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RESUMEN

Los extractos vegetales son una alternativa potencial para combatir bacterias que
afectan la salud de las personas, en particular patégenos que afectan la inocuidad
de los alimentos. El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia de extractos
vegetales utilizados en la Sierra Negra de Puebla, México frente a bacterias
patdégenas, asimismo, se determind su citotoxicidad y genotoxicidad utilizando el
biomodelo Allium sativum. El estudio comprendi6 4 etapas (E1): El. Seleccion de
plantas para utilizarse como extractos vegetales. (E2): Determinar la eficacia in vitro
e in vivo de los extractos vegetales contra cepas bacterianas. (E3): Evaluar la
genotoxicidad y citotoxicidad del extracto con mayor efecto antimicrobiano. (E4):
evaluar el metabolito con mayor actividad antimicrobiana. Asimismo, se incluye un
apartado en donde se evaluo la actividad biolégica en la formacion y disgregacion
de biofilm de cepas pertenecientes a la coleccion del laboratorio de Microbiologia
de los Alimentos y el Ambiente de la Universidad de Jaén, Espafia.

En la primera etapa del trabajo (E1) se seleccionaron 4 plantas utilizadas en
comunidades indigenas de la Sierra Negra de Puebla, México. Se aplico una
entrevista semiestructurada a 635 personas; se reportd el uso de 43 especies
divididas en 21 familias. De todas las plantas registradas se seleccionaron 4 plantas
para ser evaluadas en este estudio. En la segunda etapa (E2) se evaluo la actividad
bacteriana mediante el método de difusion en disco y microplaca, asimismo se
evaluo el efecto in vivo utilizando Solanum lycopersicum como biomodelo siguiendo
las Normas de inocuidad de alimentos. En general, tanto las bacterias Gram-
positivas como las Gram-negativas fueron inhibidas por todos los extractos,
mostrando halos de inhibicion <8 mm. El extracto de Sambucus canadensis y
Bidens alba, mostré las zonas mas altas de inhibicion siendo estadisticamente
significativas (p <0.05) en comparacion a los otros extractos y al control. Respecto
ala CMI, los valores variaron de 68.1 a 100 pg/mL, en las pruebas in vivo 3 extractos
disminuyeron la cantidad de bacterias por debajo del limite maximo permitido (LMP)
segun la Norma Oficial Mexicana. En la tercera etapa (E3) se evalud la

genotoxicidad y citotoxicidad del extracto vegetal con mayor efecto antimicrobiano;
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se utilizo el biomodelo Allium sativum con 5 tratamientos en concentraciones de 125,
250, 500, 1000 y 1500 mg/L. Se contabilizaron 2000 células por tratamiento, se
evalué el indice mitético (IM) y anormalidades celulares (AC). Los datos se
analizaron utilizando prueba de medias (ANOVA) y Chi cuadrada, se presentd una
inhibicion en el crecimiento de las raices, a mayor dosis y tiempo de exposiciéon del
extracto etandlico, disminuyo el IM. Las AC aumentaron en las concentraciones mas
altas 500, 1000 y 1500 mg/L. Con los resultados obtenidos se puede indicar que la
especie a altas concentraciones posee efectos anti proliferativos y actividad
genotoxica sobre el ciclo celular de Allium sativum. En la cuarta etapa (E4) se evalu6
el metabolito con mayor actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
disco y microplaca, encontrando informacion relevante sobre la actividad
antimicrobiana que presenta la especie. Finalmente, en la Ultima etapa de esta
investigacién, se realizaron ensayos con otras cepas de interés en los alimentos
obtenidas del cepario de la Universidad de Jaén, Espafia, la informacion encontrada
en este estudio corroboro el efecto potencial de la especie para inhibir la formacién
de biopeliculas, asi como para disgregar peliculas previamente formadas, los
resultados de esta investigacion ayudan a validar el efecto potencial de los extractos

vegetales como antimicrobianos naturales.

Palabras clave: antimicrobiano, plantas, etnobotanica, genotoxicidad, extractos,

Sierra negra.
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ABSTRACT

Plant extracts are a potential alternative to combat bacteria that affect human health,
particularly pathogens that affect food safety. The objective of this study was to
evaluate the efficacy of plant extracts used in the Sierra Negra de Puebla, Mexico
against pathogenic bacteria, and their cytotoxicity and genotoxicity were also
determined using the Allium sativum biomodel. The study comprised 4 stages (E1):
IE. Selection of plants to be used as plant extracts. (E2): To determine the in vitro
and in vivo efficacy of plant extracts against bacterial strains. (E3): Evaluate the
genotoxicity and cytotoxicity of the extract with the greatest antimicrobial effect. (E4):
evaluate the metabolite with the highest antimicrobial activity. Likewise, a section is
included where the biological activity in the formation and disintegration of biofilm of
strains belonging to the collection of the Laboratory of Food and Environment
Microbiology of the University of Jaén, Spain is evaluated.

In the first stage of the work (E1), 4 plants used in indigenous communities of the
Sierra Negra de Puebla, Mexico, were selected. A semi-structured interview was
applied to 635 people; The use of 43 species divided into 21 families was reported.
From all the registered plants, 4 plants were selected to be evaluated in this study.
In the second stage (E2), the bacterial activity was evaluated by means of the disk
and microplate diffusion method, and the in vivo effect was also evaluated using
Solanum lycopersicum as a biomodel following the Food Safety Standards. In
general, both Gram-positive and Gram-negative bacteria were inhibited by all
extracts, showing inhibition halos <8 mm. The Sambucus canadensis and Bidens
alba extract showed the highest inhibition zones, being statistically significant (p
<0.05) with respect to the other extracts and the control. Regarding the MIC, the
values ranged from 68.1 to 100 pug / mL, in the in vivo tests 3 extracts decreased the
amount of bacteria below the maximum allowed limit (PML) according to the Official
Mexican Standard. In the third stage (E3) the genotoxicity and cytotoxicity of the
plant extract with greater antimicrobial effect was evaluated; The biomodel Allium
sativum was used with 5 treatments in concentrations of 125, 250, 500, 1000 and

1500 mg / L. 2000 cells were counted per treatment, the mitotic index (MI) and
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cellular abnormalities (AC) were evaluated. The data were analyzed using test of
means (ANOVA) and Chi square, an inhibition in the growth of the roots was
presented, at a higher dose and exposure time of the ethanolic extract, the Ml
decreased. The ACs increased at the highest concentrations 500, 1000 and 1500
mg / L. With the results obtained, it can be indicated that the species at high
concentrations has anti-proliferative effects and genotoxic activity on the Allium
sativum cell cycle. In the fourth stage (E4), the metabolite with the highest
antimicrobial activity was evaluated using the disk and microplate diffusion method,
finding relevant information on the antimicrobial activity of the species. Finally, in the
last stage of this research, tests were carried out with other strains of interest in food
obtained from the strain of the University of Jaén, Spain, the information found in this
study corroborated the potential effect of the species to inhibit the formation of
biofilms, as well as to disintegrate previously formed films, the results of this research

help to validate the potential effect of plant extracts as natural antimicrobials.

Keywords: antimicrobial, plants, ethnobotany, genotoxicity, extracts.
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CAPITULO |




1. INTRODUCCION

Las plantas han sido de gran utilidad para el hombre no sélo porque sirven de
alimento, sino también para aliviar y/o controlar enfermedades (Martinez et al.,
2006; Vivot y Cruaries, 2008; Villavicencio-Nieto et al., 2010). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alrededor del 80% de la poblacién mundial
de los paises en desarrollo, utilizan las plantas como principal fuente de atencién a
su salud (Annan y Houghton, 2007; Calixto, 2008; Sotero-Garcia et al., 2018).

México se encuentra entre los paises con mayor tradicion ancestral y riqueza
en el uso de la herbolaria, se han registrado mas de 4,000 especies para remedios
naturales (Barragan, 2006, Gomez, 2012; Kakuko et al., 2015) para distintas
afecciones como; bilis, dolor de estbmago, rifidn, tos, fiebre, gastritis, entre otros
(Castillo-Juarez et al., 2008; Hernandez et al., 2005; Martinez et al., 2006; Vazquez
et al.,, 2011). El aprovechamiento de las plantas con fines medicinales se ha
transmitido de una generacion a otra generacion, de manera que algunas
costumbres subsisten y son ejercidas de forma cotidiana, tanto en zonas urbanas
como en comunidades rurales sobre todo aquellos hablantes de alguna lengua las
cuales son reconocidas por poseer grandes conocimientos tradicionales en el uso
de las plantas (Caballero y Cortés, 2011; Leonti et al., 2008). Asimismo, el uso esta
asociado con la presencia de curanderos, muchos de los cuales poseen un profundo
conocimiento de la herbolaria (Canales et al., 2005, Monroy y Castillo, 2007). Entre
los estados en donde se utiliza una amplia variedad de plantas medicinales se
encuentra el estado de Puebla (Cruz-Garcia, 2007, Paredes, 2002, Vazquez et al.,
2011). Sin embargo, en la Sierra Negra de Puebla, a pesar de ser una zona que
posee una gran rigueza vegetal, alin es escasa la informacién etnobotanica y
cientifica que valide su uso medicinal tradicional (Casas et al., 2011; Davila et al.,
2002; Hernandez et al., 2005).

En los Ultimos afios se ha impulsado el uso de las plantas por ser una

alternativa eficaz para combatir enfermedades infecciosas en el hombre con
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escasos efectos secundarios, asi como para evitar problemas de resistencia a los
microorganismos debido al excesivo uso de medicamentos de sintesis quimica
(Nifio et al., 2006; Miranda-Cruz et al., 2012; Bullain-Galardis et al., 2015). Martinez
et al., 2006; Pirondo et al., 2011). Sin embargo, debido a que las plantas poseen
nameros compuestos a los cuales se les atribuye su actividad farmacoldgica, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha insistido en que el uso de plantas
medicinales debe basarse en estudios cientificos que sustenten seguridad,
efectividad y calidad requeridas para el uso en humanos, en este se sentido ademas
de evaluar la efectividad de los extractos vegetales, es necesario realizar pruebas
que permitan valorar su inocuidad debido a posibles riesgos asociados a sus
componentes los cuales pueden ser potencialmente toxicos, cancerigenos o
teratogénicos (Abdelmigid, 2013, Bratu et al. 2012, Prasansuklab et al. 2020). De
acuerdo con Moore et al. (2020) y Pastori et al. (2013) la informacién cientifica
disponible para la mayoria de las plantas medicinales aun es insuficiente para
garantizar su uso seguro Yy eficiente (Ganjhu et al. 2015, Huang et al. 2015, Neira et
al. 2018, Palatini y Komarnytsky, 2019, Soliman 2010; Sousa et al. 2011, Vazirian
et al. 2018).

En este contexto, este estudio ademas de valorar la eficacia de plantas
utilizadas en comunidades indigenas de la Sierra Negra de Puebla, México sobre
bacterias que afectan la inocuidad de los alimentos y por ende la salud de las
personas mediante pruebas in vitro e in vivo, se evalud el dafio cromosomico y las
alteraciones del ciclo mitético mediante pruebas citotoxicas y genotoxicas utilizando

el biomodelo Allium sativum.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El interés por utilizar productos naturales se ha incrementado en los ultimos afios,
en particular aquellos derivados de fuentes vegetales (Albuguerque et al., 2019;
Geck et al. 2017). El mercado mundial de plantas medicinales y farmacos derivados
de plantas en 2015 se estim6é en 25600 millones de dolares y se espera que
ascienda a 35400 millones de ddlares en 2020 (Portillo-Torres et al., 2019; Franco
y Vazquez, 2020). A pesar de que las plantas se han utilizado por siglos con
resultados favorables, aun existen muchas plantas de las cuales se desconocen sus
propiedades, asi como sus efectos potenciales frente a diversos patégenos, en
particular sobre patégenos que afectan la inocuidad de los alimentos y por ende la
salud de las personas. Las enfermedades transmitidas a través de los alimentos se
han convertido en uno de los problemas de salud publica mas importantes, con
repercusiones sociales y econdémicas (Castro et al., 2006, Ocafia et al., 2018). Se
estima que 600 millones de personas enferman cada afo, 1 de cada 10 habitantes,
420 mil mueren (WHO, 2017). En la region de América cada afio 77 millones de
personas enferman y mas de 9000 mueren (WHO,2018). México no es la excepcion
de hecho es uno de los paises con mayores problemas de inocuidad en alimentos.
El método mas utilizado para eliminar la presencia de microorganismos patégenos
es la aplicacion de sustancias quimicas (Miché y Balandreau, 2001, Zhuang, 2011,).
Sin embargo, estas favorecen el desarrollo de bacterias multirresistentes (Bullain-
Galardis et al. 2015; Miranda-Cruz et al. 2012; Nifio et al. 2006 Levy et al.,2004). En
este sentido, utilizar productos derivados de plantas pueden ofrecer mayor
seguridad por derivar de fuentes naturales (Beuchat, 2001, Davidson y Zivanovic,
2003). Sin embargo, debido a que los extractos de plantas constituyen diversos
compuestos de metabolitos a los cuales se les atribuye su efectividad, éstos también
pueden tener efectos genotoxicos, mutagénicos y/o carcinogénicos (Barbieri et al.,
2017; Borges et al. 2015). Diversos estudios indican que la informacién cientifica
disponible para un gran niumero de plantas aun es insuficiente para garantizar su
uso seguro, por tanto, es relevante realizar este tipo de estudios y de esta forma
ofrecer un producto natural que ademas de eficaz sea inocuo al ambiente y a la

salud de las personas que las utilizan potencialmente.
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1.3 JUSTIFICACION

Las plantas medicinales son la principal fuente de atencion médica en paises en
desarrollo, de acuerdo con Cassel y Machado (2008) representan cerca del 25% del
total de las prescripciones médicas en los paises industrializados; mientras que, en
los paises en desarrollo, el uso de las plantas medicinales representa el 80%.

México representa uno de los paises en donde existe una gran riqueza y
conocimiento en el uso de la herbolaria, el estado de Puebla no es la excepcion, sin
embargo, existen escasos estudios sobre el uso de plantas en la Sierra Negra por
ello es de particular importancia rescatar esos valiosos conocimientos de medicina
tradicional pues en los ultimos afios ha ocurrido una pérdida importante del
conocimiento transmitido de padres a hijos (Benz et al., 2000; Katewa et al., 2004).
Asimismo, existe una amplia variedad de plantas medicinales utilizadas
tradicionalmente que aun no se han investigado sistematicamente contra diversos
patégenos microbianos y tampoco se ha validado su inocuidad. La busqueda de
literatura revela la realizacion de algunos estudios sobre la actividad antibacteriana
de algunas de las plantas evaluadas en este estudio, sin embargo, los estudios
antimicrobianos contra los patdégenos que afectan la inocuidad de los alimentos son
limitados y mas aun los estudios que validen su uso seguro. En este estudio se
evalué la efectividad de cuatro extractos vegetales utilizados en comunidades
indigenas frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas que son transmitidos
principalmente a través de los alimentos y ocasionan graves problemas de salud,
resulta importante utilizar productos de origen natural (extractos vegetales) para el
control de bacterias patégenas para el ser humano y de esta forma evitar la
resistencia que se genera por el excesivo uso de productos sintéticos. Del mismo
modo, es importante evaluar la seguridad e inocuidad de estas plantas con estudios
genotoxicos y citotdoxicos para proporcionar informacion valiosa que permita generar
una propuesta de antimicrobiano natural con base en extractos vegetales; que

pueda ser utilizado en la industria agroalimentaria.
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1.4 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto de cuatro extractos vegetales como antimicrobianos
naturales a través de la actividad antimicrobiana (in vitro e in vivo), y
mediante pruebas genotdxicas para generar una propuestas segura y

natural en el area de inocuidad de alimentos.

1.4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar un estudio sobre plantas con potencial antimicrobiano en
comunidades indigenas de la Sierra Negra de Puebla, México.

2. Generar extractos vegetales y caracterizarlos mediante pruebas fitoquimicas,
cromatografia TLC y espectroscopia Infrarrojo (IFTR).

3. Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales en
condicione in vitro e in vivo.

4. Determinar el efecto genotoxico y citotdxico del extracto vegetal con mayor
actividad antimicrobiana utilizando el biomodelo Allium sativum.

5. Purificar los metabolitos secundarios del extracto con mayor actividad
antimicrobiana por métodos cromatograficos para evaluar su actividad
antimicrobiana.

6. Evaluar la actividad biolégica (formacion y disgregacion de biopeliculas)
contra cepas de interés en los alimentos.
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1.5 HIPOTESIS

1.5.1 HIPOTESIS ALTERNATIVA

Los extractos vegetales presentan actividad antimicrobiana en las cepas

probadas en condiciones in vitro e in vivo y son inocuos en su uso.

El extracto vegetal con mayor actividad antimicrobiana presenta actividad
genotoxica en el biomodelo Allium sativum.

Al menos un metabolito purificado del extracto vegetal presenta actividad

antimicrobiana.

1.5.2 HIPOTESIS NULA

Ninguno de los extractos vegetales presenta actividad antimicrobiana en las
cepas probadas en condiciones in vitro e in vivo.

El extracto vegetal con mayor actividad antimicrobiana no presenta
actividad genotoxica en el biomodelo Allium sativum.

Ninguno de los metabolitos purificados del extracto vegetal presenta
actividad antimicrobiana.
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1.6 ALCANCES Y LIMITACIONES

La presente tesis de investigacion es un estudio que aborda la importancia de utilizar
productos naturales derivados de plantas frente a bacterias patégenas que son
transmitidos principalmente por los alimentos y afectan la salud de las personas,
asimismo se evallo el efecto genotdxico y citotéxico que estos extractos podrian
tener debido a la gran cantidad de componentes que presentan. En una primera
etapa se presenta un estudio etnobotanico en donde se realizé una investigacion de
campo en comunidades de la Sierra Negra de Puebla, México la cual es una zona
de alta riqueza cultural pero también vegetal, sin embargo, no existen estudios para
la zona que documenten el uso de plantas para tratar malestares por ello la
importancia de rescatar estos conocimientos sobre el uso de plantas, el documentar
los resultados de esta investigacion se pretende abonar en estudios etnobotanicos
del Estado y en particular de la region, asimismo, se pretende resaltar la importancia
de este tipo de estudios. La principal limitacién de esta fase de investigacion es la
cantidad de zonas reportadas es preciso documentar el uso de plantas en mas
comunidades de la Sierra Negra del Estado. En una segunda fase de esta
investigacion se seleccionaron y evaluaron cuatro plantas de las cuales se tienen
escasos reportes cientificos, se determinaron sus principales componentes
guimicos para poder asociarlos con la actividad biolégica que presentaron frente a
bacterias que afectan la inocuidad de los alimentos, con el objetivo de tener una
propuesta de un producto natural con base en extractos vegetales que sea Util para
la industria agroalimentaria, asimismo debido a la importancia de evaluar el uso
seguro de estos productos se realizé una evaluacion del dafio en material genético
y alteraciones estructurales que el extracto podria ocasionar utilizando como
biomodelo la especie Allium sativum. Esta fase del estudio no abarca el desarrollo
de un producto solo se presentan bases cientificas que pueden servir para proponer
un producto natural con base en el estudio cientifico realizado, asimismo, es
importante realizar la evaluacidon genotdxica y citotOxica con mas especies
biomodelo para tener mayor informacion sobre su uso seguro, aun asi el biomodelo

utilizado en este estudio ha sido reportado por nimeros trabajos cientificos como
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una especie muy util para evaluar este tipo de alteraciones. Por ultimo, se presenta
la evaluacién de los metabolitos de la planta para referir a que metabolito se le
puede asociar el efecto antimicrobiano. En este sentido, es importante resaltar la
importancia de evaluar extractos crudos sin aislar sus componentes pues muchas
veces la sinergia de sus componentes son los que presentan la mayor actividad
biolégica. Aun asi, fue importante realizar el estudio y determinar los metabolitos
con mayor actividad antimicrobiana, sin embargo, es necesario realizar la
elucidacién completa de las moléculas para tener mayor informacién. Aunado a toda
la informacién obtenida en este estudio, se presentan datos sobre la actividad
bioldgica del extracto vegetal frente a otras bacterias pertenecientes al cepario del
departamento de microbiologia de la Universidad de Jaén, Espafa, los cuales
puede servir de referencia para desarrollar mas investigaciones sobre el tema.
Asimismo, es importante indicar que el estudio presento diversas problematicas la
principal fue el detenimiento de las actividades experimentales debido a la pandemia
COVID-19. De acuerdo al programa de doctorado el tiempo en cuanto a las
actividades experimentales se redujo mas de un afio lo cual limito el estudio
(elucidacion de las estructuras del extracto vegetal con mayor efecto antimicrobiano
y comparacion de actividad biolégica de diferentes cepas). Sin embargo, se
presentan datos relevantes que pueden ser muy Utiles para continuar con

investigaciones similares resaltando la importancia del uso de productos naturales.
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1.7 ESTRUCTURA DE LA TESIS

El presente documento de tesis se divide en capitulos, en el primer capitulo de la
tesis se presenta una introduccion, planteamiento del problema, justificacion
objetivos e hipétesis, el segundo capitulo aborda antecedentes generales en donde
se presenta informacion importante sobre el trabajo realizado, el tercer capitulo
aborda la metodologia utilizada en cada una de las etapas del proyecto, en el cuarto
capitulo se presentan resultados y discusiones de cada etapa del proyecto, los
siguientes capitulos y anexos se enfocan en alcanzar los objetivos y se presentan
como publicaciones. En el quinto capitulo se presentan conclusiones generales que
se derivan de esta investigacion, asi como unas recomendaciones que surgen al
concluir la presente tesis de investigacion y podrian servir para para futuras
investigaciones sobre el tema. El sexto capitulo se presenta un articulo publicado
gue aborda informacion acerca del conocimiento popular de las plantas medicinales
utilizadas en comunidades indigenas de la sierra Negra de Puebla cabe mencionar
gue este es el primer estudio que reporta el uso de las plantas medicinales en la
Sierra Negra de Puebla. Como anexos se presentan otros articulos derivados de la
tesis, un segundo articulo se tratan los objetivos 2, 3 y 4 se hace un analisis con
mayor detalle para validar los efectos de los extractos frente a bacterias de interés
en los alimentos. Posteriormente en una tercera publicacion se trata el quinto
objetivo de la tesis; analizar el extracto vegetal con mayor actividad antimicrobiana
y evaluar su inocuidad con estudios citotoxicos y genotdxicos utilizando como
bioensayo la especie Allium sativum en una cuarta publicacion se exponen los
resultados derivados de la actividad anti-biopelicula del extracto vegetal frente a las
cepas pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad de Jaén, Espafa, de esta forma se exponen los hallazgos de este

trabajo.
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CAPITULO I




2. MARCO TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINALES

Desde la antigliedad, el ser humano ha encontrado en las plantas un recurso Util
para satisfacer muchas de sus necesidades, no solo de alimentacién sino también
el tratamiento de numerosas enfermedades (Chaban et al. 2019, Trap et al. 2020).
En diversos lugares del mundo son la Unica fuente de atencibn médica,
principalmente por factores econdémicos, geograficos o incluso por costumbres y
tradiciones (Marcotullio et al. 2018, Tedesco et al. 2017, Ullah et al. 2013).

El uso de las plantas data desde los origenes de la humanidad existen reportes de
gue nuestros antepasados podrian haber utilizado las plantas con distintos fines.
Por ejemplo, se ha planteado la hipétesis de que el origen de la medicina humana
puede estar relacionado con la introduccion de plantas en la dieta de los primeros
hominidos y algunos estudios indican su uso medicinal (Hardy, 2018). El uso de las
plantas ha estado presente desde el origen de muchas civilizaciones. En Egipto en
el aflo 2300 a. C., se cultivaron a orilla del rio Nilo, el lino y el caiiamo; ademas de
gue tenian conocimientos de muchas familias botanicas (Ramirez, 2003). En la
antigua China se han encontrado trabajos y obras ilustradas que datan del afio 3000
a. C en donde se explica el uso de diversas plantas. En la India se descubrieron
nameros especies como la canela y el cardamomo las cuales constituyeron desde
el principio el mas importante suministro de drogas, asimismo, también se han
encontrado obras que relatan esencias, purgantes, vomitivos y contravenenos entre
otros. En la antigua Grecia conocian las plantas y el valor terapéutico o téxico de
algunas de ellas, en el afno de 459 a. C., Hipdcrates, “padre de la medicina”, fue al
mismo tiempo el fundador de la dietética cientifica, empleando medicamentos como
tisanas, laxantes y diaforéticos. Los éarabes se apropiaron y perfeccionaron
conocimientos antiguos, hubo varios médicos que se ocuparon de las plantas
medicinales, ademas, los arabes contribuyeron a la difusién de diversas plantas

utiles y medicinales en las costas del Mediterraneo, Francia, Italia y Espafia. En el
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Renacimiento, la botanica se transformd en una ciencia independiente con una
multitud de obras publicadas sobre plantas medicinales. Tras el descubrimiento de
América, hubo un gran intercambio de semillas de plantas medicinales, y se
diversifico el uso de éstas. Actualmente América Latina continla aportando materias
primas de importantes plantas medicinales que son objeto de industrializacion en el
mundo (Ocampo y Mora et al., 2010). Los paises latinoamericanos tienen decenas
de miles de especies de plantas (Castro et al., 2017) y México se encuentra entre
los paises con mayor tradicién ancestral y riqgueza en el uso de las plantas(Barragan,
2006). Puebla se encuentra entre los estados en donde se presenta unaamplia
riqueza vegetal debido a la variedad de climas que van desde templados, calidos
hasta los aridos (Paredes-Flores et al., 2002; Cruz-Garcia, 2007; Vazquez et al.,
2011). Sin embargo, son escasos los trabajos que reportan el uso de las plantas
medicinales, Garcia (2002) registra las plantas medicinales que se vendenen
mercados. LOpez (2011) reporta el uso de plantas por dos grupos étnicos de
Pantepec, Puebla”; Barranco (2001) realizo un estudio exploratorio de plantas
medicinales en Zoloquiapan, Puebla. Paredes (2002) en su investigacion
contribucion al estudio etnobotanico de la flora Gtil de Zapotitlan de Salinas, Puebla,
enlistd 90 especies de uso medicinal. Rocha (2003) realizo un estudio preliminar de
la actividad antibacteriana de las plantas reportadas como medicinales de San
Rafael, Coxcatlan, Puebla. Vega (2004), realizo un trabajo en el que enlisto el uso
de plantas medicinales de interés zootécnico. Vazquez-Medina et al. (2011) realizo
un estudio para identificar conocimientos y practicas de hombres y mujeres sobre
plantas medicinales y su relacidbn con la vision salud-enfermedad en dos
comunidades nahuas en Coyomeapan, Puebla, México. Sin embargo, para la region
de la Sierra Negra de Puebla no se encontraron trabajos que reporten el uso de

plantas medicinales, su actividad antimicrobiana ni genotoxica.
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2.2 EXTRACTOS VEGETALES UTILIZADOS EN LA SIERRA NEGRA DE PUEBLA

Entre las plantas utilizadas en comunidades indigenas de la Sierra Negra de Puebla
se encuentran Ricinus communis, utilizada principalmente como laxante,
antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano, principalmente por sus constituyentes
fitoquimicos, como flavonoides, saponinas, glucésidos y alcaloides (Jena et al.,
2012; Mann et al., 2013; Ribeiro et al., 2016). La especie Sambucus canadensis es
reconocida por tener propiedades medicinales, antivirales, asociados a triterpenos,
glucosidos, fenoles, flavonoides, taninos y cumarinas (Lee and Finn, 2007; Ulbricht
et al., 2014). La especie Salvia microphylla tiene efecto antioxidante,
antiinflamatorio, antimutagénico por lo que se considera ser una fuente prometedora
de genoprotectores naturales (Azqueta et al., 2010; Fazly-Bazzaz et al., 2002;
Knezevic-Vukcevic et al., 2005). La especie Bidens alba tiene funciones de
antiséptico, antiinflamatorio, desérdenes gastrointestinales y en el tratamiento de
lesiones, hipertension, ictericia y diabetes (Lans, 2006) principalmente por sus
principios activos flavonoides, triterpenos, acidos grasos (Ong et al., 2008). A
continuacion, se presenta informacion detallada de las especies evaluadas en este

estudio.

2.2.1 RICINUS COMMUNIS

Pertenece a la familia Euphorbiaceae conocida popularmente como planta de ricino,
es un arbusto perenne de crecimiento rapido de hasta 6 metros 0 mas, pero no es
de naturaleza resistente. Esta planta se cultivd para obtener colores de hojas y flores
y para la produccion de aceite. Las hojas son de color verde o rojizo y de unos 30 a
60 cm de diametro. Las hojas contienen 5-12 Iébulos profundos con segmentos
dentados gruesos que son alternados y palmeados. Los tallos varian en
pigmentacion. Las flores son monoicas y miden unos 30-60 cm. de largo. El fruto es
una capsula espinosa. Las semillas presentan diferencias considerables en tamafio
y color. Es una planta que tiene un alto valor tradicional y medicinal, la planta se
utiliza como laxante, purgante, fertilizante y fungicida, también se ha reportado que
posee efectos beneficiosos tales como antioxidante, antihistaminico, anticonceptivo,
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antiasmatico, antidiabético, hepatoprotector, antiinflamatorio, también se ha
reportado su uso en la cicatrizacion de heridas, insecticida y larvicida (Jena 'y Gupta,
2012; Soltis, 2005). Respecto a la actividad antimicrobiana de la especie se han
reportado efectos potenciales frente a diversas cepas bacterianas como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus entre otras. El aceite de
ricino obtenido a partir de la semilla de la planta se usa ampliamente en aplicaciones
medicinales, también se utiliza como combustible para lamparas, componente de
los cosméticos, en la fabricacion de jabones, tinta de impresora, plasticos, fibras,
liguido hidraulico, liqguido de frenos, barnices, pinturas, liquido de
embalsamamiento, tintes textiles, acabados de cuero, adhesivos, ceras y fungicidas
(Jenay Gupta, 2012).

Figura 1. Hojas de la especie Ricinus communis

2.2.2 SAMBUCUS CANADENSIS

La especie Sambucus canadensis pertenece a la familia Adoxaceae, es conocida
comunmente como “Sauco” es originaria de una gran region de Norteamérica al este
de las Montafias Rocosas, y al sur por el este de México y América Central a
Panama. Crece en una variedad de condiciones incluyendo suelos humedos y
secos, sobre todo en lugares soleados (Finn et al., 2008) es un arbusto de hoja

caduca que alcanza hasta los 3 m de altura 0 mas. Las hojas estan dispuestas en
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pares opuestos, son pinnadas con cinco a nueve foliolos, las inflorescencias son de
20-30 cm de diametro en forma de corimbos con flores de color blanco sobre el
follaje, las flores individuales tienen 5-6 mm de diametro, con cinco pétalos. El fruto
es una baya de color purpura oscuro a negro de 3-5 mm de diametro, se producen
en racimos colgantes en el otofio. Se han utilizado varias partes de la planta de
Sambucus nigra por sus propiedades laxantes, diuréticas, expectorantes o
purgantes para tratar trastornos respiratorios y pulmonares, asi como fiebre y
reumatismo (Finn y Thomas, 2010). Las hojas tienen uso externo para tratar
inflamaciones, quemaduras, conjuntivitis (Charlebois, et al., 2010). Ademas, las
flores son la parte del salico mas utilizada en fitoterapia debido a que contiene
mucilagos con propiedades antitusigenas, emolientes y ligeramente laxantes
(Charlebois, et al., 2010). Las flores secas contienen taninos, aceites esenciales y
sobre todo rutina, beneficiosa para los capilares, utilizadas como estimulante de la
circulacién. Recientemente, los extractos de las bayas de algunas variedades
demostraron un potencial quimiopreventivo significativo contra las etapas de
iniciacion y promocion de la carcinogénesis (Thole et al., 2006). La especie nativa
americana de baya del salco, Sambucus canadensis, no ha sido cultivada, criada
y promocionada como planta medicinal como Sambucus nigra y los estudios acerca

de la especie son escasos.
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2.2.3 SALVIA MICROPHYLLA

La especie pertenece a la familia Lamiaceae, es un gran grupo con mas de mil
especies de plantas. La especie es un arbusto que llega a medir de 1 a 2 m de largo;
hojas lanceoladas a ovaladas, flores rojas, de aproximadamente 2 cm de largo,
florece de agosto a noviembre. Los tallos son pubescentes y pueden presentar
coloraciones rojizas (Villavicencio et al. 2000). Es originaria del sudeste de Arizona
y de las montafias del este, oeste y sur de México comunmente llamada como mirto
de monte, o mirto de las montafias. Se han reportado diversos usos medicinales los
cuales se atribuido a los compuestos fendlicos, por lo que se considera ser una
fuente prometedora de genoprotectores naturales principalmente por la presencia
de acidos fendlicos y flavonoides. Se ha informado que estos fitocompuestos
exhiben una amplia gama de actividades biologicas; antioxidantes,

antiinflamatorios, efectos antimutagénicos y antitumorales.

Figura 3. Flores y hojas de la especie Salvia microphylla
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2.2.4 BIDENS ALBA

La especie Bidens alba pertenece a la familia Asteraceae se encuentra en
Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Oaxaca,
Tabasco, Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Yucatan (Rzedowski y Rzedowski,
2008). Produce flores durante todo el afio y produce una gran cantidad de polen
para que las abejas recolecten y generen néctar, mide de 5 hasta de 3 m de largo,
sus tallos son erectos o decumbentes (recostados) las hojas son pecioladas,simples
0 compuestas, sus flores son blancas con nervaduras oscuras. La especiese usa
ampliamente para el tratamiento de cortes, lesiones, hinchazones, hipertension,
ictericia y diabetes (Lans, 2006, 2007). También como diurético y en el reumatismo.
Esta planta ha sido investigada por la actividad antibacteriana frentea S. aureus, S.
lutea y B. subtilis los cuales se han asociado principalmente a la presencia de
taninos. También se ha demostrado que podria tener valor terapéuticocontra el

cancer colorrectal humano (Ong et al., 2008).

Figura 4. Hojas y flores de la especie Bidens alba
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2.3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS VEGETALES

Los agentes antimicrobianos son sustancias quimicas capaces de inhibir o eliminar
el desarrollo de microorganismos patégenos, estas se pueden clasificar segun su
origen en sintéticas, semisintéticas y naturales, los agentes antimicrobianos de
origen sintético son aquellos que se obtienen por sintesis quimica, los semisintéticos
se obtienen por modificaciones quimicas de antimicrobianos naturales, mientras que
los de origen natural se obtienen a partir de animales, plantas ymicroorganismos
(Franco y Vazquez et al., 2020; Khoobani et al., 2019). El métodomas utilizado para
eliminar la presencia de microorganismos patdégenos son los antimicrobianos de
origen sintético. Sin embargo, su utilizacidn excesiva ha desarrollado bacterias
multirresistentes. La resistencia a mdultiples farmacos se descubri6 en
enterobacterias como Escherichia coli, Shigella sp. y Salmonella sp. afinales de la
década de 1950 y comienzos de la década de 1960. Debido al uso indiscriminado
de antimicrobianos, la resistencia se disemino en diferentes bacterias y se hizo mas
comun en todo el mundo (Mathur y Singh, 2005, Lopez- Cuevas et al., 2009).
Actualmente la resistencia a los antimicrobianos es una de lasprincipales amenazas
a las que se enfrenta la medicina moderna (WHO, 2018).

En México, los antimicrobianos se encuentran entre los medicamentos que mas se
venden y se consumen: representan un mercado anual de 960 millones de dolares
y el segundo lugar en ventas anuales (14.3%) en farmacias privadas en el pais
(Chacon et al., 2015). Una alternativa potencial a los antimicrobianos sintéticos son
los de origen natural, éstos pueden clasificarse por su origen: origen animal, incluye
proteinas, enzimas tales como lisozima, hidrolasas (Beuchat, 2001) y polisacaridos
como el quitosan (Davidson y Zivanovic, 2003). Origen vegetal, incluye compuestos
fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, presentes en frutos y
fitoalexinas producidas en plantas (Beuchat, 2001). Origen microbiano, incluye
compuestos producidos por microorganismos. De particular interés en esta tesis son
los antimicrobianos derivados de fuentes vegetales, numerosos estudios han
determinado que los extractos vegetales tienen actividad contra diversos

microorganismos patdégenos (Tabla 1).
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Los extractos vegetales presentan distintos componentes; fenoles; aldehidos,
cetonas, alcoholes, éteres, hidrocarbonos entre otros (Kalemba y Kunicka 2003). La
biosintesis de estas moléculas es llevada ya sea de manera constitutiva, patdgeno-
independiente (fitoanticipinas) o si es inducida como una parte de la respuesta
defensiva de las plantas en contra de bacterias u hongos (fitoalexinas) en este grupo
se encuentran las flavanonas, las isoflavonas, las auronas y los fenalenones
(Tanaka, Sato et al. 2002; Luque-Ortega, Martinez et al. 2004). Otros metabolitos
secundarios como taninos, flavonoides, alcaloides y otros compuestos actiian como

mecanismos de defensa de las plantas.
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Tabla 1. Lista de plantas medicinales utilizadas en comunidades de la Sierra Negra de Puebla, México y estudios cientificos que validan su actividad antimicrobiana.

Familia Nombre cientifico Nombre Parte usada Enfermedad que alivia Actividad antimicrobiana Referencia cientifica
comun
Amaranthaceae Dysphania Epazote HJ picaduras, pardsitos  Tripanosoma cruzi, Plasmodium falciparum Goémez-
ambrosioides intestinales, diarrea, Leishmania amazonensis Castellanos,2008

coraje,
acelera el parto, eficaz
contra la presion, algunos
hongos y bacterias

Apiaceae Apium graveolens Apio HJ Dolor, reumas, Escherichia coli, Pseudomonas Baananou, 2013
inflamacién, cancer. aeruginosa, Staphylococcus aureus.

Betulaceae Alnus acuminata elite HJ Dolor, diarrea S.R

Cactaceae Opuntia sp Nopal Dolor de estdmago, Pseudomonas Ammar, 2012
cicatrizante aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli.

Asteraceae Tagetes erecta Cempazuchil HJ, FL Diarrea, cdlicos, bilis, mal K. pneumoniae, E.coli, Streptococcus
aire, tos, fiebre, Glceras y faecalis, Mycobacterium phlei, Bacillus
heridas, protege el higado subtilis, Staphylococcus Lopez et al. 2001
alivia el dolor y Ila aureus, Pseudomonas
inflamacién aeruginosa, Salmonella typhimurium,

Candida albicans
Heterotheca Arnica HJ, T, FL Vémito, Inflamacién, dolor  Staphylococcus aureus Kubo et al. 1994, 1996

inuloides Cass

estomacal, cicatrizante



Matricaria recutita

Artemisia
ludoviciana Nutt

Artemisia
absinthium

Manzanilla

Estafiate

Hierba
maestra

HJ, R, FL

T, HJ

HJ

Dolor de estomago,
colicos, diarrea,
disenteria, irritacion de los
0jos.

Temperatura, bafios
posparto, diarrea, dolor de
cintura y espalda,
empacho, bilis, piedras
en el rifidn, cdlicos,
resfriados, bronquitis,
reumas, menstruacion,

Abortivo, desparasitante.

Dolor de estdbmago, bilis,
célico, desparasitante.

Giardia intestinalis

S. aureus, Candida strains

Scherichia coli, Staphylococcus
aureus,  Staphylococcus  epidermidis,
Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, dermatophytes

Trichophyton rubrum, Microsporum canis,
Microsporum gypseum,

Helicobacter pylori

Escherichia coli, Shigella sonnei Shigella
flexneri, Salmonella sp.

Fusarium oxyosporum Aspergillus niger
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Trypanosoma brucei

Escherichia coli species, Shigella sonnei,
Shigella flexneri, Salmonella sp.

Rodriguez et al. 2015

Nogueira et al. 2008

Vikas et al. 2010

Lépez-Lutz et al. 2008

Castillo-Juérez et al.2008

Alanis et al. 2005

Abad et al., 2012

Alanis et al. 2005



Asparagaceae

Amaryllidaceae

Haplopappus
venetus (Kunth)

Tanacetum
parthenium

Senecio salignus

Yucca sp.

Allium sativum

Sansevieria
trifasciata

Escobilla

Santa Maria

Azomiate

Izote

Ajo

Lengua de
vaca

HJ

HJ

HJ

HJ

Dolor de  estdmago,
empacho, bilis,
desparasitante, sarna,

Enfermedades de la piel y
el cabello, fiebre,

Dolor de estémago,
diarrea, fiebre

Torceduras, espanto, mal
de ojo

dolor de, cuerpo
oido

Sistema inmunolégico y
cardiovascular

Granos, calentura,

Hinchazones, dolor,
prevencién de cancer,
cicatrizacion.

Bacillus subtilis, B. cereus, Micrococcus
luteus & Staphylococcus aureus), Gram

negative bacteria (Yersinia enterocolitica,
Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens,

Escherichia coli & Pseudomonas

aeruginosa) and yeast (Candida albicans).

R

Staphylococcus aureus, Salmomella

Hongos; Aspergillus  niger, Penicillium

cyclopium Fusarium oxysporum

Staphylococcus  aureus; Bacillus
Escherichia coli and Salmonella spp

Spp.,

S.R

Izadi, 2010

SR

SR

Benklebia, 2004

Onyeagba, 2004

S.R



Apiaceae

Caprifoliacea

Lamiaceae

Lauraceas

Cuminum cyminum

Sambucus
mexicana

Salvia microphylla

Origanum vulgare
Cinnamomum
verum

Mentha spicata

Rosmarinus
officinalis

Comino

sauco HI, T

Mirto HJ, T

Orégano

Canela

Hierba
buena

Romero

Dolor de huesos,
desinflamante, bafios
posparto, tos, bronquitis,
fiebre, bilis,
desparasitante problemas
del cabello y piel,
sarampion, sarna, rabia
purgante, desinfectante y
diurético y es utilizado
infecciones de ojo y oidos.

Disenteria, espanto,
bafios postparto, dolor de
estomago, cabeza,

huesos, bilis, granos en la
piel.

Bronquitis, resfriado, tos
Bronquitis, tos, diarrea,
diabetes, reuma, artritis,

circulacion

Antiséptico, analgésico,
antiinflamatorio

Dolor de

estémago, Ulcera, diarrea,
gastritis,

colitis, desinflamante

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Mycobacterium tuberculosis,
Bordetella pertussis. Moraxella catarrhaliSy
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila, Chlamydia pneumoniae,

Escherichia coli, Salmonella thyphimurium,
Haemophilus influenzae,

Streptococcus pneumoniae y
Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus, Proteus
vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella

pneumonia, Enterococcus

feacalis, Escherichia

coli, Staphylococcus

epidermidis, Bacillus subtili,Candida
albicans

S.R

Céceres et al. 1990

Pérez-Lopez, 2005

Hernandez, 2007

SR

SR

S.R

Celiktas, 2007



Meliaceae

Myrtaceae

Polemoniaceae

Cedrela odorata

Psidium guajava

Eucalyptus sp.

Loeselia mexicana

Cedro

Guayaba

Eucalipto

Espinosilla

HJ, FR

HJ

T,HJ, FL

Problemas respiratorios,
heridas, dolor de
estdmago, fiebre.

dolor de
caries,

Diarrea,
estomago.
hinchazén, bilis,

hemorragia
heridas, fiebre

vaginal,

Infecciones respiratorias.

Fiebre, tos, hemorragias y
bafios postparto, diarrea,
gripa, dolor de huesos,
purgante, diurética,
enfermedades de la piel y
el cabello.

Bacillus cereus, Aspergillus niger.

Plasmodium berghei (actividad malaria)

Staphylococcus aureus

Cladosporium cucumerimun y Penicillium
oxalicum

E. coli, Salmonella typhi, Shigella sp., Vibrio
cholerae.

Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecalis, E. coli, Klebsiella neumoniae,
Salmonella typhimurium, Candida albicans,
Trichophyton mentagrophytes y
Trichophyton rubrum

Klebsiella pneumoniae, E.coli,

Staphylococcus aureus

Villanueva et al. 2009

Do Céu Madureira et al.
2002

Jaiarj, 1999

SR

Heinrich et al. 1992

Rojas et al. 1999

Navarro et al. 2011



Vega, 2013

Pinaceae Pinus ayacahuite Acahuite HJ Empacho, purgante. SR
Enfermedades de la piel

Primulaceae Primula vulgaris San Pablito HJ Dolor de cabeza, tos, S.R
temblores, afecciones
bronquiales
Prunus salicifolia Hoja de HJC fiebre, diarrea ydisenteria, Salmonella typhimurium Proteus mirabilis, Jiménez, 2011
capulin dolor de cabeza, Escherichia coli and Pseudomona
inflamacién. aeruginosa
Prunus persica Durazno FR Tos, disenteria, bafios S.R
postparto.
Rutaceae Ruta graveolens Ruda HJ, T,FL cicatrizante, Staphylococcus aureus, Streptococcus Ivanova et al .,2005
desinfectante, pyogenes, Listeria monocytogenes and

Bacillus subtilis
desinflamante, analgésico

Citrus X sinensis Hojas de FR,C Problemas SR
naranjo digestivos, célicos

tos, flema y resfriados.
propiedades
antioxidantes

Citrus x limon Limén FR Tos, gripa, gingivitis, S.R
gastritis
Citrus x aurantiifolia  Flor de lima HJ,FL resfriados, gripe S.R
Rubiaceae Hamelia Hierba santa HJ Cicatrizante, dolor, Ahmad, 2012
patens Jacq Cimarron inflamacion, fiebre,
salpullido,




Solaneaceae

Tiliaceas

Verbenacea

Xanthorrhoeaceae

e Tallos (T) Hojas (HJ) Flores (FL) Corteza (C).

Nicotiana tabacum

Solanum
lycopersicum

Tilia Europea

Lantana hispida

Aloe barbadensis

Tabaco

Jitomate

Flor de Tila

Tapon

Sébila

HJ

HJ

HJ

HJ

HJ

Prevenir el céancer,
malestares del rifidn,
diabetes y dolor de
muelas.

Enfermedades de la piel,
guemaduras, herpes, mal
aire

Diurético,
laxante,

digestivo,

enfermedades hepéticas,

guemaduras, obesidad,
raquitismo, ayuda a
combatir  cancer de

mama, cataratas y asma

Estrés, relajante, nervios,
ansiedad, gastritis

Diarrea y disenteria.

Postparto, Hinchazones,
dolor, tos, Malestares
estomacales, reumas,

caida del cabello

Enterococcus  bovis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Morganella morganii, and

Klebsiella pneumoniae

S.R

SR

S.R

Pandey, 2010



2.4 METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Existen diversas técnicas para evaluar la actividad antimicrobiana, entre los
principales métodos para determinar la efectividad de un microorganismo a un
compuesto se encuentran; los métodos de dilucién en caldo, prueba de difusién en
agar, determinacion de células sobrevivientes, microplaca entre otros. La seleccion
del método de andlisis dependera del objetivo de la investigacion (Hernandez et al.,
2003, Ramirez et al., 2009).

2.4.1 METODO DE DILUCION EN CALDO

El método de dilucion es util para determinar la concentracion minima inhibitoria
(MIC) de un agente quimico a un microorganismo, se inoculan a un cultivo del
microorganismo en estudio, cantidades especificas del agente quimico, preparado
en concentraciones decrecientes en caldo o agar por la técnica de dilucion seriada
en tubo. Se determina la susceptibilidad del microorganismo, después de un periodo
de incubacion de 48 h, por la observacién macroscépica de la presencia o ausencia
de crecimiento en las distintas concentraciones del agente quimico. La
concentracion minima del agente antimicrobiano que no muestra crecimiento es la
medida del efecto bacteriostético del agente quimico sobre el microorganismo. Este
método se considera el mas exacto para la determinacion de la susceptibilidad en

volumen medido (en unidades o microgramos) del compuesto a evaluar.

2.4.2 METODO DE DIFUSION DE AGAR EN DISCO

Las técnicas de difusion han sido ampliamente usadas para evaluar extractos de
plantas con actividad antimicrobiana. En general, se usan en papel o en pozo. Las
metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la concentracion
bacteriana a utilizar, con la finalidad de evitar un crecimiento exhaustivo el cual
puede variar significativamente la respuesta del compuesto probado. La

concentracién de bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio



ha sido estandarizada en 5 x 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, lo
cual equivale a un patron de 0.5 en la escala de MacFarland. Es recomendable
tomar el inoculo de cultivos en la fase exponencial de crecimiento y siempre tomar
4 o 5 colonias de un cultivo puro para evitar seleccionar variantes atipicas
(Hernandez et al., 2003). Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas
son el agar Mueller Hinton y agar tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan
el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor difusién de las muestras
(Winn et al., 2008). ElI método de difusion en agar esta apoyado por datos clinicos
y de laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son altamente
reproducibles. La técnica esta basada en el método originalmente descrito por
Bauer (Método de Kirby-Bauer). Este método de difusion en disco o en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de (NCCLS, 2001).

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un
disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se ha sembrado en pozo impregnado
con una cantidad conocida de la sustancia (Doughari, 2006). En este método, se
colocan con todo cuidado sobre la placa de cultivo en agar, inoculada con el
microorganismo a estudiar, discos de papel filtro impregnado con diferentes agentes
antimicrobianos en concentraciones especificas. Se incuba la placa 24 h y se
observa la aparicion de una zona de inhibicién del crecimiento alrededor del disco
gue contiene el agente antimicrobiano al cual es susceptible el microorganismo, los
microorganismos que son resistentes creceran hacia la periferia del disco. Su
sencillez, rapidez y reproducibilidad la convierten en una de las pruebas mas Uutiles,
y mas empleadas para la determinacibn de la susceptibilidad a agentes

antimicrobianos.



2.4.3 METODO DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos tiene como objetivo evaluar en
el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos. La
cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalla habitualmente
mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion. Estos métodos se
basan en la determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio
de cultivo (caldo o agar) (Hernandez et al., 2008). Esta metodologia es complicada,
por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para su realizacion. La
utilizacién de micropipetas y de placas facilitdé la utilizacion del método de micro
dilucion con caldo. Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la
determinacién de la CMI y la concentracibn minima bactericida (CMB) de los
antimicrobianos. Se consideran métodos indicados cuando ademas de la actividad

inhibitoria se quiere determinar también la actividad bactericida (NCCLS, 2002).

2.5 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) representan uno de los
problemas de salud publica mas importantes a nivel mundial (Castro et al., 2006,
Ocania et al., 2018). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
las ETA afectan con mayor severidad a nifios, mujeres embarazadas, ancianos y
personas con otros padecimientos; sin embargo, estas enfermedades no solo

afectan la salud, sino que también tienen un impacto socioeconémico.

Se estima que entre 17 y 20 millones de personas mueren anualmente a causa de
enfermedades infecciosas (OMS, 2018). La OMS estima que, en el mundo, la
incidencia anual de diarreas es de 1500 millones de casos, y 3 millones de nifios
menores a 5 afios de edad mueren anualmente. En Estados Unidos de América
(E.U.A)), se estima que alrededor de 76 millones de personas se enferman

anualmente de una ETA, 325000 se hospitalizan y 5000 mueren, implicando costos



enormes en salud y estas cifras aumentan en paises en desarrollo. Los alimentos
insalubres que contienen bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas nocivas
causan mas de 200 enfermedades, que van desde la diarrea hasta el cancer. Sin
embargo, se desconoce la real magnitud de los brotes de ETA, dado que son pocas
las personas que se atienden en centros médicos.

Las bacterias patdégenas tienen capacidad de transmitirse de un ser vivo infectado
a otro de multiples formas (Izarra et al., 2000) en el caso de los alimentos, las
bacterias pueden propagarse de unos a otros durante el proceso de preparacion,
por ejemplo, si las manos no estan limpias o al utilizar utensilios de cocina sucios.
Es lo que se conoce como contaminacion cruzada. Asimismo, los insectos pueden
transmitir bacterias patdgenas a la comida, como ocurre con las moscas que, tras
alimentarse de heces, transmiten microorganismos como Salmonella sp. o
Escherichia coli. La salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la
calidad nutricional de los alimentos que consumen, la cual a su vez depende de la
calidad higiénica y sanitaria en toda la cadena productiva, si bien la falta de higiene
y de sanidad en el procesamiento y preparacién de los alimentos es un problema
gue puede ocurrir en cualquier lugar del mundo, la incidencia de enfermedades
causadas por los alimentos se encuentra con mas frecuencia en los paises en vias
de desarrollo (Koper et al., 2009).

Las ETA han incrementado en su ocurrencia debido al surgimiento de nuevas
formas de transmision, el aumento de la resistencia de los patdgenos a los
compuestos antimicrobianos. Ante el crecimiento de la poblacion mundial, la
intensificacion e industrializacion de la agricultura y la produccion ganadera se
plantean mayores retos para lograr la inocuidad de los alimentos aunado a lo
anterior el cambio climatico con los cambios de temperatura pueden modificar los
riesgos que amenazan la inocuidad de los alimentos. En afios recientes, la
frecuencia de brotes asociados al consumo de productos hortofruticolas se ha
elevado, particularmente como resultado del incremento en la demanda por los
productos minimamente procesados (Beuchat, 2002). Si bien hay diversas bacterias

causantes de la contaminacion de alimentos en la presente tesis de investigacion



nos enfocamos en las bacterias E. coli, S. aureus, E. faecalis, V. cholarea, S.
typhimurium y Kl pneumonie.

La bacteria Escherichia coli; forma parte importante de la microbiota intestinal del
hombre, es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, es utilizada como
indicador de posible contaminacion fecal y presencia de patdgenos en agua y
alimentos debido a que se encuentra abundantemente en heces de humanos y
animales. Varios estudios han documentado que ciertas cepas de E. coli producen
diarrea y otras enfermedades extraintestinales en humanos con base en susfactores
de virulencia especificos y rasgos fenotipicos se han subdividido en seis grupos
patdgenos E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregante (EAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli de adhesién difusa (DAEC), E colienteroinvasora
(EIEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) (43, 44). Estos grupos han sido
detectados en diferentes productos, como carnicos, lacteos, pescados, mariscos,
bebidas, hielo y leguminosas.

Staphylococcus aureus; es un coco Gram positivo cuyas ceélulas miden
aproximadamente 1 um de diametro, se agrupan en racimos que son indicativos de
gue tienen la capacidad de dividirse en mas de un plano. Su respiracion es aerdbica
y anaerobica y la mayoria de las cepas pueden fermentar el manitol de manera
anaerobica (Briskin 2000; Haddadin, Fappiano et al. 2002). Los estafilococos son
organismos oportunistas y patdgenos adaptables que tienen la capacidad de
infectar, invadir, persistir y replicarse en cualquier tejido humano incluyendo la piel,
los huesos, érganos internos o tejido vascular. EI S. aureus es uno de los principales
patdgenos en humanos y animales, capaz de causar una amplia gama de
infecciones de diferente severidad, ha desarrollado de forma gradual una resistencia
a todas las clases de antibiéticos entre estos la meticilina y la penicilina. El
surgimiento de cepas resistentes se ha presentado en varios grupos bacterianos,
su capacidad de producir enfermedad esta fuertemente relacionada con el amplio
uso de los antibioticos (Knober 2003; Dryla, Prustomersky et al. 2005). Se le asocia
con una gran variedad de infecciones clinicas incluyendo septicemia, neumonia,
sepsis de heridas, artritis séptica, osteomielitis y el sindrome de shock téxico con

tasas sustanciales de morbilidad y mortalidad. Aunque las infecciones causadas por



S. aureus resistentes a los antibioticos, conducen a serios problemas en la
poblacion en general, tales infecciones pueden ser particularmente devastadoras
para los jévenes, los adultos mayores y las personas inmunocomprometidas (Shittu
et al. 2006). Los estafilococos son causa importante de infecciones humanas, pero
también se encuentran como microorganismos no patégenos en muestras fecales
humanas (Dominguez et al. 2002).

Klebsiella pneumoniae: son bacilos Gram negativos se considera una bacteria
nociva para el ser humano, debido a que el sistema inmunitario es incapaz de
eliminarla y las infecciones ocurren normalmente en entornos sanitarios. Causa
graves enfermedades, incluyendo neumonia, infecciones del torrente sanguineo y
meningitis; se ha demostrado que esta cepa bacteriana ha desarrollado resistencia
a los carbapemas un antibiético de tipo betalactamico, su presencia en alimentos se
ha asociado al manejo de productos alimenticios por personas enfermas.
Enterococcus faecalis; los enterococos han ganado notoriedad en las ultimas
décadas como causas frecuentes de infecciones del torrente sanguineo, del tracto
urinario y de heridas quirargicas, resistentes a los antibioticos, adquiridas en el
hospital; y por su capacidad para transferir resistencias a antibioticos a otros
microbios (McBride et al., 2007, Diaz-Pérez et al.,2010). El tratamiento de las
infecciones por E. faecalis a menudo se ve confundido por la resistencia a los
antibiéticos como cloranfenicol, clindamicina, eritromicina, tetraciclina,

aminoglucosidos, vancomicina entre otros (Sheppard et al., 2002).

Vibrio chlorae; el colera es una infeccion intestinal aguda causada por la ingestion
de alimentos o agua contaminados por la bacteria. Tiene un periodo de incubacién
corto, entre menos de un dia y cinco dias, y la bacteria produce una enterotoxina
gue causa una diarrea copiosa, indolora y acuosa que puede conducir con rapidez
a una deshidratacion grave y a la muerte si no se trata prontamente. La mayor parte
de los pacientes sufren también vomitos. La mayoria de las personas infectadas por
V. chlorae no presentan sintomas, aunque la bacteria esté presente en sus heces
durante los 1 a 10 dias siguientes a la infeccion, con el consiguiente riesgo de

infeccidn de otras personas. En el 80% de las personas que presentan sintomas



estos son de leves a moderados; un 20% padece diarrea acuosa aguda con
deshidratacion grave. Si no se da tratamiento, esta puede ocasionar la muerte. El
célera representa alun una amenaza mundial y es un indicador fundamental del
grado de desarrollo social, casi todos los paises en desarrollo tienen que hacer
frente a brotes de célera (Farfan et al., 2002).

Salmonella typhimurium, es un patdgeno universal que causa gastroenteritis en
humanos, 21,5 millones de personas por afio se ven afectadas en los paises en
desarrollo. La vesicula biliar, el higado, los intestinos y el bazo suelen verse
afectados (Fabrega et al., 2015). Las infecciones por Salmonella no tifoidea han
aumentado durante las ultimas 3-4 décadas y, aunque se ha informado de una
disminucién durante la ultima década, las infecciones por este patdégeno contintan
siendo un problema de salud publica importante en muchos paises. Estas
salmonelas son zoondticas y las infecciones generalmente se transmiten por los
alimentos. Aunque existe un gran numero de serotipos de Salmonella, el aumento
general del nimero de infecciones se debe a relativamente pocos serotipos y tipos
de fagos emergentes, asi como a los cambios en la sociedad humana; métodos
modernos de agricultura intensificada y produccion de alimentos y el comercio
global. Salmonella typhimurium es resistente a multiples farmacos como ampicilina,
cloranfenicol, tetraciclina causa infecciones de leves a graves, incluidas infecciones

potencialmente mortales.

2.6 GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS VEGETALES

A pesar de que los extractos vegetales representan una alternativa natural, existen
algunos inconvenientes en cuanto a su uso, los extractos de las plantas superiores
constituyen mezclas complejas de alcaloides, triterpenos, cumarinas, lactonas,
glicésidos cardioactivos y cianogénicos, saponinas, entre otros que pueden tener
propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Nunes et al., 2012).

Para evaluar la seguridad en su uso y/o consumo se realizan estudios de
genotoxicidad y citotoxicidad. La genotoxicidad puede denominarse el posible dafio

genético ademas de efectos biol6gicos adversos (Holmberg et al., 2001). El dafio



genético se precisa en términos de lesiones estructurales que ocurren en el ADN
(Valencia et al., 2014) entre los principales se encuentran

1) Mutagenesis: se refiere a cambios puntuales en los genes, los cuales ocurren
en la secuencia de bases del ADN dentro de un gen.

2) Clastogénesis: se refiere a cambios en la estructura cromosémica, que resulta
en la ganancia, pérdida o arreglos de los cromosomas.

3) Aneuploidiae: refiere a la ganancia o pérdida de cromosomas intactos

Por otro lado, la citotoxicidad se define como una alteracion de las funciones
celulares basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado y es uno de los
indicadores mas importantes para la evaluacion biolégica en estudios in vitro. Para
determinar la muerte celular causada por estos dafos, es necesario ensayos fiables
y reproducibles a corto plazo de citotoxicidad y viabilidad celular. Los ensayos de
citotoxicidad y viabilidad celular se basan en diversas funciones celulares. Un amplio
espectro de ensayos de citotoxicidad se usa actualmente en los campos de
toxicologia y farmacologia (Aslanturk, 2018). Los ensayos de citotoxicidad y/o
viabilidad celular in vitro tienen algunas ventajas, como la velocidad, el costo
reducido y el potencial de automatizacion, y las pruebas que utilizan células
humanas pueden ser mas relevantes que algunas pruebas en animales in vivo. Es
importante saber cuantas células viables quedan y/o cuantas células estan muertas
al final del experimento para asi saber el impacto que ocasiona a lo que se expone
la célula y considerar si hay relacion significativa. La toxicidad es la capacidad de
una sustancia quimica de producir efectos perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar
en contacto con él. Toxico es una sustancia que puede producir algun efecto nocivo

sobre un ser vivo, tanto animal como vegetal (Jiménez 2009).
2.6.1 METODOS PARA EVALUAR GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD
Las pruebas de genotoxicidad permiten detectar compuestos que inducen dafio

genético, directa o indirectamente, y son necesarios antes de que se produzca la

exposicion en el ser humano (Hernandez et al. 2011). La evaluacion genotoxica de



extractos de plantas medicinales debe ser realizadas en primera instancia, mediante
ensayos in vitro como pueden ser; aberraciones cromosémicas, intercambio de
cromatides hermanas; micronudcleos y electroforesis de una célula (Lodish et al.
2005).

Las aberraciones cromosOmicas se caracterizan por cambios en la estructura
cromosOmica o en el numero total de cromosomas; esto pude ocurrir
espontaneamente o como resultado de la exposicién a agentes fisicos o quimicos
(Russel PJ. 2002). Dichas aberraciones se pueden producir a través de mecanismos
clastogénicos y aneugénicos. Los primeros se caracterizan por la induccién de
rupturas cromosomicas durante la division de la estructura celular, mientras que los
segundos comprenden la alteracién de estructuras celulares, tales como el huso
mitotico, lo cual conlleva pérdidas cromosomales lo cual puede inducir micronucleos
(Fenech, 2000).

Los micronucleos (MN) son masas de cromatina que tienen forma de pequefios
nacleos y que aparecen cerca del nucleo principal en las células interfasicas. Los
MN estan envueltos por una membrana nuclear, similar a la del nucleo de la célula
hija, sin embargo, su tamafio es muy pequefio en comparacion a éste (Zalacain
2005). Durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el nicleo
celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas.
Este proceso puede producirse equivocamente debido a errores durante la
replicacion y posterior division del ADN, roturas cromosomicas, efecto de la
radiacion y de sustancias genotodxicas; lo que trae como consecuencia, pérdida
cromosomica y que el reparto del material genético no sea equitativo (Zalacain et
al. 2005). Las roturas cromosOmicas daran lugar a fragmentos cromosomicos
aceéntricos, que al no disponer de centrémeros no seran incluidos en los nucleos
hijos. Los micronucleos pueden resultar de fragmentos acéntricos (agente
aneugénico) o cromosomas totales (agentes clastogénicos); estos pueden
incorporarse o0 no al nucleo principal durante el ciclo celular (Fenech M. 2000). Un
MN de tipo clastogénico se forma después de que el ADN ha sufrido dafio, como
puede ser el rompimiento de doble cadena, que si no es reparado adecuadamente

da como resultado el arreglo asimétrico de cromosomas e intercambio de los

10



mismos. Por otro lado, los MN de tipo aneugénico se forman por deficiencias en la
segregacion cromosoémica durante anafase, usualmente causada por fallas en el
huso mitotico, dafio en el cinetocoro, y alteraciones en la regulacién del ciclo celular
(Mateuca et al. 2006).

Intercambio entre cromatides hermanas (ICH). La ruptura y posterior unién de las
cromatides de un cromosoma en la estructura de su “hermana” es conocida como
Intercambio de Croméatides Hermanas (ICH o SCE, Sister Chromatid Exchange) y
puede darse ya sea entre cromatides hermanas de una tétrada meiética o entre las
de un cromosoma somatico duplicado. En este caso, el corte y union del ADN
produce dos moléculas idénticas, ya que una es copia de la otra y se encuentran
unidas en el mismo punto, el intercambio no entrafia ningun cambio en la disposicion
de los genes, tampoco hay efecto alguno sobre el fenotipo de la progenie, en
realidad se puede decir que demuestra que los mecanismos intracelulares de
reparacion del ADN estan funcionando correctamente; este tipo de corte y union es
solamente identificable por métodos especiales que marquen el ADN durante su
duplicacion (Solari, 2004, Eynard, 2008).

El bioensayo cometa, también conocido como electroforesis alcalina de células
individuales (del inglés: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una prueba que
evallia el dafio del material genético causado por diferentes agentes quimicos y
fisicos (Kassie et al. 2000). La electroforesis de células individuales o ensayo
cometa es una prueba rapida, de bajo costo y con una sensibilidad que supera en
mas de 100 veces a las pruebas citogenéticas y que permite detectar roturas de
simple cadena y sitios labiles a los alcalis. Este ensayo puede ser aplicado a
cualquier célula eucariética y permite el analisis del dafio genético al nivel de células
individuales.

Existen diversos estudios sobre la actividad genotoxica de extractos vegetales,
(Juarez, 2017, Jiménez, 2009; Sponchiado, 2015, Fatma et al., 2018; Leme y Marin-
Morales, 2009; Sommaggio et al., 2018) aunque existen diversos biomodelos para
evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad uno de los més utilizados es Allium sp
(Ghosh et al., 2017; Pérez et al., 2017).
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En los ultimos afios, el uso de plantas para el biomonitoreo de agentes genotoxicos
en el ambiente ha tenido un fuerte incremento, ya que éstas son buenos indicadores
de efectos citogenéticos y mutagénicos de diversos contaminantes ambientales, Las
plantas juegan un papel importante como bioindicadores y son las que al modificar
su estructura o funcion, pueden presentar sensibilidad a los cambios ambientales y
reaccionar ante ellos como estimulos, las plantas superiores son ampliamente
utilizadas por ser organismos eucarioticos, y por lo tanto mas comparables a la
mayoria de las especies de la flora y la fauna superiores (Gopalan,2012, Petriccione
et al. 2013). La especie Allium posee caracteristicas cromosomales que favorecen
la evaluacidon de aberraciones cromosémicas, es un metodo eficaz, rapido, de bajo
costo, con resultados extrapolables debido a que loscromosomas de animales y
plantas tienen estructuras similares. De acuerdo con diversos autores Bagatini et al.
(2007) Lubini et al., (2008) Trapp et al., (2020) la prueba con Allium spp. es un
biomodelo adecuado para identificar efectos citotoxicos y genotoxicos de diversas

plantas
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CAPITULO Il




3. METODOLOGIA

Se presenta la estructura de la tesis en un diagrama de flujo que explica las fases

en las cuales se realizd el estudio, en la primera fase se realiz6 el estudio

etnobotanico. En la segunda fase las pruebas antimicrobianas in vitro e in vivo, y la

evaluacion de

los metabolitos del

extracto vegetal

con mayor actividad

antimicrobiana, en la tercera fase estudios genotdxicos y citotéxicos, finalmente se

realiz6 un ensayo experimental evaluando el extracto vegetal con cepas del

laboratorio de Microbiologia de los Alimentos y del medio ambiente de la

Universidad de Jaén, Espafia (figura 5)

Fase |

Estudio de Campo en
Comunidades Indigenas de la
Sierra Negra

Seleccidn y colecta de plantas.

Identificacion de especies
HERBARIO-BUAP

Generacion de extractos
vegetales

Maceracion de hojas de cada
planta de estudio.

Extractos etanélicos

Determinacion de grupos
funcionales de los extractos
etanolicos mediante pruebas
Fitoquimicas, Cromatografia

TLC, Espectroscopia Infrarrojo
(IFTR) y Resonancia Magnética
Nuclear (RMN).

V

FASE 11

Evaluacion de la Actividad
antimicrobiana de los extractos
etanolicos.

Seleccion de cepas E coli, K.
pneumonie, S. Aureus, E,
faecalis, S. typhimurium, V.
chlorae

Pruebas in vitro de los extractos
vegetales.

Evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana; técnica de
difusion en disco Kirby-Bauer

Determinacion de la CMI Y

Tecnica de microplaca de 96
pocillos.

V/

FASE 11

Evaluacion de metabolitos
secundarios del extracto vegetal
Sambucus canadensis.

Cromatografia TLC
Espectrofotometria

Pruebas in vivo

La unidad experimental fue
(Solanum lycopersicum). Se
utilizo la inoculacién por
inmersion para aplicar las
bacterias.

Se realizaron tres tratamientos
para cada bacteria . Los analisis
microbiolégicos de inocuidad se

realizaron bajo la NOM-110-

SSA1-1994

\

FASE 111

Pruebas de genotoxicidad y
citoxicidad
Seleccion del extracto vegetal;

Sambucus canadensis
Biomodelo Allium sativum

Determinacion de citoxicidad;
Inhibicién del crecimiento de
las raices respecto a la longitud
de las raices del control.
Determinacion de Indice
mitético (2000 células).
Determinacion de
Anormalidades celulares (AN)

Determinacion de la capacidad
de formacion y disgregacion de
biofilm de las bacterias de la
coleccion de laboratorio de
Microbiologia de Jaen.

Figura 5. Diagrama de flujo del disefio metodolégico de cada fase experimental.
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3.1 FASE |

3.1.2 ESTUDIO ETNOBOTANICO Y SELECCION DE ESPECIES VEGETALES

El estudio se desarroll6 en la region de la Sierra Negra de Puebla, en el municipio

de San Miguel Eloxochitlan y comunidades aledafias; Atexacapa, Mirador,

Macuilcoutitla, Zacacoapan, Tepepa, Macuiltepec (figura 6). EI municipio se ubica
en las coordenadas 18°3032'N y 96°5522'0 a 90 kilébmetros del valle de Tehuacan,

colinda al norte con el estado de Veracruz, al sur con el municipio de Zoquitlan, al

este con el municipio de Porfirio Diaz y al oeste con el municipio de Ajalpan. Tiene

una extension de 190 km2. Su indice de marginacion es de 2.26, lo cual lo ubica en

el segundo municipio con mayor marginacion del estado (CONAPO, 2010). Se

estima que mas de 9000 habitantes hablan una lengua indigena y que 44% de la

poblacion es indigena (SEDESOL, 2012). El clima es templado hiumedo con lluvias

todo el afio, presenta una vegetacion de bosques mesdfilos de montafia, y pinos y

en lo que es el declive hacia la planicie costera la vegetacion es selva alta

perennifolia
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Figura 6. Mapa de localizacion de la comunidad de San Miguel Eloxochitlan y

comunidades aledafias.
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Los criterios de seleccion en cuanto a las localidades fueron homogeneidad en
caracteristicas ecoldgicas y socioculturales. Se trabajo con hombres y mujeres
adultos y algunos jévenes debido a que ellos son los que poseen mayor
conocimiento en el uso de plantas. El tipo de investigacidn que se realizd en esta
etapa fue de tipo cualitativa y cuantitativa en el cual se encuesto a un total de 635
personas empleando un cuestionario con validacion de alfa de cronbach de 0.8 en
el que se incluye una parte demogréfica y en una segunda parte se considera
informacion herbolaria. En la segunda parte se incluy6 informacion sobre el material
herbolario: plantas utilizadas, la forma de obtencion, forma bioldgica, parte de la
planta utilizada, enfermedades para las cuales las utilizan y forma de preparacion.
Asimismo, con los datos recopilados se obtuvieron los indices de valor de uso (VUis)
y frecuencia de uso (Fuso), de acuerdo con Toscano (2006) el indice de valor de
uso significa la importancia que posee una especie dada segun el grado de uso de

la misma y comparada con otras especies.

frecuencia de la especie

VUis = Valor max de la especie mas utilizada

VUis = es el indice de valor de uso de la especie is. Este indice varia entre 0 y 1, siendo 1 la especie
con mayor valor de uso.
Frecuencia de uso. Se refiere a las veces en que una especie es utilizada por un usuario (Bravo et al.,
2017):
Nep

Fuso=———
Nee x 100

Fuso = frecuencia de uso de la planta medicinal.

N° p = ndmero de veces en la cual se menciond laespecie.

NCe = nimero total de entrevistas realizadas
Con la informacién obtenida se realizé un listado de plantas utilizadas y éstas fueron
identificadas por comparacion visual con datos de herbarios, manuales, diccionarios
botanicos y articulos cientificos. Las plantas seleccionadas para este estudio fueron
colectadas e identificadas en el jardin botanico de la BUAP. Asimismo, se realizé
una busqueda bibliografica exhaustiva en los buscadores SciFinder y PubMed para
investigar estudios realizados sobre actividad antimicrobiana y genotoxica de las

plantas de estudio.
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3.2 FASE I

3.2.1 ELABORACION DE EXTRACTOS VEGETALES
En la fase Il del presente proyecto se seleccionaron y colectaron las plantas

seleccionadas: Sambucus canadensis, Salvia microphylla, Ricinus communis y
Bidens alba, de estas plantas se colectaron entre 1000 y 500 g de hojas de cada
especie vegetal. Las hojas fueron secadas a la sombra y posteriormente el material
vegetal se colocé en un matraz Erlenmeyer con 4L de etanol al 96% y se dejaron
reposar durante tres dias, transcurrido ese tiempo se filtraron con papel filtro del no.
4 y posteriormente se procedié a depositar el material vegetal nuevamente en el
solvente y se realizé6 nuevamente el filtrado, este proceso se realiz6 para cada
planta, una vez realizado el doble filtrado se procedio a realizar la evaporacion los
extractos etanolicos en un rotavapor marca Bichi a presion reducida a 35 + 15 °C
(figura 7 y 8). Los extractos etanolicos fueron evaporados en una campana de vacio
hasta su completa sequedad. Se obtuvo el rendimiento de los extractos vegetales

utilizando la férmula:

Rendimiento: % PEPI x 100
Donde: PE: Peso obtenido después de la extraccion

Pl: Peso inicial del material vegetal a extraer

-

Figura 7. Maceracion de las hojas de los extractos vegetales en el disolvente
etanol.
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Figura 8. Proceso de extraccion con el rotavapor marca Buchi. Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental UPAEP.

3.2.2 CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

3.2.3 PRUEBAS FITOQUIMICAS
Las pruebas fitoquimicas permiten determinar cualitativamente los principales

grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta y orientar la extraccion
y/o el fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés. Consiste en la extraccién de la planta con disolventes apropiados que van
en funcion de la polaridad de los principios activos que se desean extraer y la
aplicacion de reacciones de coloracion. De acuerdo con Sharapin (2000) los
resultados del tamizaje fitoquimico constituyen una adecuada orientacién y deben
ser interpretados en conjunto con otras pruebas cualitativas (Bafiuelos-Valenzuela
et al., 2018). En este sentido, para la identificacién cualitativa de los diferentes
grupos de metabolitos, se realizaron diferentes pruebas con métodos estandar con
ligeras modificaciones (Gamboa et al., 2018; Patil et al., 2014).

En este estudio se utilizé el disolvente diclorometano y etandlico, y de acuerdo con
la literatura respecto al solvente de mayor efecto se procedié a trabajar conextractos
etanolicos. Para reconocer la presencia de cumarinas se utilizo la pruebade Baljet,
para triterpenos y esteroides la prueba de Liebermann-Burchard, para saponinas la
prueba de la espuma y Rosenthaler, los taninos fueron evaluados conla prueba de
gelatina y Cloruro férrico, Glucosidos cianogénicos con la prueba de
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Grignard, los flavonoides con las pruebas de Shinoda, Pew’s, NAOH, alcaloides con
Dragendorff, Mayer y Wagner, cada prueba se realizo por triplicado (figura 9).Los
resultados de cada prueba fueron evaluados de acuerdo a la intensidad; nula (-

) baja (+) mediana (++) alta (+++). A continuacion, se detalla la metodologia

utilizada, asi como los reactivos necesarios para realizar cada prueba:

o — \ni!’

n-—x e i =R

Figura 9. Pruebas fitoquimicas de cada extracto vegetal.

Alcaloides: el extracto etandlico se disolvio en HCI diluido, se agito y filtré hasta que
el filtrado era completamente transparente. El filtrado se ensayo con los reactivos
para alcaloides: Mayer, Dragendorff y Wagner. El reactivo de Mayer se prepar6 con
1.36 g de cloruro mercurico (HgCl2) en 60 ml de agua y 5 g de yoduro de potasio
(K1) en 10 ml de agua, se juntan las dos soluciones y se aforan a 100 ml con agua.
El Reactivo de Dragendorff se prepar6 con 8.0 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 ml de &cido nitrico (densidad 1.18 g/ml, o sea, al 30 %) y 27.2
g de Kl en 50 ml de agua. Se mezclan las dos soluciones y se dejan reposar 24
horas. Se decanta la solucién y se afora con agua a 100 ml. Finalmente para el
reactivo de Reactivo de Wagner se disolvieron 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g
de Kl en 20 ml de agua y la solucion se aforo con agua destilada a 100 ml. Se
consideraron positivas las pruebas en las que aparecié un precipitado.

Saponinas: para la prueba de la espuma en un tubo de ensaye se mezcl6 una

porcion de la muestra con agua caliente y se agitdo vigorosamente por algunos

19



minutos. La formacion de espuma estable con apariencia de panal por unos minutos
se considera positiva. La prueba de Rosenthaler, para esta prueba se afiadié una
gota del reactivo de Rosenthaler para lo cual se diluye 1 g de vainillina en 100 ml
de etanol, a este reactivo se le afiade una gota de acido sulfurico concentrado. Las
saponinas de triterpenos pentaciclicos dan color violeta. Para la prueba de
Triterpenos; se disolvié una porcion de la muestra en 1 ml de cloroformo, se agrego
1 ml de anhidrido acético resbalando por las paredes del tubo y se dejo reposar en
frio. La aparicion de colores rojo, rosa, verde, parpura o azul en la interfase, al afiadir
1 0 2 gotas de acido sulftrico concentrado, se considera positiva.

Taninos: se disolvio en cloroformo una porcion de la muestra, se filtré y se tomaron
alicuotas de 1 ml para las pruebas con cloruro férrico y con reactivo de gelatina. En
ambos casos se considera positiva la aparicion de un precipitado. Los taninos
hidrolizables y condensados se diferencian segun el color o precipitacion con sales
férricas; los hidrolizables dan coloracion y precipitados azul-negruzcos y los
condensados dan precipitados pardo-verdosos.

Para flavonoides se utilizé la prueba de Shinoda, a un tubo con el extracto diluido
se le agregaron un trocito de viruta de magnesio amalgamado y unas gotas de HCI
concentrado. La aparicion de colores del rojo profundo al magenta indica la
presencia de una flavonona o dihidroflavonol. Las dihidrochalconas y otros
flavonoides no reaccionan. También se realiz6 la prueba de Pew’s. para lo cual a
un tubo se le agrego el extracto diluido se le agregaron polvo de zinc y unas gotas
de HCI 5N. Sdlo los dihidroflavonoides reaccionan para dar colores que van del rojo
puarpura al rojo cereza. Flavononas, dihidrochalconas y otros flavonoides dan
coloracion rosa o café. Ademas, se realiz6 la prueba de hidréxido de sodio, en un
tubo al extracto diluido se le agregaron unas gotas de NaOH diluido. La aparicién
de colores amarillo o naranja se considera indicativa de la presencia de flavonoides.
Para glucosidos cianogénicos; se coloco una tira de papel impregnado con reactivo
de Grignard en la boca de un tubo que contenia una pequefia cantidad del extracto
cloroférmico con unas gotas de cloroformo. Se calent6 entre 30 y 35° C y se observo
la coloracién que aparecié en el papel. Un color rojo o rosa se considera positivo.

La prueba de Grignard fue realizada con 1 g de carbonato de sodio con 100 mg de
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acido picrico y se aforo a 100 ml con agua. El ensayo de Baljet: permite reconocer
en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en
particular Cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar positivo al
ensayo. Para realizar el reactivo se preparan dos soluciones que, al mezclarse,
constituyen el reactivo. Para la solucion A, 1 g de acido picrico se afora a 100 ml
con etanol; para la solucion B, 10 g de hidréxido de sodio se aforan a 100 ml con
agua dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar la cual, si no se
encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en bafo de agua y disolverse en
la menor cantidad. En estas condiciones se adiciona 1 mL del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracién o precipitado rojo
respectivamente

El ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un extracto la presencia
de triterpenos y/o esteroides, si la alicuota del extracto no se encuentra en
cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de aguay el residuo disolverse en
1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la
pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de &cido sulfarico
concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de
coloracién: rosado-azul muy rapido, verde intenso-visible, aunque rapido, verde

oscuro-negro-final de la reaccion (figura 10).

Figura 10. Formacion de espuma en la prueba de Saponinas de uno de los extractos

vegetales evaluados.
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3.2.4 CROMATOGRAFIA
En este trabajo se utilizé cromatografia para analizar los extractos vegetales, este

método permite separar los componentes individuales puros de una mezcla para
determinar la proporcién de estos componentes. En la cromatografia las moléculas
se distribuyen entre dos fases distintas. Las separaciones se obtienen al introducir
compuestos organicos en una fase estacionaria y dejando luego que una fase movil
fluya a través de la mezcla. Los componentes unidos con menos fuerza a la fase
estacionaria y mas soluble en la fase mévil recorren una distancia mayor que los
deméas componentes (Bruneton, 2011). Hay distintos tipos de cromatografia; en
papel, de capa fina, de columna, Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) y la GC
(Cromatografia Gaseosa). En este estudio se utilizé la cromatografia en papel y de

capa fina.

3.2.4.1 CROMATOGRAFIA EN PAPEL
La fase estacionaria esta formada por una tira de papel de filtro. La muestra para

analizar se coloca en forma de gota sobre un extremo del papel. Luego se sumerge
la tira de papel en un recipiente donde se encuentra la fase movil, teniendo en
cuenta que el extremo donde esta colocada la muestra quede en la parte de abajo
del papel. La fase mévil asciende por capilaridad arrastrando consigo la muestra y
separando cada componente segun su afinidad por la fase estacionaria. Este tipo
de cromatografia se emplea principalmente cuando cada componente de la muestra
tiene un color diferente, entonces se puede ver el despliegue de colores sobre el

papel para identificarlos, ademas se revela con luz UV (figura 11y 12).

Camara
_~~ cromatografica Fase
Placa eslacionana |
]

Cromatogrifica
9 Frents del

Solvente

Componente A -
Compenente 8 1‘ /

Origen s f
Mussta Placa do

Viro

Solvente (Fase movil) Placa Cromatogrifica
Figura 11. Técnica de cromatografia en papel, tomado de Anderson y Martinez;

experimentos de Quimica Organica, 2013.
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Figura 12. Resultados de la prueba en cromatografia en papel, se muestran los

revelados en luz UV larga y corta y en yodo.

3.2.4.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

En esta técnica la fase estacionaria se construye depositando una resina polar (casi
siempre silica gel), sobre una placa de vidrio o aluminio. Se coloca cierta cantidad
de la muestra a 1cm del borde inferior de la placa. Luego se sumerge esta placa,
teniendo en cuenta que el extremo que contiene la muestra debe quedar hacia
abajo, en un recipiente que contiene la fase maovil. La fase movil es liquida y la fase
estacionaria consiste en un sélido. La fase estacionaria sera un componente polar
y el eluyente ser& por lo general menos polar que la fase estacionaria, de forma que
los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares
Los requisitos esenciales son: un adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que
mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de adsorbente,

y una camara en la que se desarrollen las placas cubiertas. (Garciay Garcia, 2013).

En este estudio se sigui6 el método de Wagrnar y Bladt (2001) con ligeras
modificaciones, se emplearon cromatoplacas Merck de silica gel HF254 de 0,3 mm
de espesor; como fase movil hexano-acetato de etilo (AcOEt) (5:1), las placas
fueron observadas bajo luz UV Lamp, P/N 95-0279-0, a las longitudes de onda de
254 y 365 nm para observar el numero de compuestos fluorescentes.
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Posteriormente, se utilizé un agente revelador a base de molibdato pentahidratado,

para los compuestos que no absorben la luz ultravioleta (Figura 13).

Figura 13. Proceso de Cromatografia en capa fina TLC, a) muestra del extracto en

placa dentro de la cuba cromatografica, b) proceso de separacion de componentes,

3.3.1 CARACTERIZACION QUIMICA POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Para reconocer los grupos funcionales se utilizo espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
en un espectrofotometro de infrarrojo marca Bruker en el rango 4000-600 cm-1. Los
analisis se realizaron en el departamento de CESAT, Upaep. La espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier permite evaluar los cambios vibracionales de
grupos funcionales (Dominguez-Perez et al., 2019). Es una herramienta util para el
andlisis cualitativo y cuantitativo de muestras complejas, sin la necesidad de etapas
previas de separacion, proporcionando un mapeo de la composicion quimica y
estructural de los mismos (Fareez, 2015; Gallignani et al., 2008) (figura 14).
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Figura 14. Analisis de las muestras en el espectrofotdmetro en laboratorio de
CESAT, UPAEP.

3.4.1 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS
Las pruebas de susceptibilidad bacteriana son de gran importancia debido que

proveen la informacion necesaria para conocer la actividad biolégica de las especies
vegetales utilizadas en este estudio. La actividad antibacteriana de los extractos
vegetales ha revelado el potencial de las plantas superiores frente a distintos

patdgenos (Chiavari-Frederico et al., 2020).

3.4.2 MICROORGANISMOS
Se seleccionaron 7 cepas de importancia significativa en los alimentos; S. aureus

(ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 19433), K. pneumoniae (ATCC 13883) E. coli
(ATCC 25922) obtenidas del cepario del Departamento de Biotecnologia de la
Universidad Popular Autonoma del Estado de Pueblay 2 cepas Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 19430, Vibrio Chlorae ATCC 17802 las cuales fueron
donadas del laboratorio de Salud de Puebla (Tabla 2).
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Tabla 2. Nombre tipo y clasificacién de las bacterias utilizadas en este estudio.

Bacteria ATCC Clasificacion
Klepsiella pneumonie ATCC 13883 Gram negativa
Escherichia coli ATCC 25922 Gram negativa
Staphyloccocus. aureus ATCC 25923 Gram positiva
Enterococus faecalis ATCC 19433 Gram positiva
Salmonella typhimurium ATCC 19430 Gram negativa
Vibrio Chlorae ATCC 17802 Gram negativa

3.4.3 AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS

Para realizar este proceso de aislamiento de la cepa de referencia se tomé una

muestra (figura 15) la cual se ajustd con un nefelémetro a 0.5 escala de Mc Farland

0 su equivalente 10-6 UFC mL-1 con el fin de formar unidades de colonias se

realizaron aislamientos por medio de la técnica de agotamiento por estria cruzada

en placa, empleando asas redondas y esparciendo la bacteria se sembré en cajas

petri con sobre el agar Mueller-Hinton

Figura 15. Bacterias utilizadas en este estudio Gram + y Gram -.
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3.4.4 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD BACTERIANA; METODO DE DIFUSION EN AGAR

Las pruebas de sensibilidad bacteriana se llevan a cabo mediante el antibiograma
gue sirve para medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a uno o varios
antibioticos (Garcia et al, 2000). Se utilizo el método de difusion en agar el cual es
una prueba en la que se enfrenta la bacteria, inoculada sobre la superficie de un
medio con agar, a una solucion antibiética absorbida en discos de papel filtro. En
este estudio la suspension bacteriana se prepard ajustandose el inéculo a la
concentracion correspondiente a 0,5 de la escala de Mc Farland con el Nefelometro
0 su equivalente éptico 10°®* UFC mL* Posteriormente se colocaron sobre una placa
de agar sélido Mueller Hinton 100 pyL de la suspension bacteriana (Britania,
Argentina) utilizando hisopos de algoddn estériles. Se utilizaron discos de papel filtro
(6 mm de diametro, Whatman # 1). impregnados con 40 uL cada extracto vegetal,
como control negativo se utilizaron 40 pL de dimetil sulféxido (DMSO) y como control
positivo se utilizaron discos de gentamicina comerciales (10 pg, Britania, Argentina).
Las placas se incubaron en estufa a 37° C por 24 h, transcurrido este tiempo se
determiné el diametro de la zona de inhibicién (mm). Considerando como inhibicién
del crecimiento los halos mayores a 6 mm correspondientes al diametro estandar
de los sensidiscos utilizados. Las observaciones se realizaron por duplicado. Las

placas se incubaron en estufa a 37° C por 24 h (figura 16).
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Figura 16. Prueba de sensibilidad bacteriana método de difusion en disco.

3.4.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Los métodos de diluciéon son los mas utilizados para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI). La menor concentracion de antibiético (ug/ml) que inhibe
el desarrollo de la bacteria se conoce como la concentracion minima inhibitoria
(Gamazo, 2005, p. 127). En este estudio después de realizar la evaluacion de la
sensibilidad bacteriana, se evalué la CMI en una microplaca de 96 pocillos se
depositd una alicuota de 150 yL de medio de cultivo, mas 20uL de cada cepa
ajustado a 0.5 escala de Mc Farland o su equivalente 10 UFC mL* mas 30puL de
cada extracto etandlico se hicieron diluciones seriadas en rangos de concentracion
de 125 a 1000 pg/ml, todas las microplacas se incubaron 24 h a 37°C. se midio la
absorbancia con un lector de microplacas ELISA a 570 nm. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado. Los valores de CMI corresponden a la concentracion
donde la D.O. era igual al del in6culo inicial después de incubacién por 24 horas
bajo condiciones estandarizadas (Yoon et al., 2014) (Figura 17). Posteriormente se

determind la concentracion minima bactericida (CMB), para matar el 99% del
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indculo inicial después de incubacién por 24 horas bajo condiciones estandarizadas.
Se utilizaron cajas Petri en agar nutritivo utilizando diferentes concentraciones 125,
250 y 500 pL/mL incubando por 24 horas a 37°C. El crecimiento se determind
cualitativamente como (-) Negativo, (+) Poco, (++) Medio y (+ + +) abundante.

Densidad 6ptica (DO).

3.5 PRUEBAS IN VIVO
La unidad experimental fueron tomates (Solanum lycopersicum) una de las

hortalizas con mayores problemas de inocuidad por la presencia de
microorganismos patégenos (Ocafia et al., 2015). Las muestras fueron colectadas

de dos supermercados locales del Estado de Puebla.

Las bacterias de estudio se incubaron en medio nutritivo (Bioxon de México) 24 h a
37°C hasta alcanzar una D.O de 0.5 Mc Farland. Para este estudio se utilizaron las
concentraciones a las cuales se encontré mayor efecto antimicrobiano 500 y 1000
pg/ml de acuerdo a las pruebas en microplaca.

Se utilizo la inoculacién por inmersién por ser la mas apropiada para el proceso de
inoculacién (Beuchat et al.,2003; Tornuk et al., 2011) mediante este método a los
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tomates se les aplicaron las diferentes bacterias patégenas. Posteriormente, se les
aplicaron los extractos mediante el método de aspersion (5 ml), después de 24 h,
nuevamente se aplicaron los extractos por el mismo método (Luna-Guevara et al.,
2015; Lopez et al.,, 2006). Se realizaron tres tratamientos para cada bacteria
patdgena (6) y cada extracto (4); T1 (tomate + bacteria); T2 (tomate + extracto +
bacteria); T3 (tomate sin bacteria y sin extracto), con tres repeticiones cada uno
(figura 18).

Figura 18. Pruebas in vivo utilizando el biomodelo Solanum lycopersicum.

3.5.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Los analisis microbioldégicos de inocuidad se realizaron después de 24h del

procedimiento anterior, para la preparacion de las muestras se utilizé el método
microbioldgico, regido por la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994 Bienes
y Servicios. “Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico”. El fruto completo fue homogeneizado en una licuadora marca
(Osterizer). Un mL de este se diluyo en 9 mL de agua peptonada salina esteril (0,1%
peptona + 0,85% NaCl). De la muestra compuesta se 1 mL de esta mezcla y se
diluyé en 9 mL de agua peptonada estéril, asi se realizaron diferentes diluciones
desde 10° hasta 10* y se sembr6 de forma directa en los diferentes medios de cultivo

para cada microorganismo. Posteriormente se realizaron las pruebas de calidad
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para mesobfilas totales y Enterobacterias siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-
092-SSA1-1994). Esta Norma fue establecida por el gobierno mexicano para
establecer politicas que promuevan y regulen la instrumentacién de sistemas de
Reduccion de Riesgos de Contaminacién (SRRC) en las unidades de produccion y
procesamiento primario de origen agricola. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) a través del servicio Nacional
de Sanidad e Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) es el encargado de
los aspectos sanitarios y de inocuidad en la produccién agroalimentaria (SAGARPA,
2016).

Una vez preparadas las diluciones de las muestras la determinacion de bacterias
mesofilas aerobias se realizé conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-092-
SSA1-1994, se emple0 la técnica de vertido en placa. Para ello se tomé una alicuota
de 1000 pl de cada dilucion y se coloco en el centro de una placa Petri estéril,
posteriormente se agregaron de 25 a 30 mL de agar para cuenta estandar
(BIOXON). Fundido y mantenido a 45 °C, se mezclé mediante seis movimientos de
derecha a izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido
contrario y seis de atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta
lograr una completa incorporacion del inéculo en el medio y se dejo solidificar. Se
incubaron las cajas en posicion invertida a 35 + 2 °C durante 48 + 2 h. Transcurrido
el tiempo de incubacién se cuantificaron todas las colonias. Cada muestra se
plaqued por duplicado; ademéas se incluyé una caja sin inéculo como control
negativo. Para la determinacion de coliformes totales una vez realizadas las
diluciones se siguio la Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, se emplearon
las técnicas de siembra por vertido en placa y la de doble capa de agar. Se
transfirieron alicuotas de las diluciones de la muestra a placas de Petri estériles y
posteriormente se agregaron de 15 a 20 mL de agar Bilis Rojo Violeta (BRV-marca
BIOXON), fundido y mantenido a 45 + 1,0 °C se mezclé mediante seis movimientos
de derecha a izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido
contrario y seis de atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta
lograr una completa incorporacion del inéculo en el medio y se dejo solidificar.

Posteriormente se afadieron cuatro mL del medio RVBA a 45 + 1,0 °C en la
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superficie del medio inoculado. Se incubaron las cajas en posicién invertida a 35 +
2 °C durante 24 + 2 h. Cada muestra se plaque6 por duplicado, ademas se incluyo
una caja sin inéculo como control negativo. Después del periodo especificado para
la incubacion, se evalud cuantitativamente el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) (figura 19)

Figura 19. Crecimiento de bacterias en agar Bilis Rojo Violeta (BRV).

3.5.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo la prueba de ANOVA para comparar los efectos de las concentraciones
de cada bacteria por extracto, y la prueba pos hoc de Tukey, para conocer
diferencias entre los tratamientos. Para conocer los efectos e interacciones entre
los tratamientos se utiliz6 un ANOVA factorial de 3 niveles con 4 factores; extracto,
bacteria, concentracion, teniendo como variable de respuesta la D.O. Para las
pruebas in vivo se utilizaron los datos de los microorganismos analizados (Mesobfilos
Aerobios, Coliformes) se reportaron en UFC/mL, y se compararon con los Limites
Méximos Permisibles (LMP) establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-093-
SSA1-1994. Esta NOM indica que para Mesofilos Aerobios el LMP debe ser
<150000 UFC/mL. Para Coliformes Fecales, la muestra no debe exceder de 100
UFC/mL se utilizé la prueba de ANOVA de un factor, evaluando el crecimiento
UFC/ml para cada extracto, y la prueba pos hoc de Dunnet para conocer diferencias

entre tratamientos y control, para considerar diferencias estadisticamente

32



significativas se utilizé un valor de p < 0,05 los analisis se realizaron con el programa

estadistico Minitab (licencia para UPAEP).

3.6 PURIFICACION DE LOS METABOLITOS DEL EXTRACTO SAMBUCUS CANADENSIS

De acuerdo con los datos obtenido sobre actividad antimicrobiana se selecciono el
extracto con mayor actividad antimicrobiana y se evaluo la actividad biolégica de
cada metabolito del extracto vegetal. Se realizaron pruebas cualitativas;
fitoquimicas y cromatografia en capa fina (TLC) siguiendo el método de Wagrnar y
Bladt (2001) y espectroscopia de infrarrojo transformada de Fourier (FTIR) para
reconocer los grupos funcionales en un espectrofotometro de infrarrojo marca
Bruker en el rango 4000-600 cm-1. Los andlisis se realizaron en el departamento de
CESAT, UPAEP.

3.6.1 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS DE LOS METABOLITOS DE SAMBUCUS CANADENSIS

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada metabolito se utiliz6 el método de
difusion en disco siguiendo la técnica descrita por Bauer (Método de Kirby-Bauer).
Este método de difusion en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente
recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de (NCCLS, 2001).
Posterior a esta prueba se determinaron los metabolitos con mayor actividad y se
utilizo la técnica microdilucién en una microplaca de 96 pozos, todas las microplacas
se incubaron 24 h a 37°C, al finalizar este periodo de tiempo se midio la absorbancia

con un lector de microplacas ELISA a 570 nm.
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3.7 FASE llI
3.7.1 PRUEBAS DE GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD EN EL BIOENSAYO ALLIUM SATIVUM

La planta seleccionada para evaluar la genotoxicidad fue Sambucus canadensis (L.)
Bolli ID: 83771. Con el extracto etandlico realizado en las etapas anteriores se
procedio a realizar las diferentes concentraciones 125, 250, 500, 1000 y 1500 mg/L.
Las células meristematicas de las raices de A. sativum se utilizaron para evaluar las
anormalidades nucleares (AN) y el indice mit6tico (IM) en las concentraciones
mencionadas anteriormente se utiliz6 como control el agua. En cada concentracion
se realizaron 5 repeticiones, con bulbos de tamafio uniforme (3 cm de diametro), los
bulbos del control permanecieron en agua. Los otros bulbos se transfirieron a las

concentraciones durante 120 horas (figura 20).

Figura 20. Exposicion de las raices de Allium sativum al extracto vegetal de
Sambucus canadensis.

Las longitudes de las raices y tallo se midieron y se examinaron diariamente para
detectar anomalias morfoldgicas visibles; cambios en la consistencia y el color de
la raiz, asi como presencia de ganchos o torsiones en las raices como indice de
toxicidad general (Celik y Aslanturk, 2010) (figura 21).
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Figura 21. Crecimiento de las raices de A. sativum expuestas al extracto vegetal
Sambucus canadensis

Finalizado el tiempo de exposicion de las raices al extracto vegetal se cort6 la zona
meristemética de las raices de los ajos (2 mm) y se colocaron en un portaobjetos,
se hidrolizaron en HCI 1N por 10 minutos (figura 20) posteriormente se lavaron con
agua destilada, y se realizo la tincidbn con aceto orceina, los portaobjetos se fijaron

con la técnica de aplastamiento sellando los bordes con resina (figura 21).

g % %
4

Figura 22. Exposicion de las raices de los ajos (2 mm) en portaobjetos, se
hidrolizaron en HCI 1N por 10 minutos.
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Figura 23. Tincion de las raices en cada concentracion con aceto orceina.

Las muestras se analizaron con un microscopio 6ptico de fluorescencia Leica
DM1000 LED con una camara digital Jenoptik ProGres C10. Se contaron e
identificaron 2000 células meristematicas para cada tratamiento (figura 24).

En las etapas de mitosis (interfase, profase, metafase, anafase y telofase) se
contabilizaron las alteraciones celulares: rotura cromosémica, puentes
cromosomicos, cromosomas rezagados, vagabundos, entre otros, con los valores
obtenidos se calcularon los indices mitoticos (IM) y el porcentaje de anormalidades

nucleares (AN) con las siguientes formulas:

IM = NUmero de células en mitosis + Total de células x 100

AN = Numero de células con cromosomas anormales =+ Total de células X 100
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Figura 24. Observacion de raices con un microscopio optico de fluorescencia Leica
DM1000 LED con una camara digital Jenoptik ProGres C10.

4.1.2 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de numero de raices y la longitud de raices y tallo se evaluaron
mediante el andlisis de varianza de una via (ANOVA). El indice mitético fue obtenido
al sumar el numero de células en divisién en cada fase; profase, metafase, anafase
y telofase y fue analizado mediante un analisis de varianza (ANOVA), las diferencias
encontradas se evaluaron con la prueba pos hoc de Dunnet. Las anormalidades
nucleares: rotura cromosémica, puentes cromosomicos, cromosomas rezagados,
vagabundos se evaluaron con la prueba de Chi cuadrada (X?). Las diferencias
estadisticamente significativas se consideraron con valor de p < 0.05. Todos los

analisis se realizaron con el programa estadistico Minitab 8.1
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CAPITULO IV




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FASE |

En la primera fase del estudio se realizaron 635 entrevistas, lo que representa 10%
de la poblacion total reportada en cada localidad de acuerdo con los datos del
INEGI, 2010. De los entrevistados 79.5% fueron mujeres, con un promedio de edad
de 49.5 afos, con un minimo de 18 y maximo de 82 afios, el intervalo de edad mas
frecuente (22.6%) fue de 41-50 afios. 20.5% de los encuestados fueron hombres, la
edad promedio fue de 58,4 afos, con un minimo de 21 y maximo de 80, el intervalo
de edad mas frecuente (27.7%) de los encuestados fue de 60-70 afios (figura 25).
Asimismo, 70% de los informantes mencionaron haber aprendido el usode las
plantas medicinales de sus padres o abuelos.

Se registraron un total de 43 plantas medicinales agrupadas en 21 familias, entre
las que sobresalen: Asteraceae, Lamiaceae y Rutaceae. La familia Asteraceae
estuvo representada por 8 especies que corresponden a plantas conocidas
localmente como manzanilla (Matricaria recutita L), hierba maestra (Artemisia
absithium), escobilla (Haplopappus venetus), estafiate (Artemisia sp), arnica (Arnica
montana L), cempazuchitl (Tagetes erecta), santa maria (Tanacetum parthenium) y
asomiate (Senecio salignus). La familia Lamiaceae por 4 especies; hierba buena
(Mentha piperita), romero (Rosmarinus officinalis), mirto (Salvia microphylla) y
orégano (Origanum vulgare). La familia Rutaceae estuvo representada por 4
especies; ruda (Ruta graveolens) naranja; (Citrus x sinensis) limén (Citrus x limén)
y lima (Citrus x aurantifolia). Las familias restantes estan representadas por dos o
una sola especie (Tabla 1). Las plantas utilizadas con mayor frecuencia fueron:
manzanilla (Matricaria recutita L) hierba buena (Mentha x piperita) ruda (Ruta
graveolens) hierba maestra (Artemisia Absithium L) epazote (Dysphania
ambrosioides) y sabila (Aloe barbadensis). De acuerdo con las entrevistas, a estas
especies se les atribuyen propiedades curativas para el tratamiento de diversas
afecciones y enfermedades del sistema, asi como analgésico, desinflamante y
dolor. Los padecimientos para los que se utiliza el mayor nUmero de especies son

para enfermedades del sistema digestivo como dolor de estbmago, desparasitante,
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diarrea, colicos (Tabla 3). La frecuencia de uso mas alta correspondié a lamanzanilla
(Matricaria recutita) seguida de las especies Mentha x piperita y Ruta graveolens,
con valores de 11.6, 10.7 y 8.9 respectivamente. En cuanto al valor deuso de las
especies medicinales, la manzanillay la hierba buena tuvieron los indicesmas altos y
los mas bajos lo compartieron 4 especies con valor de uso de 0.01. Asimismo, del
total de especies reportadas el 27.9% son endémicas. Respecto a laforma de
obtencion; 38% son conseguidas de forma silvestre 30.3% la compran 'y 31.7% la
siembran. Los tipos biolégicos de las especies que componen la herbolariamedicinal,
58.1% fueron herbaceas, 20.9%, arbdreas y arbustivas. Referente a la ubicacién de
las especies curativas, 65% de ellas se encuentran en huertosfamiliares, seguido
de los acahuales 19% (zona de transicion entre la selva y los terrenos agricolas
donde la vegetacién surge de manera espontanea) y potreros 16%. Las partes mas
utilizadas de las plantas son las hojas (55%) las flores (25%),frutos (12%) cortezay
tallo (8%). Las comunidades que mostraron mayor conocimiento basandonos en la
frecuencia del uso de plantas fue San Miguel Eloxochitlan (41.5%) seguido de
Zacacoapa (19.5%) Mirador (13.2%) Macuiltepec (10%) Macuicoutitla (5.8%) y
Atexacapa (3.8%). En cuanto a la forma de preparacion utilizan la técnica de
maceracion (30.2%), cocimiento (28.3%), infusion(26%) y tintura (15.5%) (figura 26)
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Figura 25. Intervalo de edad de mujeres y hombres entrevistados en el

estudio etnobotanico.
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Tabla 3. Familias, nombres cientificos, comunes, parte utilizada y formas bioldgicas de plantas

medicinales utilizadas en la Sierra Negra de Puebla, México.

Parte Formade Frecuencia Valorde
Familia Especie Nombre comin  vegetal vida de Uso Uso

Asteraceae Matricaria recutita L Manzanilla HJ,FL Herbacea 11,65 1.00
Lamiaceae Mentha x piperita Hierba buena HJ Herbacea 10,71 0.92
Rutaceae Ruta graveolens Ruda HJ Herbacea 8,98 0.77
Asteraceae Artemisia absithium | Hierba maestra HJ Herbacea 8,82 0.76

Dysphania .
Amaranthaceae ambrosioides Epazote HJ Herbacea 5,35 0.46
Asteraceae Haplopappus venetus Escobilla HJ, T Herbacea 5,20 045
Xanthorrhoeaceae Aloe barbadensis Sabila HJ Herbacea 5,20 045
Asteraceae Artemisia sp. Estafiate HJ Herbacea 4,88 0.42
N.I Tapon HJ Herbacea 4,88 0.42
Asteraceae Arnica montana L Arnica HJ Arbol 3,31 0.28
N.I Totonikxiuitl HJ,FR  Herbacea 4,57 0.39
Primulaceae Primula vulgaris San pablito HJ Herbacea 3,15 0.27
Lamiaceae Rosmarinus officinalis Romero HJ Herbacea 2,68 0.23
Betulaceae Alnus acuminata Elite HJ Arbusto 1,73 0.15
Lauraceas Cinnamomum verum  Canela Arbusto 1,73 0.15
Pinaceae Pinus ayacahuite Acahuite HJ,C Herbacea 1,73 0.15
Lamiaceae Salvia microphylla Mirto HJ Herbacea 1,42 012

. . Hierba santa .
Rubiaceae Hamelia patens Jacq Cimarron HJ Herbacea 1,26 011
Apiaceae Apium graveolens Apio Arbusto 1,10 0.09
Myrtaceae Psidium guajava Hojas de guayaba HJ Arbol 0,94 0,08
Lo HJ, "

Rosaceae Prunus pérsica Durazno CFR Arbol 0,94 0.08
Lamiaceae Origanum vulgare Orégano HJ Herbacea 0,79 007
Tiliaceas Tilia europea Flor de tila HJ Herbacea 0,79 007
Adoxaceae Sambucug Sauco HJ Herbacea 0,63

canadensis 0,05
Asteraceae Tagetes erecta Cempazuchitl HJ,FL  Arbusto 0,63 0.05
Pinaceae Cedrus sp Cedro HJ,C Arbusto 0,63 0.05
Rutaceae Citrus X sinensis Hojas de naranjo HJ,FR  Arbusto 0,63 0.05
Solanaceae Nicotiana tabacum Tabaco HJ Arbol 0,63 0,05
Amaryllidaceae Allium sativum Ajo Bulbo Arbol 0,47 0,04
Asparagaceae Yucca sp Izote Arbusto 0,47 0.04

Tanacetum .
Asteraceae parthenium Santa Maria HJ Arbusto 0,47 0,04
Cactaceae Opuntia sp Nopal Arbol 0,47 0,04
Euphorbiaceae Ricinus communis Higuerilla HJ,FR  Herbacea 0,47 0.04
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Rutaceae

Asteraceae
Asteraceae
Fabaceae

Myrtaceae
Rutaceae
Solanaceae

Apiaceae

Asparagaceae
N.I
Rosaceae

Citrus x limén

Senecio salignus
Bidens alba

Erythrina americana
Eucalyptus

Citrus x aurantiifolia

Solanum
lycopersicum

Cuminum cyminum
Sansevieria trifasciata

Prunus salicifolia

Limén FR Herbacea

Azomiate HJ Herbacea
Amomotzo HJ Herbacea
Equimite HJ Arbol
Eucalipto HJ Herbacea
Flor de lima HJ,FL Herbacea
Jitomate Arbusto
Comino Herbacea
Lengua de vaca HJ Herbacea
Ospaxul HJ Arbol
Hoja de capulin HJ,FR  Arbol

0,47

0,31
0,31
0,31
0,31
0,31

0,16
0,16
0,16
0,16

0,04

0,03
0,03

0,03
0,03

0,03

0,01
0,01
0,01
0,01

Partes vegetales: HJ: hojas, FL; flor, FR: fruto, C; corteza. T: tallo.
*N.I: especie no identificada.

Tabla 4. Resultados de la frecuencia de uso de plantas medicinales por enfermedades
en la Sierra Negra de Puebla.

Aparatos o
sistemas

Enfermedades

Especies utilizadas

No. de

especies
utilizas por
enfermedad

Digestivo

Bilis
Gastritis

Higado
Infeccion/Dolor estomacal

Empacho

Desparasitante

Hierba maestra (Artemisia absithium)
Higuerilla (Ricinus communis)

Hojas de guayaba (Psidium guajava)
Hierba maestra (Artemisia absithium)
Romero (Rosmarinus officinalis)
Manzanilla (Matricaria recutita)

Hierba santa cimarron (Hamelia patens)
Flor de Tila (Tilia europea)
Cempazuchitl (Tagetes erecta)
Escobilla (Haplopappus venetus)

Santa Maria (Tanacetum parthenium)
Epazote (Dysphania ambrosioides)
Hierba buena (Mentha x piperita)
Oregano (Origanum vulgare)

Hierba buena (Mentha x piperita)
Higuerilla (Ricinus communis)

Oregano (Origanum vulgare L)

Mirto (Salvia microphylla)

Lengua de vaca (Sansevieria trifasciata)
Elite (Alnus acuminata)

1
3
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Hojas de naranjo (Citrus X sinensis)

Hierba maestra (Artemisia absithum)
Canela (Cinnamomum verum)
Durazno (Prunus pérsica)

Epazote (Dysphania ambrosioides)

Circulatorio

Hemorragias

Escobilla (Haplopappus venetus)

Excretor

Rifi6n

Arnica (Arnica montana)

Respiratorio

Tos-gripa

Manzanilla (Matricaria recutita)
Oregano (Origanum vulgare L)
Hierba buena (Mentha x piperita)
Cempazuchitl (Tagetes erecta)
Higuerilla (Ricinus communis)

Endocrino

Diabetes

Higuerilla (Ricinus communis)

Nervioso

Nervios

Flor de Tila (Tilia europea)

Otros

Irritaciones de la piel

Golpes
Quemaduras

Mal aire-limpias

Susto
Desinflamatorio/Dolor

Bafios postparto

Codlicos

Estafiate (Artemisia ludoviciana)
Santa Maria (Tanacetum parthenium)
Mirto (Salvia microphylla)

Sauco (Sambucus mexicana)

Cedro (Cedrus sp)

Sauco (Sambucus mexicana)
Sabila (Aloe barbadensis)

Romero (Rosmarinus officinalis)
Ruda (Ruta graveolens)
Azomiate (Senecio salignus)

San pablito (Primula vulgaris)
Santa Maria (Tanacetum parthenium)
Apio (Apium graveolens)

Ajo (Allium sativum)

Cedro (Cedrus sp.)

Jitomate (Solanum lycopersicum)
Elite (Alnus acuminata)

Comino (Cuminum cyminum)
Equmite (Erythrina americana)
Acahuite (Pinus ayacahuite)
Canela (Cinnamomum verum)
Azomiate (Senecio salignus)
Apio (Apium graveolens)

Sauco (Sambucus mexicana)
Romero (Rosmarinus officinalis)
Mirto (Salvia microphylla)
Oregano (Origanum vulgare)

Escobilla (Haplopappus venetus)
Hierba santa cimarron (Hamelia patens)

10
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Figura 26. Las comunidades que mostraron mayor conocimiento basandonos en la

frecuencia del uso de plantas.

En estudios etnobotanicos relacionados con el uso de plantas medicinales, las
percepciones de las personas sobre el uso de la medicina tradicional y la diversidad
de plantas que utilizan es amplia, sin embargo, de acuerdo con Arango (2004) y
Arias-Toledo et al. (2007) el conocimiento no es homogéneo y hay una gran
variedad en el conocimiento del variedad y niumero de especies de acuerdo a cada
poblacion, principalmente por la percepcion que cada individuo tenga de su cultura
y del ambiente en que se desarrolla. Incluso entre géneros, es notorio que el mayor
conocimiento lo poseen las mujeres y las personas de mayor edad (Hanazaki et al.,
2000; Vazquez et al., 2011) esto concuerda con lo encontrado en este estudio, en
el cual la mujer como ama de casa y encargada del hogar juega un papel muy
importante dentro de las familias mexicanas, ya que, ademas de sus labores
domeésticas, se encarga de aliviar las enfermedades de sus familiares (Arango,
2004). Los resultados encontrados en este estudio muestran que el mayor
conocimiento lo poseen las personas adultas. De acuerdo con Arias-Toledo (2009),

la edad también juega un papel importante en el conocimiento de los recursos
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naturales, asociandola al menor conocimiento por parte de los jévenes. Los cambios
en las condiciones de vida, el contexto historico y econdmico de los jovenes pone
en riesgo que estos saberes se pierdan por desinterés de las nuevas generaciones.
La pérdida de conocimiento entre generaciones es de gran preocupacion si se
considera que muchas poblaciones rurales hacen uso de las plantas medicinales
para subsistir (Ladio y Lozada, 2008) de hecho, en este estudio se encontré que un
alto porcentaje de la poblacion (85%) no asiste al médico, resuelven sus
padecimientos con recetas de plantas medicinales, y so6lo van al médico cuando la

afectacién es muy grave, o no la pueden controlar.

En este estudio se reportd el uso de 43 especies divididas en 9 familias, entre las
gue sobresalen Asteraceae y Lamiaceae, lo cual coincide parcialmente con los
resultados reportados por Gomez-Alvarez (2012), y Magafia et al. (2010) quienes
también reportaron un mayor uso medicinal dentro de la familia Asteraceae y
Lamiaceae. La familia Asteraceae ocupa un lugar preponderante en la flora de
México tanto a nivel de género como de especie y contribuye a la enorme riqueza
del pais (Villasefior, 2004; Gomez-Alvarez, 2012).

Del total de especies reportadas (43) son especies de uso medicinal tradicional y su
uso ha sido validado con estudios cientificos tal es el caso del cempazuchil (Tagetes
erecta) arnica (Heterotheca inuloides) manzanilla (Matricaria recutita) mirto (Salvia
microphylla) entre otras (Lopez et al., 2001; Hernandez et al., 2006; Mathur et al.,
2011; Nogueira et al., 2008; Vikas et al., 2010; Rodriguez et al., 2015). Los valores
encontrados en cuanto al valor de uso (VUis) y frecuencia de uso indican la

importancia que algunas especies de plantas representan en las personas.

4.2 FASE Il
4.2.1 PRUEBAS FITOQUIMICAS
En esta fase de estudio al evaluar el rendimiento de los extractos vegetales para

Ricinus communis fue de 7.23%, de Salvia microphylla 6.42%, Bidens alba 7.18% y

Sambucus canadensis 6.11% (tabla 5). Respecto a las pruebas fitoquimicas los
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extractos presentaron la mayoria de los componentes evaluados principalmente

alcaloides, Ricinus communis, Bidens alba y Salvia microphylla mostraron alta

presencia de saponinas, Sambucus canadensis ademas de estos compuestos

también mostro alta presencia de flavonoides (Tabla 6).

Tabla 5. Rendimiento de extractos vegetales y comparacion de estudios sobre el
rendimiento de las especies vegetales evaluadas en este estudio.

Planta

Rendimiento (%)

Comparacion

Referencia

Ricinus communis

Salvia microphylla

500 grs= 7.23%

250 grs= 4.42%

500 grs=18.45% a
500 grs : 7.84%

100 grs=4.23%

Escoto-Garcia, 2016
Parra-Henao, 2007

Guzman-Gémez,

2014
75 grs=7.70£0.80%
Ortiz, 2013

Sambucus canadensis 500 grs = 4.11% 12.7% Maldonado, 2016.

12.08%

Bidens alba 500 grs=3.18% 100grs= 10% Vega, 2013
Tabla 6. Analisis cualitativo de metabolitos secundarios de los cuatro extractos
etanolicos.

Triterpenos  Glucosidos
Extracto Alcaloides Flavonoides Saponinas Cumarinas Yy/o Esteroles cianogenicos Taninos
vegetal MD W A S E R B LB G G
Ricinus
communis ++ +++ ++ ++ + ++ +++ ++ ++ - ++
Bidensalba ++ ++ ++ + ++ o+ +++ - - - +++
Salvia
microphylla  ++ ++ ++ - + + ++  ++ ++ - ++
Sambucus
mexicana ++ ++ 4+ - +++ ++  ++ - - ++

*Alcaloides: M = Prueba de Mayer, D = prueba de Drangendorff y W = prueba de
Wagner. Flavonoides: A = Prueba del H2SO4, F = FeCL2, S = prueba de Shinoda.
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Saponinas: E = Prueba de la espuma,R= prueba de Rosenthaler. Cumarinas: B =
Prueba de Baljet. Triterpenos y/o Esteroles: LB = Prueba de Lieberman-Bouchard.
Taninos= Gelatina-SAL= G. Glucosidos cianogenicos: G= Prueba de Grignard
Intensidad: mayor +++, mediana++, baja +, nula —

4.2.2 PRUEBAS CROMATOGRAFICAS Y CARACTERIZACION QUIMICA POR ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR) DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Las pruebas cromatograficas realizadas nos permitieron separar adecuadamente
los metabolitos el sistema con mejor resolucion fue con el eluente hexano-acetato
de etilo (AcOEt) (5:1) posteriormente con la cromatografia TLC y observacion de
sus metabolitos con luz UV de onda larga y corta de 254 y 365 nm se observaron
los compuestos, en la figura 27 y 28 se pueden observar las bandas cromatograficas
encontradas en uno de los extractos vegetales, el procedimiento se realizd para

cada extracto vegetal.

Figura 27. Cromatografia TLC metabolitos del extracto vegetal Sambucus
canadensis.
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Figura 28. Revelado de las placas bajo luz UV Lamp, P/N 95-0279-0, a laslongitudes
de onda de 254 y 365 nm.

En este experimento se identificaron los grupos funcionales de los componentes
activos en la muestra de extractos de las plantas basandose en el valor maximo en
la region de radiacion infrarroja utilizando la técnica de espectro FTIR. Los extractos
dieron los siguientes picos de absorcion caracteristicos el extracto de Ricinus
communis mostré una sefial de estiramiento del enlace C-H en 2853-2924 cm-1y
una sefial en 1733-1637 cm caracteristicas del grupo carbonilo C=0 también se
observod sefiales C-O en 1034 cm presentes en los alcaloides. El espectro de
Bidens alba mostré una sefial ancha de tension en 3343.26 cm-1 correspondiente
al grupo O-H, y una sefal de estiramiento C-H en 2923.28 cm-1 sefiales del grupo
carbonilo C=0 en 1614.06 cm-1 asi como una sefial intensa C-O en 1036 cm-1
presentes en los alcaloides. El espectro de Salvia microphylla evidencié una sefal
de estiramiento en 3273-2870 cm-1 correspondiente al O-H, y una sefial intensa en
C=0 en 1602-1702 cm-1 y sefiales C-C en 1043-1173-1326 cm-1 caracteristico del
grupo carbonilo. La absorcion para el grupo de cetonas da origen a multiples bandas
en el espectro de IR. Las cetonas alifaticas absorben en el intervalo de 1230 cm-1 -
1100 cm-1 en nuestras muestras la sefial a 1326 cm-1y 1173 cm-1 se identificaron

como modos vibracionales de extension y flexion correspondientes al grupo de
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cetonas que presentan picos débiles y estrechos (Dominguez-Pérez et al., 2019; Ng
et al., 2014). El espectro de Sambucus canadensis mostro una sefial de tension de
O-H en 3359.01 y una sefial de estiramiento C-H en 2924.69 cm-1 una sefial de
torsion del enlace C-H en 1401.71 cm-1 correspondiente a los flavonoides. En la
figura 28, se muestran los 4 espectros de infrarrojo y se muestran las sefales
destacadas, absorciones caracteristicas para grupos O-H entre 3273.34 hasta
3350.01 cm-1 lo cual sugiere la posible formacién de puentes de hidrogeno
intermoleculares por la sefial ancha. Una sefal de estiramiento del enlace C-H en
un rango de 2853.52 hasta 2955 cm-1 Indica la presencia de dobles enlaces C=C
de 1400 a 1600 cm-1 Las otras bandas identificadas son las caracteristicas para
grupos carbonilo, las cuales se observan en la region de 1600 y 1734 cm-1. Los

espectros de cada extracto vegetal se pueden ver en el anexo 4.
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Figura 29. Espectro de infrarrojo de 4000 to 600 cm™ de las especies: Sambucus

canadensis: linea amarilla, Ricinus communis: linea verde, Bidens alba: linea roja,
Salvia microphylla: linea azul.
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4.3.3 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS IN VITRO E IN VIVO

Todos los extractos vegetales mostraron actividad antimicrobiana por el método de
difusion en disco se utilizé6 (BBL™ Sensi-Disc™ Antimicrobial Susceptibility Test
Discs, 2007) para clasificar los valores de inhibicibn como resistente (7mm)
intermedio (8-9mm) y sensible (<10 mm). Los resultados de los diametros de las
zonas de inhibicién se muestran en la Tabla 3. Se puede observar que los extractos
de Sambucus canadensis presento una fuerte actividad (sensible) contra S. aureus
con didmetro de inhibicién de 12 mm, una actividad resistente contra V. chlorae (7,7
mm) (figura 27). El extracto de Ricinus communis mostro un nivel intermedio contra
S. aureus en las demas cepas mostro actividad intermedia. El extracto de Salvia
microphylla y Bidens alba mostré actividad frente a S. aureus y K. pneumonie (figura
30, 31) Por otro lado, las cepas que mostraron mayor resistencia y menores halos

de inhibicién fueron S. typhimarium y V. chlorae.

Tabla 7. Actividad bacteriana de los extractos vegetales y los halos de inhibicién

Diametro zona de inhibicion (mm) + Desv. Estandar

Extractos vegetales Bacterias

K. Pneumonie E. coli S. Aureus  V.chlorae S.typhimurim E. faecalis
Sambucus canadensis 10,7 £ 0,6 9,3+0,5 12,7+15% 7,7+0,6R 97+15" 93+0,6
Ricinus communis 9,3+1,0! 8,1 +1,0R 9,0+£1,0! 7,3+0,6R 8,3+0,6F 8,0+1,0R
Salvia microphylla 10,3 £0,6' 8,7 £0,6% 123+0,6° 7,5+05% 8,0+0,0F 9,3+0,6R
Bidens alba 10,3 £ 0,6 9,0+1,0 10,3+0,6' 7,3+0,6R 7,7+06% 93+0,6
DMSO 7,0+ 1,07 6,3+ 0,67 6,3+ 1,07 - - -
Gentamicina 12,6 £0,57' 106+15  143+05° 96057 11,3+1,15 10,6 +0,5°

*Resistant (R)
Intermediate (1)
Susceptible (S)

50



Figura 30. Halo de inhibicion del extracto vegetal de Salvia microphylla frente a S.
aureus.

Figura 31. Halo de inhibicion del extracto vegetal de Sambucus canadensis

4.3.4 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

La efectividad de los extractos en las cepas bacterianas probadas se determiné
midiendo la concentracién minima inhibitoria. Las cepas mas susceptibles fueron S.

aureus, Kl. pneumonie, asi como E. coli con valores de CMI de 75.8 y 65.1 y 100
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png/mL mientras que V. chlorae y S. typhimurium fueron las bacterias mas resistentes
a los extractos con valores mayores a 1000 pg/mL (Tabla 8). Respecto a la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), la especie Salvia macrophylla inhibi6 el
crecimiento de E. coli, la especie Bidens alba y Sambucus mexicana inhibié el
crecimiento de S. aureus y E. coli, y el extracto de Ricinus comunis inhibi6 el

crecimiento de K. pneumoniae y E. coli (Tabla 9).

Tabla 8. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos vegetales contra
los organismos de prueba.

Extracto MIC (ug/mL)

Extracto KI. E. coli S. E. S. V. chlorae
Pneumonie Aureus faecalis  typhimarium

Sambucus 68.1 115.18 75.6 > 450 < 1000 <500

canadensis

Ricinus 200 200 <1000 > 300 < 1000 > 250

communis

Salvia > 200 > 100 > 400 > 400 > 1000 > 500

microphylla

Bidens alba <1000 > 300 100 100 < 1000 > 1000

Tabla 9. Extractos vegetales con las concentraciones evaluadas y la CMB para cada
bacteria K. pneumoniae, E. coli, E. faecalis y S. aureus.

Extractos Conce K.pne E. E. S. V. S.
vegetales ntraci6 umoni typhimuriu
n ae coli  faecalis aureus chlorae m
Salvia 500 ) G &) +) (+) (+)
macrophylla
250 Q) () &) (++) (++) (++)
125 (+) G &) (++) (++) (++)
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Sambucus 500 ) (O ) +) +)

mexicana
250 (+) () () () (++) (++)
125 (+) () () ) (++) (++)
Bidens 500 +) ) ™) ) (+) (+)
alba 250 +) () () ) (+4) (++)
125 () () () ) (++) (++)
Ricinus 500 ) ) ) (++) (+) (+)
communis

250 () OINC) (++) (++) (++)
125 () () ) (++) (++) (++)

*Crecimiento (-) Negativo, (+) Poco, (++) Medio (+)(+)(+) Abundante.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los 4 extractos vegetales fue variable
para cada extracto y bacteria, sin embargo, los 4 extractos vegetales tuvieron
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 10). El extracto de Salvia
microphylla tuvo % de inhibicion mayores a 60% en 3 de las 4 bacterias evaluadas
K. pneumoniae, E. coliy S. aureus. La menos concentracion a la que tuvo inhibicién
fue de 125 pg/mL contra la bacteria E coli, la bacteria contra la que se alcanzé un
mayor % de inhibicion fue K. pneumoniae. El extracto de Ricinus communispresento
% de inhibicibn mayores a 60% para todas las bacterias incluso alcanzo

% de inhibicion de 98% con la menor concentracion frente a K. pneumoniae. El
extracto de Bidens alba presento % de inhibicion mayores al 60% Unicamente contra

la bacteria de E. coliy S. aureus, siendo mas efectivo contra S. aureus alcanzando
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hasta 95% de inhibicion. El extracto de la especie Sambucus canadensis presento

valores de inhibicion de mas de 60% para 3 de las 4 bacterias evaluadas.

Tabla 10. Extracto vegetal, bacterias, concentracion, media % de inhibicién,
Concentracion Minima Inhibitoria y valor de p > 0.005.

Concentracion %
Extracto Bacteria mg/MI Media inhibicion  CMI p
Salvia 1,063 a
microphylla Control 250 0,0001
Klebsiella 0,4043 a
pneumoniae 125 62
250 0,3923 b 63,1
500 0,135¢c 87,3
Control 1,384 a
Escherichia coli 125 0,417 b 69,5 125 0,0001
250 0,459 b 66,8
500 0,271 c 80,89
Control 1,509 a
Staphylococcus
aureus 125 1,395 a 7.5 500 0,006
250 1,419 a 5,9
500 0,57b 62,2
Control 1,496 a
Enterococcus
faecalis 125 1,375 b 8 0,001
250 1,376 b 8
500 1,345 b 10 500
Ricinus
communis Concentracion
Control 1,086 a 125 0,0001
Klebsiella
pneumoniae 125 0,017 b 98,4
250 0,028 b 97,4
500 0,038 Db 96,5
Control 1,521 a
Escherichia coli 125 0,220 b 85,4 125 0,0001
250 0,226 b 85,4
500 0,174 b 88,5
Control 1,513 a
Staphylococcus
aureus 125 1,448 a 7,5 500 0,018
250 1,436 b 5,9
500 1,427 b 62,2
Control 1,459 a
Enterococcus
faecalis 125 1,282 b 11,7 0,001
250 1,328 b 8,9
500 0,323 ¢ 77,8 500
Bidens alba Control 1,187 a 250 0,0001
Klebsiella
pneumoniae 125 1,178 a 10,54
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250 1,063 b 11,27
500 1,033 b 12,38
Control 0,9147 a
Escherichia coli 125 0,782 a 72,2 250 0,0001
250 0,42 b 64,4
500 0,332 b 62,8
Control 0,988 a
Staphylococcus
aureus 125 0,205 b 95,02 125 0,0001
250 0,099 b 94,19
500 0,055 ¢ 80,02
Control 1,496 a
Enterococcus
faecalis 125 1,411b 7,34 500 0,001
250 1,426 b 33,6
500 1,441 b 47,5
Sambucus
canadensis Control 1,076 a 500
Klebsiella
pneumoniae 125 0,982 a 8,7 0,001
250 0,973 a 9,4
500 0,052 b 95,16
Control 1,6267 a
Escherichia. coli 125 0,451 b 72,2 125
250 0,578 b 64,4 0,0001
500 0,603 b 62,8
Control 1,567 a
Staphylococcus
aureus 125 0,078 b 95,02 125
250 0,091c 94,19 0,0001
500 0,313 c 80,02
Control 1,489 a
Enterococcus
faecalis 125 1,38 a 7,34 250
250 0,988 b 33,6 0,001
500 0,781 c 475
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4.4 SENSIBILIDAD BACTERIANA DE METABOLITOS DEL EXTRACTO VEGETAL SAMBUCUS
CANADENSIS

Respecto a la sensibilidad bacteriana de los metabolitos de la especie con mayor
actividad antimicrobiana, en la tabla 11 se pueden ver los halos de inhibicién
reportados para 8 metabolitos encontrados al realizar las pruebas cromatograficas.
El metabolito con mayor actividad antimicrobiana fue el metabolito 5 y 6 los cuales
fueron probados contra las cepas de interés en este estudio encontrando

importantes halos de inhibicion los cuales pueden verse en la tabla 12.

Tabla 11. Diametro de halos de inhibicion de los metabolitos evaluados del
extracto vegetal Sambucus canadensis.

Microorganismo Diametro de los halos de inhibicion (mm)
Metabolito C 1 2 3 4 5 6 7
V. chlorae - - - - 8 7 7 8
S. typhimurium 8 9.5 8.5 - 9.2 8 7 -
K. pneumonie 9 9.0 10 8 7.5 8 9 -
E. coli - - - - - 7 6 8
S. aureus 9 7 6 6 - 8 9 9
E. faecalis 6 - - - - 9 8 8

Tabla 12. Didmetro de halos de inhibicién de los metabolitos con mayor actividad
antimicrobiana.

Metabolitos

K. pneumonie
E. coli

0 00 00| K-

S. aureus
V. chlorae -

O O d O 0| O

S. typhimurium -

O W 00 N N 00| N
N 00 00 O 00

E. faecalis 8
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4.5 PRUEBAS IN VIVO
Respecto a los resultados obtenidos de las pruebas in vivo los 4 extractos de plantas

disminuyeron la carga bacteriana de acuerdo con los limites maximos permisibles
en la Norma Mexicana, para la bacteria de S. aureus, el extracto de Sambucus
canadensis y Ricinus comunis fueron los mas efectivos, para E. faecalis; Salvia
microphylla y Ricinis communis, para E. coli y K. pneumonie Bidens alba, Sambucus
canadensis y Salvia microphylla fueron los mas efectivos. Los resultadosse pueden

observar en la figura 32.
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Figura 32. Pruebas antimicrobianas en postcosecha utilizando Solanum lycopersicum A) S.
aureus, B) E. faecalis C) E. coli D) K. pneumonie e)Vibrio chlorae f)Salmonella typhimurium
Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

Actualmente los productos naturales han captado gran interés debido a que ofrecen
mayor seguridad al derivarse de fuentes naturales (Adnan et al. 2017, Quinto et al.
2020). Las plantas utilizadas en este trabajo fueron seleccionadas por su uso en

medicina tradicional en comunidades indigenas para el tratamiento de diversas
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enfermedades. Los extractos vegetales de estas plantas mostraron contener
compuestos como; alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides. Estas moléculas les
confieren distintas actividades antimicrobianas, los taninos son capaces de inhibir
las enzimas microbianas extracelulares (Clapé and Castillo, 2011; Martinez-Frances
etal., 2017, Patil, and Bhise, 2015). De acuerdo con Diaz et al., (2009) las saponinas
forman complejos con esteroles de las membranas celulares, produciendo grandes
poros en las mismas y alterando su permeabilidad, por lo quela célula se lisa,
ocasionando la ruptura de las membranas bacterianas; es por ello que, las
saponinas aisladas de hojas, frutos, semillas, tallos, se utlizan en jabonesy
productos antimicrobianos (Khan et al., 2009, Yadava et al., 2008). Otros
componentes asociados a la actividad antimicrobiana son los alcaloides, su principal
funcion es la proteccion de las plantas contra microorganismos presentes en el
ambiente (Rodriguez-Sauceda, 2011). Los alcaloides tienen efectos inhibitorios del
crecimiento de microrganismos patégenos por su capacidad de dafiar el DNA
microbiano, y detener la sintesis de proteinas, e inhibir las enzimas del metabolismo
de carbohidratos con esto se inducir la apoptosis celular (Sepulveda et al., 2003;
Suffrediniet al., 2002). Los flavonoides poseen actividad antifungica, antiviral y
antibacteriana, algunos flavonoides aislados como la quercetina y rutina, inhiben la
sintesis ADN y ARN, y generan dafios en la membrana de las células bacterianas
(Cushnie et al. 2005, Wang et al. 2013, Hossion et al., 2011, Hirai et al., 2010). De
acuerdo con Debib et al. (2017) Ng et al., (2014) Baris et al., (2006), Cutter (2000)
la presencia de estos compuestos en los extractos evaluados podria explicar la
actividad antimicrobiana encontrada en este estudio. Asimismo, se ha indicado que
la sinergia de los compuestos que presentan los extractos crudos producen mejores

efectos que los componentes individuales (Mehmood et al. 2018).

Respecto a las pruebas cromatograficas el gel de silice o &cido silicico es uno de
los mas utilizados, es débilmente acido, su pH oscila entre 4-5 con lo cual no se
debera utilizar con sustancias que se corrompan con los acidos. Se emplea placas
de silica GF254 que representa al factor de fluorescencia; el cual revelara mediante

luz UV las manchas de las sustancias que absorben luz ultravioleta, el nUmero que
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aparece como subindice nos indica la longitud de onda de excitacion del indicador
utilizado y el grosor del granulo de la placa. Generalmente lleva incorporado un
agente aglomerante, yeso (sulfato de calcico semihidratado), para proporcionar
firmeza al adsorbente. También han sido incorporados dos indicadores del
ultravioleta (Bruneton 2003). En este sentido la polaridad de las moléculas que
representa la separacion de las cargas eléctricas en la misma. Esta intimamente
relacionada con otras propiedades como la solubilidad, punto de fusion, punto de
ebullicion, fuerzas intermoleculares, etc. Al formarse una molécula de modo
covalente el par de electrones tiende a desplazarse hacia el atomo que tiene mayor
electronegatividad, esto origina una densidad de carga desigual entre los nucleos
gue forman el enlace (se forma un dipolo eléctrico). El enlace es mas polar cuanto
mayor sea la diferencia entre las electronegatividades de los &tomos que seenlazan.
Pero un enlace polar no requiere siempre una molécula polar; paraaveriguar si una
molécula es polar hay que atender a la cantidad de enlaces polaresy la estructura de
la molécula. Para ello es necesario determinar un parametro fisicollamado momento
dipolar eléctrico del dipolo eléctrico (Barragan, 2011). La capacidad de asociacion
puede expresarse en términos de la constante dieléctrica.Cuanto méas polar sea un
solvente mayor sera su respectiva constante dieléctrica (Sharapin, 2000, p. 35). El
método de separacion por cromatografia en capa final (TLC), presenta una serie de
ventajas frente a otros métodos cromatograficos. El tiempo que se necesita para
conseguir las separaciones es mucho menor y la separacion es generalmente
mejor. Pueden usarse reveladores corrosivos, permitiendo observar a simple vista
la separacion de los componentes. EI método es simple y los resultados son
facilmente reproducibles, lo que hace que sea un método adecuado para fines
analiticos (Garcia, 2007).

La ventaja de TLC es la simplicidad en la cualificacion de la separacion: los
componentes de colores se pueden ver a simple vista y aquellos que absorben luz
por debajo de los 400 nm se agrega un tinte fluorescente en la placa. Por otro lado,
al iluminar la placa con una lampara de 256 nm y 366 nm, revelard componentes
con fluorescencia nativa. Bajo estas condiciones, todos los metabolitos secundarios

se pueden observar normalmente, sin embargo, si los métodos anteriores no son
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suficientes, la exposicion de la placa a vapores de yodo, enriquece la fase
estacionaria y facilita el reconocimiento de estas sustancias. El TLC se caracteriza
por ser un método abierto, es decir, su placa es accesible y facilita la aplicacion de
agentes reveladores, cuya funcion es detectar y resaltar componentes que no se

distinguen muy bien a simple vista por medio de reacciones quimicas.

Respecto a la actividad antimicrobiana encontrada en las pruebas de difusién en
disco todos los extractos presentaron halos de inhibicion <8 mm frente a las
bacterias evaluadas a excepcion de V. chlorae y S. typhimarium. Las hojas del
extracto etandlico de Sambucus canandensis presenté los mayores halos de
inhibicion, con zonas maxima de inhibicion de 12.7 y 10.7 mm frente a S. aureus y
K. pneumonie. Al comparar los resultados encontrados en este estudio con los de
la literatura, Rodino et al. (2015) evalu6 el efecto de Sambucus nigra contra S.
aureus encontrando una sensibilidad minima de 9 mm, sin embargo, reporté un
efecto inhibitorio frente otras cepas como E. faecalis y E coli. Benevides et al. (2017)
realiz6 estudios con Sambucus australis y obtuvo efectos inhibitorios contra S.
typhimurium y K. pneumoniae.

El extracto de Ricinus communis mostré pequefos halos de inhibicién frente a E.
coli, S. aureus, K. pneumoniae, mostrando poca sensibilidad, estos resultados
difieren a lo reportado por Verma et al. (2011) en donde reportan halos de inhibicion
< 20 mm para algunas de las bacterias reportadas en este estudio. Suurbaar et al
.2017 reporté halos de 20, 21, 01 mm para E. coli, S. aureus, y K. pneumoniae
respectivamente. El extracto de Bidens alba mostr6 ser mas sensible frente S.
aureus y K. pneumonie. Estos resultados coinciden con los reportados para otras
subespecies Chavasco et al. (2014) reporto que Bidens pilosa tuvo un efecto
antimicrobiano con halos de inhibicion de 22, 14, 12 mm frente S. aureus, E. faecalis
y E coli respectivamente. Asimismo, de acuerdo con Deba et al. (2008) y Chiavadari
et al. (2020) el extracto de Bidens alba ejerce importantes actividades
antibacterianas y antifangicas. Por otro lado, Salvia microphylla mostr6 mayor
inhibicion frente S. aureus (12.1 mm) y frente K. pneumonie (9 mm) lo cual coincide

con lo reportado por otros autores que indican que las especies de Salvia exhiben
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importante actividad bacteriana frente a cepas como E. coli (Abdelkader et al. 2014).
Se ha indicado que la actividad antimicrobiana de las plantas de Salvia spp. tienen
el potencial de influir en la prevalencia de microorganismos transmitidos por los
alimentos tanto susceptibles como resistentes. Por lo tanto, los extractos y aceites
esenciales derivados de esta especie podrian utilizarse como alternativas de los

conservantes sintéticos (Sharifi-Rad et al. 2018).

Respecto a la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los microorganismos
patdgenos usados en este estudio. El extracto de Sambucus canadensis mostré un
efecto inhibitorio frente K. pneumonie (CMI= 68.1 pg/mL) y S. aureus (CMI= 75.6
pg/mL), estos resultados coinciden con lo reportado por Hearst et al. (2010) y Holetz et
al. (2002) en la eficacia de Sambucus canadensis frente a S. aureus. Por otro lado,
a diferencia de los resultados encontrados en este estudio con S. canadensis,
Bahiense et al. (2017) reporta que Sambucus australis exhibié actividad
antibacteriana contra Salmonella typhimurium (250yg/mL) y Klebsiella pneumoniae
(2501g/mL). Respecto a Ricinus communis tuvo efectos de inhibicion mayores a
1000 lo cual difiere de lo reportado por Suurbaar et al. (2017) con valores de
6.25mg/ml, para E. coli 3.13mg/ml S. aureus 12.50 mg/ml. Asimismo Naggar et al.
(2018) reporto que los metabolitos derivados de Ricino mostraron fuerte actividad
frente diversas bacterias 3 de las evaluadas en este estudio S. aureus, E. coli, y K.
pneumoniae.

En este estudio el extracto de Bidens alba fue el mas activo después de Sambucus
canadensis. Falowo et al. (2016) por su parte reporto a Bidens pilosa con halos de
inhibicién de 2.5 mg/ml contra S. aureus 1. 25 mg/mL, E. faecalis y E. coli 10.0
mg/mL.

Respecto al extracto de Salvia microphylla la CMI para S. aureus encontrados en
este estudio fueron mas bajos que los reportados por Lima et al. (2011) con 7.81
mg/ml para S. aureus. sefala que Salvia microphylla muestra mejor actividad frente
bacterias Gram (+) incluso muestra inactividad frente bacterias Gram (-) como E.
coli (Fraternale et al. 2012). Asimismo, de acuerdo con Naz et al. (2012) y

Weerakkody et al. (2010) las bacterias Gram-positivas son mas sensibles a los
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extractos de plantas que las bacterias Gram-negativas Aunque en este estudio
encontramos inhibicion importante de bacterias Gram negativas. Por otro lado,
pocos estudios han evaluado la eficacia de los extractos vegetales en pruebas in
vivo y algunos solo evaltan su eficacia frente a hongos patégenos (Luna-Guevara
et al., 2015; Tian et al., 2011) en este estudio se mostréO que los 4 extractos
vegetales presentaron resultados en la disminucion de la carga de bacterias de
acuerdo con los limites maximos permisibles (Figura 2). Incluso se encontraron
efectos en bacterias que son indicadores de calidad microbioldgica o vida util de los
alimentos como E. coli (Acevedo et al., 2001; Kopper et al., 2009).

El uso de productos naturales para reducir la carga bacteriana pudiera ser de interés
industrial, para paises como México que aun tiene problemas por enfermedades
causadas por alimentos contaminados por bacterias de gran importancia como S.
aureus y E. coli (Somchit et al., 2003; Sudhakar et al., 2006). Los resultados de este
estudio coinciden con lo reportado por Tiwari et al., (2009) Tornuk et al., (2011);
Serra et al., (2008) mostrando que las plantas pueden emplearse en la industria
alimentaria como antibacterianos por el efecto que muestran frente a bacterias tanto
Gram negativas como Gram positivas. Del mismo modo, de acuerdo con Cos et al.,
(2006) y Kim y Fung (2004) los extractos de plantas son fuente importante para el
descubrimiento de nuevos antimicrobianos, debido a la amplia diversidad quimica
gue presentan. Por tanto, es importante incentivar la investigacién sobre el uso de
plantas como una alternativa eficaz para atacar bacterias que afectan la inocuidad
de los alimentos. En especial para un pais como México por la gran rigueza vegetal
con mas de 1340 plantas reportadas con propiedades antimicrobianas (Tajkarimi et
al., 2010). Sin embargo, algunas plantas pueden tener efectos toxicos por las
propiedades que contienen (Neira et al., 2018) por ello es importante realizar
estudios farmacoldgicos y toxicologicos, de esta forma tener bases cientificas que

sustenten la seguridad efectividad y calidad del extracto utilizado.
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4.6 FASE Il

4.6.1 PRUEBAS GENOTOXICAS Y CITOTOXICAS DEL EXTRACTO SAMBUCUS CANADENSIS

Las pruebas fitoquimicas del extracto de Sambucus canadensis revelo la presencia
de alcaloides, flavonoides, saponinas y taninos. Las pruebas del espectro de
infrarrojo (TFIR) del extracto mostrd distintas frecuencias de estiramiento y flexion;
las frecuencias de estiramiento del enlace O-H en 3350 cm™ es asociado a grupos
fendlicos, al estar involucradas en enlaces por puente de hidrogeno, se produce un
ensanchamiento de la banda. Las vibraciones de estiramiento del enlace C-H
correspondientes a los grupos metilo y metileno aparecen en un rango 3000-2850
cm?y las bandas en la region de la huella dactilar se deben a las vibraciones de
flexion en 1386 cm™ para el metilo y 716 cm™ para el etilo, las vibraciones de
estiramiento del enlace carbonilo, C=0 aparecen en un rango 1750-1680 cm
correspondiente a la presencia de flavonoides. Asimismo, en un rango 1600-1450
cm? aparece un doble enlace conjugado C=C de los anillos aromaticos
caracteristico de la estructura base de los flavonoides (Figura 33).
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Figura 33. Espectro de infrarrojo (IFTR) del extracto etanélico de Sambucus canadensis.
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La longitud de raices y tallo de Allium sativum se pueden observar en las figuras
34,35 y 36. Al finalizar la exposicion en la concentracion de 1000 y 1500 mg/L la
longitud fue de 7,66 mm y 0,72 mm respectivamente mostrando diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p=0.000). Considerando los otros
tratamientos no hubo diferencias significativas (p>0.05). Respecto a la longituddel
tallo la concentracién de 1500 mg/L (2,36 mm) mostro diferencia estadisticamente
significativa respecto a la longitud del tallo del grupo control (p=0.000). Se puede
observar que la longitud promedio disminuyé dependiendo dela concentracion al
igual que el niamero de raices (Tabla 13). En cuanto a la morfologia en la
concentracion de 125 y 250 mg/L no se observaron diferencias al compararlas con
el control, sin embargo, en las concentraciones de 500 y 1000 mg/L las raices
aparecieron amarillas, en 1500mg/L las escasas raices se tornaron marrones y
mostraron rigidez, del mismo modo, se observaron efectos en tallo comotorsiones y

cambio de color principalmente en las concentraciones de 1000 y 1500mg/L.

Los resultados de numero de raices y la longitud de raices y tallo, asi como el indice
mitGtico se analizaron mediante el analisis de varianza (ANOVA), las diferencias se
evaluaron con la prueba pos hoc de Dunnet. Las anormalidades nucleares se
evaluaron con la prueba de Chi cuadrada (X?) con el programa estadistico Minitab
8.1 las diferencias estadisticamente significativas se consideraron con valor de
p<0.05.

Respecto a los resultados obtenidos del indice mitético, en la Tabla 14 se puede
observar una disminucién del IM al aumentar la concentracién, el nimero de células
en division (profase, metafase, anafase y telofase), difirid entre las concentraciones,
no obstante, en 125, 250 y 500 mg/L no fueron significativamente diferentesrespecto
al control (p>0.05). En la concentracién de 1500 mg/L se observa una disminucion

estadisticamente significativa del indice mitotico respecto al control.
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Las anormalidades nucleares (AN) en Allium sativum se muestran en la Tabla 15.
Las concentraciones 500, 1000 y 1500 mg/L del extracto etandlico presentaron el
mayor numero 125y 250 mg/L una menor cantidad. El nimero de células en mitosis
con anomalias estuvo relacionado con el aumento de la concentracion. La Figura

37 muestra anormalidades como rotura, pérdida de cromosoma, puentes,

cromosomas vagabundos y rezagados entre otros.

Figura 34. Crecimiento de raices y tallo al iniciar el tratamiento de exposicion con
el extracto vegetal Sambucus canadensis

Figura 35. Crecimiento de raices y tallo en el dia 5 del tratamiento de exposicién con el
extracto vegetal Sambucus canadensis
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Figura 36. Crecimiento de raices y tallo al finalizar el tratamiento de exposicion con
el extracto vegetal Sambucus canadensis

Tabla 13. Numero y longitud de raices y tallo de A. sativum expuestos al extracto

etandlico de Sambucus canadensis

Tratamiento Numero de raices Longitud de raices Longitud de tallos
mg/L DO (® (%) (® (9)

125 13.2 +2.66 15.82 +724 2552 +17.54
250 9.84 £4.94 11.47 +6.12 18.76 +10.81
500 11.20+6.81 19.76 + +£12.95 20.8 +12.62
1000 7.36 +3.68 8.66 +10.32* 17.6 £8.43

1500 0.92+£0.90* 0.72+£0.42* 2.36 £ 0.46*
Control 13.4 +7.96 25.84 £19.79 36.3£44.25

*Diferencias estadisticamente significativas
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Tabla 14. Numero de células de A. sativum en las diferentes fases del ciclo celular,
indice mitotico del extracto de Sambucus canadensis.

Tratamien Células indice
to en mitotico

mg/L Interfase  Profase Metafase Anafase Telofase division (%)

Control 3831 1988 81 59 41 2169 36,1
125 4020 1840 66 39 35 1980 33
250 4356 1571 29 23 21 1644 27,4
500 4306 1580 58 34 32 1704 14,3
1000 4558 1330 36 15 21 1402* 12,0
1500 5398 556 17 13 16 602* 5,03

*Prueba ANOVA diferencias significativas p <0.05

Tabla 15. Anormalidades celulares observadas en A. sativum expuesto al extracto etandlico

de Sambucus canadensis.

Tratamientos mg/L

Control 125 250 500 1000 1500

Numero de células en division 2169 1980 1644 1704 1442 602
Puentes - - 1 4 37 25
Fragmento de cromosoma - - 2 - 4 5
Célula binucleada 2 3 24 99 40 30

Cromosoma retardado y
desorientado 2 1 1 7 7 4
Cromosoma pegajoso - 1 - 1 5 2
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Cromosoma vagabundo - - - 2 3
Trinucleada - - - 10 5
Total de células aberrantes 4a 5a 28b 123b 101b
Células aberrantes (%) 0,2 0,3 1,7* 7,2% 7,0b

4
20
90b
15,0b

* Prueba chi cuadrada. Diferencias significativas p <0.05

Figura 37. Células de Allium sativum expuestas al extracto etandlico de Sambucus

canadensis a) Cromosoma pegajoso b) puentes ¢) cromosoma pegajoso y rezagado con

puentes d) cromosoma rezagado y pegajoso e) anafase anormal f) cromosoma rezagado

g) cromosoma vagabundo, puente y cromosoma rezagado, h) puente y cromosoma

vagabundo, I) puentes.
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La prueba con Allium spp. es un biomodelo adecuado para identificar efectos
citotoxicos y genotoxicos de diversas plantas (Trapp et al. 2020, Bagatini et al. 2007,
Lubini et al. 2008). El estudio de los extractos crudos es de relevancia debido a que
en medicina tradicional se utiliza alguna estructura (hojas, tallo, raiz) o la planta
completa, sin separar sus componentes, asimismo, se ha demostrado que
diferentes compuestos bioactivos actian sinérgicamente (Tallarida, 2011) incluso
se ha demostrado que la combinacion de compuestos exhibe mayor actividad que
los compuestos individuales, por lo cual se ha indicado que los efectos de algunas
plantas resultan de la interaccién de sus componentes (Lamy et al. 2018).

En este estudio los andlisis cualitativos (pruebas fitoquimicas; FTIR) de la planta
mostraron presencia de alcaloides, taninos, saponinas, y flavonoides. La
espectroscopia utilizada proporciona informacion importante sobre grupos
funcionales, ademas de que es una técnica accesible y util en el analisis quimico y
estructural de las plantas (Gunzler and Gremlich, 2002, Heredia-Guerrero et al.
2014). El grupo funcional que se asocia a las sefiales reportadas en los espectros
evaluados (FTIR) corresponde a flavonoides, los cuales presentan actividad
inhibitoria contra diversas especies de hongos y bacterias. Respecto a los
metabolitos reportados (alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides) se les atribuye
actividad antimicrobiana, antioxidante, antiviral, entre otras (Roschek et al. 2009;
Sidor et al. 2014. Zhu et al. 2015). En particular, los flavonoides exhiben importantes
actividades farmacologicas, ademas de ser eficaces en la quimio prevencion y la
quimioterapia (Paduch et al. 2007, Perveen, 2018).

La evaluacion del extracto S. canadensis utilizando el test Allium sativum permitié
determinar efectos en el crecimiento de raices y tallo, asi como en la morfologia; las
concentraciones mas altas 1000 y 1500 mg/L inhibieron el crecimiento de las raices
y el tallo significativamente en comparacion con el control. Respecto al indice
mitético (IM), disminuyd significativamente al aumentar la concentracion de
Sambucus canadensis, lo cual coincide con lo reportado para otras especies de
Sambucus sp (Tedesco et al. 2017, Thole, 2006) otros autores han reportado que
extractos vegetales como P. leiocarpa y P. myriantha (Lubini et al., 2008)

Campomanesia xanthocarpa (Pastori et al.,2013) Vernonanthura polyanthes
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(Almeida et al., 2020) Amaranthus spinosus (Prajitha y Thoppil, 2016) Achyrocline
satureioides (Fachinetto et al. 2007) Luehea divaricata (Frescura et al. 2012)
causaron una reduccion en el indice mitético al aumentar la concentracion, lo cual
podria indicar una actividad anti proliferativa tal como lo han reportado Bagatini et
al. (2009) Knoll et al. (2006) . Los resultados obtenidos en este estudio pueden
asociarse a los componentes de las plantas, en este sentido los flavonoides
encontrados en analisis de FTIR pueden inhibir o estimular el ciclo celular. Tedesco
et al. (2017) encontr6 que Sambucus australis tiene flavonoides como rutina,
kaempferol, quercetina entre otros, a los cuales se les atribuyen diferentes efectos
farmacologicos, como la accién anti proliferativa y anticancerigena. Un estudio
desarrollado por Lee and Finn, (2007) reporté que Sambucus canadensis presenta
una alta cantidad de antocianinas y polifenoles los cuales tienen un efecto
antioxidante potente, lo que también puede explicar la inhibiciébn en la division
celular en Allium sativum. Del mismo modo los componentes fendlicos que contiene
la especie se han asociado a una actividad anticancerigena mas potente que la de
especie Sambucus nigra (Thole et al. 2006). Respecto a las principales
aberraciones cromosOmicas encontradas en este estudio se puede observar la
formacion de puentes, de acuerdo con Tirkoglu (2007) los puentes se producen
debido a la unién de cromosomas o cromatidas como resultado de la adherencia
cromosomica o0 debido a una translocacion desigual, también los cromosomas
rezagados al moverse a ambos lados de los polos sin estar unidos por el huso
mitotico puede inducir puentes, otra aberracion que se encontrd en los resultados
de esta investigacion fueron cromosomas pegajosos, éstos se forman por el
movimiento libre de cromosomas lo cual puede generar rotura de cromosomas y
puede conducir a la pérdida de material genético (Dutta et al., 2018). Los
cromosomas vagabundos avanzan por delante del grupo cromosomico hacia los
polos resultando en una distribucion desigual de cromosomas en las células hijas
(Sondhi et al. 2018). Asimismo, Fachinetto y Tedesco (2009) atribuyen diversas
anomalias cromosOmicas, puentes, células binucleadas, entre otras a los
componentes de las plantas. A este respecto, Toloza et al. (2006), Bagatini et al.
(2009) indican que la actividad genotodxica, asi como anti proliferativa que presentan
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algunos extractos vegetales son el resultado de las interacciones de sus diversos
componentes quimicos. A este respecto Amado et al. (2020) reporté que el extracto
de Smilax brasiliensis y las fracciones rutina y quercetina los cuales también se han
encontrado en la especie de Sambucus sp. son causantes de efectos genotdxicos.
Se ha indicado que, si los extractos provocan dafios en los cromosomas de las
células vegetales, puede ser potencialmente peligroso también para los
cromosomas de células mamiferas (Feretti et al. 2007). De acuerdo con los
resultados encontrados, en concentraciones bajas 125 mg/L, 250 mg/L no se
presentan anormalidades en la raiz de A. sativum, sin embargo, en las
concentraciones 500, 1000 y 1500 mg/L se encontré un numero importante de
alteraciones tales como puentes, cromosomas rotos, vagabundos, por tal razon se
puede indicar que el extracto present6 efecto genotdxico a altas concentraciones.
Los resultados de esta investigacion coinciden con lo reportado por Bratu (2012) el
cual indica que la especie Sambucus nigra en concentraciones bajas no presento
efectos mutagénicos. De acuerdo con Ifeoluwa et al. (2013) y Sabini et al. (2011)
algunas plantas inducen citotoxicidad, pero no efectos mutagénicos. En general, las
frecuencias de las aberraciones aumentaron significativamente al aumentar la
concentracion, por lo cual podemos indicar que las hojas del extracto de Sambucus
canadensis mostré efectos clastogénicos, lo cual coincide con lo reportado por
Bidau et al. (2004) Celik y Aslantirk, (2010) Mattana et al., (2014) sobre los efectos
de hierbas medicinales. Sambucus canadensis es una planta que debe utilizarse
con cautela no sélo por ser empleada para curar enfermedades sino también porque
es utilizada por mujeres embarazadas (Velazquez-Vazquez et al. 2019) lo cual
podria inducir dafios en su salud. El uso de plantas antes y después del embarazo
puede generar desde vomitos, infecciones, problemas gastrointestinales, hasta
retenciébn de placenta, desgarro cervical, aborto, sangrado uterino entre otras,
debido a que existen pocos estudios sobre la seguridad y eficacia del uso de hierbas
durante el embarazo y se expone tanto a la madre como al feto, se recomienda no
utilizarlas si no se cuentan con estudios cientificos que validen su seguridad (Ahmed
et al. 2017, Hall et al. 2011, lllamola et al., 2020, Frawley et al., 2015, Nergard et al.
2015).
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5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO VEGETAL

SAMBUCUS CANADENSIS FRENTE A CEPAS AISLADAS DE ALIMENTOS
ECOLOGICOS

En esta fase se realizo una evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto
vegetal frente a cepas pertenecientes a la coleccion del laboratorio de Microbiologia
de los alimentos. La actividad antimicrobiana de los compuestos se evalué con
cepas de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y con cepas previamente
aisladas a partir de alimentos organicos (Fernandez-Fuentes et al., 2012). Los
compuestos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) y se diluyeron en serie en caldo de soja triptico (TSB) (Scharlab, Barcelona,
Espafa) para ensayos de antimicrobianos y antibiofilm o antibiopeliculas, las cepas
pertenecian a 2 tipos de colecciones cepas de la coleccidn y cepas resistentes

aisladas de alimentos ecologicos se enumeran en la Tabla .

Tabla 16. Cepas utilizadas en los ensayos de actividad antimicrobiana y anti-
biopelicula perteneciente a dos tipos de colecciones del Laboratorio de
Microbiologia de los alimentos.

Bacterias de la coleccion del laboratorio de Microbiologia de

Alimentos

Salmonella enterica CECT 915
Salmonella enterica CECT 4300
Salmonella enterica CECT 4395
Escherichia coli CCUG 47553
Escherichia coli CCUG 47557
Staphylococcus aureus CECT 976
Staphylococcus aureus CECT 4465

Cepas resistentes aisladas de alimentos orgdnicos

Bacilus cereus UJA 277
Enterococcus faecium UJA 11c
Lactobacillus casei UJA 35h
Enterobacter sp. UJA 37p
Pantoea agglomerans UJA 290
Klebsiella terrigena UJA 32j
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En la primera fase se realizaron ensayos de deteccion de actividad antimicrobiana
en pruebas estandar de difusion en agar para obtener las concentraciones optimas
de cada compuesto que se utilizard en las pruebas de CIM y para identificar las
bacterias con las que se presentaba mayor actividad antimicrobiana. Los ensayos
antimicrobianos se realizaron en concentraciones de 100, 10, 1, 0.1, 0.01 pg/ml.
Posteriormente se realizaron las pruebas en microplaca para determinar los valores
minimos de concentracién inhibitoria mediante el método de microdilucion en caldo
(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.) Segun lo
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute. 2015. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado para obtener los datos de CMI.

Se analizo el extracto vegetal diluido en serie en un rango de 100 a 0.01 pg/ml,
segun el valor de MIC obtenido previamente, para determinar la capacidad de los
compuestos para obstruir la formacion de biopeliculas y también su potencial para
interrumpir biopeliculas previamente formadas, como lo describen Ulrey et al.
(2014). La inhibicion de la formacion de biopeliculas inducida por compuestos
aislados se midi6 mediante el método de tincion de violeta cristal descrito por
Djordjevic et al. (2000) con algunas modificaciones. Posteriormente se incubaron
suspensiones bacterianas (10® UFC en TSB) con concentraciones crecientes del
extracto (24 h, 30 C). Los pocillos con suspensiones bacterianas y medio TSB se
ejecutaron en paralelo como controles positivos para la formacion de biopeliculas.
Todos los pozos se lavaron con agua del grifo y las biopeliculas se fijaron con
metanol. La placa se tifid con violeta de cristal al 0,3% y se leyd en un
iMarkMicroplate Reader (Bio-Rad, Madrid, Espafa) DO 595 nm.

Los resultados para las bacterias de la coleccion del laboratorio de Microbiologia
fueron variables de acuerdo con las cepas, para el caso de S. entérica CECT 915
en la concentracién de 1.0 y 0.1 pg/ml se obtuvieron diferencias significativas
respecto al control p=0.0335. Para el caso de S. entérica CECT 4395 en las
concentraciones de 1 y 0.10 pg/ml se obtuvieron valores de 31 y 35%
respectivamente siendo estadisticamente significativo P<0.0001

Para S. entérica CECT 4300 los valores mas bajos de formacién de biofilm (49 y

50%) se lograron en las concentraciones mas bajas 0.1 y 0.01 pg/ml pero no
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mostraron significancia estadistica P=0.1542. En el caso de S. entérica CECT 405
se obtuvieron valores estadisticamente significativos (37 y 32 % P<0.0001) en
concentraciones bajas de 1y 0.01 pug/ml, las concentraciones mas altas de 10y 100
pg/ml tuvieron porcentajes alrededor del 50%. Para el caso de las bacterias E. coli
CECT 4757 no se encontraron diferencias significativa p=0.1525, el mayor
porcentaje de inhibicién fue mayor al 50%. Sin embargo, con la cepa E. coli CECT
4753 en la menor concentracién 0.01 se redujo hasta en un 39% la formacién de
biofilm siendo estadisticamente diferente respecto al control p=0.0017. Para las
bacterias S. aureus CECT 976 y S. aureus 4475 se logré una inhibicién en la
formacion del biofilm del 33% y 41% en las concentraciones mas bajas, ambas
cepas mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al control

p<0.0001 y p=0.0391 respectivamente.

Para el caso de las bacterias resistentes aisladas de alimentos ecoldgicos la cepa
Enterococcus faecium 11c tuvo menor formacion de biofilm en la concentracion mas
baja 0.01ug/ml los resultados fueron estadisticamente significativos (P=0.106).La
cepa Pantoea 29j tuvo porcentajes de formacion del 35%; 10 ug/ml p=0.0007. B.
cereus redujo hasta en 23% la formacion de biofilm P<0.0001. Sin embargo, la cepa
de Klebsiella 32j tuvo menor formacion de biofilm en la mayor concentracion de 100
ug/ml (47%) los resultados fueron estadisticamente significativos respecto al control
P=0.0025. L cassei redujo hasta en un 17% la formacion de biofilm en las
concentarciones mas altas con resultados estadisticamente significativos P=0.0030.
Por otro lado, Enterobacter 37p no tuvo resultados favorables la menor formacién
de biofilm fue de 71% p=0.1453 (figura 37). Respecto a los resultados en la
disgregacion del biofilm, se puede observar que en algunas bacterias se logré una
disrupcién de la biopelicula previamente formada de hasta 30% (Tabla 2). Aunque
en algunas cepas no se logro reducir la formacion de biofilm. Respecto a las
bacterias pertenecientes a la coleccion del laboratorio de Microbiologia S. entérica
CECT 915 se obtuvieron porcentajes de disgregacion del 34% p<0.05 en
concentraciones de 0.10 ug/ml. Para el caso de S. entérica 4357 también se tuvo

disgregacion de biofilm de 40% en la misma concentracion. Por otro lado, para la

cepa S. entérica CECT 4300 no se logro disgregacion de biofilm. Para la cepa E.
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coli 4757 se alcanz6 hasta un 24% de disgregacion en la concentracion méas baja
de 0.01 ug/ml siendo estadisticamente significativo respecto al control P<0.0001.
Para el caso de las bacterias S. aureus CECT 975y S. aureus CECT 4465 se logro
una disgregacion de 30 y 24% a las concentraciones mas bajas de 0.1y 0.10 ug/ml
siendo estadisticamente significativo p< 0.05.

Para el caso de las bacterias resistentes en E. faecimum 11c las concentraciones
intermedias mostraron diferencias estadisticamente significativas en la disgregacion
del biofilm p=0.0019. Por otro lado, la cepa de Pantoea 29j disgrego hasta en un 35%
p< 0.05 en la concentracién méas baja de 0.01 ug/ml. Similares resultados se pueden

observar para Enterobacter sp. 37p.
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Figura 38. Resultados de la formacion de biopeliculas de 12 cepas aisladas de
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La alta resistencia desarrollada por las biopeliculas bacterianas a los antibiéticos y
biocidas varia de un organismo a otro, por lo tanto, su erradicacion no es facil.
Reducir la capacidad de que las bacterias formen biopeliculas es fundamental para
poder aplicar un tratamiento més eficaz (Dean et al., 2011, Ulrey et al., 2014).
Algunos estudios desarrollados con productos naturales han demostrado que
podrian ser eficaces contra las biopeliculas bacterianas (Upadhyay et al., 2013,
Alejo-Armijo et al.,, 2017, Vasudevan, 2014). A este respecto Budri et al. (2015)
report6 una fuerte actividad anti-biopelicula de los aceites esenciales de Syzygium
aromaticum y Cinnamomum zeylanicum. Cha et al. (2004) también mostré que los
aceites esenciales de Artemisia lavandulaefolia, tienen efectos inhibidores sobre 15
cepas de bacterias anaerobias entre las que se encuentran S. aureus, Enterobacter
sp. entre otras. Yatsuda et al. (2005) encontré que los extractos de Mikania laevigata
y M. glomerata inhibian significativamente la adherencia celular de S. mutans, S.
sobrinus y S. cricetus. Del mismo modo, Veloz et al. (2005) mostr6 que los extractos
de polifenoles de Chilean propolis inhiben un 50% la formacion de biopeliculas de
S. mutans. En este estudio se encontr6 que el extracto vegetal de Sambucus
canadensis presenta resultados favorables frente a la formacién de biopeliculas y la
disgregacion de peliculas previamente formadas, estos resultados se presentaron
tanto en bacterias de cultivo tipo como resistentes. Para el caso de algunasbacterias
se encontré inhibicién significativa pues hubo reduccion menor al 30% e incluso
aumento en la capacidad de formacién de biopeliculas dependiendo de la
concentracion probada. B. cereus 277 y S. aureus CECT 976 obtuvo los menores
porcentajes de formacion de biofilm (30%, p <0,05). Para el caso de la formacion de
biofilm de la bacteria S. entérica CECT 4465, Klebsiella terrigena 32j y L. cassei 32h
se presentd una dosis dependiente, induciendo una disminucién de 43 a 55% de
47% a 83% y de 23 a 70.4% respectivamente aumentando cuando la concentracion
incremento de 0.01 a 100 ug/mL. La dosis dependiente encontrado en la formacion
de biofilm ha sido reportada por microorganismos que afectan los alimentos (Rane
et al.,2014, (Alejo-armijo et al., 2016). Por otro lado, también se encontraron
resultados en los cuales a menor concentracion mayor actividad anti biopelicula, en

otros estudios también se han reportado efectos paraddjicos; menor
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formacion de biofilm en concentraciones mas bajas Rane et al (2014) al estudiar el
efecto de los PAC de arandano sobre la formacion de biopeliculas de C. albicans
encontro que las dosis altas de PAC de arandano no tuvieron un efecto significativo
(P> 0,05) sobre la actividad de C. albicans pero si las dosis més bajas, también se
habia observado un efecto paraddjico dependiente de la cepa y del farmaco (Melo
et al., 2007). Posteriormente, en el experimento de disgregacion cuando se permitio
gue las bacterias se adhieran y formen biopeliculas, los mejores resultados se
encontraron con la bacteria S. aureus que indujo una reduccion del 24,8% (p <0,05)
a 0,01 ug / ml, en comparacion con el control. También se detecté una reduccién
significativa (p <0.05) del 35.2% en el biofilm preformado con Pantoea 29j a la
misma concentracion. Asimismo, en Enterobacter sp 37p se redujo en 25% en una
concentracion de 1 ug/ml p = 0.05. También se detectaron reducciones menores en
concentraciones de 1y 10 ug/ml. Los resultados encontrados en el estudio pueden
asociarse a los compuestos de las plantas; por ejemplo, los polifenoles tienden a
autoasociarse cuando aumenta la concentracion (Charlton et al., 2002). También las
estructuras externas de las bacterias Grampositivas y Gram-negativas pueden ser
responsables del efecto dosis-dependiente. Los metabolitos secundarios de las
plantas tienen diversas propiedades biolégicas tales como actividad antioxidante,
antimicrobiano, modulacién de enzimas, entre otras (Kurmukov et al., 2013) y se les

puede asociar la actividad de formacion y disgregacion encontrada en este estudio.
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CAPITULO IV




4. CONCLUSIONES GENERALES
En la primera etapa de esta tesis se realizé un estudio etnobotanico en el cual la

mayoria de las personas que tenian conocimientos 79.5% eran mujeres, lo cual
denota el rol y preponderancia que tiene la mujer en el conocimiento sobre las
plantas medicinales y sus usos en la medicina tradicional.

Los rangos de edades de los entrevistados indican que existe una tendencia a la
apropiacién del conocimiento por parte de adultos, del sexo femenino y en menor
medida por parte de jévenes. En el estudio realizado se reportaron 43 especies de
plantas de uso medicinal pertenecientes a 21 familias botanicas. Las familias mejor
representadas fueron Asteraceae, Lamiaceae y Rutaceae, el resto de las familias
estuvieron representadas por dos y una especie. En cuanto a la obtencion, la
mayoria de las personas indic6 que obtienen las plantas de la propia comunidad,
incluso un importante porcentaje de los encuestados (68%) cultiva las plantas en
huertos. Los indices valor de uso y frecuencia de uso reflejan la realidad circundante
del conocimiento local que posee la poblacion rural en cuanto a la biodiversidad de
especies de plantas con algin uso medicinal.

Las plantas seleccionadas para este estudio se basaron en la revision de literatura
en donde se tienen escasos conocimientos sobre actividad antibacteriana y
genotoxica de las plantas seleccionadas.

En este estudio se mostrd que los extractos vegetales de Ricinus communis, Salvia
microphylla, Sambucus canadensis y Bidens alba, plantas utilizadas en medicina
tradicional tienen efectos antimicrobianos frente a bacterias patdgenas. Estos
resultados se asocian a la presencia de los metabolitos encontrados en esta
investigacion.

Las pruebas in vitro e in vivo revelaron que los extractos fueron capaces de inhibir
el crecimiento bacteriano de las bacterias evaluadas. Por tanto, se puede indicar
gue los extractos de las plantas utilizados como medicina tradicional en
comunidades indigenas de la Sierra Negra tienen efectos contra bacterias de interés
alimenticio y pueden ser una alternativa para combatir bacterias transmitidas en los

alimentos.
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Los resultados de este estudio sugieren que el extracto etandlico de Sambucus
canadensis induce efectos anti proliferativos, ademas se encontr6 que en
concentraciones superiores a 500 mg/L influye sobre el crecimiento radicular,
division celular y alteraciones cromosomicas en las células de Allium sativum. Es
iImportante conocer los efectos de las plantas que son utilizadas como principal
fuente de atencidén médica, para poder aportar hacia la regulacion sobre su uso y
consumo como una medida importante para proteger la salud de las personas.

Se recomiendan hacer mas pruebas con otras bacterias de interés para evaluar la
eficacia de las plantas analizadas en este estudio. Asimismo, es importante evaluar
los metabolitos para detectar si la actividad bacteriana o genotdxica esta
relacionada con un metabolito o por el contrario la actividad es debido a la sinergia
de los compuestos de la planta, lo cual ha sido reportado anteriormente.

En este estudio se acept6 la hip6tesis general de que existen extractos vegetales
con propiedades antibacterianas con la capacidad de inhibir bacterias. También se
acepto la hipotesis que algunos de los extractos seleccionados tuvieron efecto en
las bacterias evaluadas, asi como los metabolitos. Se acepta la hipétesis alterna ya
gue el extracto vegetal evaluado si presento genotoxicidad a altas concentraciones.
El biomodelo Allium sativum fue un bioindicador adecuado para evaluar la
genotoxicidad y citotoxicidad del extracto evaluado.

Este es el primer registro del cual se tiene conocimiento sobre plantas usados en
comunidades indigenas den la Sierra Negra de Puebla México en condiciones in
vitro e in vivo, asi como estudios genotéxicos. A pesar de los resultados de este
trabajo, se necesitan mas evaluaciones para generar un producto de origen natural
gue sea util para desinfectar alimentos contaminados por bacterias. Debido a esto,
se recomiendan hacer mas pruebas con dosis mas altas y diferentes alternativas de
aplicacién para la obtencion de un producto final que pueda llegar a ser
comercializado. Se recomienda realizar un estudio mas amplio sobre la
genotoxicidad de los metabolitos asociados a la especie vegetal evaluada para tener

un producto que ademas de eficaz sea inocuo.
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Abstract: Medicinal plants are very useful for man and is the result of the experience that has accumulated for generations. The aim of the
study was to obtain information on the use of medicinal plants used in indigenous communities of the Sierra Negra de Puebla, Mexico. A
semi-structured interview was applied to 635 people; 79.5% women and 20.5% men. The use of 43 species divided into 21 families was
reported. The most used families were Asteraceae (8 spp.), Lamiaceae (4 spp.) And Rutaceae (4 spp.). The species with higher frequency
and use value were Matricaria recutita and Mentha piperita, the main affections treated were: stomach pain, cough and flu. The leaves were
the most used (55%) the main form of preparation (30.2%) was maceration, most (65%) grow the plants in orchards. In indigenous
communities, women have a preponderant role in the use of medicinal plants.
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Resumen: Las plantas medicinales son de gran utilidad para el hombre y es resultado de la experiencia que ha acumulado por generaciones.
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especies con mayor frecuencia y valor de uso fueron Matricaria recutita y Mentha piperita, las principales afecciones tratadas fueron; dolor
estomacal, tos y gripa. Las hojas fueron la parte més utilizada (55%) la principal forma de preparacion (30.2%) fue maceracion, la mayoria
(65%) cultiva las plantas en huertos. En comunidades indigenas la mujer tiene un papel preponderante en el uso de las plantas medicinales.
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INTRODUCCION

Las plantas han sido de gran utilidad para ¢l hombre
no solo porque sirven de alimento, sino también para
aliviar y/o controlar enfermedades (Rangel er al.,
2001; Martinez-Moreno et al,, 2006: Vivot y
Cruanes, 2008; Villavicencio-Nieto ef af.. 2010).

El conocimiento en el uso de las plantas
como alternativa en la medicina ha sido una practica
tradicional que se ha transmitido a través del tiempo
(Martinez et al., 2006: Pirondo et al, 2011). Se
esima que al menos 35.000 especies vegetales
presentan potencial para uso medicinal y alrededor
del 80% de la poblacion mundial utiliza remedios
herbolarios tradicionales (Annan y Houghton, 2007:
Sotero-Garcia et al., 2018). En los altimos afios se ha
dado gran importancia al uso de las plantas por ser
una altemnativa eficaz para combatir enfermedades
infecciosas en ¢l hombre con escasos efectos
secundarios, asi como para evitar problemas de
resistencia a los microorganismos debido al excesivo
uso de medicamentos de sintesis quimica (Nifio ef al.,
2006; Miranda-Cruz ef al., 2012; Bullain-Galardis ef
al., 2015).

México se encuentra entre los paises con
mayor tradicién ancestral y riqueza en el uso de la
herbolaria medicinal, debido a la gran diversidad
vegetal y amplia riqueza cultural (Barmagin, 2006).
en este sentido se han registrado mas de 4,000
especies para remedios naturales (Gomez-Alvarez,
2012; Kakuko et al., 2005) en distintas afecciones
como; bilis, dolor de estomago, rifion, tos, fiebre,
gasiritis, entre otros (Céceres ef al.. 1990: Hernandez
et al., 2005: Martinez et al., 2006; Castllo-Juirez et
al., 2008; Vizquez ef al,, 2011). El aprovechamiento
de las plantas con fines medicinales se ha transmitido
de generacion en generacion, de manera que algunas
costumbres subsisten y son ejercidas de forma
cotidiana, tanto en 2zonas urbanas como en
comunidades rurales indigenas las cuales son
reconocidas  por poseer grandes conocimientos
tradicionales en el uso de las plantas (Caballero y
Cortés, 2001; Leonti er al, 2003). Asimismo, el uso
esta asociado con la presencia de curanderos, muchos
de los cuales poseen un profundo conocimiento de la
herbolania (Canales ef al., 2005, Monroy y Castillo,
2007).

Entre los estados en donde se utiliza una
amplia variedad de plantas medicinales se encuentra
el estado de Puebla (Paredes-Flores er al... 2002;
Cruz-Garcia, 2007; Vazquez et al., 2011). Sin
embargo, son pocas las investigaciones en el uso y
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manejo, puntualmente en comunidades indigenas, por
tanto, es escasa la informacion etnobotinica (Linares
et al.,, 1999; Casas et al., 2001: Davila er al., 2002,
Heméndez et al., 2005). Por lo anterior, la
informacion sobre el uso de plantas medicinales en
diferentes regiones del pais es de gran relevancia
etnobotdnica y serviria para definir estrategias que
mejoren ¢l aprovechamiento y manejo de los recursos
de la flora medicinal. Para reconocer estos
conocimientos  ancestrales, su aplicacion y la
valoracion de sus recursos naturales endémicos, el
objetivo de esta nvestigacion fue recabar
informacidn del conocimiento popular de las plantas
medicinales utilizadas en comunidades indigenas de
la sierra Negra de Pucbla.

El estudio se realizd durante un periodo de
seis meses de enero-julio 2017. Se obtuvo
informacion mediante talleres y encuestas sobre el
tipo de planta utilizada, forma de preparacion y
enfermedades para las que las utilizan.

MATERIAL Y METODOS
El estudio se desarrollé en el mumcipio de San
Miguel Eloxochitlan, se encuentra ubicado al sureste
del Estado de Puebla en la Sierra Negra de Puebla en
las coordenadas 18°30'32"Ny 96°5522"0 a 90
kilometros del valle de Tehuacdn, colinda al norte
con ¢l estado de Veracruz, al sur con el municipio de
Zoquitldn, al este con el municipio de Porfirio Diaz y
al oeste con el municipio de Ajalpan. Tiene una
extension de 190 km? La comunidad de San Miguel
Eloxochitlan esta conformada por 12575 habitantes
de los cuales 6394 son mujeres y 6181 son hombres,
82% de la poblacion cuenta con servicios de salud,
sin embargo, 40% de la poblacion carece de
educacion basica (INEGL 2010). Su indice de
marginacion es de 2.26, lo cual lo ubica en el
segundo municipio con mayor marginacion del
estado (CONAPO, 2010). Se estima que mas de 000
habitantes hablan una lengua indigena y que 44% de
la poblacién es indigena (SEDESOL, 2012). El clima
es templado hiimedo con lluvias todo el afo, presenta
una vegetacion de bosques mesofilos de montafia, y
pinos y en lo que es el declive hacia la planicie
costera la vegetacion es selva alta perennifolia. Las
localidades de estudio fueron Atexacapa, Mirador,
Macuilcoutitla, Zacacoapan, Tepepa, Macuiltepec
(Figura N° 1).

Los criterios de seleccion en cuanto a las
localidades fueron homogeneidad en caracteristicas
ecologicas y socioculturales. La unidad de analisis

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromadticas/266

94



Velasques-Vasques et al.

fucron hombres y mujeres adultos. Se realizd una
investigacion de lipo cuantitativa con un nimero de
muestra de 635 empleando un cuestionario con
validacion de alfa de cronbach de 0.8 en el que se
incluye una parte demogrifica y una segunda parte
sobre el material herbolario: plantas utilizadas. la
forma de obtencion, forma biologica, parte de la
planta utilizada, enfermedades para las cuales las
utilizan y forma de preparacion.

Asimismo, con los datos recopilados se
obtuvieron los indices de valor de uso (VUis) y
frecuencia de uso (Fuso), de acuerdo con Toscano
(2006). El indice de valor de uso significa la
importancia que posee una especie dada segin el
grado de uso de la misma y comparada con otras

especies.

i [recuencia de la especie
- z Valor max de la especie mas wtilizada

Uso de plantas Medicinales en la Sierra Negra de Puebla (México)

VUis = es el indice de valor de uso de la especie is.
Este indice varia entre 0 y 1, siendo | la especie con
mayor valor de uso.

Frecuencia de uso. Se refiere a las veces en
que una especie es utilizada por un usuario (Bravo et
al., 2017):

Ne P

Famy= N2e x100

Fuso = frecuencia de uso de la planta medicmal.

N° p = nimero de veces en la cual se menciond la
especie.

N = nlimero total de entrevistas realizadas

Finalmente, se hizo un estudio de campo, las
plantas se identificaron por comparacién visual con
datos de herbanos, manuales, diccionarios botinicos
y articulos cientificos.

Figura N" 1
Localizacién geogrifica de las comunidades de estudio
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RESULTADOS

Se realizaron 635 entrevistas, lo que representa 10%
de la poblacion total reportada en cada localidad de
acuerdo a los datos del INEGL 2010. De los
entrevistados  79.5% fueron mujeres, con un
promedio de edad de 49.5 anos, con un minimo de I8
y miximo de 82 afos. el intervalo de edad mas
frecuente (22.6%) fue de 41-50 afios. 20.5% de los

Uso de plantas Medicinales en la Sierra Negra de Puebla (México)

encuestados fueron hombres, la edad promedio fue de
58.4 afios, con un minimo de 21 y maximo de 80, el
intervalo de edad mas frecuente (27.7%) de los
encuestados fue de 60-70 afios (Figura N°® 2).
Asimismo, 70% de los informantes mencionaron
haber aprendido ¢l uso de las plantas medicinales de

sus padres o abuclos.
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Figura N° 2

Intervalo de edad de mujeres y hombres entrevistados.

Se registraron un total de 43 plantas
medicinales agrupadas en 21 familias, entre las que
sobresalen: Asteraceae, Lamiaceae y Rutaceae. La
familia Asteraceae estuvo representada por 8 especies
que corresponden a plantas conocidas localmente
como manzanilla (Matricaria recutita L), hierba
maestra (Artemisia absithium), escobilla
(Haplopappus venetus), estafiate (Artemisia  sp).
amnica (Arnica montana L), cempazuchitl (Tagetes
erecta), santa maria (Tanacemm parthenium) y
asomiate (Senecio salignus). La familia Lamiaceae
por 4 especies; hierba buena (Mentha piperita),
romero  (Rosmarinus  officinalis), mirto  (Salvia
microphyila) y orégano (Origanum vulgare). La
familia Rutaceae estuvo representada por 4 especies:
ruda (Ruta graveolens) naranja; (Citrus x sinensis)
limén (Citrus x limén) y lima (Citrus x aurantifolia).
Las familias restantes estin representadas por dos o
una sola especie (Tabla 1). Las plantas utilizadas con
mayor frecuencia fueron: manzanilla (Matricaria
recutita L) hierba buena (Mentha x piperita) ruda
(Ruta  graveolens) hierba maestra  (Artemisia
Absithium L) epazote (Dysphania ambrosioides) y
sibila (Adloe barbadensis). De acuerdo con las

entrevistas, a eslas especies se les atribuyen
propiedades curativas para el tratamiento de diversas
afecciones y enfermedades del sistema, asi como
analgésico, desinflamante y dolor. Los padecimientos
para los que se utiliza el mayor nimero de especies
son para enfermedades del sistema digestivo como
dolor de estomago, desparasitante, diarrea, colicos
(Tabla N° 2).

La frecuencia de uso mas alta correspondio a
la manzanilla (Matricaria recutita) seguida de las
especies Mentha x piperita y Ruta graveolens, con
valores de 11.6, 10.7 y 8.9 respectivamente (Tabla N°
1). En cuanto al valor de uso de las especies
medicinales, la manzanilla y la hierba buena tuvieron
los indices mas altos y los mas bajos lo compartieron
4 especies con valor de uso de 0.01. Asimismo, del
total de especies reportadas el 27.9% son endémicas
(Tabla N° 3). Los tipos biologicos de las especies
que componen la herbolaria medicinal, 58.1% fueron
herbiceas, 20.9%, arboreas y arbustivas. Referente a
la ubicacion de las especies curativas, 65% de cllas se
encuentran en huertos familiares, seguido de los
acahuales 19% (zona de transicion entre la selva y los
terrenos  agricolas donde la vegetacion surge de

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromiiticas/268

96



Velasgues- Vasquez & al

manera esponiinea) ¥ potreros 16%. Las partes mis
utilizadas de las plantas son las hojas {55%) las flores
(25%), frutos (12%) coreza v fallo (%) Las
comunidades gque mostraron mayor conocimiento
basindonos en la frecuencia del uso de plantas fue
San  Miguel Eloxochitlan (41.5%) seguido  de

Usar e plantas Medicinales en o Sterra Negra de Puebla (Méden)

Zacacoapa (19.5%) Mirador (13.2%) Macuiliepec
(10%4) Macuicoutitla (5.8%) y Atexacapa (3.8%). En
cuanto a la forma de preparacion utilizan la téenica
de maceracion (30.2%), cocimiento (28.3%), infusion
(26%) y tintura {15.5%).

Tabla N 1
Familias, nombres cientificos, comunes, parte uiilizada v formas biolégicas de plantas
medicinales utilizadas en la Sierra Negra de Puebla, México

Parte  Formade Frecuencia  Valor de
Familia Especie Nombre conin vegetal wida de Uso Usis
Asteracene Matricaria recutite L Manzanilla HIFL  Herbdcea 11,63 100
Lamiaceae Mentha x piperita Hierba buena HI Herbdcea 10,71 092
Rutaceae Rura gravealens Ruda HJ Herbécea BOR 077
Asteraceas Artemisia absithium [ Haerba maestra HI Herbacm BE2 016
Amaranthaceae Dhaphania ambrosioides Epazote HI Herbdcea 533 046
Asleraceas Haplopappes veneétus Escobilla HI, T Herbdcea 5.0 045
Kanthorthoeaceae  Aloe barbadeniis Shbila HI Herbdicea 5.0 045
Asleraceae Artemisia sp. Estafiate HI Herbdcea 4,88 042
Asteraceas Artemisia sp. Tapidin HI Herbacm 4 8K 042
Asleraceas Armicer manrtamr L A.I'.H.I.Lﬁ HI Aﬂml 331 028
N1 Totomakinitl HIFR  Herbdcea 4,57 039
Primulaceae Primula valgaris San pablita HI Herbdcea 313 027
Lamiaceae Rosmarinies officinalis Romers HI Herbdicea 2 6E 023
Betulaceas Almary acunmingla Elire HI Arbusto 1,73 018
Lauraceas A maTA VETTEm Canela Arbusto 1,73 015
Pinaceas Piract enparcaiuine Acahuite HI.C Herbdicea 1,73 015
Lamiaceae Salvia microphkylia Mirto HI Herbdcea 1,42 2
. ) Hierba santa . 3
Rubiaceas Haomelia patens Jacg o HI Herbdcea 1,26 T
Apiacese Apiuwm graveolens Apio Arbusto 110 009
Myrtaceae Puidinm guejova Hagas de guayaba HI Arbol 094 008
P HI, .
Rosacee Privimus periica Duirazna CFR Arbol 04 008
Lamiaceae Origanum valgare Ot HI Herbdcea 079 007
Tilaceas Tilfiar europes Flar de tila HI Herbdicea 0,79 07
Adozaceas Samburgic mexicana Sawco HJ Herbécea [ 1% ) 005
Asleraceae Tageres erécta Cempazuchitl HIFL  Arbusto L% 005
Pinaceae Cedrs sp Cedro HIC Arbusto L%} 005
Rutacee Citens X sineniis Hojas de naranjo HIFR  Arbusto 63 005
Solansceae Nicotinng fabacn Tabaco HI Arbol L% 0,05
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Amaryllidaceae  Allium sativiem
Asparagaceae Yucca sp
Asteraceae Tanacetum parthenium
Cactaceae Opuntia sp
Euphorbiaceae Ricinus comunis
Rutaceae Citrus x limon
Asteraceae Senecio salignus
Fabacese Erythrinag americana
Myrtacese Eucalyptus
Rutaceae Citrus * aurantiifolia
Sol, Sol Iycopersicum
Apiaceae Cuntinum cyminum
Asparagaceae Sansevieria trifasciasa
gulamac Prunus salicifolia

Uso de plantas Medicinales en la Sierra Negra de Puebla (México)

Ajo Bulbo  Arbol 047 0.04
[zote Arbusto 047 0.04
Sants Maria HJ Arbusto 047 0.04
Nopal Arbol 047 0.04
Higuerilla HIFR  Herbdcea 047 0.04
Limon FR Herbdeea 047 0.04
Azomiate HJ Herbdcea 031 0,03
Equimite HJ Arbol 0,31 0.03
Eucalipto HJ Herbdcea 0,31 003
Flor de lima HIFL  Herbdcea 031 0.03
Jitomate Arbusto 031 0.03
Comino Herbdcea 0,16 0.01
Lengua de vaca HJ Herbdeea 0.16 001
Ospaxul HJ Arbol 0,16 0.01
Hoja de capulin HIFR  Arbol 0,16 0.01

Partes vegetales: HJ: hojas, FL: flor, FR: fruto, C: corteza. T: tallo.

“N.I: especie no identificada.

Tabla N°2

Resultados de las frecuencia de uso de plantas medicinales por enfermedades en la Sierra Negra de

Puebla

Aparatos o

sistemas Enfermedades

N* de especies utilizas

Especies utilizadas por enfermedad

Bils
Gastntis

Digestivo

Higado

Empacho

Desparasitante

Hierba tra (Artemisia absithium) I
Higuerilla (Ricinus communis) 3

Hojas de guayaba ( Pridium guajava)
Hierba tra (Ar bsithium)
Romero (Rosmarinus officinalis) 1
Manzanilla (Matricaria recutita) 9

Hierba santa cimarron (Hamelia patens)
Flor de Tila (Tilia enropea)
Cempazuchitl (Tagetes erecta)
Escobilla (Haplopappus venetus)

Santa Maria (Tanacetum parthenium)
Epazote (Dysphania ambrosioides)
Hierba buena (Memha x piperita)
Oregano (Origanum vulgare)

Hierba buena (Memha x piperita)

.

Higuerilla (Ricinus communis)

Oregano (Origanum vulgare L)

Mirto (Salvia microphylla)

Lengua de vaca (Sansevieria trifasciata)

Elite (Alnus acuminata) 6
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Hojas de naranjo (Citrus X sinensis)
Hiﬂba 1 (." ick heith )
Canela (Cinnamomum verum)
Durazno (Prunus pérsica)

Epazote (Dysphania ambrosioides)

Circulatorio

Hemorragias

Fecobilla /1Hanl
(Haplopapy )

Excretor

Risidn

Amica (Arnica montana)

Respiratorio

Tos-gripa

[N S

Manzanilla (Matricaria recutita)
Oregano (Origanum vulgare L)
Hierba buena (Mentha x piperita)
Cempazuchitl ( Tagetes erecta)
Higuerilla (Ricinus )

Diabetes

Higuerilla (Ricinus ¢ it ) 1

Nervioso

Nervios

Flot de Tila (Tilia enropea) 1

Ieritaciones de la piel

Mal asre-limpaas

Susto
Desinflamatorio Dolor

Bafos postparto

Colicos

Estafiate (Artemisia ludoviciana) 4
Santa Mana (Tanacetum parthenium)

Mirto (Salvia microphylla)

Sauco (Sambucus mexicana)

Cedro (Cedrus sp) I
Sauco (Sambucus mexicana)
Sabila (Aloe barbadensis)
Romero (Rosmarinus officinalis) 6
Ruda {Ruta graveolens)

Azomiate (Senecio salignus)

San pablito (Primula vuigaris)

Santa Mania (Tanacetum parthenium)

Apio (Apium graveolens)

L

Ajo (Allium sativum) I
Cedro (Cedrus sp.) 10

Jnonste (Solanum lycopersicum)
Elite (Alnus acuminata)

Comino (Cuminum cyminim)
Equmite (Erythrina americana)
Acshuite (Pinus ayacahuite)
Canela (Cinnamomnt verum)
Azomiate (Senecio salignus)
Apto (Apium graveolens)

Sawco (Sambucus mexicana)
Romero (Rosmarinus officinalis)
Mirto (Salvia microphylla)
Oregano (Origanum vulgare) 3

Escobilla (Haplopappus venetus)
Hierba santa cimarron (Hamelia patens)

L
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User de plantas Medicinales en la Slerra Negra de Puebla iMéxica)

Tabla N° 3
Origen v forma bioldgica de las plnlglns utilizadas en la Sierra Negra de Puebla, México
Arbaol Arbusto Herbdcea
Endémica 3 3 &
Introducida & & 19

DISCUSION

El wso de plantas medicinales en las regones de
América Latina representa un valor imporiante para
cada pais. En estudios etnobotinicos relacionados
con el uso de plantas medicinales, las percepoiones
de las personas nativas sobre el uso de éstas v la
diversidad de plantas que utilizan es amplia. De
acuerdo con Arango (2004) v Anas-Toledo et al.
(2007} el “conocimiento empinco”™ no es homogénen
respecto a su aplicacion v hay una gran diversidad
sobre éste y sobre el mimero de especies de cada
poblacion. En el uso de plantas medicinales la region
juega un papel muy importante, a diferencia de la
globalizacion en la medicing, la percepcion de la
poblacion en uso de las plantas medicinales vana de
una cultura a otra. Incluso entre géneros, es notono y
de destacar gque el mayor conocimiento lo poseen las
mujeres (Hanazaky e af, 2000; Vazquer e al,
2011). La mujer como ama de casa y encargada del
hogar juega un papel muy importante dentro de estas
comumdades. Ademas de las labores domésiicas, se
encarga de aliviar las enfermedades de sus familiares
(Arango, 2004), el conocimiente empirico del uwse de
remedios a base de plantas medicinales se transmite
de mujer a mujer (madre a hija, suegra a noera) lo
que conimbuye a un mayor conocimiento. En
comumdades rurales como lo menciona Casas et al.
{1994} s¢ observa una division tradicional en la
division del trabajo.

Del mismo modo de acuerdo con Armas-
Toledo (2009). la edad también juega un papel
imporante en el conocimiento de los recursos
naturales, asociandola a un mayor conocimiento por
parte de las personas de mayor edad, esto coincide
con lo reportade por Herndndez er af. (2005) y
Sinchez-Gonzilez et af. (2008), v es transmitido de
generacion en generacion, lo cual comcide con o
reporiado  por Valdés-Cobos (2013). Este 0ltimo
indica que en la Mixteca Alta de Oaxaca el
conocimiento del uso de plantas se ha conservado por
tradicidon ¥ es generacional. Sin embargo, debido a
los cambios en las condiciones de vida, el contexto
histdrico ¥ econdmico de los jovenes estos saberes se

han do perdiendo, principalmente por desinterés de

las nuevas generaciones. La pérdida del conocimiento
entre generaciones es de gran preocupacidn s se
considera que muchas poblaciones rumles hacen wso
de las plantas medicinales para subsistir (Ladio y
Lozada, 2008). En este estudio se enconird que un
alto porcentaje de la poblacion (85%) no asiste al
miédico, resuelven sus padecimientos con recetas de
plantas medicinales, y solo van al médico cuando la
afectacion es muy grave, o no la pueden controlar. De
acuerdo con Valdés-Cobos (2013) las  plantas
medicinales constituyven una  alternativa ante la
carencia de servicios para atender la salud, es por ello
que s¢ debe reconocer sU importancia ¥ poner énfasis
en la conservacion de las plantas medicinales.

En este estudio se reportd el uso de 43
especies  divididas en 9 familias, entre las gue
sobresalen Asteraceae v Lamiaceae, lo cual comncde
parcialmente  con los resultados reporiados  por
Gomez-Alvarez (2012), v Magafia e af (2010)
quienes fambién reportaron un mayor use medicinal
dentro de la farmilia Asteraceae v Lammaceae. La
familia Asteraceae ocupa un lugar preponderante en
Ia flora de Méxice tanto a nivel de género como de
especie ¥ contribuye a la enorme rigueza del pais
(Villasefior, 2004; Canales et al., 2005, Gomez-
Alvarez, 2012).

Respecto a las principales enfermedades que
se tratan destacan las gastromntestinales; lo cual
coincide con lo reportade por Hemdndez er al
(2005), guienes reahzaron un estudio sobre las
plantas  medicinales  utilizadas  para  aliviar
enfermedades en Fapotitlin de las Salinas, Puebla.
En este sentido Orantes-Garcia e al. (2018) enuncia
que, las plantas también son wblizadas para uso
dermatoldgico como: hernidas, irmtacidn, ¥ granos, o
problemas del sistema respiratorio: tos, gripe. dolor
de garganta. También se reportan plantas para tratar
Io que la poblacion conoce como el susto™ y “el
espante” lo cual también ha sido reportado en otros
trabajos {Sdnchez-Gonzdlez ef al, 2008; Argueta
2012}

Del total de especies reportadas (43) son
especies de uso medicinal tradicional v su uso ha sido
validado con estudios cientificos tal es el caso del
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cempazuchil (Tagetes ervecta) drmica (Heterotheca
imloiddes) manzamlla (Matricaria  recatita) mirto
(Salvia microphvila) entre otras (Lopez ef all, 2001;
Hemdndez et @i, 2006; Nogueira e af., 2008; Vikas
ef all, 20010; Mathur e al.. 2011; Rodriguez-Chivez,
2015). En cuanto a la forma bioldgica las que
predominan son las herbaceas (58.1%0) seguudas de
las arbdreas v arbustivas. Esto también se ha
reportado en el trabajo realizade por Magana et al.
(2010) v Zambrano ef af (2015) donde indican que la
mayora de plantas medicinales son hierbas v en
menor porcentaje drboles v arbustos, principalmente
por el lamafio que lienen ¥a gue OCUPAN Menos
espacio dentro de sus huertos, ademds de que su
obtencion v manejo ¢s mas facl. Lo cual comeide
con este estudio va que la mayoria (65%) de las
personas obiene las plantas de sus huertos.

Los valores encontrados en cuanto al valor de
uso (VUis) v frecuencia de uso indican que las
especies mas ulilizadas tienen un alto valor de uso lo
cual se relaciona con el nimero ol de usos
reportados, en este estudwy destacan las especies
Matricaria  recutita, Mentha x piperita v Ruta
graveolens. A este respecto es imporiante indicar gue
del total de especies reporiadas en este estudio el
27.9% son endémicas de México; Dvsphania
ambrosioides, Happlopus venetus Alnus acwminata,
Pinus  avacahuite, Safvia  macrophylla,  Psidiem
gugfava,  Sambucus  mexicana, Tagetes  erecta
Senecio salignws, Envfring  americane,  Solanum
Ivcopersicum ¥ Prunuy salicifolia. Las  especies
restanies pese a no ser endémicas fueron introducidas
hace siglos y han sido naturalizadas en México con
gran  éxilo  para  tratar  distintas  afecciones,
principalmente en comunidades indigenas como el
cempazuchitl  (Tagetes evectal vy el  epazote
(Dsphania ambrosioides (Leonti ef al., 2003).

CONCLUSIONES

D las personas entrevisiadas, 79.5% fueron mujeres,
lo cual denota el rol ¥ preponderancia que tiene la
mujer en el conocimiento  sobre  las  plantas
medicinales v sus usos en la medicina tradicional.
Loz rangos de edades de los entrevistados indican que
existe wuna fendencia a  la apropiacion  del
conocimiento por parte de adultos, del sexo femenino
y en menor medida por parte de jdvenes. En el
estudio realizado se reportaron 43 especies de plantas
de uso medicnal pertenecientes a 21 familias
botinicas. Las familias mejor representadas fueron
Asteraceae, Lamiaceae v Rutaceae, el resto de las

Usar de plamtas Medicinales en la Sierra Negra de Puebla (Méxea)

familins  estuvieron representadas por dos v una
especie. La especie Matricaria recutifa fue la mis
utilizada. En cuanto a la obtencion, la mayoria de las
personas imdicod que obtienen las plantas de la propia
comunidad, mcluso un importante porcentaje de los
encuestados (65%) cultiva las plantas en huertos. Los
indices valor de uso y frecuencia de uso reflejan la
realidad circundante del conocimiento local que
posee la poblacion rural en cuanto a la biodiversidad
de especies de plantas con algin uso medicinal.
Asimismo, algunas de las especies reportadas en este
estudio son endémicas de México, ¥ otras han sido
imfroducidas con gran éxilo para curar  distintos
mualestares, por lanio se debe reconocer la importante
herencia cultural que bene México en el uwso de
plantas medicinales.
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2DO ARTICULO ENVIADO

ARTICULO Il. IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PLANTS USED IN MEXICAN TRADICIONAL
MEDICINE ON FOODBORNE BACTERIA

Del estudio de la informacién obtenida de este apartado, se realizé un articulo cientifico que
fue enviado a la Revista Pharmaceutical Biology la cual se encuentra indexada en
Academic Search Complete; BIOBASE; Biochemistry and Biophysics Citation Index;
Biological Abstracts; BIOSIS Previews; Biotechnology Abstracts; Chemical Abstracts;
Consumer Health Complete; Derwent Drug File; Derwent Chimera; DOAJ; EMBASE;
EMBIOLOGY; ETOH; International Pharmaceutical Abstracts; Microbiology Abstracts;
PopLine; SciSearch; SCOPUS; Zoological Record CABI Global Health; Abstracts on
Hygiene and Communicable Diseases; AgBiotech News and Information; AgBiotechNet;
Agricultural Economics Database; Agroforestry Abstracts; Animal Breeding Abstracts;
Animal Production Database; Animal Science Database; Biocontrol News and Information;
Botanical Pesticides; Crop Physiology Abstracts; Crop Science Database; Dairy Science
Abstracts; Environmental Science Database; Field Crop Abstracts; Forest Products
Abstracts; Forest Science Database; Forestry Abstracts; Grasslands and Forage Abstracts;
Helminthological Abstracts; Horticultural Science Abstracts; Horticultural Science Database;
Index Veterinarius; Nutrition Abstracts and Reviews Series A; Nutrition and Food Sciences
Database; Nutrition CD; Organic Research Database; Ornamental Horticulture; Parasitology
Database; Pig News and Information; Plant Breeding Abstracts; Plant Genetic Resources
Abstracts; Plant Genetics and Breeding Database; Plant Growth Regulator Abstracts; Plant
Protection Database; Postharvest News and Information; Poultry Abstracts; Protozoological
Abstracts; Review of Agricultural Entomology; Review of Aromatic and Medicinal Plants;
Review of Medical and Veterinary Entomology; Review of Medical and Veterinary Mycology;
Review of Plant Pathology; Rural Development Abstracts; Seed Abstracts; Soil Science
Database; Soils and Fertilizers; Soybean Abstracts; Sugar Industry Abstracts; Tropical
Diseases Bulletin; Veterinary Bulletin; Veterinary Science Database; Weed Abstracts; World
Agricultural Economics and Rural Sociology Abstracts; PubMed/Medline.
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In vitro and in vive evaluation of antimicrobial activity of plants used in
Mexican traditional medicine on foodborne bacteria

Abstract

Context: This work evaluates extracts from plants used i indigenous communities of the Sierma
Negra n Puebla, Mexico.

Aim of the study: To evaluate four plant extracts agamst pathogenic bactenia present in foods
through in vitro and in vivo tests, to create a proposal for a natural antiseptic in post-harvest
vegetables.

Materials and methods: Phytochemical screcning was performed on extracts from Ricinus
communis, Bidens alba, Sambucus canadensis and Salvia microphylla. The extracts were analyzed
and purified by chromatographic methods and structural identification was determined by FTIR
spectroscopy. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) were determmned for £. coli, K. pneumonie, E. faecalis and §. aureus bactena. Tests with
Lycopersicon esculentum were carnied out in vive to cvaluate bacterial load according to the
maximum permissible limit (MPL).

Results: Extracts charactenized by FTIR-ATR spectroscopy presented an intense absorption signal
at different vibrational frequencies (cm™) that correspond to chemical structures with the carbonyl
group present m some sccondary metabolites. The chromatography, phytochemical screening and
FTIR spectrum enabled us to confirm the presence of sapomins, ketones, and alkalowds with
antimicrobial activity. The 4 extracts presented MIC from 125 pg/mL to 500 pg/mL in the
evaluated bacteria. In the inr vivo tests with Lycopersicon esculentum, the 4 extracts showed a

decrease in E. faecalis bacteria below the MPL.

107



a
1
12
13

15
16
17
18
19
20
21
22

24
5
26
7
28
29
30
31

33
34
35
36
37
38
EL)
40

42
43

45
46
47
48
49

51
52
53
54
55
56
57
58

Key words: Sidens afba, natural antimicrobials, plant extracts, post-harvest control, Ricinus

communis, Salvia microphylla, Sambucus canandensis.

Introduction.

In recent years, concern about the microbiological innocuity of fruits and vegetables has increased
(Marriot et al. 2018; Todd et al. 20010) particularly due to the huge issue that foodbome diseases
(FBD) represent for human health and the consequential social and economic repercussions
(Kopper et al. 2009; SENASICA 2011; Yu et al. 2018). Food contamination can be endogenous or
ocour at some point dunng iis transformation (coltvabion, harvest, distnbution, preparation)
whether by human or other etiological agent that may be present in amimals, vegetables or the
environment (Greig et al. 2007; Islam et al. 2004; OMS 2017).

Every year, an estimated 600 million people (1 of every 10 inhabitants) fall sick from eating
contaminated food and 420,000 die as a result (WHO 2015). Just as morbidity and mortality figures
are on the rise due to the multiple resistance that bacteria have developed to any disinfectant and/or
antibiotic {Joray et al. 2013; O'Neill 2016), so too is the consumption of fruits and vegetables, the
result of higher demand for minimally processed or healthier products (Batz et al. 2011; Beuchat
20022; Mandrell 2009,

The altematives to reduce microbiological contamination and avoid risk to human health are based
mainly on the use of chemical substances such as disinfectants and synthetic preservatives, which
may heve carcimogenic and teratogenic effects due to their residual toxicity (Juncja et al. 2002;

Miché and Balandreau 2001). Today, one of the alternatives to control the proliferation of
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from plants) as a potential substitute for synthetic antimicrobials, thus avoiding problems of
resistance to microorganisms due to the overuse of chemical synthesis products (Akivama et al.
20001 ; Bans et al, 2006; Miranda-Crue et al. 2012)

The extracts from many plant species have been shown to have activity against some
microorganisms associated with foodborne diseases, such as Escherichio coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylecoccus aureus, Safmonella sp. among others (Abdallah 2016; Burt 2004;
Mavarro et al. 2006).

However, little emphasis has been placed on evalusting plants that have been used for centuries in
traditional medicine (Khan et al. 20019, Ullah et al. 2014; Waizel-Bucay and Warzel-Haat, 2009,
above all, plant species widely used in the indigenous communities of the Sierra Negra in Puchla,
Mexico (Velizquez-Vizquez et al. 2019 Such plants include Ricinus communis, used mainly as a
laxative, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial primanly for its phytochemical
constituents, such as flavonoids, saponins, glycosides and alkaloids (Jena et al. 20012; Mann et al.
2013; Ribeiro et al. 2016). Sambucus canadensis 15 recognized for having medicinal, antiviral
properties associated with triterpenes, glycosides, phenols, flavonoids, tannins and coumanns (Les
and Finn 2(07; Ulbricht et al. 2014). Safvia micrapflia has an antioxidant, anti-inflammatory,
antimutagenic effect and is considered a promising source of natural genoprotectors (Azqueta et
al. 2010; Fazly-Bazzaz et al. 2002; Knezevic-Vukeevic et al 2005). Hidens afba has antiseptic,
anti-inflammatory  functions for gastrointestinal disorders and the treatment of injuries,
hypertension, jaundice and diabetes {Lans, 2006) mamly fior its active ingredients: flavonoids,
triterpenes and fatty acids (Ong et al. 2008). Due to the importance of using natural alternatives o

fight pathogenic bacteria and reduce the domage they can cause to human health, it is relevant o
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deepen our knowledge of Mexican flora and their potential contribution to ethnopharmacology.
The amm of this study was to evaluate the effect of four plant extracts against pathogenic bacteria
present in food through in virro and in vive testing, 1) to create a proposal for a natural antiseptic
in post-harvest vegetables to reduce the microbial load and produce innocuous foeods of natural
ongin, and 2) to identify the bioactive molecules present in these plants and their relationship wath
the antimicrobial effect.

Material and Methods

Vegetable material

The species selected for this study are used i tradiional Mexican medicine, particularly i the
ndigenous communities of the Sierra Negra in Pucbla, for the treatment of a variety of aliments.
The nformation on the medicinal use of these plants was obtained by interview and personal
contact with traditional healers and people wathin the communities. The botanical names,
traditional use and plant parts used are shown in Table 1.

Preparation of extracts

We collected 500 g of the plant species; Sembucus conadensis, Safvia micropivlla, Ricinus
communis and Bidens alba. The plant samples were collected and subsequently identified in the
Jardin Botdnico of the Benemérnita Universidad Auténoma de Puebla; a sample of cach plant is kept
in the herbarium of the botanical garden. The plants were dned in the shade and the dried leaves
were macerated in a 4L Erlenmeyer flask of 96% cthanol with double filtration. The extracts were
vacuum filtered with Whatman Mo. 4 paper and the filtrate concentrated on a Biichi brand rotary
evaporator under reduced pressure at 35 £ 15% C. The ethanolic extracts were evaporated in a

vacuum hood until completely dry. The yield of the plant extracts was obtained using the formula
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Where

PE: Weight obtamed after extraction

P1: Imitsal weight of plant matenal oa extractson

Chemical profile of extracts

Standard tests with shight modifications were performed to obtan the qualitative identification of
the different metabolite groups (Gamboa ct al. 2018; Panl ct al. 2014), coumarins (Baljet),
triterpenes and steroids (Licbermann-Burchard), saponins (foam and Rosenthaler), tannins (gelatin
and ferne chlonide), cyanogenic glycosides (Grignard), flavonoids (Shinoda, Pew's, NAOH),
alkaloids (Dragendortf, Mayer and Wagner). Each test was performed in triplicate. Thin layer
chromatography ( TLC) was used using Merck HF254 silica gel chromatoplates 0.3 mm thick; using
hexane-cthyl acetate (AcOELt) as mobile phase (5:1). The plates were observed under UV Lamp,
P/N 95-0279-0, at wavelengths of 254 and 365 nm to observe the number of fluorescent
compounds. Subsequently, a developing agent based on molybdate pentahydrate was used for the
compounds that do not absorb ultraviolet light. The spectra were obtained by Founer transformed
infrared spectroscopy (FT1R) on a Bruker brand infrared spectrophotometer in the range 4000-600
cm,
Microbiological analysis

In vitro tests

The 96-well microplate technique was used for the antimicrobal activity test. Each well was
deposited with an aliquot of 200 pL of culture medium, plus 20 ul of ethanolic extract at
concentrations of 125, 250 and 500 pL/mL of cach plant species, plus 20p L of pathogenic bactena
inocula: 8. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC19433), K. pneumoniae (ATCC 13883) and
E. coli (ATCC 25922), belonging to the culture collection of the Biotechnology Department of the

Universidad Popular Auténoma del Estado de Pucbla in Mexico, previously grown in nutritive
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Mimimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration { MBC) were
determined wsing microplates ot different dilutions. MIC values comespond to concentrations
where the 0D was equal to the initial inoculum after incubation for 24 h under standardized
conditions (Yoon et al. 20014). MBC was determimed using 100 pl from the wells in which no
erowth was observed in the OD reading and seeding onto Petnn boxes with nuintive broth and
incubating for 24 h at 37°C (Horna et al. 2005). Growth was determined qualitatively as (-}
negative, (<) little, {++) medium and (+ + +) abundant.

In vivo fexis

Tomatoes | Solanum [veopersicum) were used as the experimental unit, being one of the crops with
most innocuity problems due to the presence of pathogenic microorganisms (Ckcafia et al. 20135).
Samples were collected from two local supermarkets m the state of Puebla. 5 awrens, £ feecalis,
K1 pneumonige. and £ coli bacteria were incubated in nutnitive {Bioxon de México) for 24 h at
37%C. The four extracts, Ricinus communis, Salvia micropipila, Sambucus canadensis and Bidens
afba were also used at a concentration of 300 mg/mL. Inoculation by immersion was reported as
the most appropriate and common method for this kind of inoculation process {Beachat et al. 2003;
Tornuk et al. 2011) and was used to apply the different pathogenic bacteria to the tomatoes with
OD betwesn 0.4 and 0.5, Subsequently, the extracts were applied by the spray method (3ml) and
again by the same method after 24 hours { Luna-Guevara et al. 2015; Lopez et al. 2006). Three
reatments were performed for each pathogenic bacterium (4) and each extract (4); T1 (tomato +

bacteria), T2 {tomato + extract + baciena); T3 {tomato with no bactena and no extract), with three
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repetitions for each one, giving a total of 54 experimental units. The microbiological innocuity
analyses were performed 24 hours afier the previous procedure; the fruit was completely
homogenized in a previously sterilized blender. 1 mL of this mixture was taken and diluted in 9
ml of sterile peptone water to make different dilutions from 10" to 10°. The number of colony
forming umits (CFLU) was quantitatively evaluated. Subsequently, quality tests were carnied out for
total mesophylls and Enterobacteniaceas (NOM-082-55A1-1994),

Statistical analysis

An ANOVA was used to compare the effects of the concentrations of each bactenum per extract
and Tukey"s pos hoc test to find differences between treatments. An ANOVA was used to find the
effects and interactions between treatments, with the O being the response vanable. For the in
vive tests, a one-way ANOVA was used, evaluating the CFLU/ml growth for each extract, and
[Dunnet's pos hoc test to find differences between treatments. A value of p = 0,05 was considered
statistically significant. The analyses were conducted with the Minitab statistics program | licensed
to the UPAEP).

Result and Discossion

Chemical profile of the extracts

The yield of the plant extracts for Ricinus comamunis was 7.23%; Satvia micraphylla, 6 42%; Bidens
afba, 7.18% and Sembucus camadensis, 6.11%. The results obtained from the phytochemical
screening are given in Table 2, where it can be seen that the extracts present mainly compound
groups (alkaloids, saponins, tanmins, coumanns). These components confer different activities
against various microorganisms. Tannins present in the evaluated extracts can inhibit extracellular
microbial enzymes (Clapé and Castillo 2001 ; Martinez-Frances et al. 2017, Patil and Bhise 20135),

In this studv sannning were aminne the main commoomids foond inthe =valnated nlants A ceordme
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and altering cell permeability, so that the cell lyses causing the bactenal membranes to rupture,
hence the use of saponins 1n soaps, antimicrobials and anticancer drugs. There are many reports of
saponins 1solated from leaves, fruits, seeds and stems with antimicrobial activity (Khan et al. 2009,
Yadava et al. 2008).

Other components associated with antimicrobial activity are glycosides, terpenowds and alkalowds
whose primary function 1s to protect plants agamnst environmental microorgamisms (Rodriguez-
Sauceda 2011). Alkaloids have inhibitory effects on the growth of pathogenic microorganisms due
to their ability to mterbreed with DNA, stop protein synthesis, induce apoptosts and inhibit
carbohydrate metabolism enzymes (Sepulveda et al. 2003; Suffrediniet al. 2002). Terpenoids have
the capacity to destabilize the mtegnty and permeability of the membrane; they are chemical
components with potential biological activity during the defense response of plants which produce
them (Eisenreich et al. 2001).

Under FTIR spectra, the Ricinus communis extract showed a C-H bond stretching signal at 2853-
2924 cm! and a C=0 carbony! group signal at 1733-1637 cmr!. C-0 signals were also observed at
1034 cm! in the alkalowds. The Sahvia microphylla spectrum showed an O-H stretching signal at
3273-2870 cm', and an intense C=0 signal at 1602-1702 cm! and C-C signals at 1043-1173-1326
cm! charactenistic of the carbonyl group present. Absorption for the ketone group gives rise to
multiple bands n the IR spectrum. Aliphatic ketones absorb in the 1230-1100 cm-1 range; i our
samples the signals at 1326 cm-1 and 1173 cm-1 were 1dentified as extension-flexion vibration
modes corresponding to the ketone group with weak, narrow peaks (Dominguez-Pérez et al. 2019;
Ng ct al. 2014). The Sambucus canadensis spectrum showed an O-H stram signal at 3359.01 and

a C-H stretching signal at 2924 69 cm™ and C-H bond torque signal at 1401.71 em™ corresponding

URL: httpe/me.manuscriptcentral. cominphb Email: IPHB-peereviewsjournals tandf couk

114



DD el RN B Ll R o= DD D0 e O LA e Ll b o= O WD D0 O OLA e e b o= O D OO e O OLA B el R o= O 0D D0 s D% LA B L k== O

tov the aldehyde functional group. The Bidens alba spectrum showed a wide strain signal at 3343.26
em’' corresponding to the O-H group, and a C-H siretching signal at 2923.28 em™', signals from the
=0 carbony] group at 1614.06 cm™” and an intense C-() signal at 1036 cm' present in the
alkaloids. Figure 1 shows the 4 infrared spectra and the prominent signals, characteristic
absorptions for the O-H groups between 327334 and 3350001 cm!, which suggests the possible
formation of intermolecular hydrogen bridges due to the wide signal. A4 C-H bond stretching signal
in a range from 285352 to 2955 cmr! indicates the presence of double C-C bonds from 1400 o
1600 cm!. The other bands identified are charactenstic of the carbonyl groups, ehserved in the
region of 1600 and 1734 em™', which may correspond to ketone and aldehyde carbonyl groups.
These signals allow us to mfer that the compounds present in the extracts present secondary
metabolites such as saponins and alkaloids, confirming the results of the phytochemical screening,
According to Mg et al. (2014) the presence of these compounds in the extracts evaluated could
explain the antimicrobial activity reported in the study. However, a full chemical study of each
extract is required in order to identify the compounds with highest antimicrobial effect.
Antimicrobial fests

The results showed that the extracts tested had inhibitory effects against the pathogenic bactena.
The bacterium most sensitive to all the extracts was £ coli. The extracts from Sambucus
canadensis and Hidens alba inhibited the growth of & aurews at the lowest concentration. The
bacterium least sensitive to all the extracts was . faecalis except against the extract from Sembucus
canadensis which achieved inhibition at 250 and 500 mg/ml. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was vanable for each extract and bacterium, however, the 4 plant extracts had
statistically significant differences (Table 3). These results match those reported in other studies

where the potential effects of various plant extracts against pathogenic bacteria, such as those in
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The use of a natural product to reduce bacterial load is important for reducing diseases caused by
food contaminated with highly important bacteria such as & aurens and E. cofi (Somchit et al.
2003; Sudhakar et al. 2006). The results of this study match those reported by Tiwan et al. (2009)
Tornuk et al. (20011); Serra et al. (200%), showing that plants can be used as amtibacterials in the
food industry against both Gram negative and Gram positive bactena. Similarly, in agreement with
Cos et al. {2006) and Eim and Fung (2004), plant extracts are an imporiant sounce to discover new
antimicrobials because of the wide chemical diversity they present. It 1s important, therefore, o
encourage research on the use of plants as an effective alternative to attack bacteria that affect food
innocuity, particularly fior a country like Mexico with its wealth of more than 1340 planis reported
to have antimicrobial properties { Tajkanimi et al. 2010). Nevertheless, some plants may have toxic
effects due to the properties they contain (Meira et al. 2008); it is therefore important to conduct
pharmacological and toxicology studies, thus having scientific bases that support the safety,
effectivencss and quality of the extract used. The resulis shown m this work suggest that the
extracts of the 4 plants used in traditional medicine in the indigenous communities of the Sierma
Megra are effective against foodbomne bacteria.

Conclusions

This study showed that extracts from Ricimis communis, Safvia micropiyila, Sambucis
canadensis and Sidens alba, plants used in traditional medicing, have antimicrobial effects
against pathogenic foodborne bactena. This property is linked to the presence of alkaloids and
saponins found in this research. The in vitro and in vive tests revealed that the extracts were
capable of inhibiting bacterial growth in all the bacteria evaluated by over 60%. Moreover, the in

vivi tests showed that at least 3 of the 4 extracts tested are capable of reducing the microbial load
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mdicated that the plant extracts evaluated in this study may be an alternative to fight foodborne
bacteria.

Acknowledgments

W ENOOWULEWN-—-

n The authors are grateful to Rescarch department of Popular Autonomous University of the State
13 of Puebla (UPAEP) and National Council of Science and Technology (CONACY T, Mexico) for

the economic support for this rescarch.
" Declaration of interest

2 The authors report no conflict of mterest.

117



References

Acevedo L, Mendoza C, Oyon R. (2001). Total and fecal coliforms, some enterobacteria staphyloccocus
sp and mould in salads for hot dogs sold in Maracay, Venezuela. Arch Latinoam Nutr 51 366~
370.

Abdallah EM (2016). Medicinal plants as an alternative drug against methicillin resistant S. aureus. Int

J Microbiol Allied Sci 3: 35-42,

Akiyama H, Fuji K, Yamasaki O, Oono T, Iwatsuki K. (2001). Antibacterial action of several tannins

against S. aurews. J. Antimicrob Chemother. A8: 487- 491 https://doi.org/10.1093jac/48 4 ART.

Azqueta A, Pereira-Wilson C, Collins AR (2010). Polyphenolic compounds from Salvia species protect
cellular DNA from oxidation and stimulate DNA repair in cultured human cells. J Agric Food
Chem. 58: 7465-7471. haps://doa org/10.10215f100082p

Batz MB, Hoffman S, Morris JG. (2011). Ranking the Risks: The 10 Pathogen-Food Combinations with
the Greatest Burden on Public Health. Health. University of Florida, Emerging Pathogens
Institute, Gainesville. http2//hdl. handlenet/10244/1022

Baris O, Gulluce M, Szhin F, Ozer H, Kilic H, Ozkan H, Sokmen M, Ozbe, T. (2006). Biological
activities of the essential oil and methanol extract of Ackillea Biebersteinii Afan (Asteraceae).
Turkish Journal of Biol 30: 65-73.

Beuchat LR. (2002). Ecological factors influencing survival and growth of human pathogens on raw

fruits and vegetables. Microbes Infecr 4:413-423.  hips Vdoiorg/ [0 101651286~

43790215551
Bhutta ZA, Das JK, Walker N, Rizvi A, Campbell H, Rudan |, Black RE_(2013). Interventions to address
deaths from childhood pneumonia and diarrhoea equitably: what works and at what cost? The

Lancet 381(9875), 1417-1429. doi:10.1016/s0140-6736(13)60648-0

118



VoONOUnE WN-—

Burt 8. (2004). Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods a review.
Int J Food Microbiol 94: 223-253.

Clapé LO, Castillo AA. (2011). Pharmaceutical-toxicological characterization of medicinal plamt
Sambucus nigra subsp. canadensis (L). R_ Bolli. Rev Cubana Farm 45: 586-596.

Cos P, Vlietinck AJ, Vanden BD, Maes L (2006). Anti-infective potential of natural products: How to
develop a swonger in vitro ‘proof-of concept’. J of Ethnopharmacol 106: 290-302.
hitps:/idoiorg/ 101016/ jep 2006.04 003

Cutter, CN. (2000). Antimicrobial effect of herb extracts against E.cohOI1ST:H7, Listeria
monocyiogenes, and Salmonella nphimurium associated with beef. J Food Prot 63: 601-607.
hitps://doiorg/10.4315/0362-028X-63.5.601

Dominguez-Pérez LA, Lagunes-Galvez LM. Barajas-Femandez J, Olin-Acosta MA, Garcla-Alamilla R,
Garcla-Alamilla P (2019). Caracterizacion vibracional de grupos funcionales en grancs de cacao
durante el tostado usando espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier. Aniversitaria
29, ¢2172. doi. http://doiorg/10.15174.a0.2019.2172

Diaz LN. (2009). Interacciones moleculares entre plantas y microorganismos: saponinas como defensas
quimicas de las plantas y su tolerancia a los microorganismos Rev Esr Trans 1: 32-55,

Eisenreich W, Rohdich F, Bacher A_ (2001). Deoxyxylulose phosphate pathway to terpenoids. Trends
Plant Sei 6: 78-84 htps://doi.org/10.1016/S1360-1385(00)01812-4

Fazly-Bazzaz BS, lzadyar AR. (2002). Antimutagenic activity of different fractions of Salvia leriifolia
extract. fran J Basic Med Sci 4: 241-257.

Gutierrez J, Tellez N, (2018). Antimicrobial activity of Piper marginanmm Jacq and lex guayusa Loes
on  microorganisms  associated with periodontal  disease. It J  Microbiol 1:1-9,
doi: 10.11552018/4147383

Greig 1D, Todd ECD, Bartleson CA, Michaels BS. (2007). Outbreaks where food workers have been

implicated in the spread of foodborme disease. Part |. Description of the problem, methods, and

119



W =« 0D NOUNHEWN«“OOVONDOVHSWN“DODOUDNDOWVSWN «0OO0DNVS WN D

Pharmaceutical Biology Page 16 of

agents involved. J Food Pror 70: 1752-1761. htps://doi.org/10.4315/0362-028X-70.7.1752

Islam M, Morgan J, Doyle MP, Phatak SC, Millner P, Jiang X. (2004). Fate of Salmonella enterica
serovars Typhimurium on carrots and radishes grown in fields treated with contaminated
manure coOmposts of irrigation water. Appl Environ Microbiol 70:2497-2502.
doi: 10.11287aem.70.4.2497-2502. 2004

Jena J, Gupta AK. (2012). Ricinus communis linn: a phytopharmacological review. Int J Pharm Sci 4:
22.29.

Joray MB, Gonzilez ML, Palacios SM, Carpinella MC. (2011). Antibacterial ac- tivity of the plant-
denved compounds  23-methyl-6-O-desmethylauricepyrone  and  (Z,Z)-54Tndeca-4,7-
dienyl)resorcinol and their synergy with antibiotics against methicillin-susceptible and -resistant
Staphylococcus aureus. J Agrie Food Chem 59 11534-11542.

Juneja VK, Dwivedi HP, Yan X. (2012). Novel natural food antimicrobials. Arnn Rev Food Sci T. 3.
381-403. https: //dor.org/ 10,1 146/annurev-food-022811-101241

Khan WM, Shah SZ, MS Khan, Akhtar N_(2019). Evaluation of indigenous knowledge of medicinal
plants from Tall Dardyal Hills, Khyber Pakhtunkhwa, Pakistan. J Herb Med 10:3-14.
hutps://doi.org/10.1016/). hermed 2019100314

Kim S, Ruengwilysup C, Fung Y. (2004). Antibacterial Effect of Water-Soluble Tea Extracts on
Foodbome Pathogens in Laboratory Medium and in a Food Model. J Food Pror 1 1: 2608-

2612.

Kopper G, Calderén G, Schneider S, Dominguez W, Gutiérrez G. (2009). Enfermedades transmitidas
por alimentos y su impacto socioecondmico. Informe téenico sobre ingenierfa agricola y
alimentaria. FAQ. 190 pp.

Knezevic-Vukeevic J, Vukovie, Gacic B, Stevic T, Stanojevic J, Nikolic B, Simic D. (2005),

Antimutacenic offoct af sccontial il Af cane (Qaluia afficinalicl and ite frastinne anainet 11VL

120



3ER ARTICULO
ACEPTADO

ARTICULO IIl. GENOTOXICITY AND CYTOTOXICITY OF SAMBUCUS

CANADENSIS ETHANOL EXTRACT IN MERISTEM CELLS OF ALLIUM
SATIVUM

Del estudio de la informaciéon obtenida de este apartado, se realiz6 un articulo
cientifico que fue enviado a la Revista Caryologia. International Journal of
Cytology, Cytosystematics and Cytogenetics

Dicha revista se encuentra indexada en JCR; AgBiotechNet, Agroforestry Abstracts
(Online), Animal Breeding Abstracts, Animal Science Database, ArticleFirst, Arts and
Humanities Search, Biofuels Abstracts, Biological Abstracts (Online), Biological Abstracts
(Online), BIOSIS Previews, Botanical Pesticides Abstracts, CAB Abstracts, CropPhysiology
Abstracts, Crop Science Database, Current Contents, Environmental Impact, Field Crop
Abstracts, Forest Products Abstracts, Forest Science Database, ForestryAbstracts, Global
Health, Grasslands and Forage Abstracts (Online), Horticultural Science Database,
Irrigation and Drainage Abstracts (Online), Nutrition and Food Sciences Database,
Ornamental Horticulture (Online), Parasitology Database, Plant Breeding Abstracts
(Online), Plant Genetics and Breeding Database, Potato Abstracts (Online), Review of
Medical and Veterinary Entomology, Review of Plant Pathology (Online), ScienceCitation
Index Expanded, Scopus, Seed Abstracts, Soil Science Database, Soils and Fertilizers
(Online), Soybean Abstracts (Online), TropAg & Rural, Veterinary Science Database, Web
of Science, Weed Abstracts, Zoological Record Online

Dipartimento di Biologia, Universita di Firenze and our new publisher Firenze University

Press make every effort to ensure the accuracy of all the information (the "Content")
contained in our publications.

121



Genotoxicity and cytotoxicity of Sambucus canadensis ethanol extract in meristem cells of Allium
sativum
Guadalupe Velazquez-Vazquez', Beatriz Pérez-Armendariz®, Veronica Rodriguez Sorial Anabella Handal-

Silva? Luis Daniel Ortega® *

!Decanato de Ciencias Bioldgicas. Facultad de Biotecnologia. Universidad Popular Auténoma del Estado de
Puebla. 21 sur 1103 Col. Santiago. 72160. Puebla, México.
’Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccion. Instituto de Ciencias, Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla. 72570 Puebla, México.

*Corresponding author: Luis Daniel Ortega

Guadalupe Velazquez-Véazquez: ORCID 0000-0001-9879-0968
Beatriz Pérez Armendériz: ORCID 0000-0002-4956-2480
Veronica Rodriguez Soria: ORCID 0000-0002-2287-8338
Anabella Handal Silva: ORCID 0000-0002-6915-5655

Luis Daniel Ortega: ORCID 0000-0003-4672-8809

122


https://orcid.org/0000-0001-9879-0968
https://orcid.org/0000-0002-4956-2480

Abstract

The Sambucus canadensis species is used in traditional medicine mainly in indigenous communities as an anti-
inflammatory, antiviral, to treat cough, fever and other ailments, however, its use must be validated on scientific
bases. The aim of this study was to evaluate the genotoxic and cytotoxic effect of the ethanol extract of
Sambucus canadensis in meristem cells of Allium sativum with 5 treatments at concentrations of 125, 250, 500,
1000 and 1500 mg/L. Two thousand cells were counted per treatment; the mitotic index (MI) and nuclear
abnormalities (NA) were evaluated. Data were analyzed using variance analysis (ANOVA) and Chi square (X?)
(p < 0.05). Root growth was found to be inhibited based on the concentration with statistically significant
differences (p < 0.05). As the dose and exposure time of the ethanol extract increased, the Ml decreased. The
NA increased at the highest concentrations of 500, 1000 and 1500 mg/L and these differences were statistically
significant compared to the control (p = 0.000). With the results obtained, it can be shown that the species has
antiproliferative effects and genotoxic activity on the Allium sativum cell cycle, which can be extrapolated to
other types of eukaryotic cells. Therefore, despite being a plant with health benefits, moderate use and low
concentrations are recommended to avoid harmful effects.

Key words: traditional medicine, chromosomal aberrations, biomodel, Allium sativum, genotoxicity, elderberry,

plant extract.

INTRODUCTION

Medicinal plants are used by rural and urban populations in the treatment of numerous diseases (Chaban et al.
2019; Trap et al. 2020). In various parts of the world, they are the only source of medical care, mainly due to
economic and geographical factors, customs and traditions (Marcotullio et al. 2018; Tedesco et al. 2017; Ullah
et al. 2013). According to the World Health Organization (WHO), about 80% of the world’s population uses
herbal remedies as primary health care. The use of plants to treat diseases is still based on empirical knowledge,
although they have been considered low risk compared to other synthetic drugs (De Smet 2007; Monroy et al.
2005, Newman and Cragg 2016). The scientific information available for most medicinal plants is still
insufficient to guarantee their safe and efficient use (Moore et al. 2020; Pastori et al. 2013). Various studies
have indicated the importance of evaluating their safety (Ganjhu et al. 2015; Huang et al. 2015; Neira et al.
2018; Palatini and Komarnytsky 2019; Soliman 2010; Sousa et al. 2011, Vazirian et al. 2018) due to possible
risks associated with their components, which may be potentially toxic, mutagenic, carcinogenic or teratogenic
(Abdelmigid 2013; Bratu et al. 2012; Prasansuklab et al. 2020). Among the medicinal plants with high curative
potential is Sambucus canadensis (L.) Bolli. A native of Mexico belonging to the Adoxaceae family, it is
commonly known as elderberry. This species has been used medicinally in indigenous communities as a
bactericide, anti-inflammatory, against flu, cough, dysentery, fever, as well as in uses related to rituals for
pregnant women (Alvarez-Quiroz et al. 2017; Lee and Finn 2007; Sanchez-Gonzalez et al. 2008; Wu et al.
2004). Its antimicrobial, antiviral, antioxidant and chemopreventive activities, among others (Sidor et al. 2014;

Tedesco et al. 2017; Thole et al. 2006) have been associated with the components present in the species such
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as triterpenes, tannins and various types of flavonoids such as anthocyanins (Abdelmigid 2013; Ozgen 2010;
Vujosevic et al. 2004), however, the presence of these compounds could also cause harmful effects such as
nausea, vomiting and diarrhea, such as in the case of Sambucus nigra species, whose consumption in pregnant
and lactating women, as well as in children and teenagers under 18 years of age, should be avoided
(EMA/HMPC European Medicines Agency 2012). Information on toxicology, cytotoxicity and genotoxicity of
Sambucus canadensis leaves is limited (Knudsen and Kaack 2015; Lee and Finn 2007; Schmitzer et al. 2012).
It is important therefore to carry out studies to evaluate chromosomal damage and alterations of the mitotic
cycle. According to Tedesco et al. (2015) Hister et al. (2017) Souza et al. (2010) Nefic et al. (2013) Pinho et
al. (2010), the Allium sp. biomodel is a widely used, efficient, fast, low-cost method, with extrapolatable results
since animal and plant chromosomes have similar structures. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic

and genotoxic effect of Sambucus canadensis on meristem cells of Allium sativum.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The Sambucus canadensis (L.) Bolli. plant was collected in San Miguel Eloxochitlan in the Sierra Negra zone
of Puebla, Mexico, coordinates 18°30'32"N and 96°55'22"W. The plant material was identified using
taxonomic techniques and one specimen was deposited in the Arboretum of the University of Puebla Botanic
Garden (JB-BUAP) with the ID: 83771.

Preparation of Sambucus canadensis extract

The leaves of Sambucus canadensis (L.) Bolli. were used. The extract was obtained by macerating the dry leaves
with 4L of 96% ethanol with double filtering. The extracts were vacuum filtered with Whatman No. 4 paper,
the supernatant was concentrated on a Buchi® rotary vapor under reduced pressure at 35 + 15 °C and the ethanol
extract evaporated in vacuo. Later, different concentrations of the extract were made, specifically, 125 mg/L,
250 mg/L, 500 mg/L, 1000 mg/L and 1500 mg/L. Phytochemical tests were carried out for the qualitative
identification of the different metabolite groups: alkaloids, Mayer, Dragendorff and Wagner tests; flavonoids,
H»S0O4, FeCl, and Shinoda; saponins, foam and Rosenthaler; coumarins, Baljet; triterpenes and/or sterols,
Lieberman-Bouchard; tannins, Grignard. Each test was performed in triplicate (Carvajal et al. 2009; Patil and
Bhise 2015). Fourier-transform mid-infrared spectroscopy (FTIR) from 4000 to 600 cm-! was used to obtain
information about the functional groups present in the plant using a Bruker spectrometer at a resolution of 4
cm-%. The analyses were done in the High Technology Service Center (CESAT-UPAEP).

Allium sativum bioassay

Meristem cells from the roots of A. sativum were used to evaluate the nuclear abnormalities (NA) and the mitotic
index (M) in the concentrations (125, 250, 500, 1000, 1500 mg/L); water was used as a control. Five repetitions
were performed on each concentration with bulbs of uniform size (3 cm in diameter). The control bulbs were

kept in water.
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The other bulbs were transferred to the different concentrations for 120 hours. At the end of exposure, the length
of the roots and stem were measured and examined to detect visible morphological anomalies: changes in
consistency and root color and the presence of hooks or twists in the roots as a sign of general toxicity (Celik
and Aslantirk 2010). Subsequently, the meristem zone of the garlic roots (2 mm) was cut and placed on a slide,
hydrolyzed in 1N HCI for 10 minutes, then washed with distilled water, and stained with acetic orcein. The
slides were fixed with the squash method sealing the edges with resin. The samples were analyzed with a Leica
DM1000 LED fluorescence optical microscope with a Jenoptik ProGres C10 digital camera. Some 2000
meristem cells were counted for each treatment. In the stages of mitosis (interphase, prophase, metaphase,
anaphase and telophase), the cellular alterations were counted: chromosomal breakage, bridges, lagging
chromosomes, strays, among others. The values obtained were used to calculate the mitotic indices (M) and
the percentage of cellular alterations (CA) with the following formulae:

MI = Number of cells in mitosis + Total cells x 100

CA = Nunber of cells with abnormal chromosomes =+ Total cells X 100

The results of the number of roots and length of roots and stem, and the mitotic index were analyzed with the
ANOVA. The differences were evaluated with Dunnett’s post hoc test. The nuclear abnormalities were
evaluated with the Chi-squared test (X?) using the Minitab 8.1 statistics program. Values of p < 0.05 were

considered significant differences.

RESULTS

The phytochemical tests of the Sambucus canadensis extract revealed the presence of alkaloids, flavonoids,
saponins and tannins. The infrared spectrum tests (FTIR) on the extract showed different frequencies of
stretching and bending; the stretching frequencies of the O-H bond at 3350 cm™ is associated with phenol
groups; the involvement in hydrogen bonding produces a widening of the band. The C-H bond stretching
vibrations corresponding to methyl and methylene groups appear in the 3000-2850 cm™ range and the bands in
the fingerprint region are due to the bending vibrations at 1386 cm™ for methyl and 716 cm™ for ethyl: the
stretching vibrations of the carbonyl bond, C=0, appears in the 1750-1680 cm™ range related to the presence
of flavonoids. Similarly, a conjugated double bond C=C of the aromatic rings appears in the 16001450 cm*
range, characteristic of the basic structure of flavonoids (Figure 1).

The length of Allium sativum roots and stem at the 1000 and 1500 mg/L concentrations were 7.66 mmand 0.72
mm, respectively, showing statistically significant differences compared to the control (p = 0.000). There were
no significant differences with the other treatments (p > 0.05). The stem length at a concentration of 1500 mg/L
(2.36 mm) showed a statistically significant difference compared to the stem length of the control group (p =
0.000). It can be seen that the average length and number of roots decreased depending on the concentration
(Table 1). In terms of morphology, at concentrations of 125 and 250 mg/L no differences were observed

compared to the control, however, at concentrations of 500 and 1000 mg/L the roots appeared yellow, at 1500
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mg/L the sparse roots were brown and stiff. Likewise, effects on the stem such as twisting and color change
were observed, mainly at concentrations of 1000 and 1500 mg/L.

Regarding the results of the mitotic index, Table 2 shows a decrease in the MI as concentration increases; the
number of dividing cells (prophase, metaphase, anaphase and telophase) differed between concentrations,
however, at 125, 250 and 500 mg/L there were no significant differences compared to the control (p > 0.05). At
a concentration of 1500 mg/L a statistically significant difference was observed in the mitotic index compared
to the control.

The nuclear abnormalities in Allium sativum are shown in Table 3. Concentrations of 500, 1000 and 1500 mg/L
of the ethanol extract had the highest number, concentrations of 125 and 250 mg/L a lesser amount. The number
of cells in mitosis with anomalies was related to the increase in concentration. Figure 2 shows abnormalities

such as breakage, chromosome loss, bridges, stray and stranded chromosomes, among others.

Table 1. Number and length of roots, and stem length of A. sativum exposed to the ethanol extract of

Sambucus canadensis.

Treatment Number of roots (x) (&) Length of roots Stems length
mg/L () () () ()

125 13.2 + 2.66 15.82 £ 724 2552 +17.54
250 0.84+£4.94 11.47 £6.12 18.76 £ 10.81
500 11.20 £6.81 19.76 + £12.95 20.8 £12.62
1000 7.36 + 3.68 8.66 + 10.32* 17.6 £ 8.43
1500 0.92+0.90 * 0.72+0.42* 2.36 £ 0.46*
Control 13.4 +7.96 25.84 +19.79 36.3 £44.25

Values are mean = S.E, One way ANOVA (*) are not significantly different p <0.05

Table 2. Allium sativum merismatic cell numbers in the different cell cycle phases, and index mitotic extract
of Sambucus canadensis.

Treatment Cellsin Mitotic

mg/L Interphase  Prophase  Metaphase  Anaphase  Telophase division Index (%)
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Control 3831 1988 81 59 41 2169 36,1

125 4020 1840 66 39 35 1980 33

250 4356 1571 29 23 21 1644 27,4
500 4306 1580 58 34 32 1704 14,3
1000 4558 1330 36 15 21 1402* 12,0
1500 5398 556 17 13 16 602* 5,03

*p <0.05 in One Way ANOVA

Table 3. Cellular abnormalities observed in Allium sativum exposed to the ethanolic extract of Sambucus canadensis.

Treatments mg/L

Control 125 250 500 1000 1500
Number of cells in division 2169 1980 1644 1704 1442 602
Bridges - - 1 4 37 25
Chromosome fragments - - 2 - 4 5
Binucleate 2 3 24 99 40 30
Chromosome lagging and
disoriented 2 1 1 7 7 4
Sticky chromosome - 1 - 1 5 2
Vagrant chromosome - - - 2 3 4
Trinucleated - - - 10 5 20
Total cells aberrations 4a 5a 28b 123b 101b 90b
Cells aberration (%) 0,2 0,3 1,7* 7,2* 7,0b 15,0b

* The chi-square test. Significant difference p <0.05

DISCUSSION

The test with Allium spp. is a suitable biomodel for identifying the cytotoxic and genotoxic effects of different
plants (Trapp et al. 2020; Bagatini et al. 2007; Lubini et al. 2008). The study of raw extracts is important since

traditional medicine uses part of the plant structure (leaves, stem, root) or the whole plant, without separating
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its components. Furthermore, it has been shown that different bioactive compounds act synergistically
(Tallarida 2011) and that a combination of compounds exhibits a greater effect than individual compounds,
suggesting that the effects of some plants are the result of the interaction of their components (Lamy et al.
2018).

In this study, the qualitative analyses (phytochemical tests; FTIR) of the plant showed the presence of alkaloids,
tannins, saponins and flavonoids. The spectroscopy used provides important information about functional
groups as well as being an accessible and useful technique in the chemical and structural analysis of plants
(Gunzler and Gremlich 2002; Heredia-Guerrero et al. 2014). The functional group associated with the signals
reported in the evaluated spectra (FTIR) is flavonoids, which present inhibitory activity against diverse fungi
and bacteria species. The metabolites reported (alkaloids, tannins, saponins, flavonoids) showed antimicrobial,
antioxidant and antiviral activity, among others. Flavonoids in particular exhibit important pharmacological
activities, in addition to being effective in chemoprevention and chemotherapy (Paduch et al. 2007; Perveen
2018). The evaluation of the S. canadensis extract with the Allium sativum test allowed us to determine the
effects on root and stem growth as well as morphology; the highest concentrations,1000 and 1500 mg/L,
significantly inhibited root and stem growth compared to the control. The mitotic index (MI) decreased
significantly as the concentration of Sambucus canadensis increased, matching the results reported for other
species of Sambucus sp. (Tedesco et al. 2017; Thole 2006). Other authors have reported that plant extracts such
as P. leiocarpa and P. myriantha (Lubini et al. 2008), Campomanesia xanthocarpa (Pastori et al. 2013),
Vernonanthura polyanthes (Almeida et al. 2020), Amaranthus spinosus (Prajitha and Thoppil, 2016),
Achyrocline satureioides (Fachinetto et al. 2007), Luehea divaricata (Frescura et al. 2012) caused a reduction
in the mitotic index when increasing the concentration, which may be an indication of antiproliferative activity
such as that reported by Bagatini et al. (2009), Knoll et al. (2006). The results obtained in this study may be
associated with the plant components; in this sense, the flavonoids found in the FTIR analysis may inhibit or
stimulate the cellular cycle. Tedesco et al. (2017) found that Sambucus australis has flavonoids such as rutin,
kaempferol and quercetin, among others, to which different pharmacological effects have been attributed,
including antiproliferative and anticancer action. One study developed by Lee and Finn, (2007) reported that
Sambucus canadensis presents a high quantity of anthocyanins and polyphenols which have a potent antioxidant
effect, perhaps also explaining the inhibition of cellular division in Allium sativum. In the same way, the
phenolic components of the species have been associated with a more potent anticancer activity than Sambucus
nigra (Thole et al. 2006).

The main chromosomal aberrations found in this study include the formation of bridges, which, according to
Tiirkoglu (2007), are produced due to the fusion of chromosomes or chromatids as a result of chromosomal
stickiness or due to unequal translocation. Lagging chromosomes moving to both sides of the poles without
being fused by the spindle apparatus can also induce bridges. Another aberration found in the results of this
investigation were sticky chromosomes formed by the free movement of chromosomes, which can produce

chromosomal breakage and may lead to the loss of genetic material (Dutta et al. 2018). Stray chromosomes
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advance ahead of the chromosome group towards the poles resulting in an unequal distribution of chromosomes
in daughter cells (Sondhi et al. 2018).

Similarly, Fachinetto and Tedesco (2009) attribute various chromosomal anomalies, bridges, binucleated cells,
among others, to the components of the plants. Along these lines, Toloza et al. (2006), Bagatini et al. (2009)
indicate that the genotoxic and antiproliferative activity presented by some plant extracts are the result of the
interactions of their different chemical components. In this regard, Amado et al. (2020) reported that the Smilax
brasiliensis extract and the rutin and quercetin fractions, which have also been found in the species Sambucus
sp. cause genotoxic effects. It has been suggested that, if extracts cause damage to plant cell chromosomes, they
may also be potentially harmful for mammalian cell chromosomes (Feretti et al. 2007).

According to the results, no abnormalities in the A. sativum root were found at low concentrations of 125 mg/L
and 250 mg/L. However, in concentrations of 500, 1000 and 1500 mg/L, a considerable number of alterations,
such as bridges, chromosome breaks and strays were found, suggesting that the extract presents a genotoxic
effect at high concentrations. The results match those reported by Bratu (2012) which indicate that at low
concentrations the species Sambucus nigra presents no mutagenic effects. According to Ifeoluwa et al. (2013)
and Sabini et al. (2011), some plants induce cytotoxicity but not mutagenic effects. Generally speaking, the
frequency of aberrations increases significantly as the concentration increases, suggesting that Sambucus
canadensis leaf extract presents clastogenic effects, which agrees with the reports of Bidau et al. (2004), Celik
and Aslantirk (2010) and Mattana et al. (2014) on the effects of herbal plants.

Sambucus canadensis is a plant that should be used with caution not only because it is used for curing diseases
but also because it is used by pregnant women (Velazquez-Vazquez et al. 2019) and could be harmful to their
health. The use of plants before and after pregnancy may cause conditions from vomiting, infection and
gastrointestinal problems to placental retention, uterine hypotonia, cervical tear, miscarriage, uterine bleeding
and others. Since few studies exist on the safety and efficacy of the use of herbal plants during pregnancy, a
situation which exposes both the mother and the fetus, it is recommended that they are not used during
pregnancy unless such use is supported by scientific studies which validate their safety (Ahmed et al. 2017,
Hall et al. 2011; lllamola et al. 2020; Frawley et al. 2015; Nergard et al. 2015)

CONCLUSION

The results of this study suggest that the ethanol extract from Sambucus canadensis induces antiproliferative
effects. It was also found that in concentrations higher than 500 mg/L the extract affects root growth, cellular
division and chromosomal changes in the cells of Allium sativum. It is important to know the effects of plants
that are used as the primary source of medical care in order to contribute to the regulation of their use and

consumption as an important measure for protecting human health.
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Resumen

Los patdgenos transmitidos por los alimentos forman biopeliculas con una alta resistencia a
biocidas, desinfectantes y antibidticos. Los extractos vegetales pueden ser una alternativa
potencial para combatirlas. En este estudio se evalud la actividad anti-biopelicula de un
extracto vegetal (Sambucus canadensis) utilizado ampliamente en comunidades indigenas de
México para tratar distintos malestares. El crecimiento y desarrollo de la biopelicula se
evalu6 mediante ensayos de tincién de cristal violeta (CV). Se observo actividad
antibacteriana y anti-biopelicula sobre todas las cepas evaluadas, se encontré una inhibicion
de la formacion de biofilm significativa (p< 0.05) en todas las concentraciones probadas
frente a S. enterica CECT 4395, S. enterica CECT 405, B. cereus CECT 277, Klebsiella
UJA32j y Pantoea UJA290, el menor porcentaje de formacién de biopelicula fue de 27%
para B. cereus. El extracto también mostré actividad de disgregacién de biopeliculas
previamente formadas frente a las cepas E. coli CECT 47557 y Enterobacter UJA 37p, menor
al 30% en todas las concentraciones evaluadas, las demés cepas también reportaron un
porcentaje de disgregacion menor al 50%. Los resultados encontrados indican que el extracto
vegetal tiene un alto potencial de actividad anti-biopelicula frente a bacterias que afectan la

inocuidad de los alimentos y plantean riegos para la salud de las personas.

Palabras clave: anti biopelicula, extracto vegetal, disgregacién, formacién.
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1. Introduccion

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son un problema mundial que ocasiona un
gran impacto en la salud de las personas (Ritter y Tondo, 2014,Pui et al., 2011, WHO, 2017).
Existe una gran cantidad de patogenos que afectan la inocuidad de los alimentos por su
capacidad para sobrevivir frente a distintos tipos de estresores, asi como su alta capacidad
para formar biopeliculas. En los Gltimos afios se ha incrementado el interés por el estudio de
las biopeliculas principalmente por la gran resistencia que presentan frente a diversos tipos
de antibioticos (Caraher et al., 2007, Lahiri et al., 2019, Vasudevan et al., 2014). Las
biopeliculas son una densa poblacion de células bacterianas sésiles que se adhieren a la
superficie, formando una matriz compuesta por exopolisacarido, proteinas y ADN, la cual
proporciona estabilidad y nutrientes a las células que se adhieren (Bjarnsholt et al., 2005,
Kavanaugh y Ribbeck, 2012). Estas comunidades bacterianas pueden penetrar rapidamente
en una amplia variedad de lugares del entorno, incluido el cuerpo humano. De acuerdo con
el Instituto Nacional de Salud (NIH) alrededor del 80% de las infecciones de tejidos blandos
y duros en humanos son causadas por biopeliculas patogenas. Las biopeliculas promueven la
persistencia bacteriana al resistir las respuestas inmunitarias del huésped y el tratamiento con
antibioticos generalmente se vuelve ineficaz (Donlan et al., 2002, Ortega-Vidal et al.,2021).
Asimismo, debido las biopeliculas sésiles muestran una mayor resistencia a muchos biocidas,
desinfectantes y antibioticos (Amaral et al., 2015). Una alternativa para la prevencion y
control de biopeliculas son los productos derivados de fuentes naturales (extractos vegetales).
Diversos estudios han reportado la actividad antimicrobiana contra distintos patdégenos (Al-
Dhabi et al., 2015, Elhariry et al.,2014, Naz et al., 2010). Incluyendo actividad en la
formacion y disgregacion de biopeliculas contra cepas como E. coli, S. aureus, Candida sp.
entre otras (Adukwu et al., 2012, Bazargani et al., 2015, Rudrappa y Bais, 2008). Sin
embargo, a pesar del potencial de los productos naturales en el descubrimiento de farmacos
antimicrobianos limitados extractos vegetales se han desarrollado como microbicidas con
actividad antibiofilm y un gran numero de plantas aun no han sido evaluadas. El objetivo de
este estudio fue evaluar la actividad anti-biopelicula de un extracto vegetal Sambucus
canadensis (L.) conocido comunmente como “sauco”. Esta especie ha sido reportada con

actividad antimicrobiana, antiviral, antioxidante, quimiopreventiva, entre otras, los cuales
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han sido asociadas a los componentes presentes en la especie tales como triterpenos, taninos
y diversos tipos de flavonoides (Abdelmigid, 2013, Lee and Finn, 2007, Wu et al. 2004, Sidor
et al. 2014, Tedesco et al. 2017, Ozgen, 2010). Sin embargo, no se han reportado estudios de
la especie sobre la actividad anti-biopelicula frente a bacterias que afectan la inocuidad de

los alimentos.

2. Material y Métodos

2.1 Material vegetal y extraccion

La planta de Sambucus canadensis (L.) Bolli. fue colectada en la zona de la Sierra Negra de
Puebla, México (figura 1). ElI material vegetal fue identificado por medio de técnicas
taxondmicas y un espécimen fue depositado en el Herbario del Jardin Botanico de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla con el ID: 83771. Para obtener el extracto las
hojas secas fueron maceradas con 4L de etanol al 96% con doble filtrado. Los extractos se
filtraron al vacio con papel Whatman N° 4, el sobrenadante se concentrd en un rota vapor
Buchi® a presion reducida a 35 + 15 °C, el extracto etanolico fue evaporado al vacio. Para
la identificacion cualitativa de los diferentes grupos de metabolitos se realizaron pruebas
fitoquimicas: Alcaloides; prueba de Mayer, Drangendorff y Wagner, para Flavonoides;
prueba del H2SOs4, FeCl, y Shinoda, para Saponinas; prueba de espuma y Rosenthaler,
Cumarinas; prueba de Baljet, Triterpenos y/o Esteroles; prueba de Lieberman-Bouchard,
Taninos; Grignard. Cada prueba se realizé por triplicado (Carvajal et al. 2009, Patil and
Bhise, 2015). Para obtener informacidn sobre grupos funcionales asociadas a los compuestos
fitoquimicos presentes en la planta se utilizo el espectro en el Infrarrojo regién media con
transformada de Fourier (TFIR) en un espectrémetro marca Bruker de 4000 a 600 cm-* con
resolucion de 4 cm-1, Los analisis se realizaron en el departamento de Centro de Servicios de
Alta Tecnologia (CESAT-UPAEP).

2.2 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del extracto vegetal se analizé inicialmente por el método de
difusion en agar y luego fue sometido a la prueba de concentracion minima inhibitoria (MIC).
La actividad antimicrobiana del extracto se evalué con 2 colecciones pertenecientes al

laboratorio de Microbiologia de los alimentos y del medio Ambiente de la Universidad de
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Jaén; la coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y la coleccién de cepas previamente
aisladas a partir de alimentos organicos con una alta tolerancia a los biocidas y resistencia a
los antibiodticos (Fernandez-Fuentes et al.,2012). Las cepas bacterianas se enumeran en la
Tabla 1. Los compuestos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) y se diluyeron en serie en caldo de soja triptico (TSB) (Scharlab, Barcelona,

Espafia) para efectos antimicrobianos y antibidticos.

Figura 1. Localizacion del sitio de estudio en donde se colecto la especie Sambucus

canadensis, San Miguel Eloxochitlan, Puebla, México.

2.3 Prueba de concentracion minima inhibitoria

Se realizaron pruebas preliminares de la actividad antimicrobiana mediante el método de
difusion en agar estandar para obtener las concentraciones optimas del extracto vegetal que
posteriormente serian utilizadas en las pruebas de CMI. Los valores minimos de
concentracion inhibitoria se determinaron mediante el método de microdilucion en caldo
(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.) Segun lo recomendado
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

Tabla 1. Cepas utilizadas en los ensayos de actividad antimicrobiana y anti biopeliculas
pertenecientes a dos tipos de colecciones del Laboratorio de Microbiologia de los alimentos.

Cepas pertenecientes a la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo
(CECT)
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Salmonella enterica CECT 915

Salmonella enterica CECT 4300
Salmonella enterica CECT 4395
Escherichia coli CCUG 47553
Escherichia coli CCUG 47557
Staphylococcus aureus CECT 976
Staphylococcus aureus CECT 4465

Cepas resistentes aisladas de alimentos organicos

Bacilus cereus UJA 27q
Enterococcus faecium UJA 11c
Lactobacillus casei UJA 35h
Enterobacter sp. UJA 37p
Pantoea agglomerans UJA 290
Klebsiella terrigena UJA 32j

2.4 Ensayo de inhibicién de la formacion de biopeliculas

Se analiz0 el extracto vegetal diluido en serie en un rango de 100 a 0.01 pg/ml, segun el valor
de MIC obtenido previamente, para determinar la capacidad de los compuestos para obstruir
la formacion de biopeliculas y también su potencial para disgregar biopeliculas previamente
formadas, como lo describen Ulrey et al. (2014). La inhibicion de la formacion de
biopeliculas inducida por compuestos aislados se midié mediante el método de tincion de
violeta cristal descrito por Djordjevic et al. (2002) con algunas modificaciones.
Posteriormente se incubaron suspensiones bacterianas (105 UFC en TSB) con
concentraciones crecientes del extracto (24 h, 30 °C). Los pocillos con suspensiones
bacterianas y medio TSB se ejecutaron en paralelo como controles positivos para la
formacion de biopeliculas. Todos los pozos se lavaron con agua del grifo y las biopeliculas
se fijaron con metanol. La placa se tifid con cristal violeta al 0,3% y se leyd en un
iMarkMicroplate Reader (Bio-Rad, Madrid, Espafia) DO 595 nm.

2.5 Ensayo de la disgregacion de peliculas formadas previamente
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La ruptura de la biopelicula formada previamente se analiz6 como se describid anteriormente.
Después de la formacion de la biopelicula (24 h, 30 °C) en una placa de microtitulacién de
96 pocillos, el contenido se aspird y los pocillos se lavaron suavemente dos veces con
solucion salina fisioldgica estéril, se afiadieron 100 ul del compuesto diluido apropiado, los
pozos sin el extracto sirvieron como controles positivos. Después de una incubacién de 24 h,
30 °C, se realizo la tincion de violeta cristal descrita anteriormente. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado. Con los datos obtenidos se obtuvieron medias y desviaciones
estandar de las absorbancias a una DO de 595 nm. Para analizar los resultados de la
significancia estadistica se utiliz6 una prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95%
con Statgraphics Plus version 8.1 (Statistical Graphics Corporation, Rockville, MD, EE.
uu.).

3. Resultados

Las pruebas fitoquimicas del extracto de Sambucus canadensis reveld la presencia de
alcaloides, flavonoides, saponinas y taninos (tabla 2). Las pruebas del espectro de infrarrojo
(TFIR) del extracto vegetal mostrd distintas frecuencias de estiramiento y flexion; las
frecuencias de estiramiento del enlace O-H en 3350 cm™ es asociado a grupos fendlicos, al
estar involucradas en enlaces por puente de hidrogeno, se produce un ensanchamiento de la
banda. Las vibraciones de estiramiento del enlace C-H correspondientes a los grupos metilo
y metileno aparecen en un rango 3000-2850 cm™ y las bandas en la region de la huella dactilar
se deben a las vibraciones de flexion en 1386 cm™ para el metilo y 716 cm™ para el etilo, las
vibraciones de estiramiento del enlace carbonilo, C=0 aparecen en un rango 1750-1680 cm’
! correspondiente a la presencia de flavonoides. Asimismo, en un rango 1600-1450 cm™
aparece un doble enlace conjugado C=C de los anillos arométicos caracteristico de la

estructura base de los flavonoides.

Respecto a los resultados sobre la inhibicion de la formacion de biopeliculas los resultados
fueron variables para el caso de S. enterica CECT 915 en la concentracion de 1.0 y 0.1 pg/ml
se obtuvieron diferencias significativas respecto al control p=0.0335. Para el caso de S.

enterica CECT 4395 en las concentraciones de 1y 0.10 pg/ml se obtuvieron valores de 31y

142



35% respectivamente siendo estadisticamente significativo P<0.0001. Para la cepa S.
enterica CECT 4300 los valores mas bajos de formacion de biofilm (49 y 50%) se lograron
en las concentraciones mas bajas 0.1 y 0.01 pg/ml pero no mostraron significancia estadistica
P=0.1542. En el caso de S. enterica CECT 405 se obtuvieron valores estadisticamente
significativos (37 y 32 % P<0.0001) en concentraciones bajas de 1 y 0.01 pg/ml, las
concentraciones mas altas de 10 y 100 pg/ml tuvieron porcentajes alrededor del 50%. Parael
caso de las bacterias E. coli CECT 4757 no se encontraron diferencias significativas
p=0.1525, el mayor porcentaje de inhibicion fue mayor al 50%. Sin embargo, con la cepa E.
coli CECT 4753 en la menor concentracion 0.01 se redujo hasta en un 39% la formacién de
biofilm siendo estadisticamente diferente respecto al control p=0.0017. Para las bacterias S.
aureus CECT 976y S. aureus CECT 4475 se logro una inhibicién en la formacién del biofilm
del 33% y 41% en las concentraciones mas bajas, ambas cepas mostraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al control p<0.0001 y p=0.0391 respectivamente.
Para el caso de las bacterias resistentes aisladas de alimentos ecologicos la cepa Enterococcus
faecium 11c tuvo menor formacién de biofilm en la concentracion mas baja 0.01 ug/ml los
resultados fueron estadisticamente significativos (P=0.106). La cepa Pantoea 290 tuvo
porcentajes de formacion del 35%; a una concentracion de 10 ug/ml p=0.0007. La bacteria
B. cereus redujo hasta en 23% la formacion de biofilm P<0.0001. Sin embargo, la cepa de
Klebsiella 32j tuvo menor inhibicion en la formacion de biofilm en la mayor concentracion
de 100 ug/ml (47%) los resultados fueron estadisticamente significativos respecto al control
P=0.0025. L cassei redujo hasta en un 17% la formacion de biofilm en las concentraciones
méas altas con resultados estadisticamente significativos p=0.0030. Por otro lado,
Enterobacter 37p no tuvo resultados favorables, la menor formacion de biofilm fue 71%
p=0.1453 (figura 37). Respecto a los resultados en la disgregacion del biofilm, se puede
observar que en algunas bacterias se logré una disrupcion de la biopelicula previamente
formada menor al 30% (Tabla 2). Las bacterias pertenecientes a la coleccién tipo CECT la
bacteria S. enterica CECT 915 obtuvo porcentajes de disgregacion de 34% p<0.05 en
concentraciones de 0.10 ug/ml. Para el caso de S. enterica CECT 4357 también se tuvo
disgregacion de biofilm de 40% en la misma concentracion. Por otro lado, para la cepa S.
enterica CECT 4300 no se logré disgregacion de biofilm. Para la cepa E. coli CECT 4757 se

alcanz6 hasta un 24% de disgregacion en la concentracion mas baja de 0.01 ug/ml siendo
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estadisticamente significativo respecto al control P<0.0001. Para el caso de las bacterias S.
aureus CECT 975 y S. aureus CECT 4465 se logré una disgregacion de 30 y 24% a las
concentraciones mas bajas de 0.1 y 0.10 ug/ml siendo estadisticamente significativo p< 0.05.
Para el caso de las bacterias resistentes E. faecimum 11c en las concentraciones intermedias
(10y 0.1 ug/ml) se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la disgregacion
p=0.0019. Por otro lado, la cepa de Pantoea 290 disgregd hasta en un 35% p< 0.05 en la
concentracion mas baja de 0.01 ug/ml. Similares resultados se pueden observar para
Enterobacter sp. 37p logrando una disgregacion de hasta 25% en las concentraciones méas
bajas. La cepa B. cereus también mostrd resultados positivos logrando romper la biopelicula
hasta en 40% en concentraciones bajas p=0.0353. Por otro lado, con la cepa de Klebsiella
terrigena 32j, la menor disgregacion se presento en la concentracion de 1.0 ug/ml p=0.016
de manera similar en la cepa de L. casei 35h los valores de disgregacién mostrarondiferencias

significativas respecto al control p=0.0002.
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4. Discusién

La alta resistencia desarrollada por las biopeliculas bacterianas a los antibiéticos y biocidas
varia de un organismo a otro, por lo tanto, su erradicacion no es facil. Reducir la capacidad
de que las bacterias formen biopeliculas es fundamental para poder aplicar un tratamiento
més eficaz (Dean et al., 2011, Ulrey et al., 2014). Algunos estudios desarrollados con
productos naturales han demostrado que podrian ser eficaces contra las biopeliculas
bacterianas (Upadhyay et al., 2013, Alejo-Armijo et al., 2017, Vasudevan, 2014). A este
respecto Budri et al. (2015) reportd una fuerte actividad anti-biopelicula de los aceites
esenciales de Syzygium aromaticum y Cinnamomum zeylanicum. Cha et al. (2004) también
mostré que los aceites esenciales de Artemisia lavandulaefolia, tienen efectos inhibidores
sobre 15 cepas de bacterias anaerobias entre las que se encuentran S. aureus, Enterobacter
sp. entre otras. Yatsuda et al. (2005) encontrd que los extractos de Mikania laevigata y M.
glomerata inhibian significativamente la adherencia celular de S. mutans, S. sobrinus y S.
cricetus. Del mismo modo, Veloz et al. (2005) mostré que los extractos de polifenoles de
Chilean propolis inhiben un 50% la formacion de biopeliculas de S. mutans.

En este estudio se encontrd que el extracto vegetal de Sambucus canadensis presenta
resultados favorables frente a la formacidn de biopeliculas y la disgregacion de peliculas
previamente formadas, estos resultados se presentaron tanto en bacterias de cultivo tipo como
resistentes. Para el caso de algunas bacterias se encontr6 inhibicion significativa pues hubo
reduccion menor al 30% e incluso aumento en la capacidad de formacién de biopeliculas
dependiendo de la concentracion probada. B. cereus 27q y S. aureus CECT 976 obtuvo los
menores porcentajes de formacion de biofilm (30%, p <0,05). Para el caso de la formacion
de biofilm de la cepa S. enterica CECT 4465, Klebsiella terrigena 32j y L. casei 35h se
present6 una dosis dependiente, induciendo una disminucion de 43 a 55% de 47% a 83% y
de 23 a 70.4% respectivamente aumentando cuando la concentracion incremento de 0.01 a
100 ug/mL. La dosis dependiente encontrado en la formacion de biofilm ha sido reportada
por microorganismos que afectan los alimentos (Rane et al.,2014, (Alejo-Armijo et al., 2016).
Por otro lado, también se encontraron resultados en los cuales a menor concentracion mayor
actividad anti biopelicula, en otros estudios también se han reportado efectos paraddjicos;
menor formacion de biofilm en concentraciones mas bajas Rane et al (2014) al estudiar el

efecto de loas proantocianidinas (PAC) de arandano sobre la formacion de biopeliculas de C.
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albicans encontro6 gue las dosis altas de PAC de arandano no tuvieron un efecto significativo
(P> 0,05) sobre la actividad de C. albicans pero si las dosis méas bajas, también se habia
observado un efecto paradéjico dependiente de la cepa y del farmaco (Melo et al., 2007).
Posteriormente, en el experimento de disgregacion cuando se permitié que las bacterias se
adhieran y formen biopeliculas, los mejores resultados se encontraron con la bacteria S.
aureus que indujo una reduccion del 24,8% (p <0,05) a 0,01 ug / ml, en comparacion con el
control. También se detect6 una reduccion significativa (p <0.05) del 35.2% en el biofilm
preformado con Pantoea 290 a la misma concentracion. Asimismo, en Enterobacter sp 37p
se redujo en 25% en una concentracion de 1 ug/ml p = 0.05. También se detectaron
reducciones menores en concentraciones de 1y 10 ug/ml. Los resultados encontrados en el
estudio pueden asociarse a los compuestos de las plantas; por ejemplo, los polifenoles tienden
a autoasociarse cuando aumenta la concentracion (Charlton et al., 2002). También las
estructuras externas de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas pueden ser
responsables del efecto dosis-dependiente. Los metabolitos secundarios de las plantas tienen
diversas propiedades bioldgicas tales como actividad antioxidante, antimicrobiano,
modulacion de enzimas, entre otras (Kurmukov et al., 2013) y se les puede asociar la
actividad de formacion y disgregacion encontrada en este estudio. El extracto de Sambucus
canadensis presenta principalmente alcaloides, flavonoides, saponinas y terpenos, los
resultados de este trabajo pueden deberse a los alcaloides los cuales se han reportado que
inhiben la formacion de biopeliculas y dispersan las biopeliculas bacterianas (Skogman et
al., 2012). De acuerdo con Dwivedi et al. (2016) el alcaloide la Piperina, ha mostrado una
actividad de inhibicion de biopelicula contra S. mutans. Asimismo, el potencial antibiofilm
se ha reportado anteriormente para especies que presentan cantidades importantes de
flavonoides (Xie et al.,2012). Los resultados de este estudio pueden ser Utiles para formular
una propuesta de un producto natural derivado de fuentes vegetales que puede ser utilizado
en la industria agroalimentaria. Asimismo, derivado del aumento de la resistencia microbiana
de las biopeliculas, los extractos vegetales ofrecen grandes oportunidades para desarrollar

nuevos productos que puedan ser eficaces.
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