MEMORIAS DEL XVII CONCURSO LASALLISTA DE INVESTIGACION, DESARROLLO E INNOVACION CLIDi 2015

NEC-1

Actividad antimicrobiana de extractos de partes
aereas y tallo de Simsia sp
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CERON NAVA, JUAN R. SALAZAR

Resumen—EI término "acahual™ se emplea para describir a
una serie de vegetacion arvense, que Crece cCOmo especies
secundarias asociadas a cultivos. Dentro de las especies
catalogadas como acahuales encontramos a las plantas del género
Simsia, las cuales se caracterizan por tener inflorescencias
amarillas o blancas y semillas que al contacto con la ropa o pelo
se adhieren, siendo éste un sello distintivo de estas especies. Una
estrategia de aprovechamiento para esta flora secundaria es darle
un valor agregado, una explotacion de estas especies no
cultivadas en lugar de su eliminacidn, por lo cual se ha realizado
una investigacion bibliografica en donde se encontré que a varias
de estas especies se les atribuye un uso medicinal como
tratamiento para el denominado "mal de orin" causado
principalmente por bacterias como Escherichia coli o especies del
género Candida. El presente trabajo plantea comprobar las
propiedades antimicrobianas de diferentes extractos organicos de
una planta asociada a vegetacion secundaria, en esta oportunidad
decidimos obtener extractos de estas plantas y evaluar su
actividad contra una bateria de especies comiUnmente
encontradas como agentes causales de infecciones urinarias para
generar un beneficio con impacto social en la comunidad en
donde es empleada esta planta como remedio tradicional. Se
destaca también, la importancia de la sensibilidad de algunos
hongos filamentosos debido a que pueden ser perjudiciales en la
produccion y consumo de alimentos para un aprovechamiento
mayor de la planta. Se prob¢ la sensibilidad de las cepas
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Penicillium notatum,
Rhizopus, Aspegillus sp, Aspergillus nidulans, Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger, Candida albicans, Candida parpsilosis,
Candida neoformans y Céandida tropicalis con los extractos con
hexano, acetato de etilo y etanol del tallo y partes aéreas por
método de microdilucion para determinar la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Los resultados demuestran que Simsia
sp. posee inhibiciéon en las diferentes cepas utilizadas, tanto
bacterias grampositivo y gramnegativo, como para hongos y
levaduras con los diferentes extractos, por lo que se requiere mas
investigaciones de la especie, asi como de los compuestos
presentes en los extractos. Se propone continuar su estudio y dar
uso con valor agregado a una planta considerada como plaga.
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. INTRODUCCION

El término "acahual" se emplea para describir a una serie de
vegetacion arvense, que generalmente crece como especie
secundaria asociada a cultivos [1]. Debido a la competencia
por la luz y nutrimentos, generalmente se gastan muchos
recursos econémicos para conseguir herbicidas capaces de
inhibir el desarrollo de estas plantas no deseadas. Entre estas
especies encontramos a numerosas especies de la familia
Asteraceae, cuya habilidad para crecer es muy notable, dentro
de las especies catalogadas como acahuales encontramos a las
plantas del género Simsia, las cuales se caracterizan por tener
inflorescencias amarillas o blancas y semillas que al contacto
con la ropa o pelo se adhieren, siendo éste un sello distintivo
de dichas especies. La resistencia de esta planta a los factores
ambientales, invasion de insectos y organismos inferiores
aclamo la atencién para su estudio.

Una estrategia de aprovechamiento para esta flora
secundaria es darle un valor agregado, una explotaciéon de
estas especies no cultivadas que debera ser estandarizado, en
lugar de su eliminacion debido a la competencia que
representan las malezas para los cultivos. Por lo cual, se ha
realizado una investigacion bibliografica en donde se encontré
que a varias de estas especies se les atribuye un uso medicinal
como tratamiento para el denominado "mal de orin", que en la
medicina tradicional otomi se emplea en forma de infusion,
[2] para combatir a una serie de padecimientos caracterizados
por infecciones localizadas generalmente en las vias
excretoras de la orina y causadas principalmente por bacterias
como Escherichia coli o especies del género Candida. El
presente trabajo plantea comprobar las propiedades
antimicrobianas de diferentes extractos organicos de una
planta asociada a vegetacion ruderal, en esta oportunidad
decidimos obtener extractos de estas plantas y evaluar su
actividad contra una bateria de especies cominmente
encontradas como agentes causales de infecciones urinarias
para generar un beneficio con impacto social en la comunidad
en donde es empleada esta planta como remedio tradicional.

Por otro lado, es conocido que en la industria alimentaria,
algunos microorganismos pueden ser perjudiciales para la
produccion de alimentos y para el consumidor. Entre estos
microorganismos se encuentran hongos filamentosos que
incluyen las cepas de los géneros Rhizopus, Aspergillus,
Penicillium, Botrytis, entre otros, que generalmente se
desarrollan en cereales, frutas y subproductos. [3] Por lo
anterior se destaca la importancia de probar la sensibilidad de
algunos hongos de interés alimentario ante Simsia sp.
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La presente investigacion contdé con un disefio
experimental, descriptivo, transeccional y con tratamientos
maltiples, en donde se pretendid6 comprobar actividad
antimicrobiana de la planta Simsia sp recolectada en el Estado
de Tlaxcala, México.

El objetivo principal de la presente investigacion fue
evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de Simsia sp
contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras y
hongos filamentosos de interés clinico y en la industria
alimentaria.

Il. CONCEPTOS BASICOS

Actividad antimicrobiana: Propiedad de un extracto que en
bajas concentraciones es capaz de inhibir el crecimiento e,
incluso, destruir microorganismos.

Cepa: Organismo que presenta un fenotipo caracteristico
reproducible de una generacién a la otra. [4]

Concentracion minima inhibitoria (MIC): Se define como
la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/mL) que
inhibe el crecimiento visible después de 24 horas de
incubacioén a 37° C. La MIC se ha establecido como “gold
standard” frente a otros métodos que evaltan susceptibilidad
antimicrobiana ademas de confirmar resistencias inusuales, da
respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros
métodos es indeterminado. [5]

Acahual: se emplea para describir a una serie de plantas
invasoras que crecen como especies secundarias asociadas a
cultivos

Mal de orin: serie de padecimientos caracterizados por
infecciones localizadas generalmente en las vias excretoras de
la orina y causadas principalmente por bacterias como
Escherichia coli o especies del género Candida.

Sensibilidad de las cepas: Una cepa es sensible si presenta
cambios notables en su crecimiento normal.

MICROORGANISMOS

Bacterias
« Escherichia coli
« Staphylococcus aureus

Hongos y levaduras
+ Penicillium notatum
* Rhizopus sp
» Aspegillus sp
+ Aspergillus nidulans
+ Aspergillus oryzae
+ Aspergillus niger
+ Candida albicans
+ Candida parpsilosis
+ Candida neoformans
+ Candida tropicalis
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I1l. METODOLOGIA PROPUESTA

La planta se recolectd en estado vegetativo el dia 13 de
octubre del 2013 de una parcela localizada en el municipio de
Calpulalpan en el estado de Tlaxcala, México. Se dejé secar
naturalmente y se molié separando las partes aéreas (flor,
hojas y espinas), el tallo y raiz. Posteriormente se realizé el
proceso de extraccién macerando en hexano, acetato de etilo y
metanol en un tiempo aproximado de 15 dias en partes aéreas
y tallo para obtener los diferentes compuestos propios de la
planta de acuerdo a su polaridad. Los extractos obtenidos se
concentraron por medio de un rotavapor y se dejaron secar
para las pruebas microbioldgicas.

Para estudiar la actividad antimicrobiana se determind la
concentraciéon minima inhibitoria (MIC) en pg/mL por método
de microdilucion (M27-A3, M38-A) [6]. Se probd la
sensibilidad de las cepas bacrterianas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; hongos filamentosos Penicillium
notatum, Rhizopus, Aspegillus sp, Aspergillus nidulans,
Aspergillus oryzae y Aspergillus niger; y levaduras Céandida
albicans, Céandida parpsilosis, Céandida neoformans vy
Céandida tropicalis, debido a su interés en el area clinica y en
la industria alimenticia. Las cepas se estandarizaron con el
tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland equivalente a 1X108
células/mL Los resultados son el promedio de cuatro
repeticiones para cada extracto.

Los medios utilizados para el manejo de las bacterias fueron
Muller-Hilton y Dextrosa Saboraud para hongos y levaduras
para optimizar su crecimiento y cubrir todas las necesidades
nutrimentales y ambientales de cada cepa. Todas las cepas
estudiadas son propiedad del cepario de la Universidad la
Salle, A. C.

Los extractos crudos se disolvieron en DMSO para una
concentracion de 2000 pg/mL  (solucién  patrdn),
posteriormente se realizaron diluciones desde 500 a 15.625
pg/mL. [7] Cabe destacar que el DMSO, no presenta actividad
antimicrobiana para todas las cepas estudiadas debido a que se
encuentra a una concentracion < 12 % en las diluciones
finales. El ensayd de Inhibicibn con DMSO al 12% de
concentracion se realizé anteriormente sin resultados positivos
para inhibicion parcial o total de los microorganismos.

A partir de las diluciones en tubo se procedid a la
inoculacion de las microplacas, una por cada microorganismo
con tres posibles extractos por probar. La incubacion se
realiz6 en un periodo de 24-72 horas a 37°C. La figura 1
describe el Ilenado de las placas.

| Hex | AcOEt | MetOH |

L T RE]

c[500]
D[250]
E[125]
F[100]
G[50]
H[25]

[ug/mi]

A: Control positivo a mhibicion. Clomma_zol 100pg/mL;

(Medio+Cepa+Antibitico) Ofloxacino Sug/mL.
B: Crecimiento normal (Medio+Cepa)
C-H: Concentraciones del extracto (Extracto+Cepa)

Figura I. Inoculacion de microplaca.
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Se tomé al control positivo (+) como inhibicién dada por un
antibiético (Ofloxacino a 5 pg/mL para bacterias vy
Clotrimazol 100 pg/mL para hongos y levaduras) el cual
contiene medio, cepa y antibiético. El control negativo consta
unicamente de medio y cepa mientras que las filas C a H
cuentan con cepa Yy la concentracién establecida de extracto.

La evaluacion del crecimiento se realiz6 visualmente,
apoyandose en la ausencia de turbidez en el medio en
comparacion con el control negativo (crecimiento normal) y
corroborandose con un lector de placas Epoch de Biotek, el
cual mide la absorbancia en cada pozo.

Debido al desconocimiento de la especie de la planta sera
identificada en el Instituto de Biologia de la UNAM.

IV. RESULTADOS

A continuacién se muestra un ejemplo de las valoraciones
de los resultados de la sensibilidad de las cepas en la
evaluacion visual.

Tallo
| AcOEt | MetOH | Hex |
. rnAxAxxf%)ﬂ
e ¥
C[500] g: , :: : :{va )»\( ) m
D[250] (' ) X {
E[125] ‘(4‘:.__, -
F[62.5] 0”
G[31.25] (‘:’q
H[15.625] [
[mg/ml]

Figura I1. Evaluacién visual P. notatum Tallo

Partes aéreas
AcOEt |  MetOH |
B +
C[500]
D[250]
E[125]
F[62.5]
G[31.25]
H[15.625]
[ng/ml]
Figura I11. Evaluacién visual P. notatum Partes aéreas

Para Penicillium notatum de acuerdo al crecimiento
observado en las Figuras 2 y 3 se definieron las
concentraciones minimas inhibitorias para los extractos con
hexano y metanol de Tallo como 250 y 125 pg/mL
respectivamente, el extracto con acetato de etilo no cuenta con
actividad antimicrobiana. Las MIC para los extractos con
hexano, acetato de etilo y metanol de las partes aéreas son
250, 125 y 250 pg/mL respectivamente. La morfologia de
todos los hongos filamentosos fue afectada notablemente, el
cambio puede observarse las figuras 2 y 3. Debido a las
variaciones morfoldgicas, la evaluacion de actividad mediante
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lector de placas no es un método consistente para evaluar la
actividad del extracto.

V. RESULTADOS GLOBALES

Tabla I. Concentraciones minimas inhibitorias [pg/mL] Extractos de Tallo

Tallo

Hex AcOEt MetOH
E. coli 250 125 125
S. aureus 250 250 250
P. notatum 250 sla 125
Rhizopus sp 250 sla 125
Aspergillus sp 208.33 sla 125
A. nidulans 500 sla 250
A. oryzae 178.88 sla 250
A. niger 125 sla 250
C. albicans 100 100 125
C. parapsilosis 75 100 50
C. neoformans 75 50 75
C. tropicalis 25 75 100

s/a: sin actividad

Tabla I1. Concentraciones minimas inhibitorias [pg/mL] Extractos de Partes
aéreas

Partes aéreas

Hex AcOEt MetOH
E. coli 125 125 125
S. aureus 150 250 250
P. notatum 250 125 250
Rhizopus sp 250 125 125
Aspergillus sp 156.25 | 178.57 125
A. nidulans 125 62.5 250
A. oryzae 138.8 178.57 125
A. niger 138.8 138.8 250
C. albicans 100 100 125
C. parapsilosis 75 75 75
C. neoformans 25 25 50
C. tropicalis 25 25 50

Concentraciones Minimas Inhibitorias de
Extractos de Tallo
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Figura IV. MIC Tallo
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Concentraciones Minimas Inhibitorias Extractos
de Partes aéreas
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Figura V. MIC Partes aéreas.

VI. DISCUSION

Las Concentraciones minimas inhibitorias resultantes tienen
gran relevancia debido a que se trata de extractos crudos, en el
caso especifico de los extractos de las partes aéreas (flor,
hojas y semillas) se puede observar mayor actividad contra los
microorganismos descritos. Por otra parte en las pruebas
realizadas con hongos filamentosos se observé que en los
diferentes extractos existieron cambios morfolégicos notables,
en especial el extracto con acetato de etilo del tallo con el cual
se observé una estimulacién de crecimiento y produccion de
pigmento en comparacion con los controles negativos.

Los antecedes existentes sobre el uso de esta planta son
Gnicamente de uso etnobotanico, por lo cual Unicamente se
tiene reportado su uso como tratamiento para el “mal de orin.”
La informacidn indica que se emplea como una infusion, [2]
sin embargo no existen estudios formales donde se demuestre
la actividad antimicrobiana de los extractos de esta planta.

Todos los resultados lograron ser reproducibles debido a
que cada prueba es el resultado de dos estudios independientes
con diferencia de tiempo considerable, en el caso de las cepas
del género Candida se probd hasta cuatro ocasiones con cada
extracto. El estudio fue evaluado con un Lector de placas
Epoch de Biotek, el cual midio la absorbencia en cada pozo,
arrojando valores estadisticos en donde se destaca la variacion
en comparacién con el blanco y el control de crecimiento
positivo. Los resultados expuestos en las Tablas 1 y 2
corresponden a la evaluacion visual en conjunto de las
lecturas de absorbencia, en donde el porcentaje de inhibicién
fuese mayor al 50%.

Los extractos de partes aéreas y tallo de diferentes
polaridades en conjunto muestran el gran potencial de la
planta Simsia sp, que responde a una alternativa para el uso de
antimicrobianos debido a las nuevas resistencias que estan
generando algunas cepas en general, como el caso de las cepas
causantes de infecciones urinarias como E. coli, [8] con el
plus de ser de origen natural. Otra de las posibles aplicaciones
para esta nueva alternativa, es en el desarrollo de nuevas
tecnologias en alimentos, donde existe una constante
preocupacion por el crecimiento de hongos filamentosos y
levaduras que puedan afectar a los alimentos desde la
produccion hasta el consumo, considerando un conservador
alimenticio de origen natural y de bajo costo.
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Diversos estudios muestran nuevas alternativas para
combatir enfermedades bacterianas [9] a partir de extractos
naturales de plantas utilizadas en la medicina tradicional. [10]
Este estudio propone una aprovechamiento de explotacion
para estas especies con fines etnobotanicos, que no cambiara
su vocacion arvense, sino que plantea una explotacion de
especies no cultivadas que debera ser estandarizado en lugar
de la eliminacion de la competencia que representan para los
cultivos. El impacto dentro de la comunidad seria de gran
importancia debido a que los recursos invertidos en la
eliminacion de este tipo de vegetacién, se verian remplazados
por un beneficio al dejar que la planta se desarrolle para su
aprovechamiento como antimicrobiano dentro de la industria
clinica y alimenticia.

VIl. CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que Simsia sp. posee inhibicion
contra diferentes cepas, en especial C. albicans, C.
parapsilosis, C. neoformans, C. tropicalis y E.Coli (Desde 25
pg/mL) las cuales son causantes del “mal de orin”. Los
resultados preliminares indican que la especie puede resultar
atil como estd indicada en el uso etnoboténico para dar
tratamiento a este padecimiento. De la misma manera, al
poseer inhibicidn en hongos filamentosos con el potencial de
afectar a los alimentos desde la produccién hasta el consumo,
se considera el desarrollo de un posible conservador
alimenticio de origen natural y de bajo costo. La validacion
del tratamiento clinico y la aplicacion en la industria
alimentaria requiere mas investigaciones de la especie, asi
como de la descripcion de su actividad bioldgica y de los
compuestos presentes en los extractos. Con el fin de generar
un impacto social sobre la comunidad de Calpulalpan,
Tlaxcala, donde se utiliza esta planta, desarrollando proyectos
donde pueda generarse algun beneficio para la comunidad. Se
propone continuar su estudio de sus propiedades biol6gicas
asi como los efectos sobre la morfologia de hongos, pruebas
de actividad antimicrobiana con mas cepas del genero
Candida y asi dar uso con valor agregado a una planta
considerada como plaga.
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Figura VII. Diluciones-Metdologia-Ejemplo [7]
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