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Resumen

Introduccion: Las plantas han sido utilizadas por el hombre para satisfacer sus
propias necesidades como la alimentacion o el vestido, pero, ademas, uno de los
principales usos es el medicinal. La definicién de plantas medicinales comprende a
todas aquellas que contienen principios activos como producto de su metabolismo
secundario en algunos de sus organos, los cuales, administrados en dosis
suficientes, producen efectos curativos en las enfermedades de humanos y de los
animales en general. El uso de antibidticos fue sustituyendo la aplicacion de las
plantas, sin embargo, en la actualidad se presenta un problema de salud en
enfermedades infecciosas, debido a que hay bacterias que son resistentes a los

antibioéticos.

Justificacién: Es por esta razén que se buscan alternativas para combatir el
problema mundial. Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y Porophyllum linaria (Cav.)
DC, conocidas comunmente como papalo y pipicha respectivamente, son
consideradas plantas medicinales que tienen diversas propiedades como:
antifangica, antiinflamatoria, antileishmania, entre otras. Pero la actividad
antimicrobiana no se ha estudiado a fondo, por lo que el objetivo de este trabajo de
investigacion fue evaluar actividad del extracto de hojas de Porophyllum ruderale y
Porophyllum linaria para inhibir el crecimiento de las especies patdgenas de
humanos: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli. Ademas, se sintetizaron nanoparticulas de oro recubiertas con
estos extractos, para evaluar la inhibicibn de los patdgenos mencionados,
adicionalmente se realiz0 la evaluacion de la actividad antioxidante. Métodos: Se
realizaron pruebas fitoquimicas de las hojas de las especies vegetales para
identificar los compuestos con efecto inhibitorio de las bacterias. Este efecto se
determind mediante la DO en medio liquido con tres diferentes tratamientos,
extracto puro, extracto liofilizado y nanoparticulas. Cada extracto se utiliz6 tanto en
medio liquido, como en forma de liofilizado y de nanoparticulas. En cuanto a la
actividad antioxidante se evalu6 con la técnica de DPPH, el contenido fendlico y de

flavonoides totales y FRAP. Los resultados mostraron que los extractos tuvieron




como principales metabolitos secundarios a terpenos, alcaloides, saponinas,
flavonoides y fenoles. El extracto puro tuvo una mayor actividad antimicrobiana
comparada con los otros tratamientos, donde las especies bacterianas que
presentaron mayor inhibicion fueron S. aureus y E. faecalis. El tratamiento con
nanoparticulas inhibi6 mayormente a E. coli con P. linaria y a S. aureus con P.
ruderale. La especie vegetal que tuvo la mayor actividad antimicrobiana fue P linaria.
En cuanto a la actividad antioxidante P. linaria tuvo una mayor actividad antioxidante
que P. ruderale, lo que coincide con los resultados obtenidos en la actividad
antimicrobiana. Conclusién: Ambas especies vegetales contienen diversos
metabolitos secundarios que participan en la actividad antimicrobiana y
antioxidante, ademas P. linaria fue la especie vegetal tuvo una mayor eficiencia que

P. ruderale.

Palabras clave: nanoparticulas de oro, metabolitos secundarios, agente reductor,

inhibicidn bacteriana, antioxidante




Introduccioén

El hombre ha utilizado a las plantas para satisfacer sus propias necesidades como
la alimentacién, vestido y uno de los principales usos que le dieron fue el medicinal
y esto se remonta a hace dos millones de afios en Africa (Chavez et al., 2017). Las
poblaciones humanas en México y en otras partes del mundo han constatado tener
un amplio conocimiento sobre las plantas medicinales y su forma de administrarlas.
La aplicacion era mediante polvos secos y aceites, se utilizaban las diferentes partes
de las plantas, hojas, flores, o raiz y se consumian como infusiones o en
presentacion homeopética y se volvidé una practica muy comun, no sélo en México,
también en otros paises y se trasmitié de generacion en generacion (Guzman et al.,
2017, Muieton, 2009). La definicién de plantas medicinales comprende a todas
aquellas que contienen principios activos en algunos de sus 6rganos, los cuales,
administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos en las enfermedades

de humanos y de los animales en general (Pérez, 2008).

La aparicibn de nuevos medicamentos fue sustituyendo el uso de las plantas
medicinales. Un estudio realizado por el Instituto Nacional del Cancer en Estados
Unidos revela que el 67% de los medicamentos tiene su origen en farmacos
sintéticos y el 25% de estos, se derivan plantas (Zurita, 2016). Se puede estimar
que acerca del 80% de la poblacion mundial recurre a remedios herbolarios
tradicionales y sobre todo que en México tiene una gran diversidad de especies

vegetales con propiedades medicinales (Garcia de Alba et al., 2012).

Uno de los problemas de salud que existe a nivel mundial es la resistencia
antimicrobiana, se estima que para el 2050, habrd cerca de 10 millones de
defunciones debido a este problema y se convertird en una de las primeras causas
de muerte, seguida por el cancer y la diabetes (Hernandez et al., 2019). Esto se
puede deber entre otros factores al uso indiscriminado de antimicrobianos, como en
el caso de las cefalosporinas de tercera generacion para Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae y la meticilina para Staphylococcus aureus, sin embargo, se
prevé que esto ira aumentando conforme van pasando los afios (Yagui, 2018). Por

lo que se hace necesario investigar alternativas que no generen esta resistencia




antimicrobiana y una de ellas son las plantas ya que tienen un papel en la
prevencion o tratamiento en las enfermedades (Wang et al., 2020). Las plantas
poseen actividad antimicrobiana debido a sus componentes activos que tienen en
algunas partes de su estructura, como es el caso de Portulaca oleracea cuyas hojas
poseen propiedades antifingicas, antimicrobiana y antivirales. Es efectiva contra
Escherichia  coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria  gonorrhoeae,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis y tiene

propiedades antifingicas contra Candida albicans (Mateos et al., 2020).

Otra alternativa es la sintesis verde, por ejemplo, nanoparticulas recubiertas con
extractos de plantas que funcionaran como agentes reductores y estabilizantes,
ademas que no dafian el medio ambiente (Dikshit et al., 2021). La sintesis con
plantas o con extractos utilizan el agua como solvente, por lo tanto, no hay riesgo
de toxicidad, ademas no requiere condiciones especificas en los métodos fisicos y
quimicos, pero si depende de la naturaleza de la planta, la concentracion del
extracto, la concentracion de sal, pH, temperatura y duracion de la reaccién (Zhaleh
et al., 2019).

1.1 Especies vegetales en estudio

El género Porophyllum (Asteraceae) comprende alrededor de 25 especies
(Vazquez, et al., 2021), todas nativas del hemisferio occidental. Se cree que este
género se originé durante el Mioceno tardio. El género crece en areas tropicales y
subtropicales de América del Norte y del Sur (Mufioz et al., 2010). (Castro et al.,
2011). México alberga 17 especies del género Porophyllum distribuidos desde
Sonora hasta Yucatan donde los principales estados de produccién del género
domesticado son Guerrero, Morelos, Puebla e Hidalgo, y en menor produccion los
estados de Querétaro, Durango, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, México, Veracruz
y Oaxaca. En otros paises crece en Argentina, Brasil y Peru (Vazquez et al., 2021,
Segura et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Estados de produccion de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y Porophyllum linaria (Cav.)
DC. en México. Tomada de Gonzélez, 2003.

Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass (Pr) y Porophyllum linaria (Cav.) DC (PI) son dos
especies conocidas comunmente como papalo y pipicha respectivamente.
Porophyllum proviene del griego porus y phyllon que significa hojas con poros y
todas las hojas pertenecientes a esté género presentan poros por donde
desprenden el olor caracteristico de cada una de las plantas. Ambas especies son
consideradas quelites, del nahuatl “quiltil” que significa planta comestible debido a
gue lo que se consume son las hojas y tallos. Dentro de los quelites se encuentran
plantas herbaceas, arbustivas y arbéreas (Basurto et al., 1998, Castro et al., 2011).
Los quelites se consumen en México desde la época prehispanica, mostrando un
uso variable pero el principal es el uso comestible (Balcazar et al., 2020). Las dos
especies presentan un fuerte olor y sabor agradable, ademéas de que contienen
nutrimientos inorganicos (Ca, K, Mg, Mn, Zn, P y A) y minerales (Estrada et al.,
2016). Tienen una amplia variedad de proteinas, fibra dietética, compuestos
fendlicos, entre otros, por lo que tienen alta capacidad antioxidante (Santiago et al.,
2019). Se encuentran entre las verduras mas consumidas, particularmente en el
centro de México. Las hojas se pueden consumir frescas o secas, utilizandolas en

la cocina tradicional mexicana en diferentes platillos. (Vazquez et. al, 2021).

P. ruderale (Jacq.) Cass. y P. linaria (Cav.) DC. son plantas anuales, herbaceas,

arbustivas o trepadoras que crecen en sitios de vegetacion perturbada, en selva




baja caducifolia, matorrales espinosos y bosques de pino-encino, sin embargo,
también se encuentran en zonas de selva alta perennifolia, selva mediana
subperenifolia y selva subcaducifolia (Castro et al., 2011). El papalo se llama asi
debido a que su nombre proviene del nahuatl papalotl que significa “mariposa” y
puede llegar a medir entre 10 y 15 cm de altura, sus hojas son de color verde y
ovaladas, con el margen ondulado, glandulas traslicidas y miden alrededor de 5
cm, los tallos tiernos en ocasiones pueden tener inflorescencias inmaduras con
flores pequefas agrupadas que liberan un fruto seco en forma de aquenio y contiene
una sola semilla. Crece en climas célidos, semihumedos y himedos, en suelos
francos a arcillosos y con materia organica. La temperatura 6ptima para su
germinacion va desde los 25°C a los 30°C, requiere sol directo o sombra ligera
(SIAP, 2019). Se distribuye en tierra caliente y parte de la zona de montafia, entre
los 1200 y 1800 m de altitud. Su ciclo de vida inicia cuando germinan las semillas
con las primeras lluvias, la etapa de floracién puede aparecer entre los meses de
agosto y septiembre y los frutos se forman en el mes de septiembre, pero alcanzan

su maduracién entre octubre y noviembre (Cabrera et al., 1998) (Figuras 2 y 3).

Al igual que el papalo el nombre de pipicha proviene del ndhuatl pipitza que significa
“soplar repentinamente”. Otro nombre cientifico por el cual se le puede llegar a
conocer a la pipicha es Porophyllum linaria (Cav.) DC. Puede llegar a medir entre
25 y 50 cm de altura, sus hojas son lanceoladas y angostas que pueden medir 4.5
cm, cuando estan frescas presentan un color verde, pero al madurar tienen un color
café y sus flores son color morado. Sus hojas tienen glandulas que producen aceites
aromaticos. Al igual que el papalo sus semillas son en forma de aquenio. Puede
crecer en diferentes climas, pero los mas favorables son los climas secos,
semisecos y templados, el suelo tiene que ser arenoso, pedregoso y alcalino (SIAP,
2019). Crece cuando hay lluvias. Florece entre los meses de agosto y octubre y su
fructificacion es en septiembre y principios de diciembre (Cabrera et al., 1998)

(Figuras 4y 5).




Figura 3. Hoja de Porophyllum ruderale (Jacq.) Figura 2. Porpphyllum ruderale (Jacq.) tomado de
Cass Cabrera et al., 1998

1”  > 4

Figura 5. Porophyllum linaria (Cav.) DC. Figura 4. Porophyllum linaria (Cav.) DC. tomado

de Cabrera et al., 1998

Algunas especies del género Porophyllum se han utilizado en la medicina tradicional
para el tratamiento de diversas patologias tanto infecciosas como inflamatorias
(Castro et al., 2011); por ejemplo, la enfermedad de leishmaniasis, la cual es
producida por un protozoario del género Leishmania sp, que se ha tratado con
extracto de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., también se ha tratado la epilepsia
y edemas (Teru et al., 2011, Souza et al., 2003). Se ha visto que Porophyllum linaria
(Cav.) DC. tiene también alta actividad antifungica por lo que puede funcionar como
un potente fungicida (Juarez et al., 2015). Las hojas de papalo se han utilizado como
diaforéticas y sedantes debido a sus compuestos volatiles (Conde et al., 2017). Las
hojas de la pipicha son utilizadas para tratar procesos antiinflamatorios,
enfermedades degenerativas y tiene altas propiedades antioxidantes (Segura et al.,
2019).




1.2 Clasificacion taxonémica de Papalo (Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.

Tabla 1. Porophyllum ruderale (Castro, et al., 2011)

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliposida

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Tribu Tageteae

Subtribu Pectidinae

Género Porophyllum Guett.

Especie Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass

Variedad macrocephalum

1.3 Clasificacion taxondmica de Pipicha (Porophyllum linaria (Cav.) DC.)

Tabla 2. Porophyllum linaria (Zorrilla, 2021)

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliposida
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Tribu Tageteae

Subtribu Pectidinae

Género Porophyllum Guett.
Especie Porophyllum linaria (Cav.)

DC.

——
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El uso del p4palo y la pipicha se ha diversificado desde la industria de la perfumeria
y la elaboracion de pesticidas (Estrada et al., 2016) y se ha extendido principalmente
a la medicina tradicional, como se ha mencionado debido a sus actividades:
antiinflamatoria, antifangica y antiespasmaddica. Estas propiedades se deben a la
presencia de compuestos activos como: limoneno, B-felandreno, sabineno, trans-
pineno, B-mirceno principalmente. Cabe mencionar que la mayoria de los estudios
revisados reportan la presencia de limoneno como un compuesto constante para
ambas especies, sin embargo, los monoterpenos y compuestos fendlicos son un
componente principal del papalo (Raggi et al., 2014, Jiménez et al., 2012, Rodrigues
etal., 2019). El tiofeno es un compuesto de cadena insaturada presente en el papalo
al que se le han atribuido las propiedades pesticidas (Conde et al., 2014). Estos
metabolitos que se encuentran en ambas especies pueden darle proteccion contra
depredadores o competidores y debido a esto tienen una gran capacidad de

dispersién (Villasefior, 2018).

1.4 Metabolitos secundarios

Desde hace muchos a las plantas se les ha atribuido propiedades medicinales, sin
embargo, se desconocian los principios activos que contenian por lo que se empez6
a realizar investigacion para saber como actuaban, esto dio origen a una rama de
la ciencia que es la Fitoquimica; la cual se encarga del estudio de las sustancias
gue no son esenciales para la supervivencia de los organismos, es decir de los

metabolitos secundarios (Verde et al., 2016).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las plantas contienen
sustancias que son utilizadas para propositos terapéuticos y que pueden funcionar
como precursores de nuevos farmacos. Estas sustancias son los metabolitos
secundarios, pequefias moléculas que funcionan como intermediarios y son
producto del metabolismo (Jain et al., 2019). Los metabolitos secundarios son parte
de los componentes de las plantas que les confiere diversas propiedades, una de
ella es la medicinal, ademas también le da proteccion las plantas y defensa de
patogenos o herbivoros. No sdlo se han usado en el area medicinal, también se han

usado en la industria cosmética, perfumeria o como saborizante (Biswas et al.,




2019). Las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de los
microorganismos o0 tienen la capacidad de inactivar toxicos microbianos. Los
metabolitos secundarios son moléculas de bajo peso molecular que participan en la
adaptacion de las plantas a su ambiente y una de las funciones mas importantes es
la defensa de las plantas. Durante su sintesis se activan diversos genes de
proteinas que participan en la fortificacion de la pared celular, como la formacion de
calosa y lignina, también en la produccion de inhibidores de proteasas y de enzimas
liticas como la quitinasas y glucanasas, y presentan una muy importante actividad
antimicrobiana y/o antioxidante (Sepulveda et al., 2003).

Los metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo con sus rutas biosintéticas y
en cuatro grandes familias de moléculas: flavonoides, terpenos, alcaloides y
glicosidos (Chiocchio et al., 2021) (Figura 6).
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Figura 6. Metabolitos secundarios encontrados en plantas. Modificado de Avalos et al., 2009

Los fenoles son parte de la familia de los flavonoides, son compuestos que estan
presentes en las plantas y que se asocian a un potencial antimicrobiano. Algunos
son de bajo peso molecular, son volatiles y faciles de obtener como por ejemplo el
timol, carvacrol, guayacol y eugenol. Tienen propiedades antimicrobianas,
antifangicas, antioxidantes, fitotoxicas y citotéxicas. En su estructura contienen un
grupo fenol y un anillo aromatico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo
(Jordéa, 2015). Son biosintetizados por dos vias, la ruta del acido shikimico, que es

el responsable de la biosintesis de la mayoria de los fenoles en las plantas. La via
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del acido malénico que es poco empleada por las plantas. Entre los compuestos
principales se pueden encontrar los taninos y flavonoides (Stasiuk et al., 2010). Los
taninos son sustancias complejas, hidrosolubles, no nitrogenadas de origen vegetal,
bajo peso molecular. Se encuentran en las raices, corteza y en menor proporcion
en las hojas de plantas. Los flavonoides son pigmentos amarillos derivados de la
fenil-benzeno y pirona o fenil cromona. Existen seis clases principales: chalcona,
flavonas, flavonoles, antiocianinas y taninos condensados. Intervienen en la
coloracion de las plantas, flores, frutos y hojas, por ello participan en la polinizacién
atrayendo insectos, una caracteristica muy importante es que son susceptibles a la
oxidacion por lo que actiian como antioxidantes naturales, que se absorben a través

de la piel. (Ahmaruzzaman, 2008).

La cumarina es el principal metabolito secundario encontrado en plantas bacterias
y hongos. Las cumarinas estan compuestas por un anillo de benceno fusionado en
un anillo de pirona, y son capaces de realizar interacciones con varios objetivos
biolégicos. Son reconocidas por tener actividades antioxidantes, anticoagulantes,
anticancerigenas, antivirales, anti-colinesterasa y también antileishmania. Se
encuentran principalmente en familias Rutaceae, Apiaceae, Asteraceae. Presentan
actividad antimicrobiana debido a que pueden unirse a la subunidad B de la ADN
girasa en las bacterias, por lo que inhiben el super enrollamiento del ADN al
bloquear la actividad de la ADNasa (Arrache et al., 2020). Presentan una actividad
antioxidante porque inhiben lipooxigenasas que estan involucradas en el estrés
oxidativo. La esculina es un derivado de las cumarinas que se ha visto que tiene

potencial antinflamatorio (Kasaian et al., 2018).

Los terpenos o también conocidos como terpenoides o isoprenos son metabolitos
gue estan asociados como el desarrollo en la interaccién de la planta con su medio
ambiente. Son hidrocarburos clasificados por el nUmero de isoprenos con el mas
comun comenzando con mono, sesqui y diterpenos, precursores de dimetil difosfato
(DMAPP) y su isémero isopentinil difosfato (IPP) (Tetali, 2019). La ruta por la cual
se derivan es la ruta del acido mevaldnico. Constituyen los aceites esenciales de

las plantas, tienen una alta concentracion en las hojas. Juegan un papel esencial en
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las funciones ecoldgicas en respuestas a factores bibticos y abidticos y son
clasificados como productos del metabolismo secundario, pueden funcionar como
atrayentes de polinizacion, insecticidas, compuestos antibacterianos, antioxidantes,
moléculas de termotolerancia y fotoprotecidén. Los terpenos tienen propiedades
antiinflamatorias, antiagregatorias, efectos anticoagulantes, sedativos y analgésicos

(Harmange et al., 2020).

Los serquiterpenos son productos naturales encontrados en algunas plantas,
principalmente en las raices. Este tipo de terpeno tiene propiedades
antinflamatorias, antigenotdxica, citotoxicas, quimio protectora, antibacteriana,

inhibe a la acetilcolinesterasa, antileishmania y antiviral (Kasaian et al., 2017).

Los alcaloides son metabolitos que contienen uno 0 mas atomos nitrogenados
dentro de anillos heterociclicos que tienen actividad toxicoldgica, farmacoldgica,
nutricional y cosmeética y que se encuentran ampliamente distribuidos en las hojas,
flores, semillas y raices, sin embargo, su presencia y la distribucion depende de la
fase del ciclo de vida de la planta (Chiocchio et al., 2021). Pueden inhibir la sintesis
de acidos nucleicos, también puede provocar la ruptura de membrana en bacterias
gram negativas y despolariza las membranas de las bacterias gram positivas, afecta
la sintesis de genes que participan en la virulencia de algunos microorganismos
(Othman et al., 2019).

Los glicésidos son metabolitos vegetales que se pueden clasificar en saponinas,
glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos (Avalos et al., 2009).
El nombre de saponina es derivado de la palabra latina sapo que significa capacidad
de generar espuma similar al jabén que tiene propiedades anfifilicas, contiene una
aglicona derivada de isoprenoide (una sapogenina) unida a una o mas cadenas de
azucar por un enlace éter o éster. Las saponinas estan formadas por esqueletos de
sapogenina que se pueden dividir en dos grupos principales: saponinas
triterpenoides y saponinas esteroides, esta division se debe a que este esqueleto
puede sufrir glicosilaciones por las glicosiltransferasas y transglucosidasas (Juang
et al., 2020). En la naturaleza se pueden encontrar en las plantas y animales

marinos, estan implicadas en la defensa del huésped contra patégenos y herbivoros
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(Guclu et al., 2007). Los glicosidos cianogénicos son compuestos hitrogenados que
contienen una aglicona tipo a-hidroxinitrilo y un azucar, principalmente D-glucosa,
producen acido cianhidrico por la hidrolisis de los compuestos cianogénicos de
algunos vegetales y tienen un papel protector en la defensa de algunas especies de
plantas frente a diferentes herbivoros (Arrazola et al., 2013).

1.5 Especies bacterianas analizadas

Staphylococcus aureus es una bacteria descubierta en 1880 por el cirujano
Alexander Ogston, él le dio el nombre de Staphylococcus ya que proviene del griego
“Staphylo” que significa “racimo de uvas” y posteriormente otro cirujano Anton J.
Rosenbach que descubrié dos cepas Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis, antes llamado albus “aureus” del latin “aurum” que significa color oro y
“albus” color blanco (Pasachova et al., 2019). Las colonias pueden crecer en medio
de cultivo suplementado con un hasta 10% de sal. El color de las colonias suele ser
dorado o amarillo pueden crecer en condiciones aerdbicas o anaerébicas ya que
son anaerobios facultativos, la temperatura oscila entre 18 y 40°C. Son catalasa
positiva, coagulasa positiva y fermentacion de manitol positiva por lo que su medio
selectivo es Agar sal manitol (Taylor et al., 2022). Son cocos gram positivos, tienen
un diametro de 0.5 a 1.5um, se pueden encontrar en pares, tétradas, cadenas cortas
o formando racimos de uvas. Son bacterias inmoviles, no esporuladas y no tienen
capsula (Cervantes et al., 2014). Crecen entre 18 y 24 horas, formando colonias
lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros, presentan una consistencia cremosa
y pigmentacion que va de amarillo a dorado debido a la produccion de carotenoides,
las cepas producen B-hemodlisis cuando se cultivan en agar sangre. Crecen bien en
agar sangre, chocolate, agar sal manitol o medio de Chapman (Pasachova et al.,
2019). Se han reportado 35 especies de este género que afectan tanto a humanos
como a los animales, se pueden trasmitir de una especie a otra y son de las
principales bacterias implicadas en enfermedades trasmitidas por los alimentos
(Zendejas et al., 2014).

Staphylococcus aureus es un patégeno en humanos que produce infecciones tanto

en la comunidad como a nivel hospitalario. En la poblacién produce infecciones
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agudas, piogénicas y superficiales y con menor frecuencia osteomielitis, neumonia
y endocarditis aguda, ademas de que produce toxinas que provocan sindrome del
shock toéxico, intoxicacion alimentaria y sindrome de piel escaldada (Cervantes et
al., 2014).

Enterococcus faecalis perteneciente al género Enterococcus, es un patdgeno
oportunista que se ha descrito en los afios ochenta; actualmente existen 38
especies reportadas (Porte et al., 2007). Son cocos gram positivos, se encuentran
en cadenas o parejas cortas, no tienen capsula, no forman esporas, son anaerobios
facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo, catalasa negativa,
son células esféricas u ovoides con un tamafio de 0.6 a 2.0 x 0.6 a 2.5 um. Tienen
la capacidad de hidrolizar la esculina, crece en presencia de NaCl al 6.5%, a
temperaturas entre 10°C y 45°C y un pH de 9.6%, también crecen en presencia de
bilis al 40% y sobreviven 10min a 69°C e hidroliza la L-pirrolidonil B-naftil-amida
(Acosta, 2005). En un medio a pH 7,0 la mayoria de Enterococcus reduce el
tetrazolio a fomazan, por lo que las colonias son rojas brillosas que pueden ser
facilmente Identificadas, a un pH 6,2 o cercano a 6,0 son colonias claras con un
centro rojo o colonias ligeramente rosadas (Ortega, 2010). Crecen bien en los
medios de cultivo tradicionales, agar sangre al 5%, base de tripticasa soya, en agar
sangre las colonias se ven pequefas y lisas de borde uniforme de color crema o
blanco y agar de telurito se observan colonias negras (Casillas et., al 2022). Son
bacterias de la microbiota gastrointestinal del ser humano y animales. Pueden
causar enfermedades dentro y fuera de sitios hospitalarios (Arredondo et al., 2018).
Coloniza el intestino delgado en los humanos y frecuentemente es usado en clinicas
para la ensefianza de la identificacién bacteriana (Quiloan et al., 2012). Pueden
afectar el tracto urinario y respiratorio, afecta la piel y causa bacteriemia,
endocarditis, meningitis, infecciones pélvicas e infecciones nosocomiales.
Sobrevive a superficies ambientales por periodos prolongados, ademas se adaptan
a los niveles de sales biliares y detergentes como el dodecil sulfato de sodio y se
han encontrado en agua, suelo, animales domésticos, aves e insectos (Diaz et al.,
2010, Evans et al, al 2002).
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Klebsiella pneumoniae es un bacilo gram negativo, fermentador de lactosa,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es inmovil, fermenta lactosa,
anaerobio facultativo, es una de las bacterias mas importante del género Klebsiella
ya que tiene un papel importante en infecciones oportunistas (Suérez et al., 2015).
Tiene una capsula que actia como el factor determinante de virulencia, expresa 2
tipos de antigenos en su superficie celular, el primer antigeno es S, es un
componente del lipopolisacarido (LPS), existen 9 variedades y el segundo antigeno
es el K, un polisacarido capsular con mas de 80 variedades, que se compone de
polisacaridos de 4 a 6 azUcares y acidos urénicos con carga negativa, esta capsula
la protege de la fagocitosis; se clasifican en 77 serotipos (Echeverri et al., 2010,
Tartara, 2013, Lopez et al., 2010). Puede crecer en medio MacConkey, agar sangre,
agar chocolate y agar nutritivo, en estos tipos de medios presentan colonias
grandes, convexas y de color rosa intenso (Expésito et al., 2017). En el humano se
encuentra en la mucosa de la nasofaringe y tracto gastrointestinal, también causa
infecciones en el tracto urinario y biliar, neumonia, peritonitis, meningitis,
bacteriemia, enterocolitis, conjuntivitis, absceso renal y endocarditis (Hoyos et al.,
2007). En el ambiente se encuentran en agua, suelo y plantas, también en animales

como caballos y cerdos.

Escherichia coli fue aislada por primera vez por el pediatra Escherich en 1885. Es
un bacilo gram negativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, anaerobio
facultativo, no esporula, produce indol a partir de triptéfano, no utiliza citrato como
fuente de carbono, fermenta glucosa y lactosa con producciéon de gas (Canet, 2016).
Es una bacteria mesdfila, su éptimo desarrollo se encuentra entre los 35- 43°C, sin
embargo, es sensible a temperaturas superiores a 70°C y su crecimiento se detiene
a pH inferiores a 3.8, o superiores a 9.5. Coloniza el intestino del hombre, puede
ser considerada una bacteria de la flora normal, pero pueden haber cepas que son
patogenas y causar dafio como la diarrea que se caracteriza por ser acuosa, Sin
sangre, con dolor abdominal, nduseas, vomito y fiebre. (Rodriguez et al., 2002).
Existen diferentes serotipos, 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60
capsulares (K), los serotipos se asocian a diferentes cuadros clinicos (Chandana,

2015). Hay diferentes cepas, E. coli enterotoxigénica, enteropatogénica,
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enterohemorragica, enteroagregativa y enteroinvasiva (Canata et al., 2016). Pueden
crecer en agar EMB (eosina y azul de metileno) en donde las colonias tienen un
diametro de 2 a 4 mm, un centro grande de color oscuro y tienen un brillo verde
metalico; en agar MacConkey las colonias son rosadas con halo turbio, en cuanto
al tamafio son similares a EMB, en agar sangre forma colonias circulares de tamafo
mediano a grande de 2mm a 4mm, de color blanco, superficie brillosa, densidad

opaca y elevacion convexa (Canet, 2016).

1.6 Clasificacion de las especies bacterianas de acuerdo con su taxonomia

Tabla 3. Bacterias en estudio

Orden Género Especie Gram
Bacillales Staphylococcus S. aureus +
Lactobacillales Enterococcus E. faecalis +
Enterobacteriales | Klebsiella K. pneumoniae -
Escherichia E. coli -

1.7 Resistencia antimicrobiana a antibiéticos

Uno de los principales problemas de las enfermedades infecciosas en México y en
el mundo es la resistencia a antibioticos, las bacterias gram negativas como
Pseudomonas sp. y Acinobacter sp. resistentes a carbapenem, Escherichia sp. y
Klebsiella sp. resistentes a B-lactamicos, Enterobacter sp y Serratia sp. Citrobacter
sp. resistentes a B-lactamasas cromosémicas inducibles; el problema de resistencia

ha ido avanzando conforme van pasando los afios (Zampini et al., 2007).

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina es uno de los principales
microrganismos causantes de enfermedades hospitalarias de la comunidad, de
manera importante afecta a nifios y jévenes. Entre los antibiéticos a los que también
es resistente se encuentran la eritromicina, azitromicina, ciprofloxacino,
gentamicina, amikacina, cotrimoxazol, tetraciclina y cloranfenicol (Martinez et al.,
2017). Para evadir la respuesta inmunitaria producen una capsula antifagocitica,

secuestro de anticuerpos del huésped o enmascara a antigenos por la proteina A,
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también forma biopeliculas, presentan supervivencia intracelular y el bloqueo de la
guimiotaxis de los leucocitos (Taylor et al., 2022). S. aureus tiene gran capacidad
para causar infecciones potencialmente mortales y se puede adaptar a diferentes
condiciones ambientales por lo que es la principal causa general de infecciones
nosocomiales. Sin embargo, conforme pasa el tiempo esta bacteria esta siendo mas
resistente a una mayor cantidad de agentes antimicrobianos incluyendo a los
nuevos antibidticos porque han desarrollado mecanismos eficientes para

neutralizarlos (Lowy, 2003).

Enterococcus faecalis es el causante de infecciones nosocomiales, es resistente a
diferentes antibiéticos como penicilina o glucopéptidos como los aminoglucdsidos,
ampicilina, vancomicina, teicoplanina, cefalosporina, meropenem, ertapenem,
penicilinas, clotrimoxazol, y clindamicina (Daza 1998, Diaz et al., 2010). El género
Enterococcus presenta una sensibilidad moderada a las penicilinas y es resistente
a las cefalosporinas y trimetroprim/sulfametoxazol, esto se debe a la adquisicion de
genes de resistencia mediante plasmidos o en transposones o por mutaciones
(Cercenado, 2011).

Klebsiella pneumoniae es una bacteria que a lo largo de los afios ha ido generando
resistencia antimicrobiana a diferentes antibiéticos como los aminoglucdsidos,
cefalosporinas de tercera generacion, a las quinolonas, ampicilinas, cefazolina,
ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, imipenem, meropenem, amikacina, gentamicina,
tobramicina, levofloxacina y ciprofloxacina (Suéarez et al., 2015). Esta bacteria es
una enterobacteria productora de carbapenemasas y es resistente a casi todos los
agentes antimicrobianos disponibles por lo que han causado altas tasas de
morbimortalidad (Téartara, 2013). Su principal mecanismo de resistencia es la
produccion de betalactamasas que rompen el enlace amida del nucleo beta
lactdmico inactivando al antibidtico antes de generar un efecto, ademas tiene
diferentes mecanismos de diseminacion multifactoriales como lo es la mutacion y la
transferencia horizontal de nuevos genes, capaces de causar multiresistencia
(Merchéan et al., 2021).
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Escherichia coli causa diarrea mediante la produccion de factores de virulencia
codificados mediante las diferentes cepas. Como muchas bacterias esta ha
presentado resistencia a antibiéticos como fosfomicina, nitrofurantoina, piperacilina
tazobactam, cefotaxima, gentamicina, amoxicilina-clavulanico, tobramicina,
ciprofloxacino, cotrimoxazol (Beltran et al., 2020). A partir de los afios noventa se
vio una alta resistencia a las quinolonas, se encontré entre el 10 y 30%, y el
antibiotico con menor actividad fue amoxicilina, y esto se debe a la hidrélisis por la

presencia de enzimas betalactamasas (Mosquito et al., 2011).

1.8 Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias son organismos procariotas que desarrollan diversos mecanismos
para poder sobrevivir ante cualquier situacion que se presente, como es el caso de
la resistencia a antibioticos, que se define como la capacidad de un microrganismo
para sobrevivir en presencia de un compuesto toxico (antibiético o antiséptico).
Permitiendo que las bacterias se multipliquen en presencia del farmaco (Troncoso
et al., 2017).

La resistencia a antibidticos es un problema se salud mundial, la Organizacion
Mundial de la Salud estima que la resistencia bacteriana ocasionara 10 millones de
muertes por afio para el 2050 y una reduccion de 2 y 5% de producto interno bruto

en algunos paises (Giono et al., 2020).

Las bacterias evolucionan y se adaptan al medio ambiente, desarrollando
mecanismos de resistencia a antibidticos como es la produccién de enzimas,
cambios en la permeabilidad bacteriana, el uso de bombas de expulsion y
modificacién de proteinas que alteran la unién del antibi6tico por otras enzimas,
cambiando su conformacion y asi bloqueando la funcion del antibidtico (Pefialoza
et al., 2021).

Dentro de los mecanismos de resistencia también se encuentra la formacion de
biopeliculas, que son agregaciones estructuradas de células bacterianas en una
matriz extracelular conformada por macromoléculas que inicia con la adherencia de

bacterias plantdnicas a una superficie, con la consiguiente formacion de colonias
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unidas por las fuerzas débiles de Van der Waals, que proliferan secretando una
matriz extracelular compuesta de polisacéaridos, acidos nucleicos y proteinas, para
formar una barrera que evita que sean reconocidas por el sistema inmune del

hospedero (Troncoso et al., 2017).

Otro mecanismo de resistencia es la inactivacion del antibiético por enzimas como
betalactamasas que pueden inhibir la sintesis de la pared celular (Troncoso et al.,
2017). La bacteria produce estas proteinas que inactivan al antibiético, por ejemplo,
las betalactamasas que hidrolizan la union peptidica endociclica del anillo beta
lactdmico, ademas hay expresion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
La diana de los B-lactdmicos es la proteina de unién a penicilina conocida por sus
siglas en inglés como PBP, funciona como transpeptidasa, que participa en el
entrecruzamiento de las hebras de peptidoglicano, en especifico entre las cadenas
laterales que se unen al acido N-acetilmuramico y le da la posibilidad a la bacteria
de resistir a la lisis osmética (Aguayo et al., 2018). Este mecanismo de resistencia
se debe al gen blaZ que codifica a la B-lactamasa, la proteina Blal, proteina de union
a ADN, se une a la region del operdn Lac, reprimiendo la transcripcion de blal y blaZ
y asi inactivando a la penicilina. Las proteinas AmpC son serin betalactamasas que
estan presentes en enterobacterias y en bacilos gram negativos no fermentadores
y que son capaces de resistir al acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Las
carbapenemasas también pertenecen a la familia de las betalactamasas y son
resistentes a los antibioticos carbapenémicos y en enterobacterias hidrolizan a las
penicilinas y cefalosporinas (Gastelo et al., 2018).

Las bombas de e-flujo son proteinas que expulsan compuestos toxicos para la
bacteria como metabolitos, detergentes, solventes organicos y antibiéticos que
utilizan la hidrolisis de ATP o un mecanismo de contratransporte idGnico como
sustrato de energia (Moreno, 2013). Se dividen en dos grupos, el primero es el que
utiliza la energia del ATP y expulsién por hidrélisis y el otro grupo utiliza la fuerza
movil de protones y por ende hay un flujo antiporte protén/droga (Troncoso et al.,
2017).
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La modificacion del sitio activo es otro mecanismo de resistencia, el cual tiene la
capacidad de generar sustancias metabdlicas que compiten con el sitio activo del
farmaco por similitud molecular. También se puede dar la alteracion enzimatica del
sitio objetivo del farmaco, reduciendo la afinidad del antibidtico al sitio blanco
(Troncoso et al., 2017).

A nivel intracelular existen elementos genéticos mdviles, como los plasmidos,
transposones e integrones, que incorporan genes sin promotor para la resistencia a
antibiéticos, cambios en el ADN, la adaptacion, proteccién contra fagos y la

capacidad de sobrevivencia (Garza et al., 2009).

1.9 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son estudiadas por la nanotecnologia, el cual es un término que
introdujo el premio Nobel Richard Feynman en 1959, en donde descubrié este
nuevo campo y que actualmente en este siglo es una de las tecnologias mas
prometedoras ya que es capaz de observar, manipular, ensamblar, controlar y

manufacturar la materia a una escala nanométrica.

Las nanoparticulas son estructuras con tamafios inferiores a 100 nanémetros, que
pueden ser sintetizadas a partir de diferentes materiales, incluyendo metales
(Gomez, 2018). Se pueden clasificar de acuerdo con su estructura como
unidimensionales, bidimensionales o tridimensionales. También pueden tener
diferentes formas de acuerdo con su componente principal, entre las mas comunes
se encuentran las esféricas como los fulerenos, nanotubos, nanocables, entre otras.
Las nanoparticulas estan constituidas de lipidos, macromoléculas, biopolimeros o
hidrogeles (Thomas et al., 2015).

Son utiles debido a sus caracteristicas Unicas, como la relacion entre superficie y
masa, la cual es mucho mayor que la de otras particulas, aunado a sus propiedades
cuanticas y su habilidad para absorber y llevar otros compuestos (Jong et al., 2008).
Debido a estas propiedades, su campo de aplicacion es bastante amplio como en
la terapia para combatir el cancer, en la administracion dirigida de farmacos,

produccion de biomedicinas, tratamiento de aguas residuales, industria cosmética,

20

——
| —



electronica, alimentaria, aeronautica y como biosensores, por lo que se han

investigado mas durante la ultima década (Kumaret al., 2016).

Para su sintesis existen dos métodos, los top-down, descendentes y los bottom-up,
ascendentes (Bayda et al., 2020). Las técnicas top-down consisten en la division del
material macroscopico hasta llegar a una escala nanométrica. En esta técnica se
utilizan métodos fisicos como lo es la molienda o el desgaste, métodos quimicos y
la volatilizacion de un sdlido seguido por la condensacion de los componentes
volatilizados hasta la obtencién del tamafio deseado. La segunda técnica es la
bottom-up que consiste en la elaboracion de nanoparticulas con la capacidad de
autoensamblarse a través de la condensacion de atomos en una fase gaseosa o en
solucion por medio de un cambio en el pH, la concentracion de un soluto en

especifico o la aplicacion de un campo eléctrico (Gémez, 2018) (Figura 7).
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Figura 7. Técnicas de sintesis de nanoparticulas. Modificada de Gomez, 2018

Existen varios tipos de nanoparticulas de acuerdo con su composicion como lo son
las de 6xido de hierro, oro, plata, por nombrar algunas. Las nanoparticulas de 6xido
de hierro tienen propiedad superparamagnética, es decir, que, en presencia de un

campo magnético externo, estas particulas tienden a aglomerarse, por lo que se
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pueden dirigir a un 6rgano o tejido determinado (Gregorio et al., 2012). Por ejemplo,
debido a esta propiedad se pueden unir a cualquier tipo de célula, como aquellas
gue estan recubiertas con antigenos dirigidos a células cancerosas o proteinas,
posteriormente a través del campo magnético se recuperan y las moléculas
asociadas pueden ser analizadas, por lo cual tienen aplicaciones en la creacién de

farmacos (Thomas et al., 2015).

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) pueden usarse como vehiculos de
administracion de farmacos o genes porque pueden unirse facilmente con ligandos
como agentes dirigidos y péptidos que penetran en las células (Mattos et al., 2011).
La permeabilidad y retencibn es una propiedad exclusiva de este tipo de
nanoparticulas para acumularse e interactuar con células tumorales, ademas que
se ha demostrado que son mas seguras y menos toxicas para la administracion de
farmacos (Alagad et al., 2016). El tamafio de estas particulas es de 1 a 100nm y se
pueden encontrar en nanoesferas, nanobarras y nanoconchas. Sus precursores
metalicos son niquel, cobalto, cloruro de rodio, cloruro de paladio, entre otros
(Corzo, 2012). Ademas, son bastante Utiles en el area de la biomedicina y
biotecnologia debido a su gran area de superficie y alta conductividad electrénica
(Paz et al., 2014). Se ha demostrado que las nanoparticulas de oro tienen altas

propiedades antimicrobianas (Shah et al., 2014).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen un uso potencial en catalisis, fabricacion
de textiles y microelectrénica. Las principales aplicaciones biologicas incluyen
terapéutica, deteccion y diagndéstico biomolecular, administracion de farmacos,
produccion de alimentos, agricultura y tratamiento de desechos. Estas
nanoparticulas se encuentran entre los agentes antibacterianos méas potentes
(Mattos et al., 2011). Ademas, los constituyentes de las plantas, como: los
terpenoides, los monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, polifenoles y
alcaloides hacen mas eficiente la sintesis de estas nanoparticulas (Rehman et al.,
2015). Estas nanoparticulas sintetizadas no dafian el medio ambiente y se pueden
producir a gran escala (Ocsoy et. al, 2018). Sin embargo, son altamente toxicas ya

para los organismos ya que se ha demostrado en diferentes modelos de estudio
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que afectan las vias respiratorias, causan estornudos frecuentes, flujo nasal, dolor
de garganta, ademas dafios severos al corazon incrementan el pulso cardiaco,
disminucién en la oxigenacién capilar (Coutifio et al., 2017). En la piel puede causar
argiria y los queratinocitos epidérmicos desencadenan una respuesta inflamatoria,

pueden penetrar el estrato cérneo y dafarlo (Avalos et al., 2013).

Antecedentes

Ronddn et al.,, 2008 trabajaron con el aceite esencial de Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass, reportando su composicion quimica de las partes aéreas del papalo y
su actividad antibacteriana de amplio espectro contra bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococos faecalis) y bacterias Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa). En cuanto a
la composicién quimica, sus resultados reportan que sus componentes mayoritarios
fueron una mezcla de limoneno y - felandreno (50.3%), sabineno (20.2%), 1-
undeceno (4.7%), 4- terpineol (3.8%) y a- pineno (2.9%).

Se sabe que el extracto crudo de las partes aéreas de Porophyllum ruderale (Jacqg.)
Cass tiene actividad contra Leishmania amazonensis. Los componentes 5’ metil-
2,2:5' 2" tertiofeno y compuesto y 5’-metil-[5-4(4-acetoxi-1-bitinil)]-2,2’-bitiofeno
tienen actividad antileishmania en las dos formas del parasito: promastigote y

amastigote (Takahashi et al., 2011).

Una especie vegetal que es familia de Porophyllum ruderale y Porophyllum linaria
es Porophyllum lanceolatum se ha demostrado que tiene actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas como: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Gram negativas: Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
(Mattana et al., 2012).

Porophyllum ruderale y Solidago chilensis tienen actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli a una concentracion de 10ul ademas
tienen la presencia de taninos, antraquinonas, saponinas y flavonoides (Cruz et al.,
2013).
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El aceite esencial de Porophyllum linaria (Cav.) DC. tiene actividad fungicida debido
al acido linoleico y al fitol como sus principales componentes. La efectividad del
aceite esencial fue probada en hongos aislados a partir de granos de trigo

almacenados. No presenta toxicidad para los humanos (Juérez et al., 2015).

El extracto Porophyllum obscurum podria funcionar como alternativa para el
tratamiento de la candidiasis orofaringea. Los compuestos que tiene 2,2":52”
tertiofeno, 5-(3-buten-1-inil) -2,2'-bitiofeno, 5- (4-acetoxi-1-butenil) -2,2'- bitiofeno y
5- (4-hidroxi-1-butenil) -2,2'- bitiofeno en sus diferentes etapas fenoldgicas; la etapa
de floracién posee la mayor cantidad de tiofenos que fueron los responsables de la

actividad antifangica fotosensible (Postigo et al., 2017).

El aceite esencial de las partes aéreas de Porophyllum linaria tiene efecto
insecticida y repelente sobre el gorgojo del maiz. Dentro sus compuestos tienen -
mirceno (41.94%), D-limoneno (20.29%) y estragol (20.03%). Tiene una toxicidad a
una dosis de 800 ppm (Hernandez et al., 2019).

Otro trabajo con el aceite esencial de Porophyllum ruderale, muestra que en sus
componentes presenta monoterpenos (94.69%), hidrocarburos aromaticos (4.39%)
y sequiterpenos (0.27%), B-mirceno (35.52%), y-terpineno (26.37%), B-pineno
(21.65%), limoneno (9.26% y 1-undeceno (4.39%). Ademas, a una concentracion
de 3.75 mg/ml inhibe el crecimiento de las especies bacterianas Klebsiella
pneumoniae, Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Candida albicans, Candida tropicalis y Candida glabrata (Kouassi et
al., 2020).

El extracto de Tamarindus indica L. funciona como agente reductor y estabilizante
para la sintesis de nanoparticulas de oro, utilizando como agente reductor HAuCla.
El proceso para la sintesis en este caso fue de una hora a temperatura ambiente, lo
cual mostré nanoparticulas de oro con una longitud de onda de 576nm y un tamafio
de 52 +- 5 nm (Correa et al., 2016)
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Justificacion

El uso de las nanoparticulas es de gran interés para el ambito de la medicina debido
a que su escala nano permite transportar eficientemente compuestos a través de
membranas biolégicas hasta el sitio de accion. Al emplear plantas como apoyo en
la accion de medicamentos se ha comprobado que es Util para el tratamiento de
diferentes patologias. Varios estudios revelan que el uso de extractos de plantas
para la produccion de nanoparticulas es muy eficiente; sin embargo, no se han
hecho estudios sobre la sintesis de nanoparticulas a partir del extracto de las
especies P. ruderale (Jacq.) Cass y P. linaria (Cav.) DC.

P. ruderale (Jacq.) Cass y P. linaria (Cav.) DC., son especies que tienen un alto
potencial debido a sus propiedades medicinales como cicatrizantes, sedantes y
antiparasitarios. Sin embargo, hay pocos estudios reportados de la actividad
antimicrobiana de P. ruderale (Jacq.) Cass y no se han reportado para la especie
de P. linaria (Cav.) DC., por lo que es conveniente investigar mas a fondo en cuanto
a dicha actividad antimicrobiana. Por lo anterior en el presente trabajo se evalla la
actividad antimicrobiana de estas dos especies vegetales, y la sintesis de
nanoparticulas a partir de sus extractos, ya que estas dos plantas tienen alto
potencial antimicrobiano ademas de que este proyecto puede dar paso a futuras

investigaciones.

Pregunta de investigacion

¢,Como influyen los extractos acuosos de hojas frescas y secas de P. ruderale
(Jacqg.) Cass y P. linaria (Cav.) DC en la inhibicién del crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae, asi como nanoparticulas de oro sintetizadas con estos extractos?

Hipotesis
Los extractos acuosos de hojas frescas y secas de P. ruderale (Jacq.) Cass y P.

linaria (Cav.) DC permiten la sintesis de nanoparticulas de oro que inhiben el
crecimiento de bacterias de S. aureus, E. faecalis, E. coli y K. pneumoniae.
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Objetivo general

Evaluar el efecto en la inhibiciobn del crecimiento de Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae utilizando los

extractos de hojas frescas y secas de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass,

Porophyllum linaria (Cav.) DC., asi como de nanoparticulas de oro sintetizadas con

estos extractos.

Objetivos particulares

1.

Obtener extractos acuosos a partir de las hojas de P. ruderale (Jacg.) Cass
y P. linaria. (Cav.) DC.

Identificar algunos de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
de hojas de P. ruderale (Jacq.) Cass y P. linaria (Cav.) DC., mediante
pruebas fitoquimicas.

Evaluar la inhibicién del crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae en
presencia de los extractos acuosos.

Sintetizar nanoparticulas de oro utilizando los extractos acuosos de las hojas
de P. ruderale (Jacq.) Cass y P. linaria (Cav.) DC., como reductores
quimicos.

Evaluar el crecimiento de los microorganismos en presencia de las
nanoparticulas de oro sintetizadas con los extractos acuosos de P. ruderale
(Jacq.) Cass y P. linaria (Cav.) DC.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos de P. ruderale (Jacq.) Cass
y P. linaria (Cav.) DC.

Evaluar la actividad antioxidante de las nanoparticulas de P. ruderale (Jacq.)

Cass y P. linaria (Cav.) DC.
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Material y métodos

6.1 Recoleccion del material vegetal
El material vegetal fue proveniente de Izdcar de Matamoros. Se utilizaron las hojas
de las especies P. ruderale y P.linaria y se seleccionaron en base a su aspecto fisico

como su color, consistencia, frescura y que no presentaran lesiones o dafio visual.

6.2 Extraccion de los compuestos

6.2.1 Extraccion con hojas frescas

Se pesaron 50g de hojas de cada una de las especies vegetales P. ruderale y P.
linaria, se desinfectaron bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo
laminar Lumistell LT-90. Se lavaron con agua corriente y después con agua
destilada para eliminar cualquier agente contaminante, se dejaron reposando en
una solucién de hipoclorito de sodio al 2% durante 15 minutos, transcurrido ese
tiempo de retird la solucién lavando nuevamente con agua destilada estéril y se dejo

escurrir durante 20 minutos.

Se prepar6 una solucion hidroalcohdlica 1:1 (etanol 96%: agua destilada estéril).
Una vez desinfectadas las hojas se colocaron en un mortero estéril con 10 ml de la
solucion hidroalcohdlica, se fue macerando hasta la incorporacion del material
vegetal con la solucion. Se filtr6 el extracto con papel Whatman (25um), se colocé
en un frasco &mbar y se dej6 reposar por 3 dias a 4°C. Posteriormente el extracto
se destil6 en un rotavapor DLAB RE-100-PRO a 50°C en bafio maria a 100rpm por
2 horas, hasta la separacién del disolvente etanélico del extracto. Ya destilado se
esterilizé por filtracion de membrana (0.22 pm). Finalmente, el extracto final de

conservo en frasco ambar a 4°C hasta su utilizacion (Figura 8).
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Figura 8. Obtencion de compuestos. A) Porophyllum ruderale (Jacqg.) Cass B) Porophyllum linaria
(Cav.) DC. C) Macerado con la solucién hidroalcohélica D) Extracto sin destilar E) Destilado con
rotavapor F) Membrana de 0.22um G) Esterilizacién por filtracién H) Extracto final

6.2.2 Extraccion con hojas secas

El procedimiento de desinfeccion se realizé para el extracto con hojas secas de
acuerdo con el procedimiento antes ya mencionado. Posteriormente, las hojas
fueron secadas en un gabinete de secado GENLAB IWC425 a 50°C durante 3 dias.
Transcurrido ese tiempo, cada una de las plantas se pesaron para obtener el peso
seco. El tejido vegetal de cada una de las plantas se coloc6 en un mortero estéril y
fue macerado. Una vez pulverizadas se vertieron en el frasco que contenia la
solucién hidroalcohdlica, se homogeneizé y se dejé reposar por 3 dias a 4°C.
Posteriormente se destilé en rotavapor y se procesdé como en el caso anterior,

finalmente se conservé en frasco ambar a 4°C hasta su utilizacion.

6.3 Identificacion de los componentes quimicos

Pruebas fitoquimicas

El analisis de los componentes quimico se realizé por triplicado mediante pruebas
cualitativas y colorimétricas para determinar la presencia de metabolitos
secundarios.

Para cada una de las pruebas se utilizaron plantas frescas, que se maceraron en

un mortero hasta obtener una consistencia pastosa.
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Prueba de alcaloides

En un tubo de ensaye se coloc6 1g del macerado de la planta, se adicioné etanol al
96% hasta cubrir el macerado, se agito, se llenaron 4 pocillos y un control solo con
etanol al 96%. En tres pocillos se pusieron 4 gotas del reactivo de Dragendorff.
Interpretacion: Se considera como resultado positivo si hay cambio de coloracion

tanto en el sobrenadante como en el sedimento (Bafiuelos et al., 2016).

Prueba para saponinas

En un tubo de ensaye se colocé 1 g del macerado, se adicion6 agua destilada a una
temperatura de 70°C, se agit6 vigorosamente durante 1min con la mano.
Interpretacion: Si se forma espuma y se mantiene entonces es prueba positiva a

saponinas (Verde et al., 2016).

Prueba de esteroides y terpenos

En un tubo de ensaye se coloco 1g del macerado, se le adicion6 cloroformo hasta
cubrir el macerado y luego se agregdé 1ml de la solucién de Liebermann.
Interpretacion: Si se intensifica la coloracion, la prueba es positiva (Verde et al.,
2016).

Prueba de Salkowski para esteroides y terpenos
En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se adiciond cloroformo hasta
cubrir la muestra, se agregé 1ml de acido sulfarico concentrado.

Interpretacion: ElI cambio de coloracién es una prueba positiva (Yadav et al., 2011).

Prueba de fenoles

En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se le agreg6 etanol al 96% hasta
cubrir la muestra, se agité se llenaron 4 pocillos y un control. En tres pocillos se
adicionaron 2 gotas de cloruro férrico 5% (FeCls).

Interpretacion: Si se observa un color azul indica que hay presencia de fenoles o
taninos pirogalicos y si el color es verde hay fenoles o taninos de tipo catecol (Verde
et al., 2016).
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Prueba de flavonoides

En un tubo de ensaye se coloc6 1g del macerado, se agrego de etanol al 96% hasta
cubrir la muestra. Se le adicion0, una viruta de magnesio para oxidar y 3 gotas de
acido clorhidrico.

Interpretacion: Si la muestra vira hacia el color rojo, el resultado es positivo (Verde
et al., 2016).

Prueba de cumarinas

En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se agregd hidréxido de sodio
hasta cubrir la muestra, después se le agregaron 3 gotas de &cido clorhidrico
concentrado. Se espero un cambio de coloracion.

Interpretacion: Si hay una coloracion amarilla indica que el resultado es positivo a

cumarinas (Verde et al., 2016).

Prueba de antocianinas

A tres tubos de ensaye se les coloc6 1g de la muestra a cada uno, a los tres se les
agrego etanol al 96% hasta cubrir la muestra, al segundo tubo se le agregaron 4
gotas de acido clorhidrico concentrado y al tercer tubo se le agregaron 10 gotas de
hidréxido de sodio al 10%.

Interpretacion: La coloracién amarilla intensa indica que es positivo a antocianinas
(Bafiuelos et al., 2016).

Prueba de carbonilo

En un tubo de ensaye se coloc6 1g del macerado, se agregaron 2ml de
fenilhidrazina/etanol se incub6 a bafio maria a 70°C durante 15 min y después 30
min en refrigeracion.

Interpretacion: Si se observa el cambio de coloracién de leve a intenso indica

positivo a carbonilo (Verde et al., 2016).
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Insaturaciones

En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se adiciono etanol al 96% hasta
cubrirlo, se agité y se llenaron 4 pocillos y un control. En tres pocillos se adicion6
una gota de permanganato de potasio (K2MNOa4) al 2%.

Interpretacion: Si vira a color rojo o violeta se considera una muestra positiva (Verde
et al., 2016).

Sesquiterpenlactonas

En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se le adicioné etanol al 96% hasta
cubrir la muestra y se agregé el reactivo de Baljet, se esperé durante 15 min.
Interpretacion: Si hay cambio de coloracion a rojo el resultado es positivo (Bafiuelos
et al., 2016).

Prueba de azlcares reductores

En un tubo de ensaye se coloc6 1g del macerado, se agregaron 4 gotas del reactivo
de Molish (alfa-naftol al 1% en etanol) y 1ml de acido sulfhidrico.

Interpretacion: Si se observa transparente la prueba es negativa y si no lo es, se

considera prueba positiva (Garza et al., 2010).

Prueba de lactonas
En un tubo de ensaye se colocé 1g del macerado, se adicioné etanol al 96% hasta
cubrir la muestra, se agreg6 hidroxido de potasio y 3 gotas de acido clorhidrico.
Interpretacion: Si se pierde el color es positivo y si se queda amarillo es negativo
(Verde et al., 2016).

6.4 Evaluacién de actividad antimicrobiana
Las especies bacterianas utilizadas en este trabajo fueron amablemente donadas
por el Hospital del Nifio Poblano. Las especies utilizadas fueron Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
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Se corrobor6 la morfologia colonial en medios selectivos, se realizd la tincion de
Gram y se hicieron pruebas bioquimicas indicadas para cada especie. Estas
pruebas fueron oxidasa, catalasa, Citrato de Simmons, Movilidad indol ornitina

(MIO), Agar hierro triple Azucar (TSI), Urea y Agar hierro lisina (LIA).

6.4.1 Conteo por goteo en placa (UFC/ml)

Se realiz6 la técnica de conteo por goteo en placa de las especies bacterianas
analizadas con la finalidad de inocular la dosis adecuada para las pruebas de
inhibicion del crecimiento. Se sembraron 10uL de cada especie (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) en tubos
que contenian 3ml de medio Luria Bertani (LB), se incubaron 37°C (Model 10-140
Incubator) durante 24 horas (pre-inéculo). Posteriormente en tubos eppendorff se
colocaron de manera seriada 900 pL de agua destilada estéril, al primer tubo y se
le agregaron 100 pL del pre-indculo previamente agitado, para tener una dilucion de
1x10%, se continuaron las diluciones seriadas hasta obtener una dilucién 1x108.
Después en placas de medio LB divididas en 8 secciones, se sembraron 2uL de
cada dilucion y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Al siguiente dia se registraron
las UFC’s de las diluciones que permitieron el conteo (segun la férmula indicada
abajo. Cada prueba se hizo por triplicado (Figura. 9).

UFC/ml= (#promedio de colonias contadas) (1/dilucién) (1/Vol. Sembrado en
litros)

Férmula tomada de Corral et al., 2012

i
B
100uL  100pL 100puL 100l 100pL 100uL  100pL 100pL
C ~— N\ ; N
8 y

~. | /,]/ \ [ /T >

Figura 9. Conteo de UFC/ml. A) Pre-in6culo B) Diluciones C) Placas sembradas
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6.4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y Porophyllum linaria (Cav.) DC.

Para evaluar la actividad antimicrobiana en medio liquido, se prepararon tubos con
3 ml de caldo LB, a cada uno de estos se le agregaron 3 ml del extracto de hojas
frescas o secas de P. ruderale o P. linaria y se inocularon con 3 pL de la especie
bacteriana correspondiente a una concentraciéon de 1x108 UFC/ml, esto se hizo por
triplicado; el tubo control contenia el extracto y medio LB. Los cultivos se incubaron
a 37°C durante 24hr y se midieron las absorbancias en un espectrofotometro
(Thermo Scientific GENESYS 20) a 625 nandmetros (nm). Se utiliz6 medio LB como

blanco y como control del crecimiento (Figura. 10)

-
Control de ||Control LB + Inhibicién
Extracto Bacteria Medio LB +
Medio LB + Extracto al 50% +
Extracto Bacteria
Réplicas 3x

Figura 10. Evaluacion antimicrobiana con extracto de hojas frescas o secas de P. ruderale y P.
linaria

6.5 Sintesis de nanoparticulas

Técnica l

Para realizar la sintesis de nanoparticulas los extractos fueron liofilizados
(liofilizadora LABCONCO, FREEZONE DRY SYSTEMS) colocandolos en tubos

falcon estériles, con 25 mL de cada extracto previamente congelado a -4°C durante
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8 horas y a -80°C por 3 dias, posteriormente se cubrieron los tubos con papel
parafilm y se realizaron pequefias aberturas, al comenzar el proceso de liofilizacion
se esperd a que la maquina llegara a -52°C, se encendié el motor de vacio (se
espero a que el vacio llegara a un rango de -0.016 a -0.022 libras), se dejaron las
muestras durante 7 dias y por ultimo se retiraron y almacenaron los extractos
liofilizados a -4°C.

Se realiz6 la sintesis verde de nanoparticulas de oro utilizando el método de
reduccion quimica o método de Turkevich, que consistid en la reduccion de iones
de la sal metalica de acido tetracloroaurico (HAuCls4) en atomos con valencia cero,
mediante el uso de un agente reductor, es decir, el extracto de P. ruderale o P.
linaria, a través de una reaccion en agua en presencia de calor. El procedimiento
consistio en hacer una solucion de un 1 ml de acido tetracloroaurico (HAuCls) al 4
% en agua desionizada (20 pL de HAuCls en 980 pL de H20 desionizada), en un
vaso de precipitado se colocaron 200ml de agua desionizada, de afiadié 0.01g de
extracto liofilizado de P. ruderale o P. linaria (segun sea la sintesis), se agit6 por 10
minutos, posteriormente se filtré con papel filtro Whatman (25 um) se llevo a
ebullicion a 95°C y la solucidon se sometidé a agitacion constante. Se vigilé que la
temperatura de la solucién no cambiara y una vez que la muestra empezo a ebullir,
se le adiciond 1 ml de la solucién de oro previamente preparada. La solucién se dejo
ebullir durante 40 minutos. En este tiempo se observaron los cambios de color en la
solucion desde incolora hasta llegar a una coloracion violeta, esto indica que la
solucion coloidal de nanoparticulas de oro ha finalizado, se obtuvo un volumen final
cercano a 150 ml. Después de que la solucion se enfrio, se realiz6 la medicidén por

espectroscopia UV-Vis en un rango de 325 a 1100 nm (Bonilla et al., 2021).

Técnica 2

Para este método, se utilizé el mismo agente reductor P. ruderale y P. linaria, el
precursor se uso al 4% (40 pl de HAuCIl4 en 960 ul de agua desionizada estéril), se
colocaron 200 ml de agua desionizada estéril en un vaso precipitado, se afiadio 500
pl del agente precursor, se llevo a punto de ebullicion. Para encontrar los mejores

resultados se sometié a diferentes condiciones de temperatura y peso: 0.01g a

34

——
| —



95°C, 0.01g a 80°C, 0.1g a 93°C, 0.1g a 80°C, 0.005g a 95°C y 0.1g a 95°C con
hoja seca. En lo que llegaba a temperatura adecuada se peso 0.1gr del extracto
liofiizado de cada una de las especies vegetales, se disolvi6 en 10ml de agua
desionizada. Una vez disuelto se afiadieron 3ml del agente reductor ya sea P.
ruederale o P. linaria, se empezd a contar un tiempo de 30 min, al igual que el
método anterior mientras trascurria el tiempo de la sintesis hubo cambios de
coloracion, llegando hasta un color violeta, el volumen final fue de aproximadamente
150ml.

6.5.1 Caracterizacién por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

El analisis por FTIR da la composicion quimica de las nanoparticulas, para
identificar algunos de los grupos funcionales conjugados de la hanoparticula a partir
de una pequefia cantidad de muestra. Para la caracterizacién de las muestras por
FTIR se utilizdé un espectrometro de la marca Bruker Optics, modelo Vertex 70 con
un sistema de reflexién total atenuada (ATR). Se leyeron las muestras por separado
de cada extracto de P. ruderale y P. linaria al igual de las nanoparticulas sintetizadas
con estos extractos, se colocaron 2 pl sobre el cristal ATR y se esper6 a que se
seque, se prosiguio a leer la densidad 6ptica (DO) en el espectrofotometro y los

resultados se analizaron con el programa Origin (Pro) version 6.

6.5.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de oro
recubiertas con extracto de hojas de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y
Porophyllum linaria (Cav.) DC.

Para evaluar la actividad antimicrobiana en medio liquido, se prepararon tubos con
3 ml de caldo LB, a cada uno de estos se le agregaron 3 ml de nanoparticulas de
oro recubiertas con extracto de hojas frescas de P. ruderale y P. linaria y se
inocularon con 3 UL de la especie bacteriana correspondiente a una concentracion
de 1x108 UFC/ml, esto se hizo por triplicado. El tubo control contenia el extracto y
medio LB, se incubaron a 37°C y se leyeron las absorbancias en un
espectrofotometro (Thermo Scientific GENESYS 20) a 625 nanémetros (nm) a las

24 hr. Se utilizé6 medio LB como blanco y como control del crecimiento.
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6.6 Evaluacion de la actividad antioxidante

6.6.1 DPPH técnica 1
Preparacion del radical DPPH (1)

Para evaluar la actividad antioxidante se realizé6 mediante la técnica de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) el cual es un radical libre que es neutralizado por el agente
antioxidante, en este caso los extractos de P. ruderale y P. linaria transfieren un
hidrogeno, lo que resulta en un cambio a coloracion amarilla (Mercado et al., 2013).
Para medir la curva del DPPH se pesé 3.93mg de DPPH y se disolvié en metanol al
80%, quedando con una concentracion de 0.1mM. Del stock se hicieron diluciones
con metanol 80% (Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de DPPH

Concentracion Stock DPPH Metanol 80%
omM oul 1500ul
0.01mM 150l 1350yl
0.02mM 3004l 1200yl
0.04mM 600pl 900l
0.06mM 900l 600l
0.08mM 1200pl 300ul

0.1mM 1500pl oul

Se incub6 30min en oscuridad y ley6é en un espectrofotémetro, su pico maximo de

absorcion es a 517nm, se us6 metanol 80% como blanco.
Curva patrén de acido ascorbico (A.A)

Se pesaron 0.005 gr de acido ascorbico y se disolvieron en 50ml de metanol 80%,
se diluyé hasta obtener una concentracion final de 500ug/ml. De esta ultima solucion

se hacen 6 diluciones diferentes (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentraciones de acido ascorbico

Acido ascérbico 500ug/ml

Dilucion (A.A.+ Metanol 80%) Concentracion A.A.

500pl + Opl de metanol 80% 500pg/mi
400p! + 100pl de metanol 80% 400pg/ml
300ul + 200ul de metanol 80% 300ug/ml
200ul + 300ul de metanol 80% 200ug/ml
100pul + 400l de metanol 80% 100pg/ml
100p! + 900ul de metanol 80% 50ug/mi

Determinacion del porcentaje de inhibiciéon de DPPH

Se peso el radical DPPH 0.01 gramo, se disolvié en 100ml de metanol al 80% y se
sonico durante 5 minutos (DPPH 2)

Se hicieron diluciones del extracto en metanol al 80%, mostrados en la tabla 6

Tabla 6. Concentraciones del extracto para su reduccién con DPPH

Extracto
Dilucién (Extracto + Metanol 80%) %

500pul + Oul de metanol 80% 100%
400ul + 100pl de metanol 80% 80%
300ul + 200ul de metanol 80% 60%
200pl + 300ul de metanol 80% 40%
100pl + 400ul de metanol 80% 20%
100p! + 900l de metanol 80% 10%

Por cada muestra se tomaron 10ul de cada dilucion y se afiadieron 490ul de DPPH
(2). Una vez afnadido este radical se dejo reposar a temperatura ambiente durante
30 min. Transcurrido el tiempo se midié la densidad Optica de los tubos en el

espectrofotometro de UV-visible. Se utilizé como blanco solucion de metanol al 80%.
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Los datos se analizaron mediante la siguiente formula:

%lInhibicion= 100*(Absorbancia DPPH- Absorbancia Extracto) / Absorbancia DPPH
Foérmula tomada de Morales et al., 2020

Ademas, se calculé la IC50, la cual se define como la concentracion del extracto
que tiene el 50% de actividad antioxidante. Los resultados se expresaron como

Hg/ml de acido ascorbico.

DPPH ELISA técnica 2
e Preparacion solucion DPPH

Se disolvieron 5.9mg de DPPH en un matraz aforado de 100ml con metanol 80%.
e Evaluacion antioxidante

Se colocaron 25l del extracto (extracto de P. ruderale y P. linaria) y 200ul del
reactivo DPPH. Se incub6 durante 40 min en oscuridad y se leyé a 517nm en un
lector de ELISA (CCURIS™ instruments smartreader™ 96-T) (Ortiz et al., 2023).

6.6.2 Contenido fendlico total

Esta prueba evalla el contenido fendlico, es decir los compuestos fendlicos que se
encuentran en las especies vegetales en las diferentes partes de sus 6rganos y que
funcionan como agentes protectores contra patdégenos, depredadores, radiacion
ultravioleta pero principalmente como antioxidante porque tiene la habilidad de
quelar metales y capta radicales libres. El reactivo de Folin Cicolteu reconoce a los
compuestos fendlicos reduciéndose, provocando un cambio de coloracion de
amarillo a azul (Garcia et al., 2015). Para evaluar el contenido fendlico total, se
colocaron 150yl de la muestra (extracto de P. ruderale y P. linaria), 2250ul de agua
destilada y 150pl del reactivo Folin-Ciocalteu. Se homogeneizé, después de 8 min,
se le adicionaron 450ul de carbonato de sodio 20% y se incub6 en oscuridad por 2
horas. Al final se leyé en un espectrofotometro (VELAB) a 760nm. Para el control

se utilizé acido galico (Ortiz et al., 2023).
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6.6.3 Contenido de flavonoides totales

Los flavonoides son metabolitos secundarios que participan en la proteccion de las
especies vegetales, y que ademas tienes diferentes actividades, como
antiinflamatoria, anticancerigena, antimicrobiana y principalmente antioxidante
(Jorda, 2015). Para evaluar el contenido total de flavonoides totales, en un tubo de
ensaye se afladieron 4ml de agua destilada, 1ml de muestra (extracto de P. ruderale
y P. linaria), 300l de nitrito de sodio 1M, después de 5 min de afiadieron 300ul de
tricloruro de aluminio, se agitd, posteriormente a los 5 min se adicionaron 2ml de
hidroxido de sodio 1M, la solucion se afor6 a 10ml con agua destilada, se reposoé
durante 40 min en oscuridad y se midié la densidad 6ptica en un espectrofotometro
(VELAB) a 510nm. Como control positivo se utilizé quercetina a 0.1mg/ml (Ortiz et
al., 2023).

6.6.4 FRAP (poder antioxidante reductor del ion férrico)

El ensayo FRAP se basa en la capacidad de los antioxidantes para reducir el ion
férrico (Fe?®*) al estado ferroso (Fe?*). El ion forma un compuesto cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TPTZ). La prueba se basa en la capacidad reductora por
transferencia de electrones. El compuesto Fe?*-TPTZ da una coloracién azul intensa
que tiene una absorcién maxima de 593nm (Mercado et al., 2013, Benitez et al.,
2020).

e Preparacion del reactivo

Se pes6 31.3mg del reactivo TPTZ se disolvié con HCI 40mM y se aforé a 10ml.
Posteriormente se afiadié FeClz y 100ml del buffer de acetato, se incubé a 37°C con

agitacion por 5min.

Se colocaron 200ul de la muestra (extracto de P. ruderale y P. linaria), se afiadieron
1800ul del reactivo incubado, se incub6 durante 40min y se midié la DO en un

espectrofotometro (VELAB) a 593mn. El control positivo fue quercetina 0.6mg/ml
(Ortiz et al., 2023).
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7. Estadistica

Con el propésito de encontrar el tratamiento mas eficiente se realiz6 la comparacion
del crecimiento bacteriano entre especies en hoja fresca y seca mediante ANOVA
de una via. Posteriormente, el mejor tratamiento se comparo utilizando una ANOVA
de tres vias que incluy6: como primer factor la especie de Porophyllum (P. ruderale
y P. linaria), como segundo factor los tratamientos realizados (control,
nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto liquido) y como tercer factor las
especies bacterianas utilizadas (S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli). La
comparacion de las diferentes condiciones en el ensayo de nanoparticulas fue
realizada mediante el ANOVA de una via. El valor de confianza fue del 95%. Se
analizaron la normalidad y homocedasticidad de los datos. En los casos en que no
hubo normalidad u homocedasticidad, los datos fueron transformados aplicando la
transformacién Box-Cox calculada por el programa JMP. Asimismo, la comparacion
por grupos fue realizada mediante la prueba de Tukey-Kramer. El software utilizado
para los analisis estadisticos fue JMP 8.0 y JMP 10 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

8. Resultados

8.1 Obtencion de los extractos
Se obtuvieron 2 extractos acuosos, uno de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y otro
de Prophyllum linaria (Cav.) DC. El pH de ambos fue de 6, es decir, tienden a ser

acidos.

8.2 Pruebas fitoquimicas

Los metabolitos secundarios que presentaron P. ruderale y P. linaria estan listados
en la tabla 7. Porophyllum ruderale y P. linaria presentaron todos los metabolitos
analizados, excepto cumarinas. Porophyllum linaria presentd mayores
concentraciones de alcaloides, fenoles e insaturaciones. Porohyllum rudarale

presentd mayor cantidad de flavonoides en contraste con P. linaria (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados de las pruebas fitoquimicas en P. ruderale y P. linaria.

Prueba Porophyllum ruderale | Porophyllum linaria
(Jacq.) Cass (Cav.) DC.

Alcaloides (Dragendorff) + ++

Fenoles + ++
Insaturaciones + ++
Sesquiterpenlactonas + +

(Baljiet)

Esteroides y terpenos + +

(Liebermann- Burchard)

Esteroides y terpenos ++ ++
(Salkowski)

Flavonoides ++ +
Lactonas ++ ++
Cumarinas - -
Saponinas ++ ++
Antocianinas ++ ++
Azucares reductores + +
Grupo carbonilo + +

Interpretacion: (-) Negativo o sin presencia, (+) Positivo, (++) Doble positivo, se
caracteriza por amplia presencia de precipitado o cambio de coloracion. *Fotos en

Anexos.

8.3 Actividad Antimicrobiana

8.3.1 Conteo de UFC/ml

Después de transcurridas 24 horas de incubacion, se procedio a

contar el niumero de colonias que habia en cada una de las placas

aplicando la formula antes mencionada. El nimero de UFC/ml resulté Esoherctia coll
en 2x10%° (Figura 11). Figuran 11. Conteo de UFC/ ml de
E. coli
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8.3.2 Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas para confirmar la especie de bacteria con la que

se estaba trabajando. Los resultados corroboran la identidad de las especies

bacterianas estudiadas.

Tabla 8. Resultados de las pruebas bioquimicas para cada una de las especies bacterianas

analizadas.

Prueba Staphylococcus | Enterococcus | Escherichia Klebsiella
aureus faecalis coli pneumoniae

UREA Positiva Negativa Negativa Positiva

MIO Negativo Negativo Movil Negativa

Indol positivo
Ornitina positiva

Citrato Positivo Negativo Negativo Positivo

LIA Decarboxilacion Decarboxilacion | Decarboxilacion | Decarboxilacion
de la lisina + de la lisina - de la lisina+ de la lisina +

TSI A/A A/A A/A A/A
Color amarillo Color amarillo Color amarillo Color amarillo
El El El El
microorganismo | microrganismo | microrganismo | microorganismo
fermenta glucosa, | fermenta fermenta fermenta glucosa,
lactosa y glucosa. glucosa, lactosa | lactosa y/o
sacarosa Lactosa y y sacarosa sacarosa

sacarosa

Nitrato Positivo Negativo Positivo Positivo

O/F Positivo Positivo Positivo Positivo

Catalasa | Positiva Negativa Positiva Positiva

Oxidasa | Negativa Negativa Negativa Negativa

* Fotos en los anexos.
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8.3.3 Andlisis de crecimiento bacteriano en presencia de los extractos de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass y Porophyllum linaria (Cav.) DC.

El crecimiento bacteriano, se analiz6 mediante absorbancia en medio liquido. Los

extractos acuosos de P. ruderale y P. linaria se utilizaron para analizar la inhibicion

en el crecimiento de las 4 especies bacterianas a las 24 horas de incubacion.

La inhibicion del crecimiento bacteriano por accion de los extractos fue comprobada

en tanto en P. ruderale como en P. linaria.

En total fueron 15 tratamientos que se aplicaron para medir la actividad

antimicrobiana de los extractos en forma de extracto y nanoparticula.

Tabla 9. Listado de tratamientos utilizados.

Nimero de

tratamiento

Tratamiento

Extracto liquido

1 Extracto liquido de hoja fresca

2 Extracto liquido de hoja seca

3 Extracto liquido de hoja fresca de P. ruderale y P. linaria juntos
Extracto liofiizado

4 Extracto liofilizado 0.01g 95°C Hoja fresca

5 Extracto liofilizado 0.01g 80°C Hoja fresca

6 Extracto liofilizado 0.1g 93°C Hoja fresca

7 Extracto liofilizado 0.1g 80°C Hoja fresca

8 Extracto liofilizado 0.1g 95°C Hoja seca

Nanoparticulas

9 0.1g 95°C AuNPs Hoja fresca

10 0.01g 95°C AuNPs Hoja fresca

11 0.01g 80°C AuNPs Hoja fresca

12 0.1g 93°C AuNPs Hoja fresca

13 0.1g 80°C AuNPs Hoja fresca

14 0.005g 95°C AuNPs Hoja fresca

15 0.1g 95°C AuNPs Hoja secas
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Andlisis del extracto liquido de P. ruderale en el crecimiento bacteriano

El andlisis del efecto sobre el crecimiento bacteriano de diferentes extractos liquidos
elaborados con hoja fresca y seca de P. ruderale, asi como la combinacion de
extractos de ambas especies, muestra que la condicion que mejor inhibe el
desarrollo de la bacteria es el extracto liquido elaborado a partir de hoja fresca de
P. ruderale (F (.05, 2, 33y = 9.3351, P= 0.0006) (Grafica 1, Tabla 10). El analisis

estadistico fue realizado mediante ANOVA de una via.

Extracto liquido de Porophyllum ruderale

0-14 Los datos
0.12 A presentaron una
distribucion
g 0.1 normal por lo que
_‘E 0.08 B B no se tuvieron
S 0.06 { { gue transformar
O
< 0.04
0.02
0

Extracto Pr-PI Hoja seca Hoja fresca
Tipo de extracto

Porophyllum ruderale

Gréfica 1. Comparacioén del crecimiento bacteriano en presencia de extracto liquido de P. ruderale
y los extractos juntos de P. ruderale y P. linaria, en hoja fresca y hoja seca. Letras diferentes

muestran las diferencias significativas.

*La combinacién de extractos de P. ruderale con P. linaria fue elaborado a partir de

hoja fresca para ambas especies.

Tabla 10. Andlisis de varianza de una via extracto liquido P. ruderale

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados
Modelo 2 0.01870022 0.009350 9.3351
Error 33 0.03305300 0.001002 Prob > F
C. Total 35 0.05175322 0.0006*
( )|
L+ )




Analisis del extracto liquido de P. linaria en el crecimiento bacteriano

El andlisis del efecto sobre el crecimiento bacteriano de diferentes extractos liquidos
elaborados con hoja fresca y seca de P. linaria, asi como la combinacion de
extractos de ambas especies, muestra que la condicion que mejor inhibe es el
extracto liquido elaborado a partir de hoja seca de P. linaria (F (0.05, 2, 33) =4.4254, P=
0.0198) (Gréfica 2, Tabla 11). El andlisis estadistico fue realizado mediante ANOVA

de una via.

Extracto liquido de Porophyllum linaria

0.14
A Los datos
0.12 B presentaron una
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© normal por lo que
_CE 0.08 B no se tuvieron
5 0.06 I que transformar
w
£ 0.04
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0
Extracto Pr-PI Hoja fresca Hoja seca

Tipo de extracto

Porophyillum linaria

Grafica 2. Comparacion del crecimiento bacteriano en presencia de extracto liquido de P. linaria en
hoja fresca y hoja seca y extractos juntos de P. linaria y P. ruderale. Letras diferentes muestran las

diferencias significativas.

*La combinacidn de extractos de P. ruderale con P. linaria fue elaborado a partir de hoja fresca

para ambas especies.

Tabla 11. Andlisis de varianza de una via extracto liquido P. ruderale

Fuente Grados de | Suma de | Media de los | RazonF
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 2 0.01224217 0.006121 4.4254

Error 33 0.04564458 0.001383 Prob > F

C. Total 35 0.05788675 0.0198*
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Andlisis del extracto liofilizado de P. ruderale en el crecimiento bacteriano

El andlisis del efecto sobre el crecimiento bacteriano de diferentes extractos

liofilizados elaborados bajo distintas condiciones de peso y temperatura muestra

gue la condicién que mejor inhibe es extracto liofilizado a partir de hoja seca con un
peso de 0.1g a 95°C (F (0.05, 4, 55) = 8.5099 P= <0.0001) (Grafica 3, Tabla 12). El

andlisis estadistico fue realizado mediante ANOVA de una via.
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Grafica 3. Comparacién del crecimiento bacteriano en presencia de extracto liofilizado de P. ruderale

elaborado bajo distintas condiciones de peso y temperatura. Letras diferentes muestran las

diferencias significativas.

*Los tratamientos 0.1g a 95°C, 0.01g a 80°C, 0.1g a 80°C y 0.1g a 93°C, fueron
realizados en hojas frescas y el tratamiento realizado con 0.1g a 95°C fue en hojas

Secas.

Tabla 12. Analisis de varianza de una via extracto liofilizado P. ruderale

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 4 0.37888170 0.094720 8.5099

Error 55 0.61218694 0.011131 Prob > F

C. Total 59 0.99106864 <.0001*
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Andlisis del extracto liofilizado elaborado a partir de distintas condiciones en

P. linaria sobre el crecimiento bacteriano

El andlisis del efecto sobre el crecimiento bacteriano de diferentes extractos
liofilizados elaborados bajo distintas condiciones de peso y temperatura muestra
que las condiciones de 0.01g a 95°C, 0.1g a 93°C, 0.1g a 80°C no muestran
diferencias significativas entre los tres tratamientos, sin embargo, la condicién 0.01g
a 80°C a partir de hoja fresca muestra una disminucion en el crecimiento bacteriano
observado de manera indirecta a través de la absorbancia. Asimismo, la disminucion
en el incremento bacteriano fue mas notable en el tratamiento 0.1g a 95°C
elaborado a partir de hoja seca (F (0.05, 4, 55) = 9.7245 P= <0.0001) (Grafica 4, Tabla
13). El andlisis estadistico fue realizado mediante ANOVA de una via.

Extracto liofilizado de Porophyllum linaria
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Grafica 4. Comparacion del crecimiento bacteriano en presencia de extracto liofilizado de P. linaria.

Letras diferentes muestran las diferencias significativas.

Tabla 13. Analisis de varianza de una via extracto liofilizado P. linaria

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 4 0.6991239 0.174781 9.7245

Error 55 0.9885327 0.017973 Prob > F
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C. Total 59 1.6876566 <.0001*

Estandarizacién de las condiciones para la elaboracién de las nanoparticulas
en P. ruderale

Con la finalidad de encontrar la mejor condicién para la elaboracion de las
nanoparticulas con el extracto de P. ruderale se hizo un analisis comparativo entre
7 distintas condiciones, de las cuales 6 condiciones fueron elaboradas a partir de
extracto liofilizado de hoja fresca: 0.1g a 80°C, 0.01g a 80°C, 0.01g a 95°C, 0.1g a
95°C, 0.005g a 95°C, 0.1g a 93°C; a diferencia de la condicion 0.1g a 95°C que fue
elaborada a partir de extracto liofilizado de hoja seca. El efecto fue evaluado a través
de la inhibicién del crecimiento bacteriano. Los resultados mostraron que la mejor
condicion para inhibir el crecimiento bacteriano fue 0.1g a 93°C teniendo diferencias
significativas (F (.05 6 770 = 10.7755, P= 0.0001) (Grafica 5, Tabla 14). El analisis

estadistico fue realizado mediante ANOVA de una via.
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Grafica 5. Comparacién del crecimiento bacteriano en presencia de nanoparticulas de P. ruderale.

Letras diferentes muestran las diferencias significativas.

Tabla 14. Analisis de varianza de una via nanoparticulas P. ruderale

Fuente Grados de Suma de Media de los Razon F
libertad cuadrados cuadrados
Modelo 6 0.7229102 0.120485 10.7755
Error 77 0.8609687 0.011181 Prob > F
( |
L 48 )



 C. Total

| 83 |

1.5838790 |

<.0001* |

Estandarizacion de las condiciones para la elaboracion de las nanoparticulas

en P. linaria

El andlisis comparativo para encontrar la mejor condicion en la elaboracién de

nanoparticulas a partir del extracto liofilizado de P. linaria, mostré6 que los

tratamientos de 0.1g a 95°C y 0.1g a 93°C elaborados a partir del extracto liofilizado

de hoja fresca inhibieron con mejores resultados el crecimiento de las especies
bacterianas (F (0.05, 6, 77) = 12.8135 P= <0.0001) (Grafica 6, Tabla 15).
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Grafica 6. Comparacion del crecimiento bacteriano en presencia de nanoparticulas de P. linaria.

Letras diferentes muestran las diferencias significativas.

Tabla 15. Andlisis de varianza de una via nanoparticulas P. linaria

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados
Modelo 6 1.1527067 0.192118 12.8135
Error 77 1.1544882 0.014993 Prob > F
C. Total 83 2.3071949 <.0001*
( ]
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Andlisis de varianza de tres vias con los mejores tratamientos de Porophyllum

ruderale y Porophyllum linaria

De acuerdo con el resultado del andlisis estadistico realizado con todas las
condiciones se selecciond el mejor tratamiento para nanoparticulas, extracto
liofilizado y extracto liquido. Las mejores condiciones por su inhibicion bacteriana se
muestran en la Tabla 16. Una ANOVA de tres vias se realizé con los mejores

tratamientos de cada una de las especies vegetales.

Tabla 16. Mejores tratamientos de P. ruderale y P. linaria

Condiciones Especie vegetal
Nanoparticulas 0.1g 93°C AuNPs P. ruderale
Nanoparticulas 0.1g 93°C AuNPs P. linaria
Extracto liofilizado 0.1g 95°C Hoja seca | P. ruderale
Extracto liofilizado 0.1g 95°C Hoja seca | P. linaria
Extracto liquido hoja fresca P. ruderale
Extracto liquido Hoja seca P. linaria

El andlisis de varianza de tres vias mostro diferencias significativas en al menos
algunos de los tratamientos (F= (.05, 31, 60) 714.7635, P= <0.0001) (Tabla 17). La
prueba de efectos del analisis de varianza de tres vias (tratamientos, especie
vegetal, especie bacteriana y sus respectivas interacciones) mostré diferencias
significativas en cada uno de los niveles incluyendo todas sus interacciones (Tabla
18).

Tabla 17. Andlisis de varianza de tres vias, tratamientos, especie vegetal y especie bacteriana

Fuente Grados de Suma de cuadrados Media de los | Razé6n F
libertad cuadrados
Modelo 31 4.7897090 0.154507 | 714.763
5
Error 60 0.0129699 0.000216 | Prob > F
C. Total 91 4.8026789 <.0001*
( )|
L 0 )




Tabla 18. Prueba de efectos del andlisis de varianza de tres vias tratamientos, especie vegetal,

especie bacteriana y sus interacciones.

Fuente Grados de | Sumade F Prob >F
libertad cuadrados
Especie vegetal 1 0.00316 | 14.6578 0.0003*
Tratamientos 3 4.28851 | 6613.038 <.0001*
Especie vegetal x Tratamientos 3 0.00499 7.7031 0.0002*
Bacteria 3 0.14719 | 226.9775 <.0001*
Especie vegetal x Bacteria 3 0.03904 | 60.2121 <.0001*
Tratamientos x Bacteria 9 0.09898 | 50.8778 <.0001*
Especie vegetal x Tratamientos 9 0.10255 | 52.7156 <.0001*

x Bacteria

x: interacciones entre grupos

Comparacion entre las especies P.ruderale y P. linaria

El andlisis de varianza mostro diferencias entre las especies (F.05, 1,60)= 14.6578,

P< 0.0001). La comparacion a posteriori mediante la prueba de Tukey-Kramer,

indic6 que P. linaria reduce con mayor efectividad el crecimiento en las bacterias en

contraste con P. ruderale (Gréfica 7, Tabla 18).

Inhibicién del crecmiento bacteriano segun la
especie vegetal
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Grafica 7. Comparacion de las especies P. ruderale y P. linaria. Letras diferentes muestran las

diferencias significativas por la comparacion de Tukey-Kramer.
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Comparacion al interior de los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto

liofilizado y extracto liquido

La comparacion de los tratamientos control, nanoparticulas, extracto liofilizado y
extracto liquido mostré diferencias significativas en al menos alguno de los
tratamientos (F(.05, 3, s0) =6613.038, P< 0.0001) (Tabla 18). La comparacion a
posterioi mediante la prueba de Tukey-Kramer mostré que el extracto liquido causé
la mayor disminucién en el crecimiento bacteriano comparado con el grupo control.
Los tratamientos extracto liofilizado y nanoparticulas también causaron una
disminucién en el crecimiento de las bacterias. La efectividad se dio en el siguiente
orden: extracto liquido > extracto liofilizado > nanoparticulas (Grafica 8). Cabe
resaltar que el grupo control que contiene Unicamente medio de crecimiento, tuvo la
menor inhibicion en el crecimiento de las bacterias, en contraste con los
tratamientos extracto liquido, extracto liofilizado y nanoparticulas. La disminucion en
la absorbancia, que un indicardor del numero de bacterias, fue de hasta 17 veces
en el grupo extracto liquido versus el grupo control. Ello desmuestra una eficiencia
alta del los extractos de Porophyllum como inhibidores del crecimiento bacteriano.

Inibicion del crecimiento bacteriano con los diferentes
tratamientos
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Grafica 8. Comparacion de tratamientos control, nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto

liquido. Letras diferentes muestran las diferencias significativas por la prueba de Tukey-Kramer.

52

——
| —



Efecto de la interaccion de las especies vegetales con los tratamientos

El efecto de la especie vegetal: P. ruderale y P. linaria, en relacion con cada uno de
los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto liquido,
mostré que hay un efecto dependiente entre el tratamiento y la especie vegetal
(F.0s, 3,60=7.7031, P< 0.0001) (Tabla 18).

La comparacion a posteriori mediante la prueba de Tukey-Kramer mostré que el
extracto liquido tanto en P. ruderale como en P. linaria presentan una disminucion
en el crecimiento bacteriano con respecto a los demas tratamientos; no obstante, el
desempeiio de ambas especies fue estadisticamente igual. Cabe destacar que el
control muestra un crecimiento normal de las bacterias, que resultd
significativamente mayor con respecto al crecimiento de las bacterias en presencia
de alguno de los extractos en sus tres modalidades (Gréafica 9). Los resultados
demuestran la efectividad de los extractos liquidos, liofilizado y nanopatrticulas en la
reduccion del crecmiento bacteriano. Por otro lado los tratamientos con extracto
liofilizado y nanoparticulas en P. ruderale y P.linaria muestran un efecto dependiente
de la especie; resaltando que P. linaria tuvo una mejor eficiencia en la disminucion
del crecmiento bacteriano con respecto a P. ruderale en ambos tratamientos
(Grafica 9).
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Grafica 9. Interaccion de las especies vegetales P. ruderale y P. linaria con los tratamientos: control,
nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto liquido. Letras diferentes muestran las diferencias

significativas comparadas mediante la prueba de Tukey-Kramer.
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Comparacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano (S. aureus, E.

faecalis, K. pneumoniae y E. coli)

La comparacion entre las especies bacterianas S. aureus, E. faecalis, K.
pneumoniae y E. coli presentaron diferencias dependiente de la especie
significativas (F.05, 3, 60)= 226.9775, P< 0.0001) (Tabla 18). El calculo en la
comparacién entre grupos se realiz6 mediante la prueba de Tukey-Kramer mostré
que E. faecalis, S. aureus y E. coli presentan una mejor respuesta a la disminucion
en el crecimiento bacteriano con relacion a K. pneumoniae. El efecto de la
disminucién en el crecimiento bacteriano causado por los tratamientos sobre las
especies bacterianas se observa en el siguiente orden: E. faecalis > S. aureus > E.

coli > K. pneumoniae (Gréfica 10).

Comparacion entre las distintas especies

bacterianas

0.6 A

0.5 C
! B
)
803 I
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K. pneumoniae E.coli S. aureus E. faecalis

Especies bacterianas

Grafica 10. Comparacién de la absorbacia (que indica indirectamente el nimero de bacterias) entre
las distintas especies bacterianas S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli. Letras diferentes

muestran las diferencias significativas por la prueba de Tukey-Kramer.

Efecto de la interaccion entre la especie vegetal: P. ruderale y P. linariay la

especie bacteriana: S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli

La interaccion entre las especies: P. ruderale y P. linaria con las especies
bacterianas: S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli presentaron diferencias

significativas (F (0.05, 3, 60) = 60.2121, P< 0.0001) (Tabla 18). Staphylococcus aureus
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y Klebsiella pneumoniae muestran efectos distintos segun la especie vegetal, el
extracto de P. linaria muestra una mayor reduccion sobre S. aureus con relacion al
extracto de P. ruderale; en contraste el extracto de P. ruderale tuvo mayor reduccién
sobre el crecimiento de K. pneumoniae con respecto al extracto de P. linaria. Las
especies bacterianas E. faecalis y E. coli muestran diferencias indistinguibles debido

a la especie vegetal (Grafica 11).

Interaccion entre las especies vegetales con las
especies bacterianas
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Grafica 11. Interaccién entre las especies vegetales P. ruderale y P. linaria con las especies
bacterianas S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli. Letras diferentes muestran las diferencias

significativas por la prueba de Tukey-Kramer.

Interaccién entre los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado
y extracto liquido con las especies bacterianas: S. aureus, E. faecalis, K.

pneumoniaey E. coli

La interaccion entre los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado y
extracto liquido con las especies bacterianas: S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae
y E. coli presentan diferencias estadisticamente significativas (F (0.05, 9, 60) = 50.8778,
P< 0.0001) (Tabla 18). La comparacion entre grupos que se realizo mediante la

prueba de Tukey-Kramer mostré que hay diferencias entre las distintas especies
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bacterianas y al interior de cada uno de los tratamientos. Con respecto al grupo
control, E. faecalis tuvo el menor crecimiento seguido de S. aureus y E. coli; K.
pneumoniae presentd el mayor crecimiento. Con respecto al desempefio de las
nanoparticulas, S. aureus, E. faecalis y E. coli mostraron mayor disminucion en el
crecimiento (menor absorbancia) con relacibn a K. pneumoniae. El extracto
liofilizado corrobor6 tener una mayor eficiencia sobre las especies S. aureus y E.
faecalis con respecto a K. pneumoniae y E. coli. El extracto liquido mostré ser mas
eficiente en la reduccion del crecimiento bacteriano con S. aureus y E. coli con

respecto a E. faecalis y K. pneumoniae (Grafica 12).

Interaccion de las especies bacterianas con los tratamientos
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Gréfica 12. Interaccion de las especies bacterianas: S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli
con los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto liquido. Letras diferentes

muestran las diferencias significativas por la prueba de Tukey-Kramer.

Interaccién entre los tratamientos realizados, especies vegetales y especies

bacterianas

La interaccion entre los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado y
extracto liquido con las especies vegetales: P. ruderale y P. linaria y las especies
bacterianas: S. aureus, E. faecalis, K. pnuemoniae y E. coli, presentd diferencias
significativas (F(.05, 9, 60 )= 52.7156, P< 0.0001) (Tabla 18), lo que significa que al
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menos en algunas de las interacciones existen diferencias al interior de los

tratamientos.

El tratamiento control mostr6 nuevamente una nula inhibicién del crecimiento
bacteriano en contraste con los tratamientos, extracto liquido, extracto liofilizado y
nanoparticulas que se refleja en una elevada absorbancia; este resultado es
estadisticamente significativo por la prueba de Tukey-Kramer (Grafica 13).
Asimismo, el resultado de la prueba de Tukey-Kramer mostro que el extracto liquido
fue el tratamiento que inhibi6 mayoritariamente a todas las especies bacterianas,
seguido de extracto liofilizado y nanoparticulas. Por tanto se confirma la actividad
inhibitoria en el siguiente orden: extracto liquido > extracto liofilizado >

nanoparticulas > control.

Al analizar la interaccion de los tres factores: especie vegetal x tratamiento x
especie bacteriana, se observan efectos debido a la interaccién: en S. aureus con
la especie vegetal P.linaria, el promedio de la absorbacia (indicador de la inhibicién
del crecimiento bacteriano) es estadisticamente igual entre nanoparticulas vy
extracto liofilizado. En el caso de E. faecalis en P. ruderale, también se detectan
diferencias entre tratamientos dependiento de las especies vegetales, el extracto
liquido present6é mayor efectividad, sin embargo las nanoparticulas y extracto
liofilizado no muestran diferencias estadisticas. En el caso de K. pneumoniae con
P. ruderale todos los tratamientos son estadisticamente significativos, no obstante
para la misma especie bacteriana con P. linaria, las diferencias son indistinguibles
entre extracto liofilizado y nanoparticulas. Con respecto a E. coli, con P. ruderale las
nanoparticulas fueron mas eficientes que el extracto lioflilizado; a diferencia de los
otros ensayos; E. coli con P. linaria conserva el siguiente orden: extracto liquido >
extracto liofilizado = nanoparticulas > control. Por lo tanto todo esto confirma que el
efecto de los tratamientos depende de la especie bacteriana utlizada y de la especie

vegetal de cual provienen los extractos o nanoparticulas.
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Absorcion
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Interaccion entre los tratamientos, especie vegetal y especie bacteriana
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Grafica 13. Interaccion entre los tratamientos: control, nanoparticulas, extracto liofilizado y extracto
liguido x especie vegetal: P. ruderale y P. linaria x especie bacteriana: S. aureus, E. faecalis, K.
pneumoniae y E. coli. Letras diferentes muestran las diferencias significativas por la prueba de

Tukey-Kramer.

8.3.4 Sintesis de nanoparticulas y caracterizacién por caracterizacién por
espectroscopia UV-Vis
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Gréfica 14. Rendimiento de nanoparticulas de oro sintetizadas Gréfica 15. Rendimiento de nanoparticulas de oro sintetizadas
a partir de extracto Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass (linea a partir de extracto Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass (linea
verde) y Porophyllum linaria (Cav.) DC. (linea verde). A una verde) y Porophyllum linaria (Cav.) DC. (linea verde). A una
temperatura de 95°C temperatura de 95°C
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Por cada extracto se liofilizaron 420ml del extracto acuoso, obteniendo 1.0404gr de
P. ruderale y 1.056gr de P. linaria. El precursor se utilizo al 4% y el agente reductor,
en este caso cada uno de los extractos, a una concentraciéon de 50mg/ml. En la
gréfica 14 se muestra el rendimiento obtenido en ambas sintesis, se observa que P.
ruderale tuvo un pico de absorcion de 554nmy P. linaria de 560nm. En la gréafica 15
las nanoparticulas de P. ruderale tuvo un pico de absorcion de 568nm y P. linaria
de 558nm.

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Las muestras de los extractos y las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron
por FTIR, los resultados mostraron que los grupos funcionales presentes en los
metabolitos secundarios se adhirieron a las nanoparticulas, en el conjunto de
graficas siguientes se observa los FTIR, en A) se muestra la longitud de onda de las
nanoparticulas recubiertas por los extractos, en B) se muestran los extractos de
ambas especies, en C) se indica la longitud de onda de la sintesis de nanopatrticulas
de P. ruderale y el extracto y D) se presenta la longitud de onda de la sintesis de
nanoparticulas de P. linaria y el extracto (Grafica 16). Con este andlisis se asegur6
que los compuestos quimicos de los extractos estdn presentes en las
nanoparticulas y los grupos funcionales son los mismos para ambas especies de
plantas. El pico mas alto es agua ligada a las moléculas. En la tabla 19 se muestran
los compuestos que se encuentran tanto en las nanoparticulas como en los

extractos.
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Gréafica 16. A) FTIR AuNPs de P.ruderale y P. linaria B) FTIR Extractos de P.ruderale y P. linaria
C) FTIR AuNPs y extracto de P. ruderale D) FTIR AuNPs y extracto de P. linaria

Tabla 19. Tabla de frecuencias de los grupos funcionales presentes en P. ruderale y P. linaria

P. ruderale
Frecuencia FTIR (cm™) Grupo funcional
3307 O-H Alcoholes
2925 C-H Alcanos
1638 C=C Alguenos




1562 N-H Aminas

1421 O-Hd Acidos carboxilicos
1056 C-H Alcoholes

P. linaria

3996 O-H Alcoholes

2933 C-H Alcanos

1635 C=C Alguenos

1539 N-H Aminas

1433 O-Hd Acidos carboxilicos
1047 C-H Alcoholes

8.4 Actividad antioxidante

8.4.1 DPPH técnica 1

Se midi6 la actividad antioxidante usando el método DPPH. Los resultados se

expresaron como % de actividad de captacion de radicales libres.

Acido asco6rbico

Tabla 20. % de Inhibicién de Acido ascérbico

Concentracion extracto (%) Absorbancia Inhibicion (%)
0 2.78 0

10 2.77638 0.13

20 2.71693 2.27

40 2.65114 4.64

60 2.62972 5.41

80 2.52956 9.01

100 2.52498 9.17

61

——
| —



; Acido ascorbico (A.A)
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Grafica 17. Reducciéon del DPPH con diferentes % de concentracion de acido ascoérbico
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Grafica 18. Modelo matematico para la obtencion de la IC50
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Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass

Tabla 21. % de Inhibicion de P. ruderale

Concentracion extracto (%) | Absorbancia | Inhibicién (%)
0 2.79 0

10 2.71968 2.52

20 2.71521 2.68

40 2.58941 7.19

60 2.42122 13.22

80 2.38169 14.63

100 2.24364 19.58

Porophylium ruderale (Pr)

| 10% Extractec Pr
20% Extracto Pr
40% Extracto Pr
60% Extracto Pr

3 4 80% Extracto Pr

Absorcion
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Gréafica 19. Reduccioén del DPPH con diferentes % de concentracion del extracto de P. ruderale
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Grafica 120. Modelo matematico para la obtencion de la IC50

Porophyllum linaria (Cav.) DC.

Tabla 22. % de Inhibicion de P. linaria

Concentracion extracto (%) | Absorbancia | Inhibicion (%)

0 2.87 0

10 2.80255 2.35

20 2.77175 3.42

40 2.63835 8.07

60 257777 10.18

80 2.56688 10.56

100 2.24621 21.73
(=)




Porophyllum linaria (P1)
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Grafica 21. Reduccion del DPPH con diferentes % de concentracion del extracto de P. linaria
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Grafica 22. Modelo matematico para la obtencion de la IC50
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Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass AuNPs

Tabla 23. % de Inhibicion de P. ruderale AUNPs

Concentracion extracto (%) | Absorbancia | Inhibicion
(%)
0 2.93 0
10 2.94077 0.37
20 2.88054 1.69
40 2.80104 4.40
60 2.79691 4.54
80 2.78082 5.09
100 2.68936 8.21
AuNPs Porophyllum ruderale (Pr)

1
- | i
§ o | : 80% AuNPs Pr

200 wo 60 80 1000 1200

Longitud de onda (nm)

Grafica 23. Reduccion del DPPH con diferentes % de concentraciéon de P. ruderale AuNPs
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Grafica 24. Modelo matemético para la obtencion de la IC50

Porophyllum linaria (Cav.) DC. AuNPs

Tabla 24. % de Inhibicién de P. linaria AuNPs

Concentracion extracto (%) | Absorbancia | Inhibicion (%)
0 2.87 0

10 2.86774 0.04

20 2.79526 2.57

40 2.79509 2.57

60 2.77989 3.10

80 2.77798 3.17

100 2.64707 7.73
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Grafica 25. Reduccion del DPPH con diferentes % de concentraciéon de P. linaria AUNPs
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Grafica 26. Modelo matemético para la obtencion de la IC50
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Tabla 25. IC50. Concentracion de extracto que tiene el 50% de actividad antioxidante

Extracto A B IC50 (ug/ml de A.A)
Acido ascorbico -0.12386 0.19576 256.0475072
Porophyllum ruderale (Jacq.) | -0.15258 0.18513

Cass 270.9046616
Porophyllum linaria (Cav.) DC. | 0.0951 0.07625 654.4904918
Porophyllum ruderale (Jacq.) | -5.5319E-5 | 0.06187

Cass AuNPs 808.1452187
Porophyllum linaria (Cav.) DC. | -0.0586 0.10013

AuNPs 499.9360831

El extracto de P.ruderale mostr6 una concentracién de 270 ug/ml, fue el segundo
mas bajo y su capacidad antioxidante fue mayor que el extracto de P. linaria con
654 pg/ml. En cuanto las nanoparticulas, su capacidad antioxidante fue menor ya
que no reducen al DPPH, Porophyllum ruderale AuNPs tuvo la concentracion mas

alta con 808 pg/ml.

8.4.2 DPPH ELISA técnica 2

Se realizé el DPPH mediante otra metodologia. Porophyllum ruderale tuvo un % de
inhibicion de 35% con un IC50 de 113 pg/ml mientras que Porophyllum linaria de
42% y un IC50 de 98 pg/ml lo que quiere decir que en esta ocasion la actividad
antioxidante fue mayor en P. linaria, lo cual puede deberse al tiempo de cada uno
de los extractos, la primera prueba fue realizada con extractos hechos 6 meses

antes y la prueba DPPH ELISA con extractos hechos 5 dias antes (Tabla 26).

Tabla 26. DPPH 492 nm

Prueba DPPH 492 nm

Repeticiones
Extracto 1 2 3 % de inhibicion IC50
DPPH 0.839 0.852 0.857 0%
P. ruderale 0.39 0.383 0.482 35.67 % 113.038
P. linaria 0.35 0.349 0.371 42.93% 98.763
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8.4.3 Contenido fendlico total

Se evalu6 el contenido fendlico total de ambas especies P. linaria tuvo un contenido
fendlico total de 0.32 mg de acido galico y P. ruderale 0.27 mg de acido galico (Tabla
27).

Tabla 27. Prueba contenido fendlico total 760 nm

Prueba contenido fendlico total 760 nm

Repeticiones Intervalo de la curva: 0.2-0.02 mg/mi
mg/ml de acido gélico
Extracto 1 2 3
P. linaria 1.488 | 1.407 | 1.466 0.329723459
P.ruderale |1.361|1.116 | 1.27 0.27991531
Control 0.747 | 0.813 | 0.722 0.16107339

8.4.4 Contenido de flavonoides totales

Otro factor que influye en la actividad antioxidante de las especies vegetales son los
flavonoides. P. linaria tuvo 0.04 mg de quercetina y P. ruderale 0.01 mg de

guercetina (Tabla 28).

Tabla 28. Prueba contenido flavonoides totales 510 nm

Prueba contenido de flavonoides totales 510 nm

Repeticiones Intervalo de la curva: 0.1-0.01
mg/ml de quercetina
Extracto 1 2 3
P. linaria 0.465| 0.331 0.28 0.04287894
P. ruderale 0.129 | 0.113| 0.122 0.00893053
Control 0.013| 0.072| 0.031 -0.002894197

8.4.5 FRAP (poder antioxidante reductor del ion férrico)

El ensayo FRAP el aumento de la absorbancia es una mayor potencia reductora,
por lo que P. linaria tuvo la mayor capacidad en reducir el ion férrico (Tabla 29).

Tabla 29. Prueba FRAP 593 nm

Prueba FRAP 593 nm

Repeticiones Intervalo de la curva: 0.1-0.01
mg/ml de quercetina

Extracto 1 2 3
P. linaria 2.098 | 2.153 2.07 0.128896297
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P. ruderale 2.056 | 2.058| 2.065 0.126078501
Control 2115 | 2.124| 2.115 0.129551137

9. Discusion

En esta investigacion se analizaron los efectos que tuvieron los extractos de hojas
de P. ruderale y P. linaria sobre la inhibicion del crecimiento de bacterias Gram
positivas, S. aureus y E. faecalis y Gram negativas, K. pneumoniae y E. coli. La
diferencia que se reporta entre un extracto acuoso y un aceite esencial se asocia
con el método de extraccion, debido a que el extracto se obtiene por maceracion y
el aceite por destilacion. En cuanto a las pruebas fitoquimicas, en la literatura se
reporta que la mayoria de los compuestos quimicos de las especies de Porophyllum
son terpenos. Rondon y colaboradores analizaron los componentes quimicos por
cromatografia de gases, reportando que uno de los componentes principales fue
limoneno y feladreno, ambos pertenecen al grupo de los terpenos. Cruz y
colaboradores trabajaron con el extracto etandlico de P. ruderale y sus datos
coinciden con lo que se encontré en este estudio, el perfil fitoquimico muestra la
presencia de saponinas y flavonoides. En el mismo estudio de Rondon probaron el
aceite esencial de P. ruderale frente a bacterias Gram positivas y negativas
encontrando una alta actividad antimicrobiana; en comparacion con este trabajo P.
ruderale también tuvo actividad antimicrobiana mostrando que inhibe a las cuatro
especies bacterianas al igual que P. linaria tanto en su condicion fresca, seca, en
extracto liofilizado y en forma de nanoparticulas. Se sabe que esta actividad
antimicrobiana se debe a los metabolitos secundarios que contienen ambas
especies de plantas, por ejemplo, los alcaloides, los cuales inhiben los acidos
nucleicos y pueden provocar la ruptura de la membrana de las bacterias (Othman
et al., 2019). Los terpenos ademas juegan un papel importante en las plantas, ya
gue funcionan como defensa, en cuanto a su actividad antibacteriana se debe a que
alteran la capa lipidica causando un cambio en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, pero también se ha reportado en otros géneros de especies que tienen
actividad antimicrobiana, lo que sustenta a este estudio, en donde se analizaron por

pruebas colorimétricas que también contenian terpenos entre otros metabolitos
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secundarios. lgualmente, Cruz et al., 2013 trabaj6 con el extracto etandlico de P.
ruderale y sus datos coinciden con lo que se encontré en este estudio, el perfil
fitoquimico muestra que hay presencia de saponinas y flavonoides, lo cual coincide
nuestros resultados en las pruebas que se muestran en el apartado de resultados.
Una especie del mismo género es Porophyllum lanceolatum estudiada por Mattanna
et al., 2012, mostré una alta actividad antimicrobiana contra especies bacterianas
de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las estructuras quimicas de los
metabolitos secundarios que contienen dos o mas triples enlaces, tienden a ser
alifaticas o ciclicas lo que les confiere esa actividad antimicrobiana. Otra especie
estudiada por Postigo et al., 2017 es Porophyllum obscurum reporta que tiene
actividad antifingica debido a un componente llamado tiofeno, que es un
hidrocarburo aromético. Rodriguez y colaboradores en el 2017, trabajaron con
extractos de plantas de Bauhinia sp, Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y
Taraxacum officinalle, las probaron con Enterococcus faecium resistente a
vancomicina, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pnuemoniae con presencia de
KPC (productora de carbapenemasa) Providencia rettageri con presencia de BLEE
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus B- lisina y Candida albicans. El extracto mas efectivo frente a todas las
bacterias fue el de T. offinalle. En este mismo estudio encontraron la presencia de
flavonoides, terpenos, saponinas, fenoles, quinonas y alcaloides. La actividad
antimicrobiana de los flavonoides puede deberse a su habilidad para formar
interacciones proteicas con proteinas intracelulares y por la formacién de complejos
con las paredes celulares bacterianas que involucra la lisis celular. ElI andlisis
fitoquimico de las especies vegetales trabajadas en este estudio también tiene estos
mismos metabolitos secundarios en sus hojas por que se le podria atribuir a estos
la actividad antimicrobiana. Chlif y colaboradores en el 2022, evaluaron la actividad
antimicrobiana y antioxidante del extracto de diferentes partes de Brocchia Cinerea
Vis, frente a S. aureus, E. coli, S. faecalis y K. pneumoniae. Sus resultados muestran
gue cada uno de los extractos tiene una potente actividad antibacteriana frente a las
bacterias gram positivas S. aureus, incluso fue mayor que el control con antibidtico,

sin embargo, respecto a las bacterias gram negativas K. puenomoniae y E. coli el
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extracto fue moderadamente sensible, lo que coincide con este trabajo, ya que tanto
el extracto de P. ruderale como el de P. linaria inhibio a las bacterias antes
mencionadas pero no como sucedio con las bacterias gram positivas, esto puede
deberse a la estructura de sus paredes celulares y otros estudios han reportado que
las bacterias gram negativas son mas resistente a los agentes antibacterianos.

Por otro lado, los metabolitos secundarios que contienen las plantas son los que se
adhieren a la superficie de la nanoparticula para funcionar como agentes reductores
y estabilizantes, en este trabajo los compuestos de P. ruderale y P. linaria fueron
eficientes para la sintesis de nanoparticulas (Napoledo et al., 2016). Por medio del
analisis FTIR se observd que estan presentes diversos grupos funcionales como
hidroxilos y carboxilos, que son los principales agentes reductores y estabilizantes
en la sintesis de nanoparticulas; ademas de que también se encuentran en los
metabolitos secundarios de las especies en estudio (Nadhirah et al., 2018). Morejon
et al., 2018 trabajaron con nanoparticulas de plata coloidal recubiertas con Ambrosia
arborescens; esta es una especie que pertenece al mismo género que las especies
analizadas en este estudio, ellos evaluaron la actividad larvicida a las 24H,
mostrando que estas nanoparticulas fueron mas toxicas que el extracto solo. Sin
embargo, estas nanoparticulas son téxicas porque pueden provocar efectos
secundarios graves en la salud humana, por ejemplo, generando especies reactivas
de oxigeno, causando apoptosis celular, dafio al ADN, resultando en aberraciones
cromos6micas (Coutifio et al., 2017, Avalos et al., 2013). En este estudio también
se mostré la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas sintetizadas,
observandose que hay inhibicién en el crecimiento de las especies bacterianas
probadas, pero no como la esperada, las nanoparticulas perdian estabilidad y se
aglomeraban, recordemos que para que una nanoparticula sea eficiente debe de
estar dispersa de manera homogénea, en cambio si €so no es asi puede deberse a
las fuerzas de tipo Van de Waals, estas se generan por la interaccién y grado de
afinidad que tienen las nanoparticulas. Existe una fuerza de atraccion que, si es
mayor a la de repulsion, las particulas chocaran hasta irse agregando y después de
un tiempo ya no seran estables (Yu et al., 2012). Para evitar la aglomeracion existen

agentes estabilizantes como lo es el Citrato, el PVP (polivinilpirrolidona), CTAB
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(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio), entre otros (Kang et al., 2019). Sin embargo,
en el presente trabajo se analizaron 3 temperaturas diferentes, 80°C, 93°C y 95°C
y dos técnicas de sintesis de nanoparticulas. La diferencia entre las dos técnicas se
encuentra en el momento de agregar el agente precursor y el agente reductor,
también la temperatura es un factor importante para lograr la reduccién de los iones
Au. Con la temperatura de 93°C y la segunda técnica (ver metodologia), hubo una
mejora en la actividad antimicrobiana, esto se puede deber a la forma y tamafio de
la nanoparticula; en el rango de longitud de onda de 515nm a 572nm, se sabe que
pueden ser nanoesferas, las cuales tienen interacciones con el acido teicoico. El
tamafo es otro factor importante para la actividad antimicrobiana, dimensiones mas
pequefias tienen una alta actividad contra diversas especies como S. aureus, K.
pneumoniae, S. mutans, B. subtilis y E. coli (Aljarba et al., 2022). Las AuNPs
pequefias forman poros grandes irreversibles durante su translocacion a través de
la membrana celular bacteriana. Las AUNPs en el rango de 80 a 100nm no pueden
translocarse libremente a través de la membrana celular bacteriana. Ademas, las
nanoparticulas esféricas exhiben una mayor accion bactericida debido a una fuerte
afinidad interactiva, lo que resulta en un mayor estiramiento y ruptura de la
membrana. Las AuNP no se translocan, solo provocan la tension en la membrana
(Linklater et al., 2020). Zhaleh y colaboradores en el 2019 trabajaron con
nanoparticulas de oro sintetizadas con el extracto acuoso de Gundelia tournefortii
L. parte de la familia Asteracea, evaluaron la actividad antibacteriana contra P.
aeruginosa, E. coli, B. subtilis, S. aureus, S. typhimurium, S. pneumoniae,
encontrado que las nanoparticulas inhibieron mas que los antibioticos control. Al
igual que este autor en nuestro estudio el agente reductor pertenece a la misma
familia que las especies vegetales, que también inhibieron a las especies de S.
aureus y E. coli. Por otra parte, Lépez y colaboradores en el 2019, trabajaron con
otra especie vegetal de diferente familia, haciendo un extracto acuso, ellos
evaluaron la actividad antimicrobiana contra S. aureus y E. coli, encontrando que la
concentracion de las AuNPs aumento y fue proporcional a la concentracion del
extracto, resultando con efecto inhibitorio para las especies bacterianas que

estudiaron. Este estudio coincide con Zhaleh en el 2019 y con nuestro estudio.
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En cuanto a la actividad antioxidante Conde y colaboradores en el 2014, evaluaron
la actividad antioxidante de P. ruderale con un método diferente ABTS (2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), encontrando valores superiores del 70%
de actividad antioxidante ya que presentaron una alta cantidad de fenoles totales.
Por otro lado, Jiménez y colaboradores en el 2012, evaluaron la capacidad
antioxidante con el método de DPPH de P. linaria, mostrando un poder reductor muy
alto, es decir una alta capacidad antioxidante. En comparacion con nuestro estudio
resultd ser P. ruderale la que present6 una capacidad antioxidante mayor que P.
linaria en la técnica 1 de DPPH, sin embargo, con la técnica 2 DPPH ELISA P. linaria
resultdé tener la mayor actividad antioxidante teniendo un 42% de inhibicion del
radical DPPH, P. ruderale tuvo un 35% lo que coincide con Vazquez y colaboradores
en el 2022, donde P. ruderale tuvo 32%, esto también coincide con otras pruebas
que se realizaron, las cuales, fueron contenido fendlico total, contenido de
flavonoides totales y FRAP, en cual también P. linaria superé a P. ruderale en estas
actividades reportadas, esto puede deberse al tiempo que tuvieron los extractos, en
la primera prueba los extractos tenian meses en hacerlos y en la segunda prueba
eran recién hechos. También coincide con el alto contenido polifendlico y
flavonoides de Brocchia Cinerea (Vis) con 72% de inhibicién de los radicales libres
en el extracto de las hojas al igual que Guenne y colaboradores en el 2012 evaluaron
el contenido fendlico total y flavonoides totales de tres especies de la familia
Asteraceae Chrysanthellum americanum (L.) Vatke, Eclipta alba (L.) Hassk y

Vernonia colorata (Willd.) reportando un alto contenido polifendlico.

10. Conclusiones

e P. ruderale y P. linaria contienen diversos metabolitos secundarios que
participan en la actividad antibacteriana y antioxidante.

e Los principales metabolitos secundarios que tuvieron ambas especies
vegetales fueron terpenos, alcaloides, saponinas, flavonoides y fenoles.

e No hay diferencia significativa entre utilizar hojas frescas y secas en ambas

especies vegetales.
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El extracto liquido combinado no mostré diferencias significativas en la
inhibicién del crecimiento bacteriano respecto a cada extracto solo.

El mejor efecto inhibitorio se obtuvo con extracto liquido de hoja fresca de P.
ruderale mientras que para P. linaria fue el extracto liquido de hoja seca.

La condicion utilizando 0.1g a 95°C extracto liofilizado de hoja seca resulté
con un mejor efecto inhibitorio para ambas especies vegetales.

El mejor tratamiento tanto para la sintesis de nanoparticulas como para la
inhibicion del crecimiento bacteriano para ambas especies vegetales, fue con
0.1g a 93°C.

El extracto liquido de P. ruderale inhibié principalmente a E. coli mientras que
el extracto de P. linaria inhibié principalmente a S. aureus.

El extracto liofilizado de P. ruderale inhibi6 principalmente a S. aureus y el de
P. linaria a E. faecalis.

Las nanoparticulas de P. ruderale inhibieron principalmente a E. coli y las de
P. linaria a S. aureus.

En general mejor efecto inhibitorio se obtuvo con el tratamiento de extracto
liguido de ambas especies vegetales.

La especie P. linaria fue la que mejor inhibio el crecimiento bacteriano y tuvo
una mejor eficiencia en la sintesis de nanoparticulas.

La mayor actividad antioxidante se obtuvo con la especie P. linaria.

Perspectivas

Evaluar el efecto inhibitorio a partir de hoja seca.

Analizar las condiciones para mantener estables las nanoparticulas.
Realizar microscopia electrénica de barrido para visualizar las condiciones
de nanoparticulas sintetizadas.

Evaluar el efecto de las nanoparticulas recubiertas con los extractos de P.

ruderale y P linaria en un modelo de ensayo in vivo.
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12. Anexos

Pruebas fitoquimicas

Prueba Porophyllum Porophyllum linaria (Cav.)

ruderale (Jacq.) Cass DC.
(Jacq.) Cass.

Alcaloides
(Dragendorff)

Fenoles

Insaturaciones

Positivo + Positivo ++




Sesquiterpenlactonas
(Baljiet)

Positivo + Positivo +
Esteroides y terpenos
(Liebermann-
Burchard)

Positivo + BoSIVOE
Esteroides y terpenos |
(Salkowski)

Positivo ++ "y
Positivo ++

Flavonoides W,{ vy
e !

Positivo ++ Positivo +
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Lactonas

Positivo ++ Positivo ++

Cumarinas

Negativo Negativo

Saponinas

PosItivo ++ Positivo ++

Antocianinas
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'



Positivo ++ Positivo ++

Azucares reductores

Grupo carbonilo

Positivo + Positivo +

Actividad antioxidante

Prueba Porophyllum ruderale Porophyllum linaria

Contenido fendlico

total

Flavonoides

9 |

——



FRAP

DPPH
Control DPPH
‘ P. ruderale
P. linaria
Morfologia

Cada especie bacteriana se sembré en un medio selectivo para examinar su

morfologia bacteriana.

Morfologia

Staphylococcus aureus
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Agar sal manitol Colonias amarillas

Enterococcus faecalis

Agar sangre Colonias pequenas,

grisceas y opacas

Escherichia coli
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Eosina azul
metileno (EMB)

de

Colonias verdes

metalico

Klebsiella pneumoniae

Agar MacConkey

Colonias  grandes
rosas debido a la
fermentacion de la

lactosa

Pruebas bioquimicas

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis




A/A
Color amarillo
El microrganismo fermenta

glucosa. Lactosa y sacarosa

Citrato Nitrato
Negativo
LIA O/F
Descarboxilacion ‘Positivo
de la lisina +
TSI Catalasa
Negativa
A/A
Color amarillo
El microorganismo
fermenta glucosa, lactosa
y/o sacarosa
[ 98 )
L J




Nitrato

Oxidasa

Negativa

IPostvo

~ Positivo

O/F

Catalasa

B SN

Oxidasa

Positiva

Negativa

Escherichia coli

Movil
Indol positivo
Ornitina positiva

Klebsiella pneumoniae

Positiva

——
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LIA Citrato
Positivo
Descarboxilacion de la
lisina+
TSI LIA -
AJA Descarboxilacion
Color amarillo de lisina +
El microrganismo
fermenta glucosa.,
lactosa y sacarosa
Nitrato TSI
Positivo
A/A
Color amatrillo
El microorganismo
fermenta glucosa,
lactosa y/o sacarosa
[ 100 )
§ J




O/F Nitrato
Positivo Positivo

Catalasa O/F

Positiva

Positivo

Oxidasa Catalasa

Negativa Positiva

Oxidasa
Negativa

Tincion de gram

Bacteria Tinciéon de Gram

Staphylococcus aureus

[ 101 )




Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Conteo de UFC/ml

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
2x107M0 2x107M0
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Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
2x107M0 2x1070

Gréficas inhibicion de crecimiento con los extractos de Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass (Jacq.) Cass. y Porophyllum linaria (Cav.) DC.

Extracto liquido

Crecimiento bacteriano frente al extracto de las hojas frescas de P. ruderale

- - -
[N IS o
- - -
[N] IS o

-
—_

o
D

(]

[e2]

o
'S

o
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Absorbancia (crecimiento normal)
[e=]
oo
o
oo
Absorbancia (crecimiento bacteriano)

o
N

(=]

N

LI | - 0
24H 484 72H | 24H 48H 72H | 24H 48H 72H | 24H 48H 72
Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae Escherichia coli

m Control LB+ Bacteria = Creciemiento bacteriano

o

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por hojas
frescas de los extractos acuosos de P. ruderale. Barras grandes: Controles, barras
pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente al extracto de las hojas frescas de P, linaria
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por hojas frescas de
los extractos acuosos de P. linaria. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente al extracto de las hojas secas de P ruderale
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m Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H  48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por hojas secas de
los extractos acuosos de P. ruderale. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas




Crecimiento bacteriano frente al exiracto de las hojas secas de P linaria
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24H  48H 72
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por hojas secas de
los extractos acuosos de P. linaria. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente al extracto de las hojas frescas de P ruderale y
P linaria
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24H 48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por hojas frescas de
los extractos acuosos de P. ruderale y P. linaria en conjunto. Barras grandes: Controles, barras
pequefias: Réplicas
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Extracto liofilizado

Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.01g 95°C de las hojas de
P ruderale
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por el extracto
liofilizado de P. ruderale 0.01g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.01g 95°C de las hojas de
P linaria
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Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado el
extracto liofilizado de P. linaria 0.01g 95°C. Barras grandes: Controles, barras
pequefias: Réplicas

106

——
| —



Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.01g 80°C de las hojas de
P ruderale
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por el extracto
liofilizado de P. ruderale 0.01g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.01g 80°C de las hojas de
P. linaria

o T
w = N~ o @

cia (crecimiento normal)

Absorban
o o o©
N -9 [e7]

o

244 484 72H | 24H 48H T72H | 24H  48H 72H

Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
= Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

Escherichia coli

24H  48H 72)‘1

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por el extracto
liofilizado de P. linaria 0.01g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.1g 93°C de las hojas de P.
ruderale
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Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.1g 80°C de las hojas de P.
ruderale
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Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.1g 95°C de las hojas
secas de P. ruderale
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m Control LB+ Bacteria = Creciemiento bacteriano

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado del extracto liofilizado
de P. ruderale 0.1g 95°C. de hojas secas. Barras grandes: Controles, barras pequefias:
Réplicas

Crecimiento bacteriano frente al extracto liofilizado 0.1g 95°C de las hojas
secas de P, linaria
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Escherichia coli
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado del extracto liofilizado
de P. linaria 0.1g 95°C. de hojas secas. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Nanoparticulas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 95°C de P ruderale
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.1g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 95°C de P, linaria
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24H  48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.1g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.01g 95°C de P, ruderale
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
m Control LB+ Bacteria u Creciemiento bacteriano

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.01g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.01g 95°C de P linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
= Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H  48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.01g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AuNPs 0.01g 80°C de P, ruderale
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m Control LB+ Bacteria = Creciemiento bacteriano

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.01g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.01g 80°C de P, linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
= Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H  48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.01g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefas: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AuNPs 0.1g 93°C de P, ruderale
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P. ruderale 0.1g 93°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 93°C de P, linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
= Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

Escherichia coli
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.1g 93°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AuNPs 0.1g 80°C de P ruderale
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
m Control LB+ Bacteria = Creciemiento bacteriano

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.1g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 80°C de P, linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
u Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H 48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.1g 80°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.005g 95°C de P. ruderale
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.005g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefas: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AuNPs 0.005g 95°C de P. linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
u Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H  48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.005g 95°C. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 95°C de hojas secas de P
ruderale
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Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. ruderale 0.1g 95°C de hojas secas. Barras grandes: Controles, barras pequefas: Réplicas

Crecimiento bacteriano frente a AUNPs 0.1g 95°C de hojas secas de P, linaria
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Staphylococcus aureus | Enterococcus faecalis | Klebsiella pneumoniae
= Control LB+ Bacteria Creciemiento bacteriano

24H 48H 72
Escherichia coli

Crecimiento de S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae y E. coli provocado por nanoparticulas de
P. linaria 0.1g 95°C de hojas secas. Barras grandes: Controles, barras pequefias: Réplicas
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13. Asistencia a congresos

g
&"m La Universidad Autbnoma de Aguascalientes ,7

otorga la presente ‘

UNIUERSIDAD auTonoma

POSGRaADOS
DE aGUASCALIENTES uaa

BIOL. ALMA ROSA RODRIGUEZ LOPEZ;
DRA. ROCIiO PEREZ Y TERRON;
DR. MARLON ROJAS LOPEZ; DRA. VERONICA CEPEDA CORNEJO

por su participacion en la Mc 2
en la mesa de Ciencia
dentro del

, CONGRESO
(\" INTERNACIONAL
12

SE LUMEN PROFERRE
Aguascalientes, Ags. 12, 13 y 14 de Octubre de 2022

Uiabeth Casil

Mt Elizabe

Directora General de Investigacion y Posgrado

Edicién Virtual
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LA ASOCIACION MEXICANA DE INFECTOLOGIA
Y MICROBIOLOGIA CLINICA, A.C.,
otorga la presente constancia a:

ALMA ROSA RODRIGUEZ LOPEZ

Por su valiosa participacion en el

XLVII Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica
que se llevo a cabo del 24 al 27 de mayo 2023 en la ciudad de Boca del Rio, Veracruz, México

Dr. Gerardg/Martinez Aguilar Dra. Patricia’Cornejo Judrez
Presidente Vice Presidenta
Asoci Mexicana de Infectologia iacién Mexicana de ¥ Mi i
y Microbiologia Clinica AC Clinica AC

119

——
| —



CONGRESO
Mg  NACIONAL ¢

o) C\- 2
_OLociay microBIOLOG N T

& —
= Sy el

LA ASOCIACION MEXICANA DE INFECTOLOGIA
Y MICROBIOLOGIA CLINICA, A.C.,
otorga la presente constancia a:

ALMA ROSA RODRIGUEZ LOPEZ

Por su participacion en el curso

ANTIBIOTICOS Y RESISTENCIA BACTERIANA

XLVII Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica
24 al 27 de mayo 2023, Boca del Rio, Veracruz, México

Dr. Gerardg/Martinez Aguilar Dra. Patricia Cornejo Juarez
Presidente Vice Presidenta
Mexicana de Infectologia Asociacién Mexicana de Infectologia y Microbiologia
y Microbiologia Clinica AC Clinica AC
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| antimicrobiana de extractos
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