Para
cuantificar el efecto producido por mezclar dos agentes antibacterianos, el método
mayormente aceptado es la concentracion inhibitoria fraccionada (FIC) (Cheesman
y col., 2017).

Diversas investigaciones evidencian que las bacterias Gram positivas son mas
susceptibles a la accion de los terpenoides como bloqueadores de las bombas de
eflujo. De los mecanismos propuestos, destacan la inhibicion de la expresion
genética o la interaccidon con las proteinas de la membrana, ambas asociadas con
las bombas de eflujo, aunque los mecanismos moleculares de cémo se lleva a cabo

dicha accion no esta claramente elucidado (Dias y col., 2022).

Aunado a lo anterior, de los mecanismos de resistencia que se han documentado
en B. cereus, la produccion de diferentes tipos de betalactamasas y la expresion de

bombas de eflujo son los que se destacan (Fiedler y col., 2020).

Como pudimos observar en los resultados previamente expuestos, el contenido del
extracto de diclorometano de B. perfoliata contiene, entre algunos otros, terpenos
de diferentes esqueletos como lo son mono, sesqui y triterpenos, algunos de ellos
con actividades ya reportadas.

8.2.2 Elucidacion estructural del catalpol

Los espectros de RMN de este compuesto que precipitd de la fraccion F250 (Clave:
EGB-BP250) de la CC del extracto metandlico revelaron la presencia de impurezas,
a pesar de las cuales se logro establecer una discriminacion entre el mayoritario y
sus impurezas. De esta forma, la observacion del espectro de RMN de *H mostré
claramente la presencia de una unidad de azucar por las sefales entre 4.00 y 4.75
ppm que caracterizan los protones sobre carbonos monooxigenados (Figura 23).
Por su parte, el espectro COSY permitio identificar el protbn anomérico en & = 5.56
con una J de 7.0 Hz, la cual indica una configuracion tipo . Las demas constantes

de acoplamiento del orden de 9.0 Hz indican claramente que se trata de la pB-D-
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glucosa. Una vez determinados todos los protones de dicha unidad, se identificaron
también los carbonos correspondientes indicados en la Tabla 9.

EHG-BP250-04032023

55
55
53
291
2.89
2.87

2800

é
é

2600

2400

Dos dobletes de metinos
sobre carbonos dioxigenados

Metinos sobre carbonos
mono oxigenados

1 |

‘ j
n‘w %_‘_JAW‘JJWMU/ \\U

T T T T
4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0

|
)‘\‘ N “\ I,

R

T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

Figura 23. Espectro de RMN de 'H del catalpol.

Por otra parte, los carbonos en & = 141.0 y 104.1 correspondieron a dos carbonos
vinilicos, cuyos protones se situaron en 6.46 y 5.32 ppm. Ademas del proton
anomeérico, también se detect6 un segundo metino dioxigenado en 5.54 ppm que
tuvo acoplamiento con otro protén en 6 = 2.89, con multiplicidad de dd (7.5, 9.5 HZ).
El seguimiento del sistema de acoplamientos partiendo de este protdn, combinado
con las interacciones en el HMBC, permiti6 proponer la estructura del catalpol
indicada en la Figura 23. Una posterior simulacién del espectro de 13C realizada en
el programa MestRenova coincidié practicamente con los datos experimentales
(ANEXO, Figura C).

El catalpol, identificado en el extracto metandlico de flores y hojas, es un iridoide
previamente descrito en el género Buddleja. Se han realizado multiples estudios de
su actividad bioldgica, incluido el antibacteriano. Kahraman y col. (2018) evaluaron
la actividad antibacteriana y antifungica del catalpol obtenido de Verbascum

mucronatum Lam contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

54



Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida krusei y
Candida parapsilosis, y encontraron actividad moderada (MIC 256 pug/mL) contra S.
aureus, P. aeruginosay las especies de Candida, pero todavia menor actividad (512

pg/mL) contra E. faecalis y E. coli.
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9. CONCLUSIONES

1. Aungue se emplea esta planta de manera tradicional para tratar tuberculosis, la
cual es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, enfermedad con un
grado de resistencia en alza, solo los extractos obtenidos con diclorometano
mostraron una actividad inhibitoria del crecimiento de las dos bacterias disponibles
y que fueron utilizadas en este proyecto (Bacillus cereus y Staphylococcus aureus),

ambas también con resistencia a los antibioticos beta lactamicos.

2. Los extractos mas polares (metandlicos) no mostraron inhibicion significativa del

crecimiento de los dos microorganismos de prueba.

3. Se identificaron 19 compuestos en los extractos diclorometanicos de los tres
organos estudiados de la planta (flores, hojas y tallos), la mayoria de los cuales

fueron monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos.

4. Se ha reportado actividad antibacteriana de algunos de los terpenos identificados
en esta planta sobre diversos organismos. Por lo tanto, pueden contribuir a los
efectos inhibitorios moderados producidos por los extractos diclorometanicos en

esas dos bacterias.

5. Como es conocido, no se descarta tampoco la posibilidad de que exista
antagonismo entre los constituyentes quimicos identificados o no en los extractos,
lo que podria justificar la poca, o nula actividad antibacteriana de los extractos, sobre
todo los metandlicos.

6. Del extracto metandlico de las hojas y flores, se purificaron 3 compuestos sdlidos,
uno de los cuales ha sido identificado como el catalpol, sesquiterpeno cuya actividad

antibacteriana ha sido descrita anteriormente.

7. El presente estudio no puede constituir un soporte sélido para el uso tradicional
de la planta para tratar heridas o tuberculosis, ni para las mismas bacterias usadas

en el presente proyecto.
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(Text File) Scan 1036 (31.847 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1030)

Figura A7. Espectro de masas del pico con Tr = 31.847 min
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(Text File) Scan 1346 (39.563 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1340)

Figura A8. Espectro de masas del pico con Tr = 39.563 min
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(Text File) Scan 1745 (49.494 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1741)

Figura A9. Espectro de masas del pico con Tr = 49.494 min
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(Text File) Scan 1750 (49.618 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1759)
Figura A10. Espectro de masas del pico con Tr = 49.618 min
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(Text File) Scan 1791 (50.638 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1787)

Figura Al1l. Espectro de masas del pico con Tr = 50.638 min
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(Text File) Scan 1908 (53.550 min): UAQ_BIO036.D\data.ms (-1904)

Figura Al12. Espectro de masas del pico con Tr = 53.550 min
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(Text File) Scan 954 (29.807 min): UAQ_BIO037.D\data.ms (-956)

Figura B1. Espectro de masas del pico con Tr = 29.807 min
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(Text File) Scan 1187 (35.606 min): UAQ_BIO037.D\data.ms (-1182)

Figura B2. Espectro de masas del pico con Tr = 35.606 min
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(Text File) Scan 1647 (47.055 min): UAQ_BIO037.D\data.ms (-1644)

Figura B3. Espectro de masas del pico con Tr = 47.055 min
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(Text File) Scan 1680 (47.876 min): UAQ_BIO037.D\data.ms (-1665)

Figura B4. Espectro de masas del pico con Tr = 47.876 min
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ChemNMR '3C Estimation

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

140 120 100 80 60 4o
PPM

rotocol of the C NMR Prediction:

ode Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS
68.9 -18.6 oxiran
27.3 3 alpha -C from aliphatic
49.0 1 alpha -0 from aliphatic
28.2 3 beta -C from aliphatic
10.1 1 beta -0 from aliphatic
-2.1 1 gamma -C=C from aliphatic
-18.6 3 gamma -0 from aliphatic
-6.4 general corrections
Fe 63.9 -18.6 oxiran
18.2 2 alpha -C from aliphatic
49.0 1 alpha -0 from aliphatic
28.2 3 beta -C from aliphatic
10.1 1 beta -0 from aliphatic
-2.1 1 gamma -C=C from aliphatic
-2.5 1 gamma -C from aliphatic
-6.2 1 gamma -0 from aliphatic
0.6 2 delta -0 from aliphatic
-12.8 general corrections

Fe 79.4 -11.4 cyclopentane

22.0 1 alpha -1:C-C-0-1 from aliphatic
9.1 1 alpha -C from aliphatic
49.0 1 alpha -0 from aliphatic
6.9 1 beta -C=C from aliphatic
9.4 1 beta -C from aliphatic
-5.0 2 gamma -C from aliphatic
0.9 3 delta -0 from aliphatic
-1.5 general corrections

H o 44.7 -11.4 cyclopentane

22.0 1 alpha -1:C-C-0-1 from aliphatic
18.2 2 alpha -C from aliphatic
6.9 1 beta -C=C from aliphatic
18.8 2 beta -C from aliphatic
20.2 2 beta -0 from aliphatic
-12.4 2 gamma -0 from aliphatic
-17.6 general corrections

H37.3 -11.4 cyclopentane

19.5 1 alpha -C=C from aliphatic
18.2 2 alpha -C from aliphatic
2.8 1 beta -1:C-C-0-1 from aliphatic
9.4 1 beta -C from aliphatic
10.1 1 beta -0 from aliphatic
-2.5 1 gamma -C from aliphatic
-12.4 2 gamma -0 from aliphatic
0.3 1 delta -0 from aliphatic
3.3 general corrections
Fe 102.5 -2.3 aliphatic
9.1 1 alpha -C
98.0 2 alpha -0
2.8 1 beta -1:C-C-0-1
6.9 1 beta -C=C
9.4 1 beta -C
-5.0 2 gamma -C
0.6 2 delta -0
-17.0 general corrections
Fr 142.8 123.3 1-ethylene
28.1 1 -0-Cc-C-C
-8.9 1 -c-c-c-C
0.3 general corrections
H 103.4 123.3 l-ethylene
-40.4 1 -0-c-c-C
17.3 1 -c-c-c-C
3.2 general corrections
H2 61.5 -2.3 aliphatic
22.0 1 alpha -1:C-C-0-1
49.0 1 alpha -0
9.4 1 beta
-7.5 3 gamma -C
0.4 1 delta -C=C
0.9 3 delta -0
-10.4 general corrections

20

Figura C. Espectro simulado mediante MestRenova para el catalpol.
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