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ESTUDIO FITOQUIMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DEL SISTEMA
DE CENSADO QUORUM BACTERIANO, DE LAS CORTEZAS DE Amphipterygium
adstringens (Schltdl.) Standl. y Ceiba spp.

Naybi Rosario Mufioz Cazares, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013.

La comunicacion bacteriana o censado de quérum, es un proceso de expresion de genes a
nivel poblacional, dependiente de la densidad bacteriana y mediado por moléculas llamadas
autoinductoras, que regula entre otros fenotipos, la expresion de los factores de virulencia. La
inhibicion del sistema de censado de quérum (I-SCQ), se considera un nuevo blanco, con
mecanismo de accién distinto al de los antibiéticos. El objetivo de este proyecto, consistié en
realizar un estudio biodirigido de la actividad I-SCQ de las cortezas de Amphypterygium
adstringens, Ceiba pentandra y Ceiba aesculifolia, empleando el modelo de inhibicion de
violaceina en Chromobacterium violaceum. Los resultados obtenidos, indican la presencia de
fracciones activas para las tres cortezas, lograndose identificar el acido 3a-
hidroximasticadienénico como uno de los metabolitos activos para el A. adstringens. Del
mismo modo, el extracto hexanico mostro un efecto positivo en la eliminacion de
Pseudomonas aeruginosa PA14 y reduccion de las lesiones producidas por dafio térmico en
un modelo con ratones. Los terpenos de las fracciones activas, son distintos entre las dos
especies de ceibas, al igual que a nivel histolégico presentan caracteristicas distintivas, las
cuales pueden emplearse para hacer estudios de validacién para control de calidad. Los
resultados obtenidos, justifican el uso tradicional que se les da a estas plantas para combatir
infecciones, mediante un mecanismo complementario al antibiético. Del mismo modo, las

ubican como fuentes importantes para la obtencién de metabolitos con actividad I-SCQ.

Palabras clave: comunicacién bacteriana, censado de quérum bacteriano, Amphipterygium
adstringens, Ceiba aesculifolia, Ceiba pentandra, anti-censado de quérum, plantas anti-

quérum.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF QUORUM SENSING SYSTEM
INHIBITION OF BARKS Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl. AND Ceiba spp.

Naybi Rosario Mufioz Cazares, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013.

Bacterial communication or quérum sensing is a process of gene expression at the population
level, bacterial density dependent and mediated by molecules called autoinducer, which
regulates among other phenotypes, the expression of virulence factors. Inhibition of quérum
sensing system (QSI) is considered a new target, with different mechanism of antibiotic action.
The objective project was to conduct bio-guided study of activity the barks Amphypterygium
adstringens, Ceiba aesculifolia and Ceiba pentandra, using the system model with the
Chromobacterium violaceum bacterium. The results obtained indicate the presence of active
fractions for three barks, achieving identify 3 a-hidroximasticadienénic acid as one of the
active metabolites to the A. adstringens. Similarly, the hexanic extract showed a positive effect
on the elimination of Pseudomonas aeruginosa PA14 and reducing lesions caused by thermal
damage in a mouse model. The terpenoids in the active fraccions are distinct in the two ceiba
species. As presented histological distinctive features, which can used for validation studies
for quality control. The results obtained confirm the traditional use given to these plants to fight
infections by a complementary mechanism to the antibiotic effect. Similarly, the important

sources placed for obtaining active metabolites QSI.

Palabras clave: bacterial communication, quérum sensing, Amphipterygium adstringens,

Ceiba aesculifolia, Ceiba pentandra, anti-quérum sensing, anti-quérum plants.
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1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales en muchas regiones del mundo y sobre todo en
México sigue vigente (Argueta, 1994). La gran variedad de climas y condiciones
fisiograficas en México permite la presencia de una vegetacibn muy diversa
(Rzedowski, 1978), se ha estimado que la flora fanerogamica de México consta de
aproximadamente 22,000 especies (Rzedowski, 1991), lo cual implica un amplio
reservorio de plantas medicinales que pueden ser utilizadas por la poblacién

(Hersch-Martinez, 1995).

De acuerdo a estadisticas de la Organizaciéon Mundial de la Salud, las plantas
son utilizadas por el 80% de la poblacion mundial para satisfacer o complementar
sus necesidades médicas (OMS, 2002). En nuestro pais cerca de 3,350 plantas
son de uso medicinal (Bye et al., 1995), sin embargo, se estima que solo al 5% se
le ha realizado algun tipo de estudio quimico, biomédico y/o farmacolégico

(Ocegueda et al., 2005).

En la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) esta
estipulado que para el caso de medicamentos herbolarios se tienen que establecer
los métodos de analisis y especificaciones técnicas que deben cumplir las plantas y
sus derivados (FEUM, 2001; Gomez-Castellanos, 2009), a pesar de esto la
informacion recabada en las monografias que integran la FEUM son en su mayoria

de especies europeas que fueron introducidas al continente americano durante la

1



conquista, de tal manera que de muchas especies endémicas de nuestro pais no
se dispone de informacion cientifica suficiente para validarlas (FEUM, 2001;

Gomez-Castellanos, 2009).

Para estos casos se cred un apartado en la FEUM denominado Relacién de
especies de uso etnobotanico, con el cual se intenta recopilar la informacion
empirica que se tiene hasta el momento y sefiala algunas especies en la que se
debe trabajar para obtener la informacion cientifica que sustente su eficacia y

seguridad (Gémez-Castellanos, 2009).

Uno de los principales atributos medicinales que se le ha dado a muchas
especies vegetales en nuestra medicina tradicional es el relacionado con la
actividad antimicrobiana (INI, 1994). La actividad antimicrobiana de extractos
vegetales procedentes de plantas mexicanas esta ampliamente estudiada y
documentada (Navarro et al., 1996; Hernandez et al., 2003; Alanis et al., 2005;
Rocha-Garcia et al., 2011). En estos estudios se ha sefialado que el efecto
antibidtico (bactericida o bacteriostatico) es el mecanismo por el cual las especies
vegetales eliminan las infecciones bacterianas, sin embargo, en los ultimos afios se
ha empezado a documentar un mecanismo de accidon antimicrobiano distinto, que
esta relacionado con la inhibicion de la comunicacién bacteriana, también llamado

censado del quérum (CQ).



El CQ actua mediante la activacién y regulacién de sistemas de censado del
quoérum (SCQ) (Reading y Sperandio, 2006; Adonizio, 2008). Los SCQ constan
basicamente de dos componentes, el primero es una enzima (o via metabdlica) que
inicia la sintesis de pequefias moléculas difusibles denominadas auto-inductores
(Al) y el segundo es un factor de transcripcion (sensor/efector) que reconoce y se
activa por medio de estas moléculas (Navascués, 2006). Los Al son detectados por
el sensor que activa enzimas que inician la expresion de cientos de genes como
respuesta a la concentracion del Al, la cual esta en funcién de la densidad celular

(Waters et a.l, 2005).

Actualmente, se han reconocido al menos cinco clases de SCQ en procariontes
y se han dividido de acuerdo al tipo de molécula Al que utilizan, como son las
homoserinlactonas, las quinolonas, los péptidos, los acidos grasos, asi como
derivados de la dihidroxipentadiona (Miller y Bassler, 2001; Reading y Sperandio,

2006: Jiménez, 2012).

Cada especie bacteriana puede tener uno a varios SCQ interconectados y
activados por una red compleja de regulacibn y su activacion depende
completamente de la densidad bacteriana (Miller y Bassler, 2001). Los SCQ en
procariontes regulan diversas funciones fisioldgicas, pero para el caso de bacterias
patdégenas esta plenamente documentado que la produccién de factores de
virulencia, toxinas y la formacion de biopeliculas solo se expresan cuando es

activado el SCQ (Rice et al., 2008).



Hasta el momento se han descrito diferentes mecanismos de accién anti-
quoérum de extractos vegetales o compuestos presentes en ellos, los cuales tienen
que ver con su capacidad de interferir en la union de las moléculas Al's y sus
receptores. De igual modo se ha encontrado que algunos pueden disminuir la
concentracion del Al en el medio, ya sea por su degradacién directa o por la

inhibicién de la sintasa que lo produce (Vattem et al., 2007; Teplitski et al., 2011.).

Una diferencia radical con el mecanismo de accion de los antibidticos, es que
este tipo de extractos o moléculas inhibidoras del CQ, no afectan la viabilidad de la
bacteria directamente (Adonizio et al., 2006; Vattem et al, 2007; Zahin et al., 2010;
Yeo y Tham, 2012), sino que unicamente reducen el dafo al evitar la produccion de
factores de virulencia, ayudando a que el sistema inmune del hospedero se

encargue de contrarrestar la infeccion (Bjarnsholt et al., 2004).

Claramente la capacidad de interferir dentro del proceso de sefalizacion del
CQ, representa un nuevo enfoque para el tratamiento de infecciones bacterianas.
Tiene la ventaja de que al no haber presion de seleccion como sucede con los
antibidticos, se propone no se adquiere resistencia (Whitehead et al, 2001; Hentzer

y Givskov, 2003).

El problema de la resistencia bacteriana a los antibidticos en la actualidad es

grave. El uso excesivo e inadecuado de estos, ha causado la aparicion de cepas



multi y panresistentes, para las cuales no existen tratamientos adecuados (Blanch,
2010). En México se han implementado nuevas leyes que regulan el uso de los
antibidticos, sin embargo, estas acciones no son suficiente para frenar la aparicion
de estas cepas, lo cual hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas con
blancos terapéuticos y tratamientos diferentes. Uno de ellos, puede ser la inhibicidén

del CQ (Hentzer y Givskov, 2003; Adonizio, 2008).

Los estudios sobre fitoquimicos con actividad inhibidora del CQ son escasos y
hechos unicamente por grupos extranjeros, analizando plantas utilizadas en la
medicina tradicional de paises como China, India e Italia. También se investigaron
algunos agentes derivados que se consumen comunmente en la dieta en otras
regiones del mundo (Vattem et al., 2007; Quave et al., 2010; Szabo et al., 2010;

Zahin et al., 2010; Koh et al., 2011).

Existen varios modelos de sistemas bacterianos que han sido empleados en
estos trabajos, los cuales se basan en determinar su inhibicién de manera indirecta
por medio de la atenuacion de fenotipos regulados por uno o varios SCQ. El mas
comun emplea la bacteria Chromobacterium violaceum, cuya produccion del
pigmento violaceina es regulado por un unico SCQ, basado en la molécula Al del
tipo de las homoserin lactonas (McClean, 1997; Martinelli et al., 2004). Del mismo
modo, se ha utilizado especies bacterianas del género Vibrio como es harveyi y

fisherii cuya producciéon de luz es regulada por uno o dos SCQ (Al del tipo



homoserinlactonas o derivados de la dihidroxipentadiona) (Miller y Bassler, 2001;

Reading y Sperandio, 2006).

Para el caso de bacterias patégenas se han empleado varias cepas de
Pseudomonas aeruginosa, la cual es una bacteria oportunista que causa graves
problemas a nivel hospitalario, debido a su alta capacidad para infectar pacientes
inmunosuprimidos, asi como de generar resistencia a los antibiéticos (Venturi,
2006; Ruiz, 2007; Adonizio, 2008; Jiménez et al., 2012). P. aeruginosa regula la
expresion de varios factores de virulencia, en donde destaca la produccion de
piocianina, pioverdina, rhamnolipidos, y la formacién de biopeliculas, por medio de
tres a cuatro SCQ basados en Al del tipo homoserin lactonas, acidos grasos y

quinolonas (de Kievit., 2009; Jiménez et al., 2012).

En resultados previos obtenidos en nuestro grupo de trabajo, se ha
observado la actividad I-SCQ de diversos extractos obtenidos de cortezas de
plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana. Los extractos de la corteza
de Amphipterygium adstringens mostraron una inhibicion significativa en la
produccion de piocianina en P. aeruginosa (Castillo-Juarez et al, 2013; Wang et al.,

2013).



Asi mismo el extracto metandlico de la corteza de “pochote”, obtenida de un
comercio de plantas medicinales, la cual fue parcialmente identificada como Ceiba
sp., resulté ser una de las mas activas, al inhibir la produccion de violaceina de

manera dosis-respuesta (Wang, 2013).

Debido a lo anterior el presente proyecto tuvo como objetivo, hacer un
estudio fitoquimico biodirigido de las cortezas de Amphipterygium adstringens,
Ceiba pentandra y Ceiba aesculifolia, empleando el modelo de inhibicién de

violaceina en Chromobacterium violaceum.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Comunicacién bacteriana y sistemas de censado de quérum (SCQ).

El censado de quérum (CQ) es un proceso de comunicacién célula-
célula bacteriana que involucra la produccion, deteccion y respuesta a moléculas
de sefalizacion llamadas autoinductores (Al). Conforme aumenta la densidad
celular de la poblacién, el autoinductor se acumula en el medio alcanzando un
umbral critico, al cual las bacterias responden mediante la alteracion de su
expresion génica a nivel poblacional (Novick y Geisinger 2008; Ng y Bassler 2009;
Williams y Camara 2009).

Los sistemas de censado de quérum (SCQ) se han identificado en
diversos microorganismos, y en todos los casos controlan funciones fisiolégicas
muy diversas como la produccién de bioluminiscencia, expresion de factores de
virulencia, produccion de antibiéticos, formacion de biopeliculas, etc. (Fucqua et al,
1994). Cabe senalar que una misma especie bacteriana puede regular los factores
de virulencia o alguna otra funcién mediante la combinacion de SCQ, que
involucran redes de sefializacion muy complejas y coordinadas (Waters y Bassler,
2005).

Los SCQ presentan diferencias entre distintos grupos bacterianos, sin
embargo, estos sistemas incluyen tres componentes principales: una sefal
libremente difusible (autoinductor), una sintasa que hace esta sefial y un regulador
que interactua con esta senal para regular la expresion de genes (Figura 1)

(Adonizio, 2008).



sintasa z J ” .

Genes blanco i .
Factores de virulencia

Figura 1. Mecanismo general del funcionamiento del censado de quérum. Tomado y

modificado de Wilson et al., 2011.

La naturaleza quimica de los autoinductores (Al) es especifica para cada
especie bacteriana, sin embargo, se pueden reconocer aquellos que presentan la
estructura quimica base de N-acil-homoserinlactonas (AHLs), péptidos, derivados
de la dihidroxipentadiona (Autoinductor 2, Al-2), quinolonas y acidos grasos (Figura

2) (Dong y Zhang, 2005; McDougald et al., 2007).

Asi mismo, los Al se pueden clasificar en tres subclases: 1) utilizados por las
bacterias Gram-negativas; 2) utilizados por las bacterias Gram-positivas, 3)
utilizados tanto por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Rutheford y

Bassler, 2012).
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Figura 2. Principales moléculas autoinductoras. A) N-acil-homoserinlactonas (AHLSs),
B) furanosil borato, C) quinolonas, D) péptidos de bajo peso molecular. Tomado y

modificado de Sintim et al., 2010.

Las bacterias Gram-positivas utilizan péptidos, Illamados péptidos
autoinductores (AIPs), como moléculas de sefalizacion. Cuando los AIP alcanzan
una concentracion umbral extracelular, lo que ocurre a una alta densidad celular,
se unen a un receptor histidina-quinasa presente en la membrana celular. Esta
unién induce la actividad del receptor, que se autofosforila y activa las transcripcion

de genes (figura 3) (Rutherford y Bassler, 2012).
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Figura 3. Mecanismo general del funcionamiento del SCQ en bacterias Gram-positivas, en

donde AIP= péptidos autoinductores.

Las bacterias Gram-negativas producen N-acil-homoserinlactonas (AHLs) como
moléculas autoinductoras, las cuales son sintetizadas por una enzima de tipo Luxl
(sintasa de la sefal) y se pueden difundir libremente a través de la membrana.
Cuando su concentracion es suficientemente alta, se unen a los receptores (LUxR)
que son factores de transcripcion. La unién del autoinductor con el receptor regula

la expresion de los genes (Figura 4) (Nazzaro et al., 2013).
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Figura 4. Mecanismo general del funcionamiento del SCQ en bacterias Gram-negativas,

en donde Lux|= sintasa de la sefial, Al= autoinductor, LuxR= receptor.

El Autoinductor 2 (Al-2) es utilizado por bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas para la comunicacion intra e interespecie (Bassler, 2002). Este autoinductor
es un compuesto de furanosil borato (figura 2) cuyo precursor es la 4,5-dihidroxy-2,3-
pentadiona (DPD). El producto DPD, de forma no enzimatica se cicla y se convierte
en Al-2 en presencia de borato (Miller et. al., 2004; Wilson et. al., 2011; Waters y
Bassler, 2005). Las y-butirolactonas, quinolonas e hidroxicetonas, utilizadas en
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae y Streptomyces también son utilizadas en

la comunicacion intercelular intraespecie (Sintim et al., 2010).
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2.2. Productos naturales con actividad I-SCQ.

El reino vegetal es una fuente conocida de principios activos que contribuye
ampliamente para el desarrollo de nuevos farmacos (Gao et al., 2003). Igualmente,
varias moléculas con actividad inhibidora de sistemas de censado quérum (I-SCQ)
se han identificado a partir de plantas. Muchas plantas han coevolucionado y
establecido asociaciones simbidticas con bacterias, por lo tanto, no es
sorprendente que los organismos superiores son capaces de percibir y responder a
estas moléculas (Teplitski et al., 2000; Adonizio et al., 2006; Al Hussaini et al.,

2009).

Extractos y moléculas obtenidas de diversos tipos de frutos, hierbas y especias
han demostrado tener actividad [-SCQ debido a la similitud en su estructura quimica
con los autoinductores y por su habilidad de degradar la senal de los receptores
(Vattem et al., 2007; Brackman et al., 2009; Vikram et al., 2010; Riedel et al., 2006).
En México no existen estudios sobre actividad I-SCQ, a pesar de la riqueza floristica y

cultural de su medicina herbolaria.

Las primeras moléculas I-SCQ que se caracterizaron por primera vez en el alga
roja marina Delisea pulchura, fueron las furanonas halogenadas que bloquean al
autoinductor por medio de la inhibicion competitiva y desestabilizacion del receptor
(Manefield et al., 2002). Estas moléculas han mostrado reducir la emision de luz en
especies de Vibrio (Givskov et al.,, 1996), inhiben la produccién del pigmento
violaceina en C. violaceum (Martinelli et al., 2004) y atenuan la producciéon de

exoenzimas y motilidad en Serratia liquefaciens (Rasmussen et al., 2000).
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Extractos de ajo (Allium sativum) inhiben la formacién de biopeliculas en P.
aeruginosa (Rasmussen et al., 2005). Plantulas y exudados radiculares de chicharo
(Pisum sativum) producen inhibicion en la produccion de pigmento, actividad

exoquitinasa y proteasa en C. violaceum (Teplitski et al., 2000).

Varios frutos y especias como fresa, frambuesa, arandano, uva, orégano,
tomillo, jengibre y albahaca exhibieron una moderada inhibicién en la motilidad de E.
coli y P. aeruginosa, ademas de inhibir la produccién de violaceina en C. violaceum

(Vattem et al., 2007).

Diferentes aceites esenciales, provenientes de plantas ornamentales y sus
componentes, son efectivos en la inhibicion de biopeliculas en Salmonella,
Pseudomonas, Listeria, Staphylococcus y Lactobacillus (Al-Shuneigat et al., 2005;

Szabd et al., 2010)

Asi mismo, se ha evaluado la actividad |- SCQ de diversas plantas medicinales
utilizadas en diferentes partes del mundo. Plantas utilizadas en la medicina tradicional
china como son Prunus armeniaca, Prunella vulgaris, Nelumbo nucifera, Panax
notoginseng, Punica granatum, Areca catechu e Imperata cylindrica mostraron ser
activas en la inhibicion de la comunicacién bacteriana en C. violaceum y P.

aeruginosa (Koh y Tham, 2011).
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En el sur de Florida se investigaron 50 especies vegetales de uso medicinal
empleando bioensayos con C. violaceum y Agrobacterium tumefaciens, encontrando
unicamente actividad en seis de ellas: Conocarpus erectus, Chamaecyce hypericifolia,
Callistemon viminalis, Bucida burceras, Tetrazygia bicolor y Quercus virginiana

(Adonizio et al., 2006).

En el caso de plantas medicinales utilizadas en India se evaluaron 24 extractos,
empleando también los bioensayos con C. violaceum y P. aeruginosa, encontrando
que Hemidesmus indicus, Holarrhena antidysenterica, Mangifera indica, Punica
granatum y Psoralea corylifolia inhibieron la produccion de violaceina y el nado sin

afectar la viabilidad de las bacterias (Zahin et. al., 2010).

Plantas como Ballota nigra, Castanea sativa y Sambucus ebulus empleadas
como medicinales en ltalia, mostraron actividad I-SCQ mediante la disminucién en la
actividad de una hemolisina producida por Staphylococcus aureus resistente a

metacilina (Quave et al., 2010).

Cabe senalar, que todos los trabajos anteriores solo se hicieron a nivel de

extractos y no se determiné el tipo de metabolitos activos, asi como unicamente se

determind la actividad 1-SCQ en modelos in vitro.
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2.3. Moléculas con actividad I-SCQ.

Se ha propuesto que las moléculas I-SCQ deben de tener un bajo peso
molecular, con la capacidad de reducir la expresion de genes regulados por SCQ); ser
altamente especificas sin efectos adversos en la bacteria o el hospedero,
quimicamente estables y resistentes a la degradacion por los sistemas metabdlicos
del hospedero (Hentzer y Givskov, 2003; Rasmussen y Givskov, 2006; Vattem et al.,
2007).

Entre las moléculas con actividad I-SCQ se encuentran las furocumarinas, las
cuales inhiben la formacion de biopeliculas en E. coli y S. typhimurium y P.
aeruginosa (Girennavar et al., 2008). El acido rosmarinico disminuye la expresién de
elastasa, proteasa y formacién de biopelicula en P. aeruginosa (Walker et al., 2004).
La curcumina proveniente de Curcuma longa inhibe la expresién de factores de

virulencia en P. aeruginosa (Rudrappa y Bais, 2008).

Compuestos polifendlicos como los acidos hidroxicinamicos y epicatequinas
actuan sinérgicamente contra C. violaceum (Fratiani et al., 2011). El acido galico,
epigalocatequinas, acido elagico y el acido tanico bloquean la sehal de los

autoinductores de AHLs (Riedel et al., 2006; Sarabhai et al., 2013)

El cinamaldehido y sus derivados afectan un amplio rango de factores
regulados por el CQ, como la formacién de biopeliculas en P. aeruginosa e inhiben al

Al-2 en diferentes especies de Vibrio (Niu et al., 2006; Brakman et al., 2008).
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Extractos de vainillina han demostrado tener actividad I-SCQ en C.violaceum (Choo et

al., 20086).

Flavonoides como naringenina, quercetina, kaempferol y epigenina inhiben la
produccion de bioluminiscencia en V. harveyi. Naringenina reduce la expresion de

varios genes regulados por CQ en P. aeruginosa PAO1 (Vandeputte et al., 2011).

Recientemente nuestro grupo de investigacion, reportd la actividad 1-SCQ del
extracto hexanico y de una mezcla de acidos anacardicos aislados de la corteza de A.
adstringens, los cuales inhiben la produccion de violaceina en C. violaceum, asi como
varios factores de virulencia, como son piocinina, ramnolipidos y actividad de elastasa

en P. aeruginosa (Castillo-Juarez et al, 2013; MX/E/2012/085052).

Otro grupo importante de moléculas |I-SCQ, esta centrado en el disefio de
estructuras quimica analogas a los autoinductores (homoserinlactonas, quinolonas y
derivados de dihidroxipentadiona (autoinductor 2), que son los responsables de

activar los SCQ de bacterias patégenas (Waters y Bassler et al., 2005).

Todos los estudios relacionados con moléculas inhibidoras de SCQ bacteriano,
provenientes de productos naturales como de derivados sintéticos, se enfocan en
estudios in vitro y se encuentran en fase preclinica, ademas de que son muy pocos
los que se centran en identificar el sitio de accion, y grado de toxicidad para definir su

aplicacion (Pan y Ren et al., 2009).
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2.4. Mecanismos de inhibicion de los sistemas de censado de quérum

bacteriano.

El proceso de censado de quérum puede ser interrumpido por diferentes
mecanismos: a) inhibicidn de las enzimas que catalizan la sintesis del autoinductor, b)
reduccion de la actividad del receptor afin, c) degradacion enzimatica del
autoinductor, d) moléculas que imitan la sefal mediante el uso de compuestos
sintéticos como analogos de moléculas senal, e) competencia de la unién receptor-

sefial (Sintim et al., 2010; Kalia, 2013).

Entre las diferentes posibilidades, la degradacion enzimatica de moléculas sefal
es la que mas se ha aplicado (Kalia y Purohit, 2011). Se ha reportado que tres tipos
de enzimas: HSL-lactonasa, HSL-acilasa y HSL-oxidasa, actuan sobre moléculas
autoinductoras AHLs y son producida por bacterias como Bacillus y Streptomyces
(Park et al.,, 2005; Chan et al.,, 2010; Chowdhary et al., 2007). El acido y-
aminobutirico (GABA) que producen diferentes plantas, actian como promotores
de la enzima lactonasa para la degradacion del autoinductor HSL (Chevrot et. al.,

2006; Zhang et al., 2002).

En el caso de la degradacion de la enzima sintasa, el antranilato y el acido
betacetonico actuan como analogos de autoinductores (Calfee et al.,, 2001), la
furanona 5z-4-bromo-5 bromometilen-3-butil-2(5H)-furanona inhibe la sintasa del

Al-2 de V. harveyi (Pan y Ren, 2009).
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La mayoria de las furanonas producidas por el alga marina Delisea pulchra,
actuan por competencia de la unién receptor-sefial, al igual que el cinamaldehido,
la hamamelitanina y algunos flavonoides provenientes de diferentes especies

vegetales (Vattem et al., 2007; Kalia, 2013).

Los anticuerpos y los receptores sefiuelo para inhibir las sefiales de QS se han
sugerido como nuevos enfoques para la terapia anti-infecciosa (Dembitsky et al.,

2011; Kaufmann et al., 2006).

2.5. Chromobacterium violaceum y la produccion de violaceina.

C. violaceum es una bacteria Gram-negativa, facultativa anaerobia de habito
saprofito, que se encuentra en suelos y agua de areas tropicales y subtropicales de
varios continentes. Ocasionalmente puede actuar como patdégeno oportunista en
animales y humanos causando septicemia derivada de lesiones en la piel y

abscesos en pulmones e higado (Richards, 1993; Midani y Rathore, 1998).

Produce una serie de caracteristicas fenotipicas que incluyen la produccion de
violaceina, antibidticos, cianuro de hidrogeno, y exoproteasas que son reguladas por
SCQ, especificamente por el autoinductores derivados de acilhomoserin- lactonas

(AHLs) (Cha et al., 1998).
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La produccion de pigmento en esta bacteria esta totalmente regulada por el
censado de quorum, exclusivamente por el sistema Cvl/R AHL, que produce y
responde a homoserinlactonas (AHLs) especificas. Unas cepas silvestres y una
mutante derivada de ellas (CV026), la cual no es capaz de producir su propia sefal
AHLs, sino que responde a moléculas adicionadas exdgenamente, han probado ser
biosensores sensibles y eficaces en la busqueda de moléculas I-SCQ (McClean et al.,

1997; Cha et al., 1998).

2.6. Descripcion botanica y antecedentes de las especies estudiadas.

2.6.1. Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl.

2.6.1.1. Taxonomia

Amphipterygium adstringens es un arbol de la familia Anacardiaceae que se
conoce comunmente como cuachalalate, cuachalala, matixeran, pacueco, palo

santo y cuachinala (Argueta y Cano, 1994; Cuevas, 2004).
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2.6.1.2. Descripcion

A. adstringens es un arbol dioico, que mide entre 5 y 10 m de altura. Las hojas
estan dispuestas en espiral y aglomeradas en las puntas de las ramas en grupos

de tres a cinco miden aproximadamente 3-6 cm incluyendo el peciolo.

La corteza externa es lisa con grandes escamas engrosadas y suberificadas de
color gris a gris plomiza con numerosas lenticelas protuberantes, redondas y
palidas. La corteza interna de color crema rosado a rosado, fibrosa, con un
exudado blanco cremoso, extremadamente astringente y de olor picante. El grosor
total de la corteza es de 30 a 20 mm, sin incluir las escamas (Pennington y

Sarukhan, 2005).

El fruto consiste en nueces abultadas de color verde palido, sobre los pedicelos
aplanados hasta formar una especie de ala, contiene 1 o 2 semillas muy

aplanadas de 5 mm de largo (FEUM, 2001; Cuevas, 2004)

2.6.1.3. Habitat v distribucién

La especie habita en regiones de clima calido, semicalido y templado desde los

100 a 3 000 m y es una especie comun en el bosque tropical caducifolio (Argueta y

Cano, 1994).

Es una especie nativa de México restringida a la vertiente del Pacifico desde

Nayarit, sureste de Zacatecas y norte de Jalisco hasta Oaxaca, Guatemala y Costa

Rica incluyendo la cuenca del rio Balsas, (Niembro, 1990; Pennington y Sarukhan,

2005)
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2.6.1.4. Usos vy actividad biolégica

Se han descrito 44 usos medicinales, y es una de las plantas medicinales que
mas se comercializan en la zona suroccidente de Puebla y en el Distrito Federal
(Hersh-Martinez, 1995). La corteza es la parte mayormente utilizada (Olivera,
1998), Ocupa el octavo lugar en importancia, de cuatrocientas especies Uutiles
registradas en el uso tradicional en el estado de Morelos (Boyas et al., 1988) y su
aprovechamiento se concentra principalmente en los estados de Morelos y

Guerrero (Solares et al., 2006).

Diversos estudios han demostrado que los extractos y compuestos obtenidos de
ésta corteza tienen capacidad antiinflamatoria, antiulcerogastrica, citotoxica,
antifangica y antimicrobiana (Navarrete et al, 1998; Olivera, 1998; Bravo et al.,
2000; Oviedo-Chavez et al, 2004; Rivero-Cruz et al., 2005; Castillo-Juarez et al.,
2007). El efecto terapéutico se atribuye a la presencia de dos tipos de compuestos
mayoritarios: los triterpenoides y los fenoles de cadena larga (Olivera, 1998; Rosas,

2005; Navarrete et al., 2006).

Los triterpenoides mayoritarios en la corteza son los acidos 3a-
hidroximasticadienénico y el masticadienénico. Entre los compuestos fendlicos
estan los acidos anacardicos, también se han aislado B-sitosterol y aldehidos

fendlicos (Argueta et al., 1994; Navarrete et al., 1989; Olivera, 1998).
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2.6.2. Ceiba pentandra (L.) Gaertn.

2.6.2.1. Taxonomia

La ceiba es un parbol que se le conoce comunmente como pochota, pochote y
puchute (Pennington y Sarukhan, 2005). Pertenece a la familia Mlavaceae y la

subfamilia Bombacoideae.

2.6.2.2. Descripcion

Se trata de un arbol monopddico de hasta 40 m. El tronco presenta
contrafuertes grandes y bien desarrollados, y esta cubierto por numerosas espinas
conicas.

La corteza externa es lisa a ligeramente fisurada en ocasiones, gris plomiza a
verdosa, cubierta de espinas cénicas, sobre todo en los individuos jovenes, tiene
lenticelas protuberantes suberificadas y palidas. La corteza interna es de color
crema amarillento, granulosa y presenta abundantes fibras. El grosor total es de 18
mm (Pennington y Sarukhan, 2005).

Las hojas son ovadas de margen entero, palmaticompuestas de 11 a 40 cm de
largo, incluyendo el peciolo, compuestas de 7 a 8 foliolos, de 5 x 1.5 a 15 x4 cm.
Las flores son numerosas dispuestas en fasciculos de color blancuzco a rosado,
amarillo o dorado. El fruto es una capsula oblonga o eliptica, de color pardo.
Contienen numerosas semillas negras, rodeadas por abundante vello sedoso

blanco a gris plateado (Vazquez-Yanes et al. 1999).
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2.6.2.3. Habitat v distribucién

Es una especie de amplia distribucion geografica originaria de América Central. En
la vertiente del Golfo se distribuye desde el sur de Tamaulipas hasta la Peninsula de
Yucatan y en la vertiente del Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas. Se extiende
desde el sur de México hasta Venezuela, Brasil y Ecuador. También se encuentra en
los tropicos del Viejo Mundo (regiones tropicales de Africa Occidental y Asia). Se ha
introducido a los archipiélagos de las Bermudas y Bahamas (Vazquez-Yanes et al.

1999).

2.6.2.4. Usos v actividad bioldgica

La fibra algodonosa que rodea las semillas conocida como kapok, es utilizada

como materia prima para fabricar colchones, almohadas y cojines.

Se reporta que varias partes de este arbol son usadas como remedios contra la
diabetes, hipertension, dolor de cabeza, mareos, constipacion, ulcera péptica,
reumatismo y como diuretica (Noumi et al. 1999; Ngounou et al., 2000). También es
utilizada para curar quemaduras y salpullido (Vazquez-Yanes et al. 1999). Sin
embargo los estudio fitoquimicos son escasos y la mayoria son solo a nivel de

extracto y no de moléculas puras.
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2.6.3. Ceiba aesculifolia (Kunth) Britten & Baker f.

2.6.3.1. Taxonomia

Este arbol pertenece a la misma familia que la especie anterior, la Malvaceae e
igualmente se le conoce comunmente como pochote, pochotle, ceiba, pochote de

secas (Reyes et al., 2004; Canales et al., 2005; Avendaro et al,. 2006).

2.6.3.2. Descripcién

Es un arbol deciduo de hasta 15 m de altura; el tallo como las ramas presentan
espinas coénicas (Guizar y Sanchez, 1991). La corteza externa es de color gris a
gris plomizo, lisa a fisurada, con lineas longitudinales, a veces con lenticelas
conspicuas. La corteza interna es rosada a rojiza, con grandes expansiones de
parénquima. El grosor total de la corteza es de 5 a 20 mm (Pennington y Sarukhan,
2005).

Las hojas son palmaticompuestas con 5 foliolos, con el margen dentado a
aserrado, dispuestas en espiral. Las flores son solitarias de color amarillo o dorado,
y densamente aterciopelados. El fruto es una capsula ovada con numerosas

semillas rodeadas de abundante vello sedoso (Guizar y Sanchez, 1991).
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2.6.3.3. Habitat y distribucién

Se distribuye en el bosque tropical caducifolio y encinar en los estados de
Guerrero, Morelos, Puebla, Oaxaca, Tabasco y Yucatan (Pagaza y Fernandez,

2004).

2.6.3.4. Usos v actividad bioldgica

La corteza de Ceiba aesculifolia es utilizada para curar trastornos renales e
infecciones de la piel, asi como para disminuir los niveles de azucar en la sangre
(Avendano et al., 2006), ademas de presentar actividad antimicrobiana (Canales et
al., 2005; Orozco, 2010). Las semillas también se utilizan para tratamiento contra la
gastritis (Avendafio et a., 2006). Sin embargo los estudios quimicos vy
farmacolégicos son muy pocos. Se reporta la presencia de fenoles, terpenos,

fenilpropanoides, una isoflavona y una cumarina (Orozco, 2010).

La actividad antibacterial, antidiabética y antinflamatoria de C. aesculifolia, es

similar a la reportada para C. pentandra (Ladeji et al., 2003; Mohan et al., 2013), no

hay reportes relacionados con la actividad I-SCQ.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Hacer un estudio fitoquimico de las cortezas de Amphipterygium adstringens, Ceiba
aesculifolia y Ceiba pentandra, para identificar metabolitos con actividad
inhibidora del sistemas de censado de quérum bacteriano, mediante diversos
métodos fitoquimicos y ensayos biodirigidos que emplean el sistema modelo de

Chromobacterium violaceum.

3.2. Objetivos particulares

* Anadlisis fitoquimico de los extractos de las cortezas de Amphipterygium
adstringens, Ceiba aesculifolia y Ceiba pentandra mediante técnicas
cromatograficas convencionales.

 Disefio y montaje del método para determinar la actividad inhibidora de
sistemas de censado quorum bacteriano, basado en la produccion de violaceina
por Chromobactreium violaceum.

« Evaluacion de la actividad inhibidora del SCQ de las fracciones y compuestos
aislados en la produccion de violaceina de C. violaceum.

» Purificacién y caracterizaciéon quimica de compuestos activos por medio de

técnicas espectroscopicas y espectromeétricas.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Obtencion del material biolégico

El material biolégico de Amphipterygium adstringens, y Ceiba sp. se obtuvo de
un centro de distribucion de plantas medicinales de la Ciudad de México “Proveedor
De Yerbas y Especias S.A de C.V.” sucursal 1016. Anillo de Circunvalacion 1016 C.P.
15810. México, D.F. Para trabajar con una muestra caracterizada, se decidi6 colectar
e identificar dos de las principales especies del género Ceiba que se distribuyen en la
zona centro del pais. Las muestras de C. aesculifolia se recolectaron en el ejido la
Serenilla Tierra Blanca, Veracruz, México; en las coordenadas 18° 34.189'N vy
096°22.690'W. Para C. pentandra las muestras se obtuvieron en el estado de

Oaxaca, municipio de Acatlan en las coordenadas 18° 32.677'N Y 096°36.336°W.

Las cortezas se colocaron en bolsas de plastico para su transporte a
laboratorio, en donde se sometieron a un proceso de desecacion en una estufa a
60°C por 48 horas. Posteriormente fueron pulverizadas en un molino eléctrico. Se
colectaron también ejemplares para herbario, los cuales fueron depositados en el
Herbario de la Universidad Autonoma Chapingo (CHAP), para su identificaciéon y

numero de registro.

4.2. Obtencion de los extractos
Un kilogramo de cada una de las cortezas se sometid a un proceso de extraccion
consecutiva por maceracion con 2.5 L de disolvente organico a temperatura ambiente,
por periodos de 48 horas durante 15 dias. Se inicié con hexano (J.T. Baker) seguido de

la extraccion con diclorometano (J. T. Baker) y metanol (J.T. Baker).

28



Se eliminaron los disolventes empleando un rotavapor R-114 (Buchi) y

posteriormente se determiné el rendimiento.

4.3. Métodos de separacion.

Después de obtener los extractos crudos se separaron los componentes
mediante de cromatografia en columna (CC) y cromatografia en capa fina (CCF).

La cromatografia por adsorcion en columna abierta y al vacio utilizé silicagel 60
Merck, con tamafio de particula de 0.063-0.200 mm, malla de 70-230 ASTM. Los
analisis de cromatografia de CCF se hicieron segun las técnicas convencionales,
utilizando diversos sistemas de elucién y placas de aluminio de diversas dimensiones,
las cuales estan recubiertas con silica gel (TLC Silicagel 60 F2s4 Merck), de 0.25 mm de
espesor con soporte de aluminio de 20 x 20. Las placas se visualizaron bajo la luz
ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 360 nm) y posteriormente fueron reveladas
con vainillina 2% y H2SO4 10% en etanol, seguido de calentamiento (aproximadamente

110°C) hasta la visualizacion completa de los compuestos.

4.4. Fraccionamiento de los extractos.

4.4.1. Fraccionamiento del extracto hexanico y diclorometanico de

Amphipterygium adstringens

Columna 1: El extracto hexanico de A. adstringens se sometio a un proceso de
CC abierta 73 x 6.5cm, empacada con 298.8 g de gel de silice. Se eluyo utilizando como
fase movil hexano, mezclas de hexano-cloroformo, hexano-diclorometano, y acetato de

etilo en diversas proporciones (tabla 2).
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Columna 2: El extracto diclorometanico de A. adstringens se sometié a un
proceso de CC al vacio 73 x 6.5 cm, empacada con 100 g de gel de silice. Se eluyo
utilizando como fase mévil hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo diversas

proporciones (tabla 3).

Todas las fracciones obtenidas de las columnas se monitorearon por CCF.

4.4.1.1 Purificacion e identificacion del compuesto aislado del extracto

diclorometanico.

Los compuestos separados por las técnicas de cromatografia se purificaron
mediante las técnicas de cristalizacion y recristalizacion. Se identificaron a través
de comparacion con muestras estandares en CCF y resonancia magnética nuclear

H* (RMN'H).

Los estudios espectroscopicos se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica
de la UNAM, con las facilidades otorgadas por el laboratorio del Dr. Mariano
Martinez. El espectro de resonancia magnética nuclear protdnica (RMN'H, 400
MHz), se generaron en un equipo Bruker Avance Ill utilizando CDCI3, los
desplazamientos quimicos se reportan en ppm con referencia al tetrametilsilano

(TMS). Quedod registro en la base de datos con la clave 1301-H13.
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4.4.2. Fraccionamiento de los extractos de las muestras de ceibas.

Las diferentes cortezas de Ceiba spp. fueron sometidas a CC al vacio en

diferentes sistemas de elucion.

4.4.2.1. Fraccionamiento del extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba

aesculifolia
Columna 3 y 4: Los extractos hexanico y diclorometanico de C. aesculifolia
se sometieron a un proceso de CC al vacio 34 x 6.5 cm, empacada con 200 g de
gel de silice. Las columnas se eluyeron utilizando como fase mdvil hexano y

mezclas de hexano-acetato de etilo diversas proporciones (Tabla 10y 11).

4.4.2.2. Fraccionamiento del extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba

pentandra

Columna 5 y 6: El extracto hexanico de C. pentandra se sometieron a un
proceso de CC al vacio 34 x 6.5 cm, empacada con 131 g de gel de silice. La
columnas se eluyeron utilizando como fase movil hexano, mezclas de hexano-

acetato de etilo diversas proporciones (Tabla 12y 13).

4.4.2.3. Fraccionamiento del extracto hexanico vy diclorometanico de Ceiba

Columna 7 y 8: El extracto hexanico y diclorometanico de la corteza de Ceiba
sp., obtenida de la tienda de plantas medicinales, se sometieron a un proceso CC al

vacio 34 x 6.5 cm, empacada con 160 g de gel de silice. Las columnas se eluyeron
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utiizando como fase modvil hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo diversas

proporciones (Tabla 14 y 15).

4.5. Evaluacién de la actividad [-SCQ bacteriana de las fracciones,

empleando en sistema de Chromobacterium violaceum.

Para evaluar la actividad I-SCQ se empled el método de ensayos biodirigidos
reportado por Taganna et al.,, 2011, monitoreando la atenuacion de un fenotipo
controlado por el sistema de censado de quérum, que es la produccion de violaceina
en la bacteria C. violaceum.

En este método se emplea la cepa mutante CV026, la cual tiene una
mutacion que evita que se sintetice el autoinductor, y no produce pigmento que
interfiera con las mediciones en el espectrofotdmetro. Cabe sefialar, que la
mutacién en la cepa CV026, no afecta la capacidad para que pueda censar al
autoinductor, por lo que se puede activar la produccion de violaceina si se agrega

exdgenamente.

4.5.1. Cepas bacterianas

Se utilizaron dos cepas de C. violaceum, una silvestre (wild type) y una mutante
denominada CV026 (una mini-Tn5 mutante), ambas obtenidas de la Escuela Nacional
de Ciencias Bioldgicas. Instituto Politécnico Nacional, por medio de la Dra. Graciela

Castro Escarpulli.
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4.5.2. Condiciones de cultivo

Para ambos ensayos, las cepas se cultivaron de forma rutinaria en medio LB
(Luria-Bertani). Para iniciar el bioensayo se preparé un preindculo, colocando una
colonia de cada cepa en diferentes tubos con 5 mL de medio LB por separado y se
dejaron incubar por 20 hrs a 25°C y 150 rpm. Posteriormente se diluyeron los cultivos
en 50 mL de medio LB y se ajustaron a una absorbencia de 0.1 D.Ogg nm (10°

UFC/mL).

4.5.3. Determinacion del crecimiento

Se agregaron 200 uL de cultivo de la cepa mutante CV026 a cada pozo,
empleando placas de 96 (Nuclon Surface; NUNC estériles con tapa). Los extractos y
fracciones se solubilizaron previamente en DMSO (grado HPLC, MERCK) y se ajustd
a una solucion stock de 8 mg/ml. Se afiadieron 5 uL por cada pozo, quedando en una
concentracion final de 200 pg/ml. Para el caso de los controles negativos se agrego 5
pl de DMSO, asi como medio LB unicamente. Como control positivo, se utilizé una
mezcla de acidos anacardicos aislados de la corteza de A. adstringens previamente
caracterizada, a una concentracion de 100 pg/mL. Las placas fueron incubadas por 48

hrs a una temperatura de 27 °C y 150 rpm.

Después de la incubacién se midié la absorbencia a D.O.gsonm de los cultivos
empleando un espectrofotometro (multiskan espectrum; Thermo Scientific). Se

determind el porcentaje de crecimiento tomando como el 100% los valores de los
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controles negativos (LB y DMSO). Para contrarrestar la absorbencia natural de
algunos extractos y fracciones, se hicieron dos mediciones iniciales, una de la placa
con los cultivos y otra con las fracciones y/o extractos incorporados. En los casos
donde habia absorbencia por parte de las muestras a determinar, al momento de

calcular el crecimiento o produccién de violaceina se les resté dicho valor.

45.4. Determinacion de la produccion de violaceina

En otra placa de 96 pozos se agregaron 200 pl de cultivo de la cepa silvestre
(WT), se utilizaron los mismos extractos, fracciones, controles y medidas que en el

caso de la determinacion del crecimiento.

Transcurrido el tiempo de incubacién, la placa se puso en una estufa (Felisa) a
60°C hasta que todo el medio se evaporé (aproximadamente 24 horas), la violaceina
de cada pozo se resolubilizé con 200 yL de DMSO y se puso en agitacién (200 rpm)
durante 2 horas. Posteriormente se midi6 la concentracion del pigmento a D.O.s90nm Y
se obtuvo el porciento de produccion, tomando los valores de los controles positivos

como el 100%.

4.6. Modelo de infeccibn de Pseudomonas aeruginosa en lesiones

producidas por dafio térmico.

Esta parte del proyecto se llevé a cabo en el bioterio del Hospital Infantil de

México Federico Goémez, con las facilidades otorgadas por el laboratorio de la Dra.
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Norma Velazquez Guadarrama. El protocolo fue previamente aprobado por el comité

de ética del mismo Hospital.

4.6.1. In6culo bacteriano.

Para el ensayo se prepard un preinoculo, resuspendiendo una colonia de P.
aeruginosa PA14 con seis dias de crecimiento, en 10 mL de medio LB y se incub6 por
12 hrs, 30°C a 190 rpm. Posteriormente se tom6 1 mL del preinoculo y se
homogenizé en 90 mL de medio LB. Se dej6 crecer a 37°C por una hora a 120 rpm y
se ajusto a una D.O.s40 de 0.5. Transcurrido el tiempo, se tom6 1 mL y centrifugé a 13
K por 5 minutos, se retir6 el sobrenadante, posteriormente se realizaron varios
lavados con PBS estéril a la pastilla bacteriana, la cual se homogenizé en 1 mL de
PBS estéril y se realizaron diluciones 1/10, hasta 1x10™, que es la dilucién con 10*

UFC.

4.6.2. Induccion de dafo térmico e infeccibn con Pseudomonas

aeruginosa.

Se emplearon ratones BalbC de 8 a 10 semanas de edad (17 a 20 g), los
cuales se anestesiaron intraperitonealmente con 0.35 mL por cada 20 gr de peso de
una solucion de pentobarbital sédico (2.06 mg/mL). Se rasuré la parte dorsal de los
animales, la cual fue colocada sobre una placa metalica con una abertura de 0.8 x 1.8
cm. La parte expuesta es de alrededor del 15% del area de la superficie total de los

animales.
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Para inducir el dafio térmico en los ratones, se expuso la parte dorsal en agua
a 90°C por 10 segundos. El dafio provocado no fue letal, pero si produjo quemaduras
de tercer grado. Inmediatamente después, se administr6 una terapia de
reemplazamiento de fluidos, que consistid en una inyeccién subcutanea de 0.1 mL de
solucion Hartman o lactato de sodio estéril. Se proporciond un tiempo de reposo 5 a
10 minutos y posteriormente se inoculé la herida con 0.1 mL de una solucién con 10*

UFC (dilucion del inoculo bacteriano 1x10#) de la cepa de P. aeruginosa PA14.

4.6.3. Tratamientos.

Después de la inoculacién, los animales fueron administrados tépicamente con
0.2 mL cada 12 hrs de los distintos tratamientos por 12 dias. Los tratamientos
utilizados fueron: extracto hexanico de la corteza de A. adstringens (muestra de
referencia) a 55.3 y 166 mg/mL (EH), una fraccién rica en acidos anacardicos
(obtenidos previamente por el grupo de trabajo, de la muestra de referencia) de la
corteza de A. adstringens a 500 mg/mL (FRANA) los cuales fueron previamente
diluidos en aceite de canola estéril. Como control negativo se utilizé6 aceite de canola

estéril.

4.6.4. ldentificacion y cuantificacion de Pseudomonas aeruginosa en las

lesiones.

Se monitoredé la evolucion de las lesiones y el estado general de los

animales, asi como la sobrevivencia cada 24 hrs. Al doceavo dia de
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experimentacion, los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical.
Las lesiones fueron retiradas y homogenizadas en 1 mL de PBS estéril
Posteriormente se hizo una cuenta viable haciendo diluciones 1/10 (10 ml de la
muestra con 90 ml de LB), hasta 1x10” y se sembré 10 ml en placas de medio LB

con cuatro divisiones. Se dejaron incubar por 72 hrs a 37°C.

Se identificd la bacteria mediante tincibn de Gram y por el viraje de las
colonias a color verde que se da después de 72 hrs, debido a la produccion de los

pigmentos piocianina y pioverdina.

4.7. Estudio anatomico de las cortezas de Ceiba spp.

Se estudié la anatomia de las cortezas del género Ceiba, ya que la de la

corteza de A. adstringens ya era conocida (Navarrete et al., 2006; Rosas-Acevedo

et al., 2011)

Pequefios trozos de corteza (interna y externa) de cuatro individuos de C.
aesculifolia y C. pentandra se obtuvieron a una altura de 1.30 m del tronco principal.
Posteriormente se incorporaron a una solucion de glicerina-alcohol etilico-agua (GAA,
1:2:3) durante un periodo de 30 dias para ablandarlas. Esta solucion permite

conservar contenidos celulares (Aguilar-Rodriguez y Castro-Plata, 2006).
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4.7.1. Microtécnica

Se hicieron cortes de 20-30 um de grosor en los planos transversal, tangencial
y radial empleando un micrétomo de deslizamiento. En el caso del plano tangencial se
hicieron cortes seriados de la corteza al cambium vascular. Los cortes se tifieron con

safranina y verde rapido para ser montados en resina sintética (Johansen, 1940).

La descripcion anatémica de las cortezas de Ceiba sigui6 las recomendaciones
de Trockenbrodt (1990). Las mediciones del diametro tangencial de los elementos de
tubo criboso y las imagenes se obtuvieron empleando el analizador NIS-elements BR
2.33 (Nikon Corporation 1991-2006). Los dibujos generales de la corteza se
elaboraron empleando una camara clara a 1X en un microscopio marca Nikon

Labophot-2.

4.8. Analisis estadistico
Los resultados se presentan como promedios y desviaciones estandar de tres
experimentos independientes. Para obtener los valores de significancia entre dos
condiciones, se empled la prueba t-student de dos colas, para muestras

independientes.
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5. RESULTADOS
5.1 Obtencion de los extractos e identificacion de la corteza de
Amphipterygium adstringens.
De la corteza seca y molida de la muestra obtenida del comercio, se hicieron
extracciones consecutivas con hexano, diclorometano y metanol. Los rendimientos de

los extractos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Pesos de los extractos obtenidos

Extracto Peso (9)
Hexanico 16
Diclorometanico 49.8
Metandlico 124

A partir de 1 kg de peso seco

La apariencia fisica que presentaron los extractos hexanico y diclorometanico
fueron residuos oleosos de color verde oscuro, mientras que el metandlico tiene fue

un sélido de color café-rojizo.

Se identifico la corteza obtenida del comercio mediante la comparacion en CCF
de los principales metabolitos descritos para la planta en la literatura, como son los
acidos masticadienonico y 3a-hidroximasticadiendnico (Figura 5) (FEUM, 2001;

Navarrete, 1986; Olivera-Ortega et al., 1999; Oviedo-Chavez et al., 2004).
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Figura 5. CCF de los extractos de la corteza de Amphipterygium adstringens de referencia
y la proveniente del comercio de plantas medicinales. A) Placa revelada con vainillina-acido
sulfurico 10%, B) Placa sin revelar e iluminada con luz UV a 254 nm. Extracciones de la muestra
de referencia con hexano (H), diclorometano (D), acetato de etilo (Ac. E.), etanol (E), metanol
(M), extractos obtenidos de la muestra del comercio, hexano (A.aH), diclorometano (A.a.D),
metanol (A.aM). Estandar de &cidos anacardicos (A.A) (MERCK 172050-10MG). Acido
masticadienénico (AMD) y 3a-hidroximasticadienonico (3a). Las placas se eluyeron en un

sistema 6:4 (Hexano: Acetato de Etilo).
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La muestra obtenida del comercio de plantas medicinales contiene los dos
triterpenos mayoritarios descritos para esta corteza: el acido masticadiendnico y 3a-
hidroximasticadienénico (Olivera et al, 1999; FEUM, 2001; Oviedo-Chavez et al.,
2004) principalmente en los extractos hexanico y diclorometanico, como se aprecia en
la figura 5. En el extracto metandlico no se detectaron estas moléculas bajo las

condiciones experimentales (Figura 5A).

Comparado con la muestra de referencia, se observa una mayor abundancia de
triterpenos y otros metabolitos con respecto a la MOCD, razén por la cual en el carril,
cargado con el extracto hexanico no se resuelven por completo (Figura 5A). La
presencia de acidos anacardicos, se observd en los extractos hexanico y
diclorometanico de la MOCD, siendo mas abundantes en los extractos de la de

referencia (Figura 5B).

5.1.1. Fraccionamiento del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens v

su actividad I-SCOQO.

Se separaron 16 g de extracto hexanico por CC empleando un gradiente de
elucion de hexano: diclorometano y hexano: acetato de etilo, evaluando la actividad |-
SCQ mediante la inhibicion de la produccién de violaceina de C. violaceum. Se
obtuvieron un total de 145 fracciones, las cuales fueron reagrupadas en 18 finales

tomando en consideracion el patréon cromatografico en CCF (tabla 2).
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Tabla 2. Fraccionamiento del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens

Sistema de elucion Proporcion Fracciones Fracciones Clave
obtenidas reunidas (mg)
Hexano 1:0 1-40 1-15 *F-1H (30.3)

16-26 F-2H (.4)
27-38 F-3H (9)

38-55 F-4H (7.1)

Hexano:Cloroformo 9.5:.5 41-55
Hexano:Cloroformo 9:1 56-75 56-75 F-5H (6.6)
Hexano- 8:2 76-94 76-77 F-6H (1.9)
Diclorometano 78-84 *F-7H  (96.7)
90-94 *F-8H (25.9)
Hexano- 7.3 95-96 94-96 *F-9H (108.3)

Diclorometano

Hexano- 6:4 97 97-98 *F-10H (278.4)
Diclorometano

99-100  *F-11H (557.6)

Hexano- 5:5 98-125 101-104  *F-12H (135.8)
Diclorometano 105-111  *F-13H (210)
112-121  *F-14H (210)
122-125  *F-15H (140)

Diclorometano- 6:4 126-132
Hexano
*F-16H (40)
126-134
Diclorometano- 73 133-134
Hexano
Diclorometano 1:0 135-145 135-145 *F-17H (50)
AcOEt 1:0 146-155 146-155 *F-18H (50)

*Fracciones que se emplearon en los ensayos bioldgicos. Donde: AcOEt: acetato de
etilo



En la figura 6 se muestra la diversidad de metabolitos presentes en las 18
fracciones obtenidas mediante el analisis en CCF. La presencia de dobles ligaduras a
UV 254 nm puede ser indicador de la presencia de anillos bencénicos en algunas
fracciones (Figura 6B). También se puede observar la abundancia de metabolitos de
naturaleza terpénica, debido a que varias fracciones tomaron una coloracién azul y

magenta con el agente cromégeno vainillina-acido sulfurico (Figura 6A).

10 11 12 13

Figura 6. CCF de las fracciones obtenidas del extracto hexanico de Amphipterygium
adstringens. A) Placa sin revelar e iluminada con UV 254 nm. B) Placa revelada con vainillina-

acido sulfurico 10%. La placa se eluy6 en un sistema 7:3 (Hexano:Acetato de etilo).
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Con el fraccionamiento del extracto hexanico de la corteza, se obtuvieron
diversas fracciones. En ninguna de ellas se pudo obtener acidos anacardicos o los
triterpenos con algun grado de pureza significativa. Sin embargo, se seleccionaron 10
fracciones finales con base al rendimiento obtenido, para determinar su actividad |-

SCQ en el sistema de C. violaceum en las placas de 96 pozos (Tabla 2).

Se registré actividad I-SCQ en 5 fracciones, ya que no hubo un efecto
inhibitorio en el crecimiento en la cepa de C. violaceum CV026, al mismo tiempo que
se inhibid la produccion de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05) (Figura 7 Ay

B).

El control positivo, en el que se emple6 una mezcla de acidos anacardicos (100
pg/mL), mostré un incremento del crecimiento de alrededor del 66 % de la cepa C.

violaceum CV026, *(P < 0.05).

Las fracciones 1y 7 (F1, F7) presentaron una inhibicion de la violaceina en
conjunto del 57%, valor muy similar al del control positivo (mezcla pura de &cidos
anacardicos) que inhibié alrededor del 66% a una dosis de 100 pyg/mL (Figura 7A).
Las fracciones 11, 14y 16 (F11, F14, F16), presentaron en conjunto actividad I-SCQ

de un 30% *(P < 0.05).
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Figura 7. Efecto sobre el crecimiento y produccion de violaceina de las fracciones obtenidas
del extracto hexanico de Amphipterygium adstringens (MOCD). A: Grafica en la que se
muestra el efecto de los extractos, en el porcentaje de crecimiento (barras negras) y el de

produccion de violaceina (barras moradas). B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs

de incubacion con los extractos y controles. AA = mezcla de acidos anacardicos. * (P < 0.05).
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5.1.2. Fraccionamiento del extracto diclorometanico de Amphipterigyum

adstringens y obtencion del acido 3a-hidroximasticadiendnico

Aproximadamente 49 g fueron separados por CC en un sistema de elucion

hexano: acetato de etilo (Tabla 3).

Tabla 3. Fraccionamiento por cromatografia al vacié del extracto diclorometanico

Sistema de Proporcién Fracciones
elucion obtenidas
Hexano 1:0 3

Hexano-AcOEt 9.5:.5 2

Las 5 fracciones se disolvieron con 500 mL de acetato de etilo, posteriormente
se concentraron a 200 mL y se precipitaron con hexano, recristalizandose para

obtener el compuesto.

El compuesto 1se purificd por CC al vacio 30x2 cm, empacada con 21.3 g de gel
de silice y utilizando un gradiente de elucién hexano-acetato de etilo. Se obtuvieron
12 fracciones, las cuales se reagruparon en un total de 4 fracciones finales de

acuerdo al grado de pureza mostrada en CCF (Tabla 4).
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Tabla 4. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del compuesto
obtenido del extracto diclorometanico

Fracciones Eluyente Clave (9)
1 Hexano: AcOEt 8:2 F1(0.12 g)

3-5 Hexano: AcOEt 6:4 F2 (0.21 g)

6-9 Hexano: AcOEt 6:4 *F3 (0.13 g)
10-12 Hexano: AcOEt 4:6 F4 (0.09 g)

*Fracciones que se emplearon en los ensayos biolégicos. Donde: AcOEt: acetato de

etilo

5.1.2.1. Identificacion del acido 3a-hidroximasticadienénico

Se identifico este compuesto por comparaciéon del patrén cromatografico en
CCF con muestras de referencia de los acidos masticadiendnico y 3a-

hidroximasticadienonico, asi como por el analisis de RMN.

El compuesto 1, mostré el perfil tipico en el espectro de RMNH' (figura 8) para
el triterpeno 3a-hidroximasticadiendnico (Olivera et al., 1999; Rosas, 2005), con las
siguientes sefiales diagnosticas: '"HNMR (CDCls, 400 MHZ) & (ppm). 6.08 (td, J = 7.5,
1.4 HZ, 1H, H-24); 5.25 (q, J = 2.9 HZ, 1H, H-7); 3.47 (t, J = 2.8 HZ, 1H, H-3); 1.92 (d,
J = 1.3 HZ, 3H, Me-27); 0.97 (m, 3H, Me-28); 0.82 (s, 3 H, Me-29); 0.77 (s, 3H, Me-

19).
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5.1.2.2. Evaluacioén de la actividad I-SCQ  del acido 3a-

hidroximasticadiendnico

Se evalud la actividad [-SCQ a concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500
pg/mL. En todas las concentraciones se registré un efecto positivo, ya que no tuvieron
un efecto inhibitorio del crecimiento en la cepa de C. violaceum CV026, al mismo
tiempo que inhibieron la produccion de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05)
(Figura 9A y B), con excepcién de las concentraciones a 100 y 300 pg/mL que

tuvieron una ligera inhibicion en el crecimiento del 11% *(P < 0.05).

El control positivo, en el que se emple6 una mezcla de acidos anacardicos (100
pg/mL), mostré un incremento del crecimiento de alrededor del 17 % de la cepa C.
violaceum CV026, *(P < 0.05). Un efecto similar, aunque con un 25% lo presentaron
las concentraciones a 200, 400 y 500 pg/mL *(P < 0.05) (Figura 9A). Con respecto a la
inhibicién de la violaceina por parte de las diferentes concentraciones, se observé un
efecto dosis respuesta, a excepcion de la concentracién de 500 pg/mL. La inhibicion
en general es de alrededor del 64%, valor muy similar al del control positivo (mezcla
pura de acidos anacardicos) que inhibi6é alrededor del 72% a una dosis de 100 pg/mL

(Figura 9A).
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Figura 9. Efecto sobre el crecimiento y produccion de violaceina del acido 3a-
hidroximasticadienénico. A: Grafica en la que se muestra el efecto de las diferentes
concentraciones, en el porcentaje de crecimiento (barras negras) y el de produccion de
violaceina (barras moradas). B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs de incubacién

con los extractos y controles. AA = mezcla de &cidos anacardicos. * (P < 0.05).
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5.1.3. Efecto del extracto hexanico de la corteza de Amphipterygium
adstringens y una fraccion rica en &cidos anacéardicos, sobre las lesiones

producidas por dafio térmico e infectadas por Pseudomonas aeruginosa.

La sobrevivencia de los animales inoculados con P. aeruginosa en el modelo
de dafo térmico, fue distinta en las diferentes condiciones experimentales. Al cabo de
24 hrs post-inoculacion todos los animales sobrevivieron, sin embargo al segundo dia
se registro la muerte de un animal en el grupo tratado con HE 55.3 mg/ml y dos en los
tratados con la FRANA 500 mg/ml (Tabla 5). Al tercer dia de experimentacion todos
los animales tratados con la FRANA murieron al igual que un control tratado con
aceite de canola, mientras que la sobrevivencia de las demas condiciones
experimentales, se mantuvo igual hasta los doce dias en que concluy6 el experimento

(Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del EH y FRANA en la sobrevivencia de ratones con dafio térmico e

infectados con Pseudomonas aeruginosa.

Animales vivos (Dias)

1 2 3 4-12
Control: aceite de canola 3 3 2 2
EH 166 mg/mL 3 3 3 3
EH 55.3 mg/mL 3 2 2 2
FRANA 500 mg/mL 3 1 0 0
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A los doce dias, en el grupo tratado con HE 55.5 mg/mL se redujo la lesién e
incluso desaparecié por completo en uno de ellos, ademas de que presentaron

aparicion de pelo en la periferia de la zona dafiada (figura 10H).

Figura 10. Efecto del EH sobre las lesiones producidas en el modelo de dano térmico y el
estado general de los animales. Control: tratados uUnicamente con aceite de canola. HE:
extracto hexanico de la corteza de Amphipterygium adstringens a dos concentraciones 55.3 y
166 mg/ml. Flechas en Ay C, sefialan un abultamiento blanquecino producido por la infeccion
de Pseudomonas aeruginosa. Las flechas en E y G, sefalan las lesiones que fueron

disminuyendo en el transcurso de experimento.
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El grupo control tratado con aceite de canola, incrementé el movimiento, y
disminuyo la piloereccion, al mismo tiempo que se redujo la lesion en uno de los
animales (Figura 10G). Para el caso de los tratados con HE 166 mg/mL la apariencia
de los animales no cambid, se mantuvieron con poco movimiento y piloereccion;
ademas de que las lesiones no disminuyeron y presentaron un endurecimiento

(Figura 10lI).

Los animales fueron sacrificados a los 12 dias post-inoculacion, para cuantificar
la presencia de P. aeruginosa en las lesiones. Para el caso de los tratados con HE
55.5 mg/ml no se detectd la presencia de P. aeruginosa, no asi en los controles
tratados con aceite de canola, en el cual se cuantificé un promedio de log UFC de
7.75 +7.07 (figura 11).

La desviacion estandar es amplia, debido a que en uno de los animales
controles, especificamente en el que se redujo la lesion a los 12 dias el numero de log
UFC fue de 3.5, mientras que el otro fue de 12 (Figura 10G). Para el caso de los
animales tratados con HE 166 mg/ml a pesar de que no se registré ninguna muerte a
lo largo del experimento, se cuantifico un promedio de log UFC de 11.21+0.36,

resultando con mayor grado de infeccion, que los controles tratados con aceite canola

* (P < 0.05).
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Figura 11. Cuantificacion de Pseudomonas aeruginosa en lesiones de los animales a los 12
dias post-infeccién. Control: animales tratados unicamente con aceite de canola. HE: extracto
hexanico de la corteza de Amphipterigyum adstringens a dos concentraciones 55.3 y 166
mg/ml. El nUmero de bacterias presentes en los ratones tratados con HE fue mayor al del

grupo control *(P < 0.05).

5.2. Identificacion de las especies del género Ceiba.

Las cortezas de C. pentandra y C. aesculifolia se colectaron en los estados de
Oaxaca y Veracruz respectivamente, durante el mes de mayo de 2013. En la tabla 6
se muestran los datos obtenidos del herbario CHAP y en la tabla 7 el rendimiento

obtenido de las extracciones con los diferentes solventes organicos.
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Tabla 6. Datos de herbario de los especimenes colectados

Nombre cientifico: Ceiba aesculifolia Ceiba pentandra
Nombre comUn: Pochote Pochote
Familia Malvaceae Malvaceae
No. de registro 66,487 y 66,488 66,486

Tabla 7. Rendimientos obtenidos de las cortezas con solventes organicos

Peso (g)

Especie Hexano Diclorometano Metanol
Ceiba sp. 1.3 2 294
Ceiba pentandra 3.37 5.22
Ceiba aesculifolia 2.42 4.32

A partir de 1 kg de peso seco

En la figura 12 se muestra la diversidad de metabolitos presentes en las tres
cortezas mediante el analisis en CCF. Se hace evidente la presencia de metabolitos
de naturaleza terpénica, debido a que varios reaccionaron virando a un color azul y
magenta con el agente cromoégeno vainillina-acido sulfurico. También se observan
metabolitos de una naturaleza quimica diferente ya que se tornan de un color café,

principalmente en los extractos de Ceiba aesculifolia.
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Figura 12. Comparacién de constituyentes quimicos de las cortezas de Ceiba. CCF del
extracto hexanico (H) y diclorometanico (D), de las cortezas de Ceiba sp., Ceiba pentandra y
Ceiba aesculifolia. La placa se eluyd en un sistema 6:4 (Hexano: Acetato de Etilo) y se reveld
con Vainillina al 2% y H2S0O4 al 10%.

Bajo condiciones experimentales de este estudio, en la placa se evidencia que
los extractos hexanico y diclorometanico de C. aesculifolia contiene un mayor niumero
de metabolitos con respecto a Ceiba sp. y C. pentandra (figura 12), sin embargo, las
tres muestras comparten algunos metabolitos secundarios mayoritarios de naturaleza
terpénica, como son los MS1 y MS2, al igual que uno con dobles ligaduras o con

presencia de metabolitos aromaticos como es el MS3 (figura 12).
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Un metabolito muy abundante que viré a color azul, indicativo de la presencia
de grupos OH, y denominado MS4, unicamente esta presente en las muestras de

Ceiba sp. y C. pentandra (Figura 12) .

El analisis general de los patrones de metabolitos en CCF, nos indica que la
muestra denominada Ceiba sp. que se comercializa al menos en el sitio de compra de
este estudio, guarda mayor similitud con C. pentandra, sin embargo, en Ceiba sp. se
puede apreciar que contiene un menor numero o0 concentracion de metabolitos

(Figura 12).

5.2.1. Actividad I-SCQ de las cortezas de ceiba.

Se evalu6 la actividad I-SCQ de los extractos de las cortezas de Ceiba a
concentraciones de 100 y 200 pg/mL. Se registré actividad I-SCQ principalmente en
los extractos hexanicos y diclorometanicos, ya que no tuvieron un efecto inhibitorio del
crecimiento en la cepa de C. violaceum CV026, al mismo tiempo que inhibieron la
produccion de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05). Figura 13A y B. La
excepcion fue el extracto diclorometanico de C. aesculifolia a 100 pug/mL (CaDI 100)

inhibio el crecimiento alrededor del 26% *(P < 0.05).

Del mismo modo, se registr6 un efecto negativo en el crecimiento de los
extractos metandlicos de las tres muestras *(P < 0.05), por lo que la inhibicién de la
violaceina puede deberse a la presencia de moléculas antibidticas, presentes en

estos extractos (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto sobre el crecimiento y produccion de violaceina de los extractos de Ceibas.
A: Gréfica en la que se muestra el efecto de los extractos, en el porcentaje de crecimiento
(barras negras) y el de produccién de violaceina (barras moradas). Cs= Ceiba sp; Ca= Ceiba
aesculifolia; Cp= Ceiba pentandra; Hex= extracto hexanico; DI= extracto diclorometanico; M=

metandlico. B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs de incubacién con los extractos

y controles. AA = mezcla de acidos anacardicos. * (P < 0.05).
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El control positivo, en el que se emple6 una mezcla de acidos anacardicos (100
pug/mL), mostré un incremento del crecimiento de alrededor del 85 % de la cepa C.
violaceum CV026, *(P < 0.05). Un efecto similar, aunque con un 25% lo presento el

extracto de C. aesculifolia a 200 mg/mL (CaDI 200) *(P < 0.05) (Figura 13A).

Los extractos hexanicos y diclorometanicos a dosis de 100 y 200 pg/mL
inhibieron la violaceina y no se observd un efecto dosis respuesta, pero la inhibicion
en general fue de alrededor del 57%, valor muy similar al del control positivo (mezcla
pura de acidos anacardicos) que inhibioé alrededor del 40% a una dosis de 100 pg/mL

(Figura 13A).

5.2.2. Fraccionamiento de extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba

aesculifolia.

Se utilizaron 2.42 g de extracto hexanico los cuales fueron separados por
cromatografia en columna, empleando un gradiente de elucion de hexano: acetato de

etilo., obteniéndose 8 fracciones (tabla 8).
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Tabla 8. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto hexanico

de Ceiba aesculifolia

Sistema de elucién Proporcion Clave
)

Hexano 1:0 CaHEX F1 (.006)
Hexano-AcOEt 9:1 *CaHEX F2 (0.485)
Hexano-AcOEt 8:2 *CaHEX F3 (0.352)
Hexano-AcOEt 6:4 *CaHEX F4 (0.282)
Hexano-AcOEt 3:7 *CaHEX F5 (0.129)
AcOEt-Metanol 9:1 *CaHEX F6 (0.086)
AcOEt-Metanol 7:3 *CaHEX F7 (0.093)

Metanol 1:0 *CaHEX F8 (0.020)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico

Del extracto diclorometanico se utilizaron 4.32 g y se obtuvieron 12 fracciones,

el sistema de elucién y rendimiento obtenido se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto
diclorometanico de Ceiba aesculifolia

Sistema de elucion Proporcién Clave
@)

Hexano 1:0 CaDIF1  (NP)
Hexano-AcOEt 9:1 *CaDI F2 (0.115)
Hexano-AcOEt 8:2 *CaDI F3 (0.325)
Hexano-AcOEt 7:3 *CaDIF4 (0.117)
Hexano-AcOEt 6:4 *CaDIF5 (0.150)
Hexano-AcOEt 5:5 *CaDIF6 (0.105)
Hexano-AcOEt 3:7 *CaDI F7  (0.084)
Hexano-AcOEt 2:8 *CaDI F8 (0.043)
AcOEt 1:0 *CaDI F9  (0.054)
AcOEt:Metanol 8:2 *CaDI F10 (0.644)
AcOEt:Metanol 5:5 *CaDI F11 (0.188)

Metanol 1:0 *CaDI F12 (.088)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico.

5.2.2.1. Actividad I-SCQ de las fracciones de Ceiba aesculifolia.

Se registro la actividad I1-SCQ en la fraccion 6 del extracto hexanico, ya que no
tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento en la cepa de C. violaceum CV026, al
mismo tiempo que inhibié la produccién de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05)

(Figura 14 A y B). Aunque se observa una inhibicion en la violaceina en la fraccion 5
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(CaHex F5), presenta un efecto negativo en el crecimiento del 8% por lo que la
inhibicidén puede deberse al efecto antibidtico que pudiera tener la fraccion (Figura 14

A).

El control positivo (acidos anacardicos) a una dosis de 100 pg/mL, mostré un
incremento en el crecimiento del 50 % de la cepa C. violaceum CV026, *(P < 0.05)
con respecto al control (Figura 14A). Un efecto similar, con un incremento del 30% lo

presentaron las fracciones 6 y 7 (CaHEX F6 y CaHEX F7) *(P < 0.05) (Figura 14 A).

La inhibicidn de la violaceina presentada por la fraccion 5y 6 (CaHEX F5 y F6)
fue de un 70%, valor muy cercano al del control positivo (mezcla de acidos

anacardicos) que fue del 80 % a una dosis de 100 pg/mL *(P < 0.05) (Figura 14 A).

En el extracto diclorometanico, las fracciones 4 y 11 (CaDIl F4 y CaDl F7)
presentaron actividad I1-SCQ al no mostrar un efecto inhibitorio en el crecimiento de la
cepa C. violaceum CV026 (Figura 15 Ay B). Las fracciones 2 y 3 (CaDi F2 y F3), por
el contrario aumentaron la produccion de violaceina en un 52% en comparacion con el

control *(P < 0.05) (Figura 14A).
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Figura 14. Efecto sobre el crecimiento y produccién de violaceina de las fracciones obtenidas
del extracto hexanico y diclorométanico de Ceiba aesculifolia. A: Grafica en la que se muestra
el efecto de los extractos en el crecimiento (barras negras) y la produccién de violaceina
(barras moradas). B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs de incubacion con los

fracciones y controles. AA = mezcla de acidos anacardicos. *(P < 0.05).
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Las fracciones 4 y 11 (CaDi F4 y F11) presentaron una inhibicion en la
produccion de violaceina del 70% valor muy cercano al que presentd en control

positivo que fue del 80 % a una dosis de 100 ng/mL *(P < 0.05) (Figura 15A).

Aunque las fracciones 5, 10, 11, 12 muestran una disminucion en la produccion
de violaceina en la placa multipozo (Figura 15B), en analisis estadistico no muestra
una diferencia significativa con respecto a los controles y muestran menor efectividad

con respecto a las acidos anacardicos.

5.2.3. Fraccionamiento de extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba

pentandra.

3.37g de extracto hexanico se separaron por cromatografia en columna,
empleando un gradiente de elucién de hexano: acetato de etilo., obteniéndose 6

fracciones (Tabla 10).
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Tabla 10. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto

hexanico de Ceiba pentandra

Sistema de Proporcion Clave
elucién )
Hexano 1:0 *CpHEX F1 (0.01)
Hexano-AcOEt 9:1 *CpHEX F2 (0.29)
Hexano-AcOEt 8:2 *CpHEX F3 (0.52)
Hexano-AcOEt 6:4 *CpHEX F4 (0.31)
Hexano-AcOEt 3:7 *CpHEX F5 (0.10)
AcOEt 1:0 CpHEX F6 (0.08)
Metanol 1:0 *CpHEX F7 (0.19)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico

Del extracto diclorometanico se utilizaron 5.22 g y se obtuvieron 12 fracciones,

el sistema de elucidon y rendimiento obtenido se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto

diclorometanico de Ceiba pentandra

Sistema de elucion Proporcién Clave
@)

Hexano 1:0 CpDIF1  (0.001)
Hexano-AcOEt 9:1 *CpDIF2 (0.01)
Hexano-AcOEt 8:2 *CpDIF3  (0.04)
Hexano-AcOEt 7:3 *CpDIF4 (0.16)
Hexano-AcOEt 6:4 *CpDIF5 (0.17)
Hexano-AcOEt 5:5 *CpDIF6  (0.02)
Hexano-AcOEt 3:7 *CpDIF7  (0.04)
Hexano-AcOEt 2:8 *CpDI F8 (0.05)

AcOEt 1:0 *CpDI F9 (0.02)
AcOEt:Metanol 8:2 *CpDI F10 (0.37)
AcOEt:Metanol 5:5 *CpDI F11  (0.31)

Metanol 1:0 *CpDIF12 (0.11)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico

5.2.3.1. Actividad I-SCQ de las fracciones de Ceiba pentandra

Se registro la actividad ISCQ en la fraccion 4 del extracto hexanico, ya que no
tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento en la cepa de C. violaceum CV026, al
mismo tiempo que inhibié la produccién de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05)

(Figura 15 Ay B).
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Figura 15. Efecto sobre el crecimiento y produccién de violaceina de las fracciones obtenidas
del extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba pentandra. A: Grafica en la que se muestra
el efecto de los extractos en el crecimiento (barras negras) y la produccién de violaceina
(barras moradas). B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs de incubaciéon con los

fracciones y controles. AA = mezcla de acidos anacardicos. *(P < 0.05).
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Aunque en la grafica se observa una inhibicién en la violaceina en la fraccion 5
(CpHex F5), presenta un efecto negativo en el crecimiento del 25% por lo que la

fraccidn puede tener un efecto antibiético (Figura 15A) *(P < 0.05).

La mezcla de acidos anacardicos (control positivo) a una dosis de 100 pg/mL,
mostré un incremento en el crecimiento del 40 % de la cepa C. violaceum CV026, *(P

< 0.05) con respecto al control (Figura 15A).

Con respecto a la inhibicién de la violaceina por parte de la fraccion 4 (CpHEX
F4), ésta presenta un valor ligeramente por arriba del control positivo (46%) que fue

del 45% a una dosis de 100 pg/mL *(P < 0.05) (Figura 15A).

En el extracto diclorometanico, las fracciones 5, 6 y 11 (CpDI F5, CpDI F6 y
CpDI F11) presentaron actividad I-SCQ al no mostrar un efecto inhibitorio en el
crecimiento de la cepa C. violaceum CV026 *(P < 0.05), pero presentaron una
inhibicién en la produccién de violaceina en C. violaceum WT *(P < 0.05) (Figura 15A
y B). Al igual que el control positivo las fracciones 6, 7, 9 y 10 mostraron un
incremento en el crecimiento de C. violaceum CV026 del 20% con respecto al control

*(P < 0.05) (Figura 15A).

Se observa un efecto en la placa de la fraccion 3 (HEX F3) (Figura 15B), pero al

hacer el analisis estadistico no se muestra una diferencia significativa.
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La inhibicion de la violaceina en general de las fracciones 5, 6 y 11 (CpDI F5,
F6 y F11) fue de un 53%, valor por encima del control positivo que fue del 45% a una

dosis de 100 pg/mL *(P < 0.05) (Figura 15A).

Aunque en las fracciones del extracto hexanico 3y 4 (HEX F3y F4)ylas 8y
10 (DI 8 y 10) del extracto diclorometanico, se observa en los diferentes pozos una
disminucién en la produccion de violaceina (Figura 15B), en el analisis estadistico no

se obtuvo una diferencia significativa.

5.2.4. Fraccionamiento del extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba

sp.y su actividad I-SCQ.

Aproximadamente 1.3 g de extracto hexanico fueron separados por CC,
empleando un gradiente de elucién de hexano: acetato de etilo., obteniéndose 7

fracciones (Tabla 12).
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Tabla 12. Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto hexanico

de Ceiba sp.
Sistema de Proporcion Clave
elucién 9
Hexano 1:0 CsHEX F1 (NP)
Hexano-AcOEt 8:2 *CsHEX F2 (0.298)
Hexano-AcOEt 7:3 *CsHEX F3 (0.185)
Hexano-AcOEt 5:5 *CsHEX F4 (0.084)
Hexano-AcOEt 3:7 *CsHEX F5 (0.063)
AcOEt 1:0 *CsHEX F6 (0.02)
Metanol 1:0 *CsHEX F7 (0.01)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico

Del extracto diclorometanico se utilizaron 2 g y se obtuvieron 13 fracciones, el

sistema de elucion y rendimiento obtenido se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13: Fraccionamiento por cromatografia en columna al vacio del extracto

diclorometanico de Ceiba sp.

Sistema de elucion Proporcién Clave
@)
Hexano 1:0 CsDIF1 (NP)
Hexano-AcOEt 8:2 *CsDIF2  (0.02)
Hexano-AcOEt 7:3 *CsDIF3 (0.016)
Hexano-AcOEt 5:5 *CsDIF4  (0.2)
Hexano-AcOEt 3.7 *CsDIF5  (0.07)
Hexano-AcOEt 2:8 *CsDIF6  (0.04)
AcOEt 1:0 *CsDIF7  (0.05)
AcOEt:Metanol 9:1 *CsDIF8 (0.26)
AcOEt:Metanol 8:2 *CsDIF9 (0.47)
AcOEt:Metanol 6:4 *CsDI F10 (0.073)
AcOEt:Metanol 4:6 *CsDI F11 (0.087)
Etanol 1:0 *CsDI F12 (0.038)
Metanol 1:0 *F-13DiCs (0.03)

*Fracciones utilizadas en el ensayo bioldgico

5.2.4.1. Evaluacion de la actividad I-SCQ de las fracciones de Ceiba sp.

En las fracciones obtenidas del extracto hexanico de Ceiba sp., no se mostro
actividad I-SCQ, ya que ninguna fraccion presentdé una inhibicion cercana o por

debajo del control positivo (acidos anacardicos) que fue de un 50%, la mayoria tuvo
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un efecto en el crecimiento en la cepa C. violaceum CV026, incrementandose un 18%
con respecto al control *(P < 0.05) (Figura 16 A). Las fracciones 4 y 5 (Cs HEX F4 y
F5) tal vez no tengan una actividad similar al anacardico pero si tiene actividad I-SCQ

como se puede observar en la placa multipozo (Figura 16B).

En las fracciones obtenidas de extracto diclorometanico de la 6 a la 11
presentaron actividad I-SCQ, ya que no afectaron el crecimiento de la cepa C.

violaceum CV026 y si disminuyeron la produccion de violaceina* (P < 0.05).

El control positivo, en el que se emple6 una mezcla de acidos anacardicos (100
Mg/mL), mostré un incremento en el crecimiento del 35 % de la cepa C. violaceum
CV026 *(P < 0.05) (Figura 14 A). Un efecto similar, aunque con un 18% en el
incremento del crecimiento de dicha cepa, lo presentan las fracciones 3 a 11 con

respecto al control *(P < 0.05) (figura 16 A).

Con respecto a la inhibicion de la violaceina por parte de la fraccion 9 (CsDI
F9) a una dosis de 200 pg/mL, fue de un 53%, valor muy similar al del control positivo
(mezcla de acidos anacardicos) que fue de un 50% a una dosis de 100 pg/mL de la

(Figura 16 Ay B).
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Figura 16. Efecto sobre el crecimiento y produccién de violaceina de las fracciones obtenidas
del extracto hexanico y diclorometanico de Ceiba sp. A: Grafica en la que se muestra el efecto
de los extractos en el crecimiento (barras negras) y la produccion de violaceina (barras
moradas). B: Placa multipozo del cultivo después de 48 hrs de incubacién con los fracciones

y controles. AA= mezcla de acidos anacardicos. *(P < 0.05).
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En los pozos se observa también que las fracciones 6, 7,8, 10 y 11
disminuyeron la produccion de violaceina, sin embargo el analisis estadistico no

mostré una diferencia significativa con respecto a los controles (Figura 16B).

5.3. Comparacion en CCF de los metabolitos presentes en las fracciones

activas de las cortezas de ceibas

La CCF de las fracciones activas muestran una diversidad de metabolitos de
naturaleza terpénica ya que viran a color azul y magenta al ser reveladas con el
agente cromoégeno vainillina-acido sulfurico. También se puede observar marcas con
colores distintos y fluorescencia en UV 254 nm, que puede indicar la presencia de
moléculas de dobles ligaduras, como pueden ser anillos bencénicos (Figuras 17 y 18).
Pueden ser indicativos de presencia de otro tipo de metabolitos que pueden ser de

flavonoides o compuestos de naturaleza fendlica.

La composicion de metabolitos de las fracciones activas de los extractos de
C.aesculifolia, C. pentandra y Ceiba sp. fue diferente entre si (Figura 17 y 18). En los
extractos hexanico y diclorometanico de C. pentandra fue evidente una mayor

cantidad de metabolitos, en comparacion con las otras cortezas.
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C. pentandra C. aesculifolia

%IV 34 46 58 42 45 60 69 35

R (9) 0.5 03 01]03 02 01 008 005

%IC +5 +15 -25 -7 -3 -16 +15 +9

Figura 17. CCF de las fracciones activas obtenidas del extracto hexanico de Ceiba pentandra
y Ceiba aesculifolia. A. Revelada con vainillina-acido sulfurico y B. UV 254nm. En cada una se
muestra: F = numero de fracciéon; %IV = porcentaje de inhibicién de violaceina; R =
rendimiento y %IC = porcentaje de inhibicién del crecimiento. La placa se eluy6 en un sistema

5:5 Hexano: Acetato de etilo.
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C. especie C. pentandra C. aesculifolia

% 48 30 48 53 42 49 57 35 24 24 50 64 23 22 42 53 38
v

R 0.04 0.05 0.2 0.4 0.07 0.08 0.1 0.02 0.05 0.3 0.3 0.1 0.1 005 06 0.1 0.08
(@)

% +25 +24 431 +15 421 +26 - +26 +10 +20 - -14  +14  +23  +4 45 +3
IC

Figura 18. CCF de las fracciones activas obtenidas del extracto diclorometanico de las
cortezas de Ceiba. A. Revelada con vainillina-acido sulfurico y B. UV 254 nm. En cada una se

muestra: F = ndmero de fraccién; %IV = porcentaje de inhibicion de violaceina; R =

rendimiento y %IC = porcentaje de inhibicion del crecimiento. La placa se eluyd en un sistema
5:5 Hexano: Acetato de etilo.
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5.4. Descripcion anatémica de la corteza.

A continuacion se describe la anatomia de la corteza de C. aesculifolia y C.

pentandra; se destacan algunas diferencias en el cuadro 1.

En seccion transversal se distinguen tres zonas: floema no colapsado, floema
colapsado y peridermis. Ritidoma solo se aprecia en las espinas, que varian en
tamarnio (Figuras 19A, 20A).

Floema. El floema no colapsado y colapsado estdan compuestos por elementos
de tubo criboso (ETC), células acompanantes (CA), parénquima axial (PA) vy

parénquima radial (radios, R).

Floema no colapsado. Se organiza en estratos (PA/ETC/PA) que se
interrumpen por los radios. Los grupos de ETC frecuentemente se observan
comprimidos y a ambos lados. Los estratos de PA se componen de 2-3 hileras de
células (Figuras 19B y 20B). En C. pentandra asociados con el parénquima y cercano
al cambium vascular, se distinguen paquetes de fibras formadas por 1-2 hileras de

células con paredes engrosadas frecuentemente lignificadas (Figura 20B).

Los ETC presentan paredes delgadas y se alargan en sentido tangencial
tomando una forma rectangular, se apilan radialmente formando paquetes compactos
(Figura 20B), con 23+ 39 um de diametro tangencial y placas cribosas compuestas.
Las CA se localizan en las paredes radiales de los ETC. Las células de parénquima
son de forma redondeada. Los R, en esta zona son de curso rectilineo a sinuoso; en
C. pentandra tienden a dilatarse muy cerca del cambium vascular (Figuras 19A, 20A).
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Los R multiseriados tienen 6 a 8 células de ancho. Los cristales son de dos tipos:
drusas y cristales prismaticos. Las drusas son abundantes en C. aesculifolia y
escasas a regulares en C. pentandra; mientras que los cristales prismaticos son mas

numerosos en C. pentandra.

Floema colapsado. Se conserva el mismo arreglo que en el FNC; en ambas
especies los estratos estan de PA/ETC/PA se asocian con bandas de esclerénquima,
2-3 estratos de células de PA, 2-3 estratos de fibras d esclerénquima y ETC

colapsado (Figuras 19C y 20C).

En C. aesculifolia, alejados del cambium vascular, los paquetes de fibras
presentan mayor numero de estratos haciéndose mas evidentes (Figura 19C). Varias
células de PA presentan lumenes de color anaranjado y sus paredes estan
engrosadas; su numero aumenta conforme se acercan a la corteza y muchas de ellas
presentan contenidos densos de color rojo obscuro en el floema mas cercano a la
peridermis. Proximas a la peridermis otras células de PA se colapsan de la misma
manera que los ETC. Los R siguen un curso sinuoso y se dilatan notoriamente en
forma de embudo conforme se dirigen hacia la periferia, se conectan entre si en sus

partes mas distantes formando un continuo hacia la peridermis (Figuras 19A y 20A).

En las porciones dilatadas de los radios se forman grupos de células pétreas
que pueden organizarse en bandas angostas cortas por debajo del felégeno (Figura
19D); en cortezas mas desarrolladas de C. aesculifolia estos grupos son pequefios y
de forma mas o menos redondeada, mientras que en C. pentandra tienen mayor

tamafo y son alargados tangencialmente (Figura 20C). En estas zonas dilatadas de
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los radios también se observan drusas pero en menor proporcion que en las capas
inferiores; estas drusas se organizan en hileras tangenciales cerca del felégeno

llegando a ser muy abundantes.

Peridermis (Figuras 19A, E, 20A, D). Esta formada por felodermis, felégeno y
felema organizados en hileras radiales. El felégeno se arregla en una sola hilera de
células comprimidas radialmente, con paredes delgadas. La felodermis esta

compuesta de 3 a 5 estratos de células, con paredes regularmente gruesas.

El felema se muestra en estratos formados por 2- 3 hileras de células hialinas y
por 2-3 estratos de células con contenidos oscuros. Hacia la periferia y por encima de
éste, la siguiente peridermis se forma por otros 2 a 3 estratos de células hialinas, con
paredes delgadas, seguidas de numerosas hileras de células de felema, compactas y

alargadas radialmente.

Esta organizacién felodermis/felégeno/felema con numerosos estratos de células
de felema alargadas radialmente, se repite hasta mas de cinco veces en la espinas de
C. aesculifolia; debido a esto, la espina en esta especie se observa estratificada
(Figura 19A). A diferencia en C. pentandra, las espinas son mas pequefas y forman
un tejido homogéneo compuesto de numerosas capas de células de felema alargadas

radialmente (Figura 20A).
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Figura 19. A) Vista general en corte transversal de la corteza de Ceiba aesculifolia. B) Zona

de floema no colapsado, C) Zona de floema colapsado, D) Células pétreas cercanas a
peridermis, E) Espina estratificada. En donde: FNC= floema no colapsado, FC= floema
colapsado, R= radio, P= peridermis, ETC= elementos de tubo, EscP= células pétreas, PA=
parénquima, —> = fibras, F= felégeno, **= drusas.
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Figura 20. A) Vista general en corte transversal de la corteza de Ceiba pentandra. B) Zona de
floema no colapsado, C) Grupo de células pétreas, D) Peridermis y base de la espina. En
donde: FNC= floema no colapsado, FC= floema colapsado, R= radio, P= peridermis, ET=
elementos de tubo criboso, EscP= células pétreas, PA= parénquima, == fibras, F= felégeno,

++= cristal prismatico.
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Las descripciones de C. aesculifolia y C. pentandra confirman que la corteza

obtenida del comercio de plantas medicinales, realmente pertenece al género Ceiba

sp. de la subfamilia Bombacoide. A continuacién se muestran los caracteres que

permitieron corroborar la identidad de esta corteza (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas anatomicas de las diferentes especies de Ceiba analizadas

Caracteristicas

C. aesculifolia

C. pentandra

Ceiba sp.

Radios

Se dilatan cerca de

Se dilatan cerca

Se dilatan cerca

la peridermis del cdmbium del cdmbium
vascular vascular
Forma de los Redondeada Alargada Alargada
grupos de
células
pétreas
Posicion Cercanos a Cercanos a los Cercanos a los
células pétreas peridermis radios floematicos radios floematicos
Grupos de Ausentes Presentes Presentes
fibras en
folema no
colpasado
Abundancia de Muy abundantes Escasas a Regulares
drusas Regulares
Abundancia de Regulares Abundantes Abundantes

cristales
prismaticos
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Caracteristicas tales como la organizacion en estratos del floema, la dilatacion
de los radios en forma de embudo y la presencia de células pétreas en las porciones

dilatadas de los radios (Roth, 1972) son los caracteres que mas contribuyeron al

reconocimiento del género de esta muestra.
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Figura 21. A) Vista general en corte transversal de la corteza de Ceiba sp. B y C) Floema no

colapsado. En donde: EscP= Grupo de células pétreas; R= radio; FNC= floema no colapsado;

**= Drusas; ++= cristal prismatico; —> = fibras.
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Dichos atributos ademas, guardan un mayor parecido con aquellos de C.

pentandra que con los de C. aesculifolia (Cuadro 1, Figura 21).

En general las caracteristicas observadas en las cortezas de las Ceibas
estudiadas concuerdan con lo descrito por Roth (1972) para Ceiba pentandra, sin
embargo, aspectos como la presencia de drusas y cristales prismaticos (Figura 22)
observados en los ejemplares estudiados aqui, difiere de lo mencionado por esta
autora para la C. pentandra. De acuerdo a esta autora ningun tipo de cristal se

encuentra presente en este grupo.

Figura 22. Cristales presentes en las diferentes cortezas de Ceiba. A= Drusas; B) Cristal

prismatico.
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6. DISCUSION

Actualmente, a nivel mundial varios laboratorios se han centrado en investigar
la comunicacion bacteriana, asi como la relacion que guarda, con los mecanismos
que regulan la produccién de factores de colonizacion y de dafio. Se ha
encontrado que el inhibir dicho proceso no afecta la viabilidad de las células
bacterianas, pero si interfiere en su capacidad de colonizacion y el dafio que
genera al huésped. Inhibir la comunicacion bacteriana, apoya sistema inmune del

hospedero para que elimine la infeccion.

Bajo esta idea, se ha empezado la busqueda de nuevas fuentes de
moléculas con la capacidad de inhibir la comunicacion bacteriana o mas
especificamente los llamados SCQ, las cuales se plantean como la nueva
generacion de antimicrobianos, con capacidad de actuar incluso sobre cepas

antibioticos-resistentes, y como potenciadoras de la actividad de los antibidticos.

Se ha sefialado la presencia de metabolitos secundarios con actividad |-
SCQ de especies vegetales de varios paises (Vattem et al., 2007; Adonizio et al.,
2008; Quave et al., 2010; Szabo et al., 2010; Zahin et al., 2010; Koh et al., 2011). En
nuestro pais no se habia abordado la busqueda de la actividad I-SCQ en especies
vegetales que se distribuyen en nuestro territorio, de las cuales, muchas de ellas
endémicas y de amplio uso por una parte de la poblacién, para quienes el uso de

plantas medicinales sigue siendo vigente.
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En el caso de la corteza de Amphipterygium adstringens el antecedente derivo
de un ensayo bioprospectivo realizado por nuestro grupo de investigacion, en el
que se encontrd la actividad I-SCQ del extracto hexanico y de una mezcla de
acidos anacardicos (Castillo-Juarez et al, 2013), sin embargo, no se habia
analizado con detalle |la presencia de otros metabolitos con esta actividad dentro de

la corteza.

El extracto hexanico de la corteza empleada de A. adstringens proveniente
de un comercio de plantas medicinales, presentd un rendimiento acordé a la
literatura, que es de aproximadamente 16 gr por kg de corteza seca y molida
(Olivera, 1998; Rosas, 2005). Pero mediante el fraccionamiento en CC no fue
posible obtener los principales compuestos con un grado de pureza y un
rendimiento suficiente para los experimentos y pruebas de caracterizacion quimica.
Se procedié a determinar la actividad I-SCQ de las fracciones del extracto hexanico

y separar por medio de recristalizacién los terpenos del diclorometanico.

Con la recristalizacion fue posible obtener unicamente el acido 3 a-
hidroximasticadienodnico, el cual mostré tener una actividad [-SCQ empleando el
modelo en Chromobacterium violaceum. El resultado obtenido esta acorde con los
obtenidos previamente para una serie de compuestos de la misma naturaleza por
investigadores del grupo con el que colaboramos de la Facultad de Quimica de la

UNAM vy el Instituto Nacional de Cardiologia (Becerril, 2013).

De las 10 fracciones finales obtenidas del extracto hexanico y con un

rendimiento suficiente para los ensayos biolégicos, se logré identificar cinco con
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actividad I-SCQ. En ninguna de ellas se logré identificar los dos triterpenos o los
acidos anacardicos en CC. Sin embargo, para el caso de las fracciones 1, 16 y 14
(Figura 6) no es clara la presencia de metabolitos bajo el sistema de elucion y de
revelado que se empled. En las fracciones 7 y 11, destaca la naturaleza terpénica
de algunos metabolitos mayoritarios ya que viran con el agente cromogeno
vainillina-acido sulfurico. Para el caso de la 11 es mas compleja, ya que una serie

de compuestos presentan fluorescencia en UV.

Aunque se logré identificar la actividad I-SCQ en algunas fracciones, al igual
que en uno de los triterpenos caracteristicos de la corteza, el bajo contenido en
general de metabolitos, hace que esta parte del estudio sea insuficiente para dar
una conclusién de la existencia del numero real de moléculas activas contenidas en
la corteza de A. adstringens. Los resultados indican que no solo la corteza contiene
a los acidos anacardicos y el acido 3 a-hidroximasticadiendénico como moléculas
con actividad I-SCQ y es posible que el numero pueda aumentar si se emplea un

material fresco.

La baja cantidad y concentracion de metabolitos en esta muestra, puede
deberse a varios factores. El primero esta relacionado con la colecta. En ocasiones
se incorporan ramas u otras partes del arbol que no contienen los metabolitos o se
mezcla con otras especies, se ha reportado que la corteza de A. adstringens se
adultera con corteza de Cytocarpa procera (Rosas-Acevedo et al., 2011). Es
importante no solo determinar la presencia de los metabolitos indicadores, sino
también cuantificar la concentracion, asi como identificar adulterantes de lo que se
comercializa.
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Otro factor esta relacionado con el tiempo de almacenaje. La FEUM (2001)
destaca que esta corteza se debe conservar a temperatura ambiente, en envases

cerrados o costales protegidos de la luz y la humedad, lo cual no siempre ocurre.

Se identificé en el extracto hexanico y diclorometanico (excepto en el
metandlico) una sefial relativamente baja en CCF que correspondia a los acidos
anacardicos, sin embargo, no fue posible aislarlos debido a que la mayor parte del
metabolito pudo haber presentado un proceso de descomposicion. Se ha reportado
gue en Anacardium occidentale, los acidos anacardicos, se descomponen debido al

tiempo de almacenamiento y procesamiento (Tyman et al., 1989).

Es importante corroborar los resultados encontrados en los ensayos in vitro,
con estudios in vivo. De tal manera, que en este proyecto, se hizo un primer
esfuerzo para implementar un modelo animal y determinar la actividad del extracto

hexanico y los acidos anacardicos.

Este modelo sirvié para evaluar el efecto de los extractos y metabolitos
aislados, sobre lesiones infectadas por la bacteria P. aeruginosa, el cual esta
previamente avalado por diversos comités de ética en varios centros de
investigacion a nivel mundial (Bjarnsholt et al., 2010). P. aeruginosa es un
patdégeno oportunista que causa graves problemas a nivel intrahospitalario, y es
capaz de soportar dosis masivas de antimicrobianos, debido a su alta capacidad de
generar mecanismo de resistencia (Martinez, 2007; Adonizio, 2008; de Kievitt,

2009). Ademas es una de las bacterias patégenas en donde mas se han estudiado

88



los SCQ e identificado moléculas inhibidoras de estos sistemas (Pesci et al., 1997,

Venturi, 2006; Jimenez et al., 2012).

P. aeruginosa presenta cuatro sistemas principales de censado de quorum,
que regulan la formacion de biopeliculas y la produccion de factores de virulencia,
lo que la hace un sistema de estudio mas complejo con respecto al de C.
violaceum, en donde la produccion de violaceina es controlada por un sistema de
censado de quorum (McClean et al., 1997; Martinelli et al., 2004, Adonizio et al.,
2006). Se decidié probar con este modelo animal y con la cepa P. aeruginosa
PA14, debido a que es la misma cepa sobre la cual se reporté la actividad 1-SCQ
del extracto hexanico y de una mezcla de acidos anacardicos de A. adstringens por

nuestro grupo de trabajo (Castillo-Juarez et al. 2013).

El mecanismo por el cual planteamos se elimina la infeccién en la dosis de
mas baja del extracto hexanico es por la I-SCQ, ya que los estudios in vitro sefialan
que este extracto no presenta un efecto antibiético sobre esta cepa, pero si es
capaz de atenuar la produccion de factores de virulencia (Castillo-Juarez et al,
2103). Hay que tomar en cuenta el efecto antinflamatorio y cicatrizante reportado
para los extractos de la corteza del A. adstringens y determinar su papel en el

efecto de la disminucion de las lesiones (Oviedo-Chavez et al., 2004).

La combinacién de actividades del extracto hexanico a esta dosis en
particular parece ser beneficiosa, para aliviar este tipo de infecciones. Caso
contrario, en la concentracion mas alta, el extracto favorece el establecimiento de

P. aeruginosa, siendo significativamente mayor, que la presentada por los controles
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tratados con aceite. Esto puede sugerir que el efecto anti-quérum del extracto
hexanico esta en funciéon de la concentracion de otras moléculas dentro del

extracto con un efecto antagonico.

El efecto antagdnico de estas moléculas consiste en enmascarar o eliminar
el efecto anti-quérum al aumentar su concentracion, a medida que se aumenta la
del extracto en general. Evidencia de esto, puede ser el efecto presentado por las
fracciones 8 y 13 del extracto hexanico de A. adstringens (Figura 7), fraccion 7 del
extracto hexanico junto con las fracciones 2 y 3 del diclorometanico de C.
aesculifolia (figura 14), las cuales tienen un efecto estimulador del SCQ, ya que la
produccion de violaceina aumenta. Esto puede deberse a que al fraccionar el

extracto, se aumenta la concentracion de los metabolitos antagonicos.

Los resultados obtenidos muestran que es factible el uso del extracto
hexanico para tratar y combatir lesiones producidas por dafio térmico e infectadas
con P. aeruginosa, si se controla la concentracion de los tratamientos y se logra

identificar los metabolitos que favorecen la estimulacién de los SCQ.

El papel que juega el sistema inmune para que los metabolitos I-SCQ tengan
un buen efecto, es muy importante. Se establece que la tasa de muerte aumenta
en pacientes con quemaduras, principalmente por la presencia de cepas de P.
aeruginosa multiresistentes y es debida por la infeccidon no controlada, mas que por
las lesiones mismas (Martinez, 2007; Adonizio, 2008). En el modelo animal
empleado, la tasa de muerte es dependiente del tipo de cepa bacteriana, asi como

del estado general del sistema inmune de los animales. En nuestro caso, la cepa
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PA14 produjo la muerte de uno de los tres animales controles, sin embargo, en los
dos animales sobrevivientes en el doceavo dia, el sistema inmune estaba
contrarrestando la infeccion y todo indica que de seguir el experimento mas dias,

los animales hubieran sobrevivido.

En los animales tratados con 55.3 mg/mL, se presentd el mismo indice de
muerte, sin embargo la infeccién no se desarrolld y las lesiones se redujeron en un
menor tiempo, con respecto a los tratados unicamente con el aceite de canola. La
muerte de uno de los animales, pudo deberse a que presentaba un sistema inmune

menos eficiente con respecto a los dos animales del grupo.

En la fraccion rica en acidos anacardicos a una dosis mucho mas alta que la de
los extractos (500 mg/mL), se registré la muerte de todos los animales al tercer dia
de experimentacién. Podemos argumentar que este resultado tan drastico, se debe
a un efecto toxico por parte de la fraccidén, sin embargo, para dar una mejor
explicacion a esto, se debié haber determinado si este efecto se repite en animales

tratados con la quemadura, sin infeccion de P. aeruginosa.

Al tratarse de una fraccién y a la dosis probada es factible que en esta mezcla,
se presente el mismo efecto que con el extracto hexanico a 166 mg/mL, en donde
la presencia de moléculas con efecto antagénico disminuyan el efecto I-SCQ y
potencialicen la virulencia de la bacteria, provocando la muerte de los animales. Sin
embargo, no se determiné la cantidad de P. aeruginosa en las lesiones o si la
infeccion se diseminé a otros 6rganos y que fuera una infeccion sistémica la

causante de la muerte de los animales.

91



Es importante repetir estos experimentos considerando los controles
adecuados y en su caso, emplear metabolitos puros para evitar efectos no
previstos y poder dar una interpretacion de lo realmente que sucede dentro del

sistema.

Otras cortezas en las que se investigd la actividad I-SCQ, son las de C.
aesculifolia y C. pentandra, asi como de una muestra proveniente de un comercio

de plantas medicinales (Ceiba sp.) empleando el sistema de C. violaceum.

Se empled el modelo de C. violaceum por ser un modelo sencillo que
permite trabajar con un numero considerable de muestras, sin embargo, muestra
un inconveniente que consiste en la solubilizacion de la violaceina al medir en el

espectrometro.

Aunque en el pozo se puede observar una disminucion en la produccion de
violaceina, el analisis estadistico en algunos casos no muestra una diferencia
significativa con respecto al control. Esta variacién se puede deber a que en otros
protocolos la violaceina se extrae con acetato de etilo, donde tiene una buena
solubilidad, sin embargo, para el caso de nuestro método se disuelve con DMSO y
en ocasiones no se disolvia por completo u otras sustancias en el cultivo interferian
con la medicidn. Estas variaciones se pudieron contrarrestar haciendo un analisis
de las graficas obtenidas y con la coincidencia con el respectivo analisis visual de

las placas.
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Los resultados obtenidos en este estudio, sefialan que las dos especies de
ceibas exhiben una actividad similar, en cuanto a la inhibicion de la violaceina en C.

violaceum wt, siendo mas evidente en los extractos hexanicos y de diclorometano.

Para el caso del control positivo (mezcla de acidos anacardicos), la actividad
anti-quérum fue constante, sin embargo, se registr6 una estimulacién en el
crecimiento en la cepa mutante de C. violaceum CV0O26, de 20 al 30 %. Este
fendmeno no se habia reportado en experimentos ni trabajos previos del grupo de
investigacion, debido a que no se habia utilizado la técnica de medir la produccion de

violaceina en la cepa wt y el crecimiento en la cepa mutante.

Como se habia mencionado en la cepa mutante CV026, el bloqueo de la
homoserinlactona sintasa, evita que se genere la molécula autoinductora, sin
embargo mantiene la capacidad para censarla. Sugerimos que es factible que en los
cultivos de esta cepa, incubados con acidos anacardicos con ésta cepa, éstos no
actuen en el sitio de inhibicion y la bacteria pueda usarlos como fuente de carbono o
como algun factor de crecimiento especifico. En los cultivos con la cepa silvestre
(WT), que puede activar el SCQ (ya que tiene la maquinaria completa) los acidos

anacardicos actuen inhibiendo el SCQ.

Los extractos hexanico y diclorometanico de C. aesculifolia y C. pentandra
presentaron un rendimiento que permitié hacer un fraccionamiento por CC y probar la
actividad I-SCQ tanto de los extractos como de las fracciones. A nivel de extracto, C.
pentandra presentdé una mejor actividad I-SCQ que C. aesculifolia (Figura 13A), al

hacer el fraccionamiento esta tendencia se mantiene (Figuras 14A y 56A).
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La CCF fina de los extractos muestra diferencias muy claras entre las dos
especies, ya que en C. pentandra predominan los metabolitos de naturaleza terpénica
al virar a color azul o magenta con el agente cromégeno vainillina-acido sulfurico,
ademas presenta un metabolito mayoritario muy particular (Figura 12). En C.
aesculifolia este metabolito no se presenta y se observan metabolitos de una
naturaleza quimica diferente ya que se tornan de un color café (Figura 12). Estas
diferencias pueden servir como marcador entre una especie y otra. Hasta el momento
solo se habia reportado la presencia de isoflavonas en el extracto etandlico de la
corteza de C. pentandra (Noreen et al., 1998) y fenoles en el extracto metanolico de

C. aesculifolia (Orozco, 2010).

Las fracciones obtenidas también muestran diferencias, C. pentandra
nuevamente presenta una mayor diversidad de metabolitos de naturaleza terpénica y
en el caso de las fracciones 5, 6 y 8 del extracto diclorometanico la composicién es
mas compleja ya que ademas muestra una serie de compuestos que presentan

fluorescencia en UV (Figura 18 ).

El estudio anatémico de C. aesculifolia y C. pentandra, indica diferencias muy
evidentes, la cuales parecen basarse en la posicién, tamafo y/o forma de las células
pétreas y la forma en que se dilatan los radios. Estos caracteres podrian ser tomados
en cuenta para la separacion entre especies al igual que las diferencias presentes en

la CCF de los extractos (Figuras 19 y 20).

Los extractos de la muestra Ceiba comercial muestran una mayor similitud en su

composicién con C. pentandra, sobre todo en la presencia del metabolito secundario
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mayoritario de naturaleza terpénica presente en ambas muestras (Figura 12). Sin
embargo al fraccionar los extractos y evaluar la actividad I-SCQ estas semejanzas se
pierden, solo fracciones del extracto diclorométanico presentan actividad y al hacer
CCF no hay similitud de compuestos (Figuras 15 y 16). A nivel anatomico también
presenta un mayor parecido con C. pentandra que con C. aesculifolia (Figura 21 y

Cuadro 1).

Es posible distinguir entre las diferentes especies de este estudio en base a la
anatomia y similitud en metabolitos. Asi mismo, es necesario estudiar la anatomia de
la corteza de otras especies del género que aporten informacion sobre la sistematica
del grupo. Actualmente no se han registrado trabajos de las ceibas que se distribuyen
en nuestro pais. Segun Roth (1972), los diferentes géneros de la subfamilia
Bombacoide, presentan caracteristicas muy parecidas entre si, hecho que habria que

confirmar o descartar.

Los extractos y fracciones que presentaron una mejor actividad I-SCQ en el
modelo de C. violaceum fueron los de C. pentandra. La CCF indica que son moléculas
de baja a mediana polaridad las que aportan esta actividad, como son los metabolitos
de naturaleza terpénica y moléculas que presentaron fluorescencia a 254 nm que
pueden ser de flavonoides o compuestos de naturaleza fendlica, de los cuales ya se
tiene reportados su actividad 1-SCQ (Castillo-Juarez et a, 2013; Cushnie y Lamb,
2011). En un modelo mas complejo como lo es el de P. aeruginosa, las fracciones de

C. aesculifolia fueron mas efectivas al inhibir diferentes factores de virulencia.
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7. CONCLUSIONES

La corteza del Amphipterigyum adstringens, presenta diversos metabolitos con
propiedades I-SCQ de naturaleza distinta a los acidos anacardicos.

Se identificd uno de los principales compuestos presentes en la corteza del A.
adstringens, el acido 3a-hidroximasticadiendnico, el cual inhibe la produccion
de violaceina en Chromobacterium violaceum, sin afectar su crecimiento.

El extracto hexanico de la corteza del A. adstringens tiene un efecto positivo en
la eliminacién de la infeccion por P. aeruginosa y en la disminucion de las
lesiones, en el modelo de dano térmico en ratén.

El extracto hexanico y una fraccion enriquecida de &cidos anacardicos
obtenidos de la corteza del A. adstringens a dosis altas, tienen un efecto
antagoénico en la sobrevivencia de los animales, eliminacion de la infeccién por
P. aeruginosa y en la disminucion de las lesiones.

La corteza de C. aesculifolia y C. pentandra, presentan actividad I-SCQ en el
sistema modelo de C. violaceum.

Las fracciones con actividad I-SCQ de las cortezas de C. aesculifolia y C.
pentandra muestran una diversidad de metabolitos distinta entre las dos
especies.

Existen diferencias anatomicas significativas, entre las cortezas de C.
aesculifolia y C. pentandra lo cual permite su identificacion, mediante el analisis
histologico.

La muestra de Ceiba proveniente del comercio comparte una composicion

similar de metabolitos y estructura anatémica con C. pentandra.
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