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RESUMEN

Las enfermedades causadas por bacterias son un problema grave para la
poblacion y generan un impacto econdémico negativo a la industria y al sector
salud. Sumado a esto, el uso indiscriminado de los antibacterianos disponibles
ha ocasionado una tasa elevada de resistencia antimicrobiana y efectos
secundarios. Los antibacterianos naturales ofrecen una solucion atractiva a estos
problemas, ya que la naturaleza biol6gica de los metabolitos secundarios en las
plantas, como saponinas y polifenoles, podria hacerlos mas econdémicos,
eficaces y con menos efectos adversos. En este trabajo se evalud la actividad in
vitro de los extractos butanodlico (EBY) y acuoso (EAY) de Yucca baccata contra
bacterias patdgenas para humanos. Para llevarlo a cabo, se realiz6 la extraccion
acuosa el tallo de Y. baccata, y luego una extraccion liquido-liquido con n-butanol.
Después, se realizé un experimento piloto para probar la actividad antibacteriana
de ambos extractos mediante la técnica de difusibn por disco en agar. Se
analizaron las concentraciones minima inhibitoria (MIC) y bactericida (MBC)
contra los patdgenos bacterianos mas comunes como Escherichia coli,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Se cuantifico la concentracion de saponinas por espectrofotometria
y se evalud la variedad de saponinas por cromatografia de capa fina por
revelacion con anisaldehido-acido sulfrico. Ademas, se llevd a cabo la
separacion del EBY en fracciones mediante HPLC semi-preparativa, para la
purificacion e identificacion de las fracciones con saponinas. Los resultados
mostraron que hay una concentracion de 23.9% de saponinas en el extracto
butandlico, mientras que en el extracto acuoso solo hay 17.1%, con
aproximadamente 8 fracciones de saponinas esteroidales en ambos. Salmonella
Senftenberg, E. coli y E. coli O157:H7 fueron las bacterias mas susceptibles
contra el EBY por el método de difusién por disco (6 mg/disco). P. aeruginosa
tuvo sensibilidad moderada contra el EBY y EAY pero fue resistente al antibiotico
kanamicina (30 pg/disco). Por otro lado, las bacterias Gram positivas S. aureus y

xiii



L. monocytogenes presentaron las MICs mas bajas entre todas las bacterias
analizadas (15 mg/ml), con MBCs de 25 y 17.5 mg/ml, respectivamente. Se
separaron 28 fracciones del EBY por HPLC semi-preparativa. Las mejores
condiciones de separacion para la inyeccion de 50 mg de EBY se lograron
mediante un gradiente paso a paso de 7 - 50% MeCN con 0.1% &cido férmico,
con cambios lineales entre pasos, a un flujo de 3.5 ml/min. De las 28 fracciones,
se identificaron 6 que contenian las 8 fracciones con saponinas esteroidales,
previamente identificadas en el EBY. El promedio de recuperacion de las
fracciones con saponinas fue de 1.02 mg/50 mg de EBY. El efecto antibacteriano
del EBY fue bacteriostatico para el caso de bacterias Gram negativas y
bactericida para Gram positivas. Dicho efecto pudiera deberse a la alta

concentracion y variedad de saponinas esteroidales encontradas en el EBY.

Palabras claves: Yucca baccata, extracto butandlico, saponinas, esteroidales,

HPLC, antibacterianos
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ABSTRACT

Bacterial diseases economically affect the industry and public health, causing
major problems to people. In addition, the overuse of available antibiotics has
caused high rates of antimicrobial resistance and side effects. Due to their
biological nature, plant antibacterial secondary metabolites like saponins and
polyphenols offer an attractive, effective, affordable and less adverse solution to
these problems. In this study, we evaluated the in vitro activity of butanolic (EBY)
and aqueous (EAY) saponin extracts from Yucca baccata, a Sonora desert plant,
against human bacterial pathogens. To achieve this, aqueous extraction from Y.
baccata stem and later, a liquid-liquid extraction with n-butanol were performed.
A pilot experiment to test antibacterial activity of both extracts was carried out by
disk diffusion method. Minimum inhibitory and bactericidal concentrations were
tested against some of the most common bacterial pathogens such as
Escherichia coli, Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa. Then, after saponin concentration was quantified
by spectrophotometric methods and saponin variety was screened by thin layer
chromatography and revealed with anisaldehyde-sulfuric acid. In addition, EBY
fractionation by semi-preparative HPLC to purify and to identify saponin fractions
was developed and analyzed. Results showed that the butanolic extract possess
23.9% saponin content, while aqueous extract 17.1%, with approximately 8
steroidal saponin fractions identified by TLC. Salmonella Senftenberg, E. coli and
E. coli O157:H7 were the most susceptible bacteria to EBY according to the disk
diffusion assay (6 mg/disk). P. aeruginosa had moderate sensitivity to EBY and
to EAY but it was resistant to antibiotic kanamycin (30 pg/disk). On the contrary,
the Gram positive bacteria S. aureus and L. monocytogenes had the lowest MICs
(15 mg/ml), and they had MBCs of 25 and 17.5 mg/ml, respectively. EBY’s Semi-
preparative separation produced 28 fractions. Out of the 28 fractions, 6 were
identified to contain the 8 steroidal saponin fractions previously identified in EBY.

The mean recovery of saponin fractions was 1.02 mg/50 mg of EBY. The most
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suitable separation conditions of the EBY at 50 mg concentrations were attained
by a step by step gradient elution, with lineal changes between steps, of 7 - 50%
MeCN with 0.1% formic acid, at 3.5 ml/min. EBY’s antibacterial effect was
bacteriostatic to Gram negative bacteria and it was bactericidal to Gram positive
bacteria. That effect may be due to the saponin variety and concentration found
in the EBY.

Keywords: Yucca baccata, butanolic extract, saponins, steroidal, HPLC,
antibacterial
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por bacterias son un problema grave para la
poblacion y generan pérdidas economicas a la industria y al sector salud.
Recientemente, se ha incrementado el nimero de estudios que involucran brotes
epidémicos causados por bacterias patdgenas. Entre los principales factores
contribuyentes a esto se encuentran el consumo de alimentos y bebidas
contaminados, la mala higiene y condiciones de vida insalubres (Colombari et al.,
2007).

Las bacterias involucradas con mayor prevalencia en los brotes de
enfermedades humanas son Escherichia coli 0157:H7, Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Torres-Vitela et al., 2012;
Vandamm et al., 2013). Los sintomas gue se presentan por la infeccion con estas
bacterias abarcan desde diarrea y vomitos, hasta complicaciones como abortos,
bacteriemias, septicemias y la muerte (Johnson et al., 2011; Kobayashi et al.,
2013; Locatelli et al., 2013). La sintomatologia suele ser mas severa en grupos
susceptibles, como los nifios y embarazadas, que se caracterizan por tener
deficiencias inmunoldgicas y cursar con desnutricion leve o moderada. En ellos,
los sintomas leves como la diarrea causan estragos significativos debido a la
malabsorcién de nutrientes (como zinc), que en casos crénicos ocasiona
desnutricion mas severa (WHO, 2012; Ifigo-Figueroa et al., 2013).

A través del tiempo, se han desarrollado distintos métodos fisicos y
guimicos para prevenir, controlar y eliminar los brotes que involucran bacterias
patogenas. Los métodos fisicos son muy efectivos y se enfocan principalmente
en la prevencion de brotes por contaminacion de alimentos. No obstante, se ha
demostrado que algunos tratamientos fisicos como el procesamiento térmico de

los alimentos generan compuestos dafinos para la salud (Guth et al., 2013).



Por otro lado, el control y la eliminacion de brotes bacterianos patégenos
involucran métodos quimicos. Algunos ejemplos son la aplicacion de agentes
sanitizantes en la desinfeccion de superficies y, el consumo de antibibticos
sintéticos para combatir enfermedades. Todos estos métodos antibacterianos
son muy efectivos, sin embargo, existen problemas asociados a su uso que
deben minimizarse en lo posible.

La aplicacion indiscriminada de antibacterianos en las ultimas décadas ha
suscitado la aparicion de resistencia antibacteriana y efectos secundarios ajenos
a la infeccion. Por mencionar algunos, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina y Enterococcus sp. resistente a vancomicina son ejemplos de bacterias
patdgenas que ya no responden a tratamiento con antibiéticos que se utilizaban
como primera eleccion. Los efectos secundarios asociados al consumo de
antibioticos son variados e inespecificos: nauseas, sarpullido, anafilaxis, entre
otros (Little et al., 2013). El temor que ello provoca en la sociedad y la necesidad
de gozar de buena salud, incrementan la preferencia de remedios homeopaticos
y tradicionales (Upadhyay et al., 2013). Es entonces importante, estudiar el
potencial antibacteriano de sustancias con menos efectos adversos, que puedan
convertirse en nuevos antibiéticos contra bacterias patégenas resistentes.

Los extractos de plantas presentan una solucion atractiva a esta
problematica porque tienen actividad bactericida in vitro, incluyendo eficacia
contra cepas bacterianas resistentes a antibiéticos, y son una opcién natural
aceptada ampliamente por los consumidores (Warnke et al., 2013; Sfeir et al.,
2013). La composicidon quimica de los extractos vegetales dependera del
genotipo de la planta, su origen geografico, asi como el ambiente y condiciones
agronomicas (Silva et al., 2013). Entre las sustancias que produce la planta se
encuentran los metabolitos primarios, involucrados en su crecimiento, y los
metabolitos secundarios (taninos, fenoles, saponinas, etc.) sintetizados con fines
defensivos. Estos dltimos han sido objeto de estudio en la caracterizacién
guimica y antimicrobiana de los compuestos activos presentes en extractos

vegetales (Zhang et al., 2008; Kowalczyk et al., 2011). Ademas, la naturaleza



biologica de los metabolitos secundarios podria facilitar su compatibilidad con
otros seres vivos, minimizando o incluso eliminando efectos secundarios.

Las saponinas son metabolitos secundarios vegetales cuyo estudio es
prometedor por sus propiedades antifingicas, antiparasitarias, y su potencial en
la industria. La actividad de las saponinas esta relacionada a la estructura de su
aglicona, que puede ser terpenoide o esteroidal, y a la variedad de azucares
unidos a ella. Esta organizacion quimica les permite interactuar con el colesterol
y los lipidos de membrana, y asi, formar poros que ocasionan lisis celular (Arabski
et al., 2012).

Se han publicado algunos estudios que analizan la accién antimicrobiana
de saponinas de distintas plantas como Quillaja saponaria, Yucca schidigera y
Yucca baccata (Arabski et al., 2012; Ledn, 2012; Qin et al., 2012). Las saponinas
del extracto butanolico del tallo de Y. baccata poseen actividad contra Giardia
lamblia, un parasito causante de diarrea y malabsorcion intestinal (Quihui-Cota y
Leodn et al., 2014). Sin embargo, siendo Y. baccata una planta comun del noroeste
de México y suroeste de Estados Unidos, hay carencia de estudios que analicen
su potencial antimicrobiano.

Por todo lo anterior, el presente estudio plante6 como objetivo probar la
eficacia del extracto butandlico con saponinas del tallo de Y. baccata contra
bacterias patégenas en un modelo in vitro. Adicionalmente, se determiné la
concentracion y variedad de saponinas presentes en el mismo extracto. Esta
tesis pretendié ayudar a planificar aplicaciones farmacoldgicas posteriores para
las saponinas de la planta en cuestion. Entonces, es de notarse que las limitantes
radican en la ciencia basica del proyecto y en la falta de un analisis in vivo, del
uso de cepas resistentes a antibidticos, asi como del estudio de bacterias

aisladas a partir de especimenes clinicos.



Il ANTECEDENTES

Enfermedades Causadas por Bacterias Patégenas

Las infecciones bacterianas suelen ocasionar sintomas muy variados
dependiendo del sitio de infeccion, el indculo infectivo, la susceptibilidad del
hospedero y la virulencia de la cepa, entre otros factores (Joo et al., 2011). Las
bacterias patdgenas para humanos pueden producir sintomas variados como
gastroenteritis, problemas urinarios, abortos, etc. En casos cronicos y severos
llegan a sobrepasar las barreras inmunoldgicas e infectan el torrente sanguineo
(bacteriemia), lo cual se asocia a altas tasas de mortalidad (Yamagishi et al.,
2012).

A las enfermedades que ocasionan las bacterias se les conoce con el
nombre genérico de “bacteriosis”; asi la enfermedad causada por Salmonella sp.
Se llama “salmonelosis”. Dentro de las bacteriosis, las enterobacterias como
Escherichia coli y Salmonella sp., y algunos patégenos oportunistas como
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus,
tienen gran importancia epidemiologica (Kim et al., 2013; Bilavsky et al., 2013;
Slifman et al., 2003). De ahi que, la mayoria de las investigaciones que prueban
la susceptibilidad ante nuevos compuestos antibacterianos, utilicen cepas de
esas bacterias como referencia (Fakruddin et al., 2012; Silva et al., 2013).



Breve Descripcion de los Agentes Etiologicos Bacterianos Usados Durante el
Bioensayo de Este Estudio

Enterobacteriaceae

Dentro de la familia Enterobacteriaceae, los géneros mas comunes y patologicos
para el hombre son Escherichia y Salmonella. Ambos son bacilos Gram negativos
facultativos, causales de enfermedad alimentaria y zoonosis (Piérard et al., 2012;
Ruby et al., 2012). Las especies que derivan de estos géneros se clasifican en
serotipos segun el tipo de antigeno O y H, que corresponden al lipopolisacarido
y a la flagelina, respectivamente, y son esenciales para su virulencia. La especie
S. enterica y la cepa E. coli O157:H7 son las bacterias que se aislan con mayor
frecuencia en brotes de enfermedades infecciosas alrededor del mundo
(Scheiring et al., 2008; Bisi-Johnson et al., 2011; Hiriart et al., 2013). Por lo
general causan gastroenteritis, colitis hemorragica, meningitis, enfermedad
sistémica, entre otros sintomas (Reis y Horn, 2010).

E. coli se divide en 7 patotipos diarreogénicos (DEPs). Los DEPs
asociados al consumo de alimentos incluyen E. coli enterotoxigénica (ETEC),
enteropatdgena tipica y atipica (tEPEC, aEPEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteroagregativa (EAEC), adherente difusa (DAEC) y productora de toxina Shiga
(STEC) (Castro-Rosas et al., 2012; Gémez-Aldapa et al., 2014). La forma mas
prevalente es la STEC, dentro de la cual, la cepa capaz de producir diarrea
sanguinolenta en humanos es referida como E. coli enterohemorragica (EHEC).

La EHEC usualmente posee factores de virulencia adicionales a la toxina
Shiga (Stx), como la habilidad para adherirse a la superficie luminal de los
enterocitos del hospedero y causar deformacion de las microvellosidades. Esto
explica la diarrea acuosa provocada por la pérdida de superficie de absorcion
intestinal (Taylor, 2008). Ademas, la EHEC es la causa mas comun de sindrome
urémico hemolitico (HUS), cuyas caracteristicas principales son la anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y falla renal aguda. Entre las cepas
de EHEC que ocasionan HUS, E. coli O157:H7 es el serotipo usualmente
implicado (Scheiring et al., 2008; Hauswaldt et al., 2013).



Salmonella enterica se divide en 7 subespecies y, a su vez, la subespecie
enterica consta de mas de 1500 serotipos (Wiesnher et al., 2009). S. enterica
subespecie enterica serotipos Typhi, Paratyphi y Tiphymurium son responsables
por la mayoria de los casos de salmonelosis humana, en especial, S. Typhi, que
causa la fiebre tifoidea (Bisi-Johnson et al., 2011; Ruby et al., 2012; Hiriart et al.,
2013). Otro serotipo importante es Salmonella Senftenberg, cuya infeccion se
asocia al consumo de mariscos, como crustaceos y moluscos, y hojas de
albahaca (Martinez-Urtaza y Liebana, 2005; Berger et al., 2010). La
patogenicidad de S. Senftenberg es menor a la de los serotipos mencionados
antes pero es tipicamente mas resistente al calor, lo que la hace un indicador
bioldgico importante en andlisis representativos de la especie (Murphy et al.,
2002; De Clercq et al., 2007).

La habilidad de los patdgenos entéricos para invadir y penetrar las células
epiteliales intestinales es importante en la fisiopatologia de la salmonelosis. El
mecanismo clave involucra adherencia a las células de la mucosa intestinal y
sistemas de secrecion tipo 1l que son codificados por la isla de patogenicidad 1
(SPI-1), y ayudan en la invasién de la célula hospedera (Ruby et al., 2012). Entre
los factores de virulencia mas comunmente encontrados estan los genes invA 'y
fliC. El gen invA ayuda a la unién del patégeno a las células epiteliales, mientras
que fliC, el gen de la flagelina, facilita la propagacion sistémica de este patégeno
(Bisi-Johnson et al., 2011; Paniagua et al., 2007).

Las cepas de Salmonella sp. tienen preferencia por las células M (ya sea
de las placas de Peyer o del tejido linfoide intestinal), que son células
especializadas que muestrean el contenido antigénico del intestino. Al adherirse
en el epitelio intestinal, la bacteria se internaliza y una vez dentro, es encerrada
en el fagolisosoma. Alli, altera la via endocitica para evitar ser destruida y se
replica, después las bacterias se diseminan desde las placas de Peyer hasta los
nodulos linfaticos mesentéricos, generando una infeccion sistémica (Reis y Horn,
2010).



Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo intracelular, no forma esporas
y es movil por flagelos peritricos. Esta bacteria puede sobrevivir e incluso
desarrollarse en condiciones adversas, como temperaturas frias (3-4°C). Ademas
posee mecanismos de adaptacién, como la capacidad de formar biopeliculas
sobre superficies bidticas y fomites, comunicacion por quérum sensing y genes
de resistencia antibiotica, entre otros (da Silva y De Martinis, 2013; Whittaker,
2012; Espinoza et al., 2004; Swaminathan y Gerner-Smidt, 2007). Uno de los
mecanismos de patogenicidad cruciales para L. monocytogenes es su capacidad
hemolitica, principalmente en septicemias. Entre las hemolisinas de L.
monocytogenes que ocasionan bacteriemia, la listeriolisina O (LLO), le confiere
habilidad de multiplicacion intracelular en fagocitos, facilitando su distribucion
entre células (Stavru et al., 2011; Schnupf y Portnoy, 2007).

L. monocytogenes se disemina a diversos 6rganos, y causa infecciones en
locaciones multiples del organismo humano. La fisiopatologia de la listeriosis,
comienza con la entrada bacteriana al tracto gastrointestinal a través de
alimentos y bebidas contaminados. Una vez en el intestino, si el sistema inmune
no es capaz de combatir o eliminar la infeccion, se produce la bacteriemia
primaria. A partir de aqui, L. monocytogenes puede viajar a través de nodulos
linfaticos a higado y baso. Si la infeccion no es controlada en esta etapa, se
produce una bacteriemia secundaria. Asi, el microorganismo llega a sitios como
el sistema nervioso central y a la placenta, ocasionando meningoencefalitis,

abortos y enfermedad neonatal, respectivamente (Hoelzer et al., 2012).

Staphylococcus aureus

El coco Gram positivo Staphylococcus aureus es una bacteria conocida por su
caracteristica de agrupacion en forma de racimo. Esta bacteria coloniza las
narinas, garganta e intestinos en el humano, pudiendo actuar como comensal de

la microbiota humana (Acton et al., 2009; Treesirichod et al., 2014). Por otro lado,



el espectro clinico de las enfermedades causadas por S. aureus varia desde
infecciones en la piel y tejido blando, hasta infecciones invasivas que ponen en
peligro la vida (Mernelius et al., 2013). Algunos ejemplos son: infecciones
urinarias, respiratorias, oculares, y bacteriemia asociada con endocarditis
infectiva y sepsis (Sabouni et al., 2014).

S. aureus cuenta con una gran cantidad de factores de virulencia que
participan en su patogenicidad durante las diversas infecciones. Entre los mas
destacados se encuentran el acido teicoico y el acido lipoteicoico, presentes en
la pared celular de S. aureus. Estos factores participan en la produccion de
hipotensién hipovolémica, causada por la fuga del plasma hacia el espacio
extravascular (Imamura, 2014). Las toxinas mayormente asociadas a este
microorganismo son las hemolisinas, leucocidinas, enterotoxinas estafilocécicas
estables al calor y la toxina que ocasiona el sindrome del choque toxico-1 (TSST-
1). Esta ultima ocasiona envenenamiento alimentario, enterocolitis, sindrome de
piel escaldada y choque toxico (Sabouni et al., 2014).

Las proteasas ScpA y SspB son las mas abundantes entre las enzimas
proteoliticas extracelulares de S. aureus. Las proteasas juegan un papel
importante en la sepsis y en la endocarditis infecciosa. Pueden activar o inactivar
los factores de coagulacién plasméaticos, impidiendo la induccion de defensas de
coagulacion del hospedero contra patdgenos. Ademas degradan el colageno, lo
gue destruye los tejidos y facilita la diseminacién de S. aureus hacia la circulacién
(Imamura, 2014).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sigue siendo un dilema terapéutico por el amplio rango
de infecciones cronicas y agudas que ocasiona, incluyendo infecciones
pulmonares, de heridas, e incluso sepsis (Nakamura et al., 2014). P. aeruginosa
es un patdégeno nosocomial y oportunista que puede ser aislado de pus, esputo,
orina y otras muestras dependiendo de la infeccion provocada (Ravaoarinoro et
al., 1996).



La bacteriemia con P. aeruginosa es una de las infecciones mas temidas
debido a sus altas tasas de mortalidad (20-39%) (Willmann et al., 2013). Este tipo
de infeccion se asocia a inmunodeficiencias, presencia de catéteres venosos
centrales y urinarios, entre otras causas (Joo et al., 2011). La mortalidad ulterior
depende del &mbito hospitalario, la seriedad de las enfermedades de fondo y la
administracion oportuna de tratamiento apropiado.

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa no fermentadora de glucosa
(Tsuchimochi et al., 2008). La patogenicidad de P. aerugiosa depende de la
produccioén y secrecion de multiples factores de virulencia que son regulados a
nivel transcripcional por el quérum sensing (Grosso-Becerra et al., 2014). Entre
sus factores de virulencia se encuentran la capacidad de formar biopeliculas, las
lectinas y la secrecidn de pigmentos como fluoresceina y piocianina (Wu et al.,
2014; Weiser et al., 2014). La biopelicula puede promover la transferencia
horizontal de genes, originando una diversidad genética que confiere a la bacteria

con ventajas adaptativas asociadas a su virulencia (Ramos et al., 2010).

Transmision de Patégenos Bacterianos Hacia el Humano

Por lo general, las enfermedades causadas por E. coli 0157:H7, Salmonella sp.,
L. monocytogenes, y S. aureus, han sido asociadas con el consumo de
numerosos productos alimenticios y bebidas (Castro-Rosas et al., 2012). Se ha
estimado que alrededor del 95% de casos humanos de salmonelosis son
originados por el consumo de productos alimenticios contaminados (Hiriart et al.,
2013). El uso de materiales crudos inseguros y las practicas inadecuadas durante
la manufactura y conservacion de los alimentos, los hacen un riesgo potencial a
la salud publica. Sin embargo, es aparente que el comportamiento patdogeno es
anico al producto en cuestion. La disponibilidad de nutrientes, pH, u otros factores
intrinsecos de los productos probablemente tengan un papel importante en la
proliferacion de patdégenos a temperaturas abusivas (Torres-Vitela et al., 2012;
Vandamm et al., 2013).



La calidad microbioldgica de los alimentos y la prevalencia de las bacterias
patbgenas son de los puntos que necesitan mayor regulacion para evitar
enfermedades y brotes epidémicos. Es posible, incluso, encontrar altos niveles
de contaminacion por bacterias patdogenas en alimentos preparados en
restaurantes con reconocimientos en el ramo higiénico (Castro-Rosas et al.,
2012). Esta contaminacion no siempre se debe a las practicas insalubres en el
manejo y preparacion de los alimentos sino también a la materia prima cruda,
como vegetales, que son irrigados con aguas residuales en ciertos lugares. E.
coli y Salmonella sp., por ejemplo, son bacterias capaces de resistir largos
periodos de tiempo en lechuga y albahaca (Berger et al., 2010; Van der Linden
et al., 2013). Asi, los patégenos bacterianos sobreviven y se mantienen viables
en alimentos hasta infectar al consumidor (Figura 1).
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Figura 1. Principales puntos de control para prevencién de contaminaciéon y desarrollo
de patdgenos bacterianos en alimentos. Imagen resumida de la fuente: CDC, 2011.
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Los alimentos listos para consumir (RTE, por sus siglas en inglés) suelen
portar altos niveles de contaminacion por patdgenos bacterianos debido a su
proceso de elaboracion y almacenamiento. En un estudio de inspeccion de
alimentos llevado a cabo durante diez afios (2001-2010) en 15 comedores
universitarios, se muestrearon un total de 135 sandwiches, 140 productos de
panaderia horneados, 30 postres con crema de leche y 122 pasteles congelados
(Kotzekidou, 2013). Los porcentajes mas elevados de patégenos transmitidos por
alimentos se encontraron en los postres con crema de leche con 20% de L.
monocytogenes y 12.5% de S. aureus. De igual forma, otro estudio llevado a cabo
en México con quesos frescos hechos a mano, revel6 que de 200 muestras, el
46% fueron positivas para al menos un patdgeno bacteriano, entre los que
destacan Salmonella sp., E. coli O157:H7 y L. monocytogenes (Torres-Vitela et
al., 2012).

Por otra parte, P. aeruginosa es un patdgeno que generalmente se
transmite en hospitales. Los predictores clinicos para la infeccion con P.
aeruginosa involucran presencia de catéter venoso central, dispositivo urinario y
otros tratamientos invasivos (Joo et al., 2011; Willmann et al., 2013).

Otra fuente potencial de transmision de patégenos bacterianos son los
animales. Los animales pueden ser colonizados por bacterias que son
claramente patégenas en humanos, sin expresar enfermedad. Esta situacion de
portador animal con potencial para transmitir enfermedad al humano, es conocida
como zoonosis. El reservorio principal implica variedades de especies animales
como ganado, ovejas, cabras, pollos y otras aves. Los cerdos y el ganado son el
reservorio predominante de la ETEC y STEC (Gomez-Aldapa et al., 2014). Un
ejemplo tipico de STEC zoonédtica es el serotipo 0O157:H7 (E. coli
enterohemorragica, EHEC) cuyo reservorio es el tracto intestinal de ganado
saludable y otros rumiantes. La EHEC puede ser responsable de dos sindromes
severos en humanos, la colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico
(Taylor, 2008; Piérard et al., 2012). La contaminacion fecal de los productos de
origen animal y del agua para beber es la principal ruta de infeccion de estos

patogenos hacia los humanos.
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Los cocineros y el personal médico también pueden actuar como
portadores y ocasionar contaminacion por bacterias patdégenas. S. aureus y E.
coli son dos microorganismos ampliamente detectados en estos tipos de
trabajadores. En las manos de cocineros de escuelas primarias se ha encontrado
una prevalencia de hasta 74% para S. aureus y de 14% para E. coli (Tan et al.,
2014). El personal médico ha resultado portador asintomatico de S. aureus en
narinas, con tasas de prevalencia de hasta 20%, con aislado de enterobacterias
en menor proporcion (Treesirichod et al., 2014). Estos datos son preocupantes
porque por lo general, se trata de trabajadores que atienden a individuos
inmunocomprometidos, ancianos, embarazadas y nifios. La transmision de estos
patdgenos ya sea a partir de alimentos preparados por los cocineros, o a través
de catéteres colocados por médicos, es un factor de riesgo que debe ser

minimizado o eliminado.

Epidemiologia de Algunas Enfermedades Bacterianas

El Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) estima que 1
de cada 6 personas se enferma cada afio por consumo de alimentos
contaminados. Ademas, sustenta que se han reducido en 50% las infecciones
por E. coli O157 desde 1997 (CDC, 2011). En contraste, el diagndstico por
infeccion con E. coli enterohemorragica (EHEC) se ha incrementado con el
tiempo, tal vez como resultado de mejores técnicas de identificacion en el
laboratorio. Del total de personas que sufre alguna infeccién bacteriana, los
nifios, mujeres embarazadas, ancianos e individuos inmunocomprometidos (o
inmunodeprimidos), son clasificados como grupos de riesgo por ser mas
susceptibles al ataque bacteriano.

Los nifios son muy susceptibles ante enfermedades bacterianas porque
poseen sistemas inmunes débiles y sus 6rganos no estan completamente
desarrollados, incluyendo el estbmago e intestinos (Kim et al., 2013). La mayor
incidencia de sindrome urémico hemolitico (HUS) inducido por E. coli

enterohemorragica (EHEC) en Europa y Norteamérica ocurre en nifios de 1-5
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afos. El nimero de nifios con infeccion por EHEC que padece HUS se ha
mantenido a través de los ultimos 20 afios. Se ha estimado que uno de cada diez
nifos expuestos a la infeccion desarrolla sintomas como dolores abdominales y
diarrea, y 15% de los nifios con estos sintomas desarrollan HUS; la mortalidad
varia entre 3% y 5% (Taylor, 2008; Scheiring et al., 2008; Hauswaldt et al., 2013).

Otro patdégeno comunmente asociado con problemas gastrointestinales,
principalmente en paises en vias de desarrollo, es Salmonella sp. Esta bacteria
causa mas hospitalizaciones y muertes que cualquier otro microorganismo
contaminante de alimentos, ocasionando un costo econémico de 365 millones de
doélares en gastos médicos directos al afio (CDC, 2011).

En México, los casos de enfermedad gastrointestinal e infecciones
alimentarias son escasamente reportados (Torres-Vitela et al., 2012). La razén
se asocia principalmente a la idiosincrasia del mexicano. La mayoria de las
personas prefieren vivir con sintomas molestos, a los cuales se acostumbran,
antes que acudir al médico.

En el estado de Sonora, algunos brotes de salmonelosis han ocurrido por
consumo de pollo y sushi contaminados. En el 2013, se reportdé un brote de
salmonelosis por consumo de sushi en una cadena de restaurantes locales de la
ciudad de Hermosillo, donde 198 personas resultaron intoxicadas. Durante las
dos semanas que duro el brote, la Direccion General de Epidemiologia (DGE) de
México reportdé un aumento desde 7 hasta 40 casos semanales de intoxicacion
alimentaria bacteriana en el estado (DGE, 2013-2). Otro caso, fue el de Suaqui
Grande, Sonora, donde resultaron intoxicadas 103 personas por consumo de
pollo contaminado con Salmonella sp. De igual forma, la DGE reporté un salto
desde 3 y 14 casos en las semanas 34 y 35 respectivamente, hasta 109 casos
de intoxicacion alimentaria a la semana 36 del 2013, tiempo en que se llevo a
cabo el brote (DGE, 2013). Este tipo de hechos culminan en la reduccién de
ventas y tienen un impacto médico y econdmico negativo en la region.

L. monocytogenes, P. aeruginosa y S. aureus son patdogenos oportunistas
altamente riesgosos para pacientes hospitalizados. La Organizacion Mundial de

la Salud (OMS) considera a L. monocytogenes como uno de los patdgenos
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emergentes que lideran las enfermedades alimentarias (Ramirez et al., 2012; da
Silva y De Martinis, 2013; Locatelli et al., 2013). Los casos leves son dificiles de
identificar ya que presentan sintomatologia inespecifica, y porque esta bacteria
no se detecta con facilidad por cultivos rutinarios (Scallan et al., 2011). Ademas,
la listeriosis en personas inmunocompetentes puede ser confundida con
enfermedades de sintomatologia general y esporadica. Esta es la razon principal
por la cual no se cuenta con datos epidemiolégicos actuales sobre prevalencia o
incidencia de L. monocytogenes en México (Tovar et al., 2005).

P. aeruginosa es un patdbgeno nosocomial, comun en pacientes en cuidado
intensivo y en pacientes neutropénicos, victimas de quemaduras recipientes de
trasplante de 6rganos, etcétera. Se aisla hasta en 30% de muestras de pus, 20%
de esputo y 20% de especimenes urinarios; es dificil asociarla a un sitio de
infeccion dado (Ravaoarinoro et al., 1996; Tsuchimochi et al., 2008). Las
infecciones con P. aeruginosa en el torrente sanguineo son especialmente
perjudiciales y asociadas con tasas de mortalidad que van desde 18% hasta 62%
(Yamagishi et al., 2012). Aunque la falla clinica es mas frecuente en la
bacteriemia con P. aeruginosa que con Enterobacteriaceae, la tasa de mortalidad
entre ambos grupos suele ser igual (Joo et al., 2011). Cabe mencionar que las
infecciones por P. aeruginosa tienen una tasa de curacion clinica de hasta 83%,
cuando se realiza un estudio profundo de su sensibilidad antimicrobiana en lugar
de tratamientos empiricos (Nakamura et al., 2014).

S. aureus es un patégeno que puede causar lesiones de piel, colonizacion
de garganta, enteritis y bacteriemia, entre otros sintomas (Mernelius et al., 2013).
Aproximadamente el 20% de los sujetos sanos son identificados como portadores
persistentes de S. aureus (Treesirichod et al., 2014). Los hombres adultos son
colonizados mas a menudo que las mujeres. En nifios con enfermedad dental,
esta cifra puede aumentar hasta 28%. Cuando se trata de la cepa de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), la tasa de deteccién se encuentra alrededor del
9% (Acton et al., 2009). Las tasas de bacteriemia ocasionada por S. aureus van
desde 40% para cepillado dental y 60% subsecuente a extraccion dental, hasta
88% después de cirugia peridontal. Aproximadamente el 40% de los pacientes
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con sepsis, y que cursan con desordenes de coagulacion ocasionados por esta
bacteria, sufren de falla de 6rganos mdultiple y estadn ligados a una tasa de

mortalidad alta (Imamura, 2014).

Farmacos Antibacterianos y Problematica Involucrada

Efectos Secundarios Asociados al Tratamiento

La aparicion de nuevos sintomas, ajenos a la infeccion bacteriana, es una
preocupacion fuerte de los médicos y pacientes. Si bien existen pacientes
alérgicos al uso de los antibiéticos, también hay quienes presentan nauseas,
sarpullido, angioedema e incluso anafilaxis, sin ser sensibles al tratamiento.

Las reacciones adversas a drogas (ADR, efectos secundarios) estan
definidas por la OMS como cualquier efecto nocivo, involuntario, e indeseado de
una droga que ocurre a dosis normalmente toleradas por un individuo. Los
pacientes con ADR son etiquetados frecuentemente como alérgicos sin ser
evaluados por analisis confirmatorios. Las ADR van de un 3% a 6% del total de
admisiones hospitalarias y ocurren en 10% a 15% de pacientes hospitalizados,
resultando en morbilidad, hospitalizacién prolongada y mayor riesgo de
mortalidad (Thalayasingam et al., 2013).

Las ADR se han estudiado y registrado con mayor frecuencia respecto a
la antigiedad de uso del medicamento. Tal es el caso de la amoxicilina
(antibiotico B-lactdmico, derivado de la penicilina), antiinflamatorios y
paracetamol. La incidencia de efectos secundarios por amoxicilina ha sido
reportada hasta en 28.7% de los pacientes tratados por infecciones respiratorias.
Los sintomas se desarrollan en menos de 3 meses en el 40% de los casos (Little
et al., 2013).

Resistencia Antimicrobiana
La presion resultante del uso exhaustivo de antimicrobianos en las ultimas

décadas ha llevado a la aparicion de resistencia bacteriana. La atencion y
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prescripcion primaria de antibidticos es una de las causas mas importantes de
resistencia antimicrobiana (Little et al., 2013). Tanto asi, que ahora es necesario
tener receta médica para comprar antibioticos para los cuales antes no era
requerida. Hay una necesidad creciente de nuevos agentes antibacterianos,
especialmente contra patdgenos comunes en hospitales y en nuestras
comunidades, como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Sabouni et al.,
2014).

Las bacterias multi-resistentes a drogas son aquellas que son resistentes
ante al menos dos clases de antibiéticos. Existen 5 categorias principales de
antibioticos de acuerdo a sus mecanismos de accion: inhibicién de la sintesis
celular, inhibicién de la sintesis proteica, alteracion de las membranas celulares,
antimetabolitos e inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos. La resistencia
antibiotica se presenta en el 25% de los aislados de E. coli y hasta en 82% de los
aislados de S. aureus. Un alto porcentaje de las cepas de E. coliy S. aureus es
resistente a penicilina y ampicilina, que inhiben la sintesis proteica y de pared
celular. De las cepas positivas de E. coliy S. aureus, aproximadamente el 85% y
5.4% respectivamente, resulta multi-resistente hasta para 3 0 4 clases de
antibidticos (Tan et al., 2014).

La resistencia a antibiéticos, como la penicilina, ha inducido el desarrollo
de compuestos derivados dentro de la familia de los B-lactdmicos. La aparicion
de B-lactamasas provoco el uso de antimicrobianos como la vancomicina pero ya
se han reportado casos de resistencia a este ultimo. Por lo tanto, se hace urgente
el estudio del potencial antibacteriano de moléculas naturales que puedan
convertirse en nuevos antibiéticos activos contra agentes infectivos multi-
resistentes (Casero et al., 2013). Ademas del desarrollo de nuevas terapias
antibioticas efectivas, la exploracion de remedios antibacterianos tradicionales ha

ganado mucha atencion recientemente.
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Antimicrobianos Vegetales

El uso de las plantas como remedios medicinales, especias y conservadores,
tiene una historia antigua en todas las culturas (Upadhyay et al., 2012). Los
tratamientos tradicionales con plantas varian desde su aplicacion topica directa,
hasta el consumo de extractos medicinales. Dentro de los extractos vegetales
mas estudiados se encuentran los de tipo alcohdlico (contenido de taninos,
saponinas, etc.) y los aceites esenciales (fenoles, aldehidos, terpenos, entre
otros). Ambos presentan actividad bactericida in vitro, incluyendo eficacia contra
cepas bacterianas resistentes a antibiéticos (Sfeir et al., 2013; Warnke et al.,
2013). Por ello, el uso de plantas medicinales se ha puesto de moda con nuevas
corrientes “verdes”, como el naturismo (medicina homeopatica) y la quimica
verde. De ahi que, junto a la concientizacién poblacional y otros aspectos de
conducta contemporéanea, se trace el camino a seguir para la obtencién de
nuevos farmacos.

Actualmente, se ha caracterizado una amplia gama de compuestos activos
antimicrobianos a partir de extractos vegetales. Algunos son metabolitos
primarios involucrados en el crecimiento de la planta, mientras que otros, son
sustancias desarrolladas con fines defensivos (metabolitos secundarios)
(Upadhyay et al., 2012). La composicibn quimica de los antimicrobianos
biolégicos se debe al genotipo de la planta, su origen geografico, asi como el
ambiente y condiciones agronomicas (Silva et al., 2013). Por ejemplo, el
aquirofurano, metabolito activo de la planta sudamericana Achyrocline
satureioides, muestra resultados bactericidas tan buenos como la ampicilina
contra bacterias Gram positivas (Casero et al., 2013).

En Estados Unidos, los antimicrobianos derivados de plantas (PDAs, por
sus siglas en inglés) deben pasar evaluaciones de citotoxicidad, para ser
probados en animales de experimentacion y obtener concentraciones seguras.
Asi, se minimiza la aparicion de efectos secundarios por el disefio de una dosis
adecuada, y se clasifican como compuestos generalmente reconocidos seguros

(GRAS) (Upadhyay et al., 2012). Individualmente los PDAs muestran resultados
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prometedores, pero hay mayor interés en probar combinaciones de GRAS que
promuevan la destruccién de los patdgenos bacterianos (Silva et al., 2013).

Entre los extractos ricos en metabolitos secundarios, como las saponinas,
y que constan con el reconocimiento de GRAS, destacan los de Yucca schidigera.
Existen multiples extractos de Y. schidigera, pero la concentracion y variedad de
las saponinas en estos depende del proceso y de la parte de la planta que se
utilice (Kaneda et al., 1987). Los mas estudiados y con reconocimiento GRAS,
son aquellos obtenidos por exprimido del tallo y los extractos de macerados
alcoholicos (Kowalczyk et al., 2011). Generalmente, los extractos de Y.
schidigera son utilizados como aditivos alimenticios animales para el control de
la microbiota y mejora de la digestion intestinal, asi como agentes espumantes
en bebidas y en la agricultura para el control de nematodos y hongos (Cheeke,
2000; Cheeke et al., 2006).

Caracteristicas de las Plantas del Género Yucca

Las plantas del género Yucca (familia Agavaceae) abarcan alrededor de 40
especies; la mayoria concentrada en México y suroeste de Estados Unidos.
Dentro del género se encuentran 3 secciones monofiléticas: Chaenocarpa con
Yucca de frutos capsulares, Sarcocarpa con frutos carnosos, y Clistocarpa. Las
primeras dos comprenden la mayor proporcion de especies, y la ultima solo
incluye a Y. brevifolia con dos variedades descritas (Smith-Hall et al., 2012;
Rentsch y Leebens-Mack, 2012).

El grupo de Pellmyr et al. (2007) realizé un extenso analisis filogenético de
Yuccay logro establecer relaciones entre clases, taxones y clados. Establecieron
un area geografica compuesta por el género, donde se observa que en la parte
sur de E. U. domina la clase Sarcocarpa. Dentro del noroeste de México
gobernado por esta clase, se encuentran los estados de Sonora, Baja California
y Chihuahua (Figura 2). Ademas, lograron relacionar la especie Y. baccata,
muestreada extensivamente en la region norte donde se ubica la Sarcocarpa,

junto a Y. arizonica y Y. schidigera (Figura 3). De esta forma, sus datos

18



filogenéticos refuerzan especulaciones sobre introgresion en el género y la
posibilidad de similitud entre sus metabolitos secundarios, como las saponinas.

Figura 2. Mapa esquematico de la localizaciobn de la clase Sarcocarpa de Yucca,
sombreado en gris. Modificado de Pellmyr et al., 2007.

Figura 3. Fotografias de Yucca baccata en la zona aledafia a Cananea, Sonora,
(izquierda) y Yucca schidigera (derecha).
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Saponinas en Extractos de Plantas Medicinales

Las saponinas son metabolitos secundarios ubicuos en las plantas. Alrededor del
mundo, se han extraido y caracterizado muchas saponinas a partir de hojas, tallo,
corteza y raices, provenientes de plantas medicinales de usanza regional. Estos
compuestos son estudiados desde hace décadas debido a su amplio espectro de
aplicacion en la industria, tanto en disefio de farmacos como por uso cosmeético.
Las fuentes comerciales mas comunes de saponinas son Quillaja saponaria

(saponinas terpenoides) y Yucca schidigera (saponinas esteroidales).

A B

Humn
RO

HO

Figura 4. (A) Estructura quimica general de una saponina esteroidal. El grupo R
representa uno o mas sacaridos. (B) Representacion grafica de la molécula del
colesterol. Modificado a partir de las fuentes: Skhirtladze et al., 2011 y Levitan, 2009;
respectivamente.

Las saponinas dafian o eliminan protozoarios y hongos, tanto patégenos
como comensales de humanos y animales (Wisloff et al., 2008; Zhang et al.,
2008; Qin et al.,, 2012). Su actividad esta relacionada a la estructura de su
aglicona (sapogenina), que puede ser terpenoide o esteroidal, y a la variedad de
azucares unidos a ella. La organizacion quimica de las saponinas es similar a la
del colesterol, o que les permite interactuar con éste y con los lipidos de
membrana, y asi, formar poros que ocasionan lisis celular (Arabski et al., 2012)
(Figura 4). El analisis del efecto antibacteriano de las saponinas es importante
porque a diferencia de muchos compuestos de origen similar, muestran actividad
bactericida (Ramirez Merida et al., 2012).

Por otro lado, la toxicidad potencial que pueden presentar las saponinas,

como las de Yucca, debe ser analizada cuidadosamente. Wisloff et al. (2008),
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administraron jugo de Yucca schidigera en dosis que contenian 63 mg/kg de
sapogenina via intra-ruminal a corderos para investigar su toxicidad. Durante el
experimento 12 corderos murieron y al realizar autopsias se descubrié necrosis
aguda en los riflones. Resultados similares fueron obtenidos por Quihui-Cota y
Ledn et al. (2014) al aplicar extracto butandlico con saponinas de Yucca baccata
en jerbos. En ese experimento se dividieron a los jerbos en 5 grupos de 8, y se
les administraron dosis orales de 0.5 ml de PBS (control negativo), metronidazol
(2 mg/ml en PBS, control positivo), y 3 tratamientos diferentes con extracto de Y.
baccata (6.1 mg/ml, 12.2 mg/ml y 24.4 mg/ml). Al final del ensayo, 3 jerbos de
cada grupo tratado con extracto de Y. baccata murieron pero no fue asi para los
controles. En contraste, Arabski et al. (2012), demostraron que concentraciones
de 12 pg/ml (20-35% sapogenina) no ocasionan efectos citotoxicos en células
eucariotas. Esta disonancia debe ser resuelta mediante investigaciones mas
extensas y especificas sobre los efectos de saponinas provenientes de distintas

fuentes.
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Il HIPOTESIS

El extracto butandlico del tallo de Yucca baccata presenta actividad in vitro contra
bacterias patbgenas para humanos y contiene alta concentracion y gran variedad

de saponinas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto butandlico del tallo de Yucca
baccata en un modelo in vitro, contra Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
0157:H7 ATCC 43890, Salmonella enterica subespecie enterica serotipos
Senftenberg ATCC 8400 y Choleraesuis ATCC 14028, Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Listeria monocytogenes ATCC 7644 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, y establecer la concentracion minima inhibitoria y bactericida para
cada una de esas bacterias, para posteriormente cuantificar la concentracién de

saponinas e identificar sus fracciones en el extracto.

Objetivos Especificos

1. Realizar la extraccion liquido-liquido, con n-butanol, del extracto acuoso
del tallo de Yucca baccata.

2. Evaluar la actividad antibacteriana del extracto butandlico de Y. baccata
(EBY) por difusion en agar, contra Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
0157:H7 ATCC 43890, Salmonella enterica subespecie enterica serotipos
Senftenberg ATCC 8400 y Choleraesuis ATCC 14028, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Listeria monocytogenes ATCC 7644 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

3. Valorar la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del EBY
contra las bacterias seleccionadas.

4. Cuantificar el contenido de saponinas en el EBY por espectrofotometria,

utilizando diosgenina como estandar.
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. Estandarizar la Identificacibon de saponinas en el EBY mediante
cromatografia en capa fina (TLC).
. Separar las fracciones con saponinas del EBY por HPLC semi-preparativa

e identificarlas por TLC.
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V. MATERIALES Y METODOS

Diseflo Experimental

El estudio se dividio en dos fases generales, una fase de extraccion y separacion
de saponinas y una etapa de analisis microbioldgico. En la primera fase se utilizé
estadistica descriptiva para cada analisis de cuantificacibn de saponinas. La
etapa microbiologica incluyé 5 bacterias Gram negativas (Escherichia coli
0157:H7 ATCC 43890, E. coli ATCC 25922, Salmonella enterica subespecie
enterica serotipos Senftenberg ATCC 8400 y Choleraesuis ATCC 14028, y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) y 2 Gram positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Listeria monocytogenes ATCC 7644). Las bacterias fueron
sometidas a un ensayo de actividad antibacteriana semi-cuantitativa por difusion
en agar y a otro cuantitativo, por la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria y minima bactericida. Todos los analisis involucraron un control positivo
a base del antibacteriano comercial kanamicina y un control negativo con el
diluyente a utilizar (agua destilada estéril). Las pruebas se realizaron por
triplicado y se us6 un ANOVA de una via para probar diferencia entre todas las
medias y la prueba de Tukey-Kramer para analizar diferencias entre 2 medias

con la ayuda del programa estadistico NCSS 2007.

Obtencién de Muestras de Yucca baccata y Extraccion Butandlica

Coleccion de Especimenes de Yucca baccata

Los tallos de la planta Yucca baccata fueron colectados cerca de las coordenadas
30°53’'35.8”N 110°42°30.0”0, en Abril del 2013. Se corté el tallo de cada planta
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desde la parte mas cercana a la raiz y se despoj6é de sus hojas. Las muestras
fueron llevadas al herbario de la Universidad de Sonora para su autentificacion

taxonomica por el responsable del Herbario Universitario.

Método de Secado del Tallo

Se cortaron los tallos en rodajas de aproximadamente 2 cm de ancho para facilitar
su proceso de secado por exposicion al sol. El material seco se pulverizé con un
molino Whiley (Molino Thomas-Whiley Model 4, Laboratory Mill USA) hasta
obtener un polvo de 2 mm de tamafio de particula, que fue pesado y utilizado

para preparar los extractos (Leon, 2012).

Preparacién de los Extractos

Para la extraccion de saponinas se utilizé el método descrito previamente por
Newbold et al., (1997). Consistié en suspender el polvo de Y. baccata en agua
(33 g/L), mantenido en agitacién durante una noche a temperatura ambiente (25-
30°C). Seguido, se centrifug6 la suspension a 3000 rpm durante 10 min a 4°C.
Después se filtrd y agitd la suspension acuosa en un volumen igual de n-butanol
por 30 min a temperatura ambiente. Luego, se separo el n-butanol de la mezcla
y la extraccion se repitié con n-butanol fresco una segunda vez, para mejorar la
eficiencia del método. Las capas organicas del extracto, fueron agrupadas y
secadas en un evaporador con rotacién acoplado a una bomba de vacio a 40°C
(Rotavapor Buchi 011, Buchi Laboratoriums, Suiza). Como paso final, se peso el
sélido extraido y se almacend en seco a 4 °C, para su uso posterior.

Para la comparacion del extracto butandlico con un control similar, se
utilizé el extracto acuoso obtenido por macerado Yy filtracion del polvo del tallo de
Y. baccata que se obtiene del paso previo a la extraccion con butanol. En lugar
de evaporarse por calentamiento, se procedi6 a liofilizar el extracto acuoso por la

facilidad que ofrece el método.
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Analisis In vitro de la Actividad Antibacteriana

Cultivos Bacterianos

Las cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922, E. coli 0157:H7 ATCC
43890, Salmonella enterica subespecie enterica serotipos Senftenberg ATCC
8400 y Choleraesuis ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular del CIAD A. C.
Todas las cepas se cultivaron en agar Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 h para
el ensayo de difusién en agar por discos. Para el ensayo de concentracion
minima inhibitoria y minima bactericida, las bacterias fueron cultivadas en 15 ml
de caldo Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 18 h. Los cultivos fueron
utilizados en los bioensayos inmediatamente después de la incubacion.

Medicién de la Actividad Antibacteriana por Difusién en Agar

Para evaluar la actividad antibacteriana se llevé a cabo el método de difusion por
disco en agar Mueller-Hinton. Se impregnaron discos estériles de papel filtro
Whatman No. 1, de 6 mm de didmetro, con 25 pul de los extractos con saponinas
(6 mg/disco) diluidos en agua destilada estéril. Luego se dejaron secar los discos
20 min a temperatura ambiente en una campana de flujo laminar. Los cultivos
bacterianos se ajustaron a un estandar de turbidez 0.5 de McFarland con solucién
salina estéril. Se esparcio de manera uniforme el in6culo usando un hisopo estéril
para obtener crecimiento bacteriano homogéneo en las placas con agar. El
siguiente paso fue incubar las placas por 24 h a 37°C. Una vez transcurrido el
periodo de incubacion, se midid el halo de inhibicion y se clasificé como sigue:
>20 mm correspondiéo a “altamente inhibitorio”; 10-20 mm, “moderadamente
inhibitorio” y un halo de inhibicion <10 mm correspondié a “no inhibitorio” (Silva
et al., 2013). Como control se utilizaron discos con kanamicina (30 pg) para
referencia positiva, y discos con 25 pl agua destilada estéril como control
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negativo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado para obtener una media

representativa.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Se llevé a cabo la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) por
microdilucion en placas estériles con 96 pocillos. Se ajusté a 0.1 la densidad
optica (595 nm) del inéculo de cada una de las bacterias (equivalente al estandar
0.5 McFarland; aprox. 1.5 x 10%8 UFC/ml) con solucién salina estéril. A
continuacion, se preparo la solucion madre del extracto butandlico a 250 mg/mly
se diluyé a 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 27.5 y 30 mg/ml. El pocillo sin extracto (0 mg/ml)
fue utilizado como control de crecimiento para el calculo de la MIC. También se
ensayaron dos controles: el control positivo de kanamicina (1 mg/ml) y un control
negativo con el diluyente (0.6 ml de agua destilada méas 4.4 ml de caldo Mueller-
Hinton) (Campion et al., 2013; Hill et al., 2013).

Se agregaron 200 pl de cada una de las diluciones del extracto butanélico
y controles a los pocillos (triplicado), y se afiadieron 15 ul de cada uno de los
in6culos bacterianos ajustados. Se procedié a incubar las placas a 37 °C por 24
h y luego se agitaron suavemente durante 20 seg para la lectura posterior de la
densidad optica a 595 nm (D. O.s9snm). Para ajustar la D. O.s95snm de cada una de
las diluciones con bacterias, se midieron los blancos de cada dilucion por
triplicado y se restaron sus D. O.s9snm @ las de las muestras. La MIC se considero
como aquella dilucion del extracto que inhibi6 el 90% del crecimiento bacteriano

en comparacién al control sin extracto ni diluyente (Velazquez et al., 2007).
Concentracion Minima Bactericida (MBC)
Se sumergi6 un asa estéril en cada uno de los pocillos con dilucién del extracto

gue mostro inhibicién, y se estrié en agar Mueller-Hinton por duplicado. Después

se incubo cada placa con agar durante 24 h a 37 °C. Aquellas placas que no
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mostraron crecimiento bacteriano post-incubacion, se consideraron como MBC
(Hill et al., 2013).

Cuantificacién de Saponinas y Separacion de Fracciones del Extracto

La cuantificacion total de saponinas en el extracto butandlico de Y. baccata se
realizd6 por espectrofotometria. Se llevO a cabo la estandarizacion de la
identificacion de las fracciones con saponinas del extracto por cromatografia en
capa fina (TLC) y la separacién de las mismas por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) semi-preparativa. Como estandar externo se utilizd

diosgenina, una sapogenina esteroidal.

Cuantificacién de Saponinas por Espectrofotometria

Se adapto la técnica de Baccou et al. (1977) para llevar a cabo la cuantificacion
espectrofotométrica de saponinas. Se pesaron 2 mg de los extractos acuoso,
butandlico y del estandar de diosgenina (98%), y se aforaron con metanol a 10
ml. A partir de la solucion de diosgenina se realizaron 5 diluciones: 10, 20, 30, 40
y 50 pg/ml. Para la mezcla de reaccion se afiadid6 1 ml de solucién de p-
anisaldehido al 0.5% en metanol, mas 1 ml de acido sulfarico al 50% (con agua
destilada). Se agregaron 2 ml de cada una de las diluciones del estandar en tubos
de ensaye con la mezcla de reaccién por triplicado. El blanco consistié en la
misma mezcla de reaccidén pero en lugar de la muestra se afiadieron 2 ml de
metanol. Se agitaron los tubos y fueron incubados durante 30 min a 100 °C. Al
terminar, se pasaron a un bafio de agua-hielo durante 15 min para detener la
reaccion. Luego se procedio a leer cada una de las diluciones y la muestra
problema (extractos) a 430 nm de absorbancia, en una celda de cuarzo de 1 cm?2.
Con las mediciones realizadas para las diluciones de diosgenina, se realiz6 una
curva de calibracion, cuya ecuacion ayud6 a determinar la concentracion de

saponinas en el extracto (Baccou et al., 1977).
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Estandarizacién de la Identificacion de Saponinas por TLC

La cromatografia en capa fina se llevo a cabo en placas de aluminio pre-cubiertas
con silica gel F2s4 (0.2 mm grueso de capa, Merck) en una camara de vidrio. La
fase movil se compuso de acetato de etilo, metanol y agua destilada, en
proporciones de 9:3:1.5 respectivamente. La composicion de la solucion
reveladora fue de 85 ml de metanol, 10 ml de acido acético glacial, 5 ml de acido
sulftrico concentrado y 0.5 ml de p-anisaldehido. Se agregé la fase movil a la
camara y se sello para su saturacion durante 2 h. Se pre-activo la placa de TLC
por 1 h a 100 °C y, una vez pasado el tiempo, se marcé la base a 1.5 cm de
distancia del borde. Se marcaron carriles de 2 cm de ancho y se agregaron 10 pl
de solucion metandlica del extracto butandlico de Y. baccata (1 mg/ml) por carril,
mientras que en otro, se agregaron 10 pl de solucién de diosgenina (200 pg/ml)
como estandar. Se coloco la placa en la cAmara y se dej6 correr durante 1:20 h.
Al finalizar, se atomizo la placa con la solucion reveladora y se horned a 100 °C
durante 8 min para la generacion de color. Se calculo el factor de retencion (Rf)
de cada banda, dividiendo la distancia recorrida por el solvente entre la distancia
recorrida de la base al centro de cada banda revelada (Ebada et al., 2008). Las
saponinas esteroidales son reveladas color verde con el reactivo de

anisaldehido/acido sulfarico (Hostettmann y Marston, 1995).

HPLC Semi-preparativa para Separacion de Saponinas

La separacion semi-preparativa de las fracciones en el extracto butandlico del
tallo de Y. baccata (EBY) fue llevada a cabo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), con el equipo Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA).

El extracto crudo seco de Y. baccata (3, 9, 15, 25 y 50 mg) fue disuelto
con agua de grado HPLC hasta un volumen final de 100 L. Las soluciones fueron
filtradas con membranas PTFE de 0.20 pm (Millex, Merck Millipore Ltd.,
Tullagreen, Carrigtwohill, CO). Se utiliz6 una columna Zorbax Eclipse XDB C-18
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de 9.4 x 250 mm i.d., 5 um y una precolumna Eclipse XDB C-18 de 9.4 x 15 mm,
5 um (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Los componentes de la fase movil
fueron: A) acetonitrilo con 0.1% &acido férmico y B) agua con 0.1% acido férmico.
La elucidn de la fase movil fue por paso a paso (con gradiente lineal entre cada
paso); a un flujo de 3.5 ml/min durante 185 min (Tabla 1 y Figura 5). EI HPLC se
operd a temperatura ambiente (23 + 0.8 °C) y los picos eluidos se analizaron
mediante un barrido de longitudes de onda por el detector de arreglo de diodos
acoplado al HPLC (Gnoatto et al., 2005; Kowalczyk et al., 2011; Qin et al., 2012).

Finalmente, se colectaron las fracciones correspondientes a los tiempos
de elucién seleccionados y el solvente presente se evapord a 60°C con inyeccion
de nitrégeno en un evaporador N-EVAP 112 (Organomation Associates Inc.,
Berlin, MA). Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC de la marca J.
T. Baker (Avantor Performance Materials, Center Valley, PA). La identificacion de
las fracciones con saponinas se realizO mediante la técnica de TLC

estandarizada anteriormente, por dilucidn de las fracciones en 1 ml de metanol.

Tabla 1. Gradiente paso a paso, con cambio lineal entre pasos, estandarizado para la
separacion de las fracciones por HPLC semi-preparativa.

T (min) % Acetonitrilo — Ac. % Agua — Ac. Formico
Formico 0.1% 0.1%

0.00 —120.00 7-18 93 -82
120.01 — 140.00 18 -25 82-75
140.01 - 170.00 25-39 75-61
170.01 - 180.00 39-50 61 -50
180.01 — 185.00 50-7 50-93
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Figura 5. Esquema del gradiente de separacion del EBY (50 mg/100 pl) por HPLC semi-
preparativa utilizado en este estudio.
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VI. RESULTADOS

Rendimiento de la Extracciéon Butandlica

El extracto butandlico del tallo de Yucca baccata (EBY) evaporado se obtuvo
como un polvo fino color café-ambar y el extracto acuoso (EAY) fue ain mas fino
y color amarillo. Se obtuvo un rendimiento promedio de extraccién butandlica de
2.58 g (7.8%) de extracto seco por cada 33 g de polvo del tallo de Y. baccata.
Para el caso de la extraccion acuosa, el rendimiento fue de 8.50 g (25.7%) de

extracto liofilizado por cada 33 g de polvo de tallo de Y. baccata.

Actividad Antibacteriana del Extracto

Difusion del Extracto en Agar

Los ensayos de actividad antibacteriana mostraron que las bacterias Gram
negativas, E. coli O157:H7 ATCC 43890 y E. coli ATCC 25922 fueron sensibles
al EAY con diametros de inhibicion de 20.0 £ 0.6 mm y 43.0 £ 3.0 mm,
respectivamente, y al EBY (23.3 + 0.3 mm y 28.7 + 2.4 mm, en ese orden) a la
concentracion de 6 mg/disco (P>0.05). S. Choleraesuis ATCC 14028 presentd
resistencia a ambos extractos, mientras que S. Senftenberg ATCC 8400 fue
sensible con diametros de inhibicion de 24.0 + 0.0 y 27.3 +1.4 mm para EBY y
EAY respectivamente. P. aeruginosa ATCC 27853 tuvo sensibilidad moderada
contra el EBY (19.7 £ 1.7 mm) y resulto resistente al EAY (11.3 + 2.0 mm)
(P<0.05).

Para el caso de las bacterias patdgenas Gram positivas utilizadas en el
bioensayo, S. aureus ATCC 6538P y L. monocytogenes ATCC 7644 fueron
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resistentes al EBY. S. aureus ATCC 6538P resulté moderamente sensible (10.0
+ 1.1 mm) al EAY, pero L. monocytogenes ATCC 7644 mostro resistencia. Todas
las bacterias fueron sensibles ante el antibiético control de kanamicina (30

pg/disco) a excepcion de P. aeruginosa ATCC 27853 (Tabla 2).

Tabla 2. Susceptibilidad antibacteriana ante los extractos del tallo de Y. baccata por la
técnica de difusion por discos.

Diametro de inhibicién (mm)
Bacteria Cepa de Extr,a_cto Extracto Kanamicina
ATCC butano_llco (6 acuoso (6 30 g
mg/disco) mg/disco)

Salmonella enterica 14028 9.0+£0.62 20.0 £ 0.0°
subespecie enterica
serotipo Choleraesuis
Salmonella enterica 8400 24.0+£0.02 27.3+1.42 24.3+£0.92
subespecie enterica
serotipo Senftenberg
Escherichia coli 25922 28.7 £ 2.42 43.0+3.0° 19.0 £ 0.6
E. coli O157:H7 43890 23.3+0.3? 20.0 £ 0.6° 24.0 £ 0.62
Pseudomonas aeruginosa | 27853 19.7+1.72 11.3+2.0°
Staphylococcus aureus 6538P 9.3+0.32 10.0+1.1% | 22.0+0.0°
L. monocytogenes 7644 235%x1.0

Media + SEM 2 Diferente literal entre un mismo renglén indica diferencias significativas
por Tukey-Kramer (P<0.05). ATCC: American Type Culture Collection. La kanamicina
fue utilizada por ser un antibiético de amplio espectro. El halo reportado es la media de
3 réplicas.

Concentracion Minima Inhibitoria y Minima Bactericida

Se determino la concentracion minima inhibitoria (MIC) y minima bactericida para
el EBY (Tablas 3 y 4). Las bacterias con las MICs mas bajas fueron S. aureus
ATCC 6538P y L. monocytogenes ATCC 7644 con 93% y 94% de inhibicion,
respectivamente, para la dilucion de 15 mg EBY/mI. Les siguié S. Senftenberg

ATCC 8400 al verse inhibida en un 91% por la dilucion del extracto butandlico a
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20 mg EBY/mI. No se encontro la MIC para E. coli O157:H7 ATCC 43890 ni para
E. coli ATCC 25922, sin embargo, se observé una tendencia de inhibicion para
los 30 mg EBY/mI (de 76% a 84% de inhibicion). P. aeruginosa ATCC 27853y S.
Choleraesuis ATCC 14028 crecieron bien en todas las diluciones del EBY
ensayadas.

La concentracion minima bactericida (MBC) fue analizada para todas las
bacterias en el ensayo. La MBC para S. aureus ATCC 6538P fue de 25 mg
EBY/mly para L. monocytogenes ATCC 7644 de 17.5 mg EBY/ml (Figura 6). No

se logro determinar la MBC para ninguna otra cepa bacteriana incluida en el

bioensayo.

Figura 6. Fotografia de la concentracion minima inhibitoria de S. aureus ATCC 6538P
(derechay centro) y L. monocytogenes ATCC 7644 (izquierda).
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Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria de E. coli ATCC 25922, E. coli 0157:H7 ATCC
43890, Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Senftenberg ATCC 8400 y S.
enterica subespecie enterica serotipo Choleraesuis ATCC 14028.

S. enterica S. enterica
E. coli O157:H7 E. coli subespecie subespecie
Extracto ATCC 43890 ATCC 25922 enterica enterica
butandlico serotipo serotipo
(mg/ml) Senftenberg Choleraesuis
ATCC 8400 ATCC 14028
D. O. |Inhibicion D. O. Inhibicion D. O. Inhibicibn D. O. Inhibicion
595nm (%) 595nm (%) 595nm (%) 595nm (%)
0 0.290 --- 0.751 --- 0.324 --- 0.742 -=-
15 0.261 10 0.239 68 0.077 76 0.658 11
17.5 0.256 12 0.211 72 0.117 64 0.566 24
20 0.143 51 0.168 78 0.029 91* 0.531 28
22.5 0.119 59 0.106 86 0.018 94 0.330 55
25 0.147 50 0.070 91* 0.007 98 0.389 48
27.5 0.124 57 0.135 82 0.053 84 0.304 59
30 0.070 76 0.117 84 0.059 82 0.255 65
CH) 0.186 36 0.133 82 0.063 80 0.003 99
C() 0.185 36 0.860 - 0.248 23 0.528 28

*Concentracion minima inhibitoria. D. O. 595 nm: Densidad o6ptica de la suspension
bacteriana medida a 595 nm. ATCC: American Type Culture Collection.
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Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria de S. aureus atcc 6538P, L. monocytogenes
ATCC 7644 y P. aeruginosa ATCC 27853.

S. aureus L. P. aeruginosa
Extracto ATCC 6538P monocytogenes ATCC 27853
butandlico ATCC 7644
(mg/ml) D. O. Inhibicion D. O. Inhibicion D. O. Inhibicién

595nm (%) 595nm (%) 595nm (%)
0 0.664 --- 0.161 --- 0.745 ---
15 0.062 91* 0.010 94* 0.670 10
17.5 0.023 97 0.000 99 0.648 13
20 0.043 93 0.000 99 0.575 23
225 0.004 99 0.009 94 0.451 39
25 0.041 94 0.008 95 0.446 41
27.5 0.072 89 0.037 77 0.324 56
30 0.130 80 0.059 63 0.194 74

CH 0141 78 0.102 36 0.530 99
C() 0541 18 0.103 36 0.003 29

*Concentracion minima inhibitoria. D. O. 595 nm: Densidad O6ptica de la suspension
bacteriana medida a 595 nm. ATCC: American Type Culture Collection.

Cuantificacion e Identificacion de Fracciones con Saponinas

Cuantificaciéon de la Concentracion de Saponinas por Espectrofotometria

La curva estandar para diosgenina tuvo un coeficiente de correlaciéon R? de
0.9932 a una absorbancia de 430 nm (Figura 7). La concentracion de saponinas
en el EBY, calculada a partir de la ecuacion para la curva estandar de diosgenina
(ecuacion 1), fue de 47.78 + 0.04 ug de saponinas (equivalentes de diosgenina)
por cada 200 ug de extracto butandlico. Mientras que para el EAY se obtuvo una
concentracion de 34.17 + 0.05 ug de saponinas/200 pg de extracto acuoso. Esto
representa una concentracion de 23.9% p/p y 17.1% p/p seco de saponinas en

los extractos butandlico y acuoso del tallo de Y. baccata, respectivamente. En
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general, el tallo de Y. baccata presentd una concentracion de 1.9% p/p seco de

saponinas.

[Saponinas] = (Absorbancia 430 nm + 0.1647)/0.452 (1)
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Figura 7. Curva estandar de diosgenina utilizada para el calculo de la concentracion de
saponinas en los extractos de Y. baccata (R?=0.9932). El color azul representa cada una
de las concentraciones medidas y el rojo la tendencia lineal de la curva.

Estandarizacion de la Identificacion de Saponinas por TLC

Se lograron identificar hasta 8 fracciones con saponinas por cromatografia en
capa fina (TLC). El color verde revelado con reactivo de anisaldehido-acido
sulfurico indica que se trata de saponinas exclusivamente del tipo esteroidal y no
se encontr0 ninguna fraccion con saponinas terpenoides. No se encontro
diosgenina en el extracto butandlico del tallo de Y. baccata. Los factores de

retencién calculados para cada fraccion y para el estandar de diosgenina se
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presentan en la tabla 5. Las primeras cuatro bandas reveladas con factores de
retencion 0.538 + 0.010, 0.577 £ 0.007, 0.623 £ 0.007 y 0.651 + 0.005 fueron las
mas marcadas, lo que indica que estan un poco mas concentradas que las

Gltimas cuatro.

Figura 8. Cromatografia en capa fina del extracto butandlico de Y. baccata. Las
saponinas son reveladas como manchas color verde y las sapogeninas tienen tonalidad
amarilla-verdosa. El carril 1 es diosgenina y los carriles 2, 3, 4 y 5 son EBY (1 mg/ml)
con las saponinas fraccionadas del extracto.

Separacién de Saponinas por HPLC Semi-preparativa

Se analizaron diferentes gradientes para llevar a cabo la resolucién mas efectiva
de los picos bajo la mayor eficiencia del método. La combinacion de un gradiente
paso a paso, con cambios lineales entre pasos, fue la técnica que ofrecié mejores
resultados a concentraciones mas elevadas del EBY. Por el barrido de las
longitudes de onda que report6 el detector de arreglo de diodos (DAD) del HPLC,
se observo que los compuestos en el extracto tenian mayor absorbancia a 248 y
300 nm (Figuras 9 y 10).

39



Tabla 5. Factores de retencion calculados para cada fraccion revelada a partir del
extracto butandlico de Y. baccata.

Factor de
Longitud recorrida (cm) retencion
Calculado (Rf)

EBY metanol Color
6.97 +0.13 Verde 0.538 + 0.010
7.47 + 0.09 Verde 0.577 £ 0.007
8.07 £ 0.09 Verde 0.623 = 0.007
8.43+0.07 Verde 0.651 + 0.005
8.93 + 0.07 Verde 0.690 + 0.005
9.37 +£0.09 Verde 0.723 £ 0.007
9.87 +0.03 Verde 0.762 + 0.003
10.13 £ 0.07 Verde 0.782 + 0.005

Frente de elucion 12.95 + 0.05 cm; Diosgenina 12.35 + 0.05 cm (amarilla, Rf = 0.954 +
0.002).

Se logré la separacion de 28 fracciones de acuerdo a los picos que
presentaron mayor absorbancia y resolucién en el cromatograma, asi como a los
tiempos de elucion (Tabla 6). La inyeccion de una concentracién de 3 mg/100 ul
de EBY mostré mejor separacion de los picos. Para aumentar el rendimiento se
inyectd desde 3 hasta 50 mg por cada 100 pl de inyeccion, obteniendo una
recuperacion de fracciones de hasta 1.67 + 0.04 mg. Sin embargo, el aumento
de la concentracién de la muestra obligé a cambiar el gradiente y el tiempo de
elucién. Mientras que la mejor separacion del EBY a 3 mg/100 pul, 9 mg/100 ul y
15 mg/100 pl se logré con un gradiente lineal de 7- 60% de acetonitrilo con 0.1%
acido formico en 80 min (Figuras 11 - 13), al aumentar a 25 mg/100 ply 50 mg/100
pl se necesité modificar el gradiente hasta 7 — 50% de acetonitrilo con 0.1% acido
férmico en 180 min (Figuras 10 y 14). La viscosidad de la muestra a esta Ultima
concentracion no permitié aumentar alin mas la cantidad EBY por inyeccion por

cuidados a la columna de HPLC. El total de las fracciones fue separado de
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acuerdo al cromatograma obtenido para la concentracion de 50 mg/100 pl de
inyeccion.

La identificacion posterior de las 28 fracciones recuperadas por HPLC
mediante la cromatografia en capa fina (TLC) indic6 que las fracciones 23 (1.07
+ 0.08 mg), 24 (1.37 = 0.03 mg), 25 (1.00 + 0.03 mg), 26 (1.10 £ 0.05 mg), 27
(0.87 £ 0.03 mg) y 28 (0.73 + 0.03 mg) son las Unicas que contienen saponinas
esteroidales por revelado con anisaldehido/acido sulfurico (Figura 15). El patrén
de bandas de las fracciones concuerda con el del EBY crudo. Las fracciones 23
y 24 del HPLC fueron las de menor pureza ya que se revel6 que contienen 4 de
las 8 fracciones con saponinas reveladas por TLC, correspondientes a las bandas
con los factores de retencién (Rf) 0.538, 0.577, 0.623 y 0.651. Las fracciones de
la 25 y 26 contenian una sola banda verde indicativa de saponinas esteroidales
a la misma distancia de la base, coincidiendo con la banda de Rf 0.762. La
fraccion 27 resulté contener una sapogenina (color amarillo-verdoso) similar a la
fraccion con saponina de Rf 0.768 del extracto. Mientras que la fraccion 28,
estuvo conformada por dos bandas (Rfs 0.690 y 0.723) concordando con el total
de fracciones con saponinas en el EBY (Figura 16).

Al separar las fracciones por HPLC hay una mayor pureza de los
compuestos, lo que permite identificarlos mas especificamente. Estos datos
concuerdan con el cromatograma en 3 dimensiones que reporta el barrido HPLC-
DAD (Figura 17). Para las fracciones identificadas con saponinas, el HPLC-DAD
presenta mas de dos compuestos solapados entre si a un tiempo determinado al
medir la absorbancia de los compuestos en diferentes longitudes de onda. Estos
compuestos podrian ser saponinas isémeras o incluso otras moléculas de

estructura similar.
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Figura 9. Cromatograma HPLC del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata: 50

mg/100 pl, A = 248 nm, 7 - 50% MeCN con 0.1% acido formico, flujo 3.5 ml/min, tiempo
de eluciéon 185 min, 23 °C.

3280

2000

F27s0
225¢ F22sc
2000 [-2000

Fi7s0
2
B
F1s00
[12s0
F 1000
Frso
Fs00
[2s0

\

[-250

50 &

EY

RES

Figura 10. Cromatograma HPLC del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata: 50

mg/100 pl, A = 300 nm, 7 - 50% MeCN con 0.1% acido formico, flujo 3.5 ml/min, tiempo
de elucion 185 min, 23 °C.
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Figura 11. Cromatograma HPLC del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata: 3
mg/100 pl, A = 300 nm, 7 - 60% MeCN con 0.1% acido formico, flujo 3.5 ml/min, tiempo
de elucion 80 min, 23 °C.
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Figura 12. Comparacion de los cromatogramas HPLC del extracto butandlico del tallo de
Yucca baccata 3 mg/100 pl, 9 mg/100 ply 15 mg/100 pl, A =300 nm, 7 - 60% MeCN con
0.1% acido férmico, flujo 3.5 ml/min, tiempo de eluciéon 80 min, 23 °C.
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Figura 13. Comparacién a escala de un solo pico de los cromatogramas HPLC del
extracto butanélico del tallo de Yucca baccata 3 mg/100 pl, 9 mg/100 ply 15 mg/100 pl,
A =300 nm, 7 - 60% MeCN con 0.1% &cido férmico, flujo 3.5 ml/min, tiempo de elucién

80 min, 23 °C.
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Figura 14. Cromatograma HPLC del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata 25
mg/100 pl, A = 300 nm, 7 - 50% MeCN con 0.1% acido férmico, flujo 3.5 ml/min, tiempo

de eluciéon 80 min, 23 °C.
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Tabla 6. Desglose de las caracteristicas de las fracciones del extracto butandlico del tallo
de Yucca baccata separadas por HPLC.

Fraccion | Tiempo de elucion (min) Volumen (ml) Peso seco + SEM
(mg)
1 3.10-3.80 2.45 0.73 £ 0.06
2 450 -4.84 1.19 0.63+0.11
3 5.53 -6.00 1.64 1.10 £ 0.00
4 11.14-11.54 1.40 0.33+0.05
5 12.68 — 13.00 1.12 1.06 + 0.02
6 15.39 -16.00 2.13 1.23 +£0.07
7 20.35-21.06 2.48 1.13 +0.07
8 21.46 — 22.00 1.89 0.53 £ 0.09
9 27.89 — 28.69 2.80 1.23+0.04
10 29.39 - 30.20 2.83 0.89 £+ 0.06
11 33.56 — 34.36 2.80 1.30+£0.03
12 51.54 - 52.60 3.71 0.50 + 0.03
13 60.84 —61.99 4.20 0.77 +£0.03
14 75.58 — 76.67 3.81 0.87 £ 0.04
15 80.49 - 81.35 3.01 0.73 £ 0.09
16 82.58 — 83.31 2.55 0.90 £+ 0.06
17 84.67 —85.31 2.24 0.80 £ 0.05
18 85.65 — 86.20 1.92 1.00 £ 0.03
19 90.10 —92.03 6.75 1.03+0.09
20 101.19 -101.96 2.69 0.30+0.10
21 122.12 - 123.78 5.81 0.50 + 0.06
22 140.48 — 141.09 2.13 1.67 +0.04
23 153.17 - 153.92 2.62 1.07 = 0.08*
24 154.30 — 154.93 2.20 1.37 £ 0.03*
25 162.32 - 163.03 2.48 1.00 = 0.03*
26 163.44 — 164.03 2.06 1.10 = 0.05*
27 170.80-171.51 2.48 0.87 + 0.03*
28 179.73 - 180.32 2.06 0.73 £ 0.03*

(*) Fracciones con saponinas; SEM = Error Estandar de la Media.
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Figura 15. Cromatograma TLC de diosgenina 200 ug/ml (1), extracto butandlico del tallo
de Yucca baccata 1 mg/ml (2 y 3), fraccién 23 1 mg/ml (4), fraccién 24 1.3 mg/ml (5),
fraccion 25 1 mg/ml (6), fraccién 26 1 mg/ml (7), fraccion 27 0.9 mg/ml (8), fraccién 28

0.7 mg/ml (9).

Figura 16. Cromatograma TLC de diosgenina 200 pug/ml (1), extracto butandlico del tallo
de Yucca baccata 1 mg/ml (2 y 3), fraccién 23 1 mg/ml (4), fraccién 24 1.3 mg/ml (5),
fraccion 25 1 mg/ml (6), fraccion 26 1 mg/ml (7), fraccion 27 0.9 mg/ml (8), fraccion 28
0.7 mg/ml (9). Modificado para la mejor visualizacion de las bandas con saponinas.
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Figura 17. Cromatograma del barrido HPLC-DAD 3D del extracto butandlico del tallo de
Yucca baccata: 50 mg/100 pl, 7 - 50% MeCN con 0.1% &acido férmico, flujo 3.5 ml/min,
tiempo de elucion 185 min, 23 °C.
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VIl. DISCUSION

La concentracion total de saponinas de 1.9% p/p seco, encontrada en el tallo de
Yucca baccata, es comparable con la reportada en otros estudios para plantas
del mismo género. Por ejemplo, Yucca gloriosa contiene de 5-6% de saponinas
en los rizomas y es considerada como una planta con alto contenido de estos
metabolitos (Skhirtladze et al., 2011).

La eficiencia y el rendimiento de extraccion obtenidos con la técnica
utilizada fueron iguales o mayores que los de algunos de los extractos con
saponinas comerciales mas usuales. Mientras que se ha reportado que el
extracto comercial de Yucca schidigera, DK sarsaponin 30, contiene de 8 - 10%
de saponinas (Sen et al., 1998), el extracto butandlico del tallo de Yucca baccata
(EBY) resultdé contener 23.9% de saponinas. Incluso el extracto acuoso previo a
la extraccidn butandlica presentd mayor concentracién (17.1%) que el DK
sarsaponin 30. Este resultado es importante porque Yucca schidigera es la fuente
comercial mas comun de saponinas esteroidales disponible actualmente
(Cheeke, 2000; Oleszek et al., 2001). Es por ello que se puede considerar a Y.
baccata como una buena fuente de saponinas esteroidales.

La medicién espectrofotométrica del producto colorido de la reaccion
utilizada para la cuantificacién de saponinas es un método que mide directamente
las saponinas y/o sapogeninas. La reaccion se basa en la interaccion de los
anillos E y F de la sapogenina con anisaldehido y acido sulfurico (Baccou et al.,
1977). Por ello es de suponer que el 23.9% de saponinas medido, asimismo
representa el contenido de sapogeninas en el extracto. También se puede discutir
que la concentracion de estos compuestos en el EBY, es similar a la reportada
para el extracto comercial de Quillaja saponaria de Sigma Aldrich, que contiene

de 20-35% de sapogeninas. Este extracto contiene exclusivamente saponinas
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terpenoides, lo que nos indica que el EBY podria ser una fuente potencial
competitiva incluso con las fuentes comerciales de otros tipos de saponinas.

La actividad antibacteriana cualitativa de los extractos acuoso y butanélico
del tallo de Y. baccata fue efectiva y eficaz. En este experimento se inhibio el
crecimiento de las bacterias Gram negativas. E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa
ATCC 27853 fueron sensibles a ambos extractos a una concentracion de 6.0
mg/disco y la actividad fue igual o mejor que la del antibidtico kanamicina.
Ademas, la actividad antibacteriana del EBY y del EAY es comparable a la
actividad antibacteriana encontrada para los extractos obtenidos por procesos
similares a partir de otras plantas. El extracto etandlico de Claussena heptaphylla
analizado por Fakruddin et al. (2012) a una concentracion de 4 mg/disco, no tuvo
efecto sobre estas mismas bacterias, mientras que el extracto metandlico de
Calendula officinalis, analizado a 4.5 mg/disco tuvo un efecto similar a los
extractos aqui ensayados contra las mismas bacterias (Efstratiou et al., 2012). La
efectividad de los resultados depende de la concentracion y variedad de los
metabolitos activos en cada extracto, lo que a su vez depende tanto de la planta
como de las técnicas de extraccion y el solvente utilizado.

Cabe resaltar el comportamiento antibacteriano totalmente contrario al
observar los resultados obtenidos para la concentracion minima inhibitoria y
minima bactericida del EBY. Al cuantificar la actividad del extracto, es notorio el
efecto antibacteriano mas pronunciado en las bacterias Gram positivas. Incluso,
el EBY mostré efecto bactericida y no so6lo bacteriostatico para este tipo de
bacterias a concentraciones tan bajas como 17.5 y 25 mg/ml. Sin embargo, esto
si concuerda con otros estudios que han encontrado una reduccion de bacterias
Gram positivas en el ganado, al suplementarlo con extractos ricos en saponinas
(Narvaez et al., 2013).

La concentracion y variedad de saponinas encontradas en Y. baccata
pueden ser factores que estén influenciando en su actividad antibacteriana. En
este estudio, se obtuvieron alrededor de 8 fracciones con saponinas en el EBY.
Esto puede deberse al método de extraccion empleado. No obstante, ha sido

comprobado que las extracciones con n-butanol sustraen saponinas esteroidales
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con alta eficiencia (Duffy et al.,, 2001; Hassan et al., 2010). Ademas, la
cromatografia en capa fina es un procedimiento cualitativo, por lo que puede
haber mas de una saponina que no se alcance a detectar en cada fraccion. En el
extracto comercial con saponinas esteroidales Y. schidigera se han revelado
hasta 5 - 6 fracciones con saponinas por cromatografia en capa fina de alta
presion (Wang y McAllister, 2010), pero se han caracterizado hasta 19 saponinas
esteroidales por métodos como HPLC acoplado a espectrometria de masas
(Kowalczyk et al., 2011). Es claro que dependiendo de la sensibilidad del método
gue se utilice, se pueden detectar nuevas saponinas en las distintas especies de
Yucca.

La estandarizacion del método para la separacion por HPLC semi-
preparativa del EBY en particular, se determin6é basada primeramente en datos
de la bibliografia para extractos similares. Los solventes mas utilizados y
reportados por otros autores para la separacion 6ptima de saponinas esteroidales
son acetonitrilo y agua con 0.1% de acido férmico o &acido trifluoroacético
(Oleszek y Bialy, 2006; Kowalczyk et al., 2011). Asimismo, el tipo de columnas
mAas comunes en la separacion de saponinas (de polaridad intermedia) son las
C-18 para HPLC de fase reversa como la utilizada en este estudio (Ganzera et
al., 2001; Li et al., 2012). Las dimensiones de la columna (300 mm x 8 mm id.,
250 mm x 10 mm id.), la cantidad de muestra (3 - 100 mg), el volumen de
inyeccion (20 - 100 pl), la temperatura (20 - 30 °C) y el flujo (3 - 5 ml/min) para
las separaciones por HPLC semi-preparativa varian muy poco (Hostettmann et
al., 1986; Kim y Park, 2001; Ebada et al., 2008; Li et al., 2012).

Por otro lado, los gradientes de separacién y los tiempos de elucion oscilan
a menudo, incluso para la separacion de compuestos del mismo tipo. Inicialmente
se opto por escoger un gradiente paso a paso (MeCN-H20 35:65 de 0 a 15 min
— MeCN-H20 40:60 de 15 a 30 min) segun el analisis de Qin y colaboradores en
el 2011, para la separacién de saponinas esteroidales con una columna Zorbax-
C18. Bajo las condiciones de dicho experimento no se logré separar con buena
resolucion ningin compuesto, por lo que se decidié modificar el gradiente al tipo

isocratico y disminuir un poco la polaridad de la fase movil (MeCN-H20 50:50 de
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0 a 30 min). La separacion obtenida tuvo menor resolucién, deduciendo asi que
las saponinas y los compuestos en el EBY podrian ser mas polares que apolares,
lo que concuerda con los reportes previos para saponinas esteroidales (Dinan et
al., 2001).

Luego, disminuimos el flujo de elucion para intentar separar mejor los picos
en el cromatograma, manteniendo un gradiente isocratico mas polar (MeCN-Hz20
40:60 de 0 a 30 min). Al pasar de un flujo de 5 ml/min a 3.5 ml/min se observé
mejor separacion de algunas sustancias en el cromatograma, sin embargo, adn
no fue suficiente para la separacion mas efectiva.

La mejor separacion de todos los compuestos del EBY se llevé a cabo
mediante la aplicacion de un gradiente lineal manteniendo mas polar la fase movil
durante mayor tiempo y disminuyéndola progresivamente. El gradiente de 7 -
60% MeCN 0.1% acido férmico ofrecié la mejor separacion a un flujo de 3.5
ml/min durante 80 min para una concentracién de 3 mg por inyeccion de muestra.
Sin embargo, con el fin de aumentar el rendimiento y la eficiencia del método se
inyectaron 50 mg de muestra, cambiando asi a un gradiente Optimo por
combinacion de pasos lineales a mayor tiempo de elucién. Sobrecargar la
columna con exceso de muestra es una técnica muy utilizada para aumentar la
recuperacion de los compuestos deseados (Hostettmann et al.,, 1986). Las
condiciones finales para la separacion de 50 mg de EBY, fueron 7 - 50% MeCN
0.1% acido formico, flujo de 3.5 ml/min, 185 min como tiempo de eluciéon y una
temperatura de 23 °C. Estas caracteristicas de ensayo son similares a las
utilizadas para la separacion de saponinas en otros extractos como los de Yucca
schidigera (2.5 - 60% MeCN 0.1% &cido férmico) y Platycodon grandiflorum
(columna Zorbax XDB 250 mm x 9 mm id., 10 um; flujo 3.5 ml/min) (Kowalczyk
et al., 2011; Li et al., 2012).

Las saponinas por lo general son detectadas alrededor de los 200 — 210
nm (Gnoatto et al., 2005; Oleszek y Bialy, 2006). Sin embargo, el equipo utilizado
Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) cuenta con un
detector de arreglo de diodos que nos permitio realizar un barrido del espectro
de absorcion para determinar las longitudes de onda ideales en la lectura de
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nuestros cromatogramas. Se eligieron las longitudes de onda de 248 y 300 nm
por ser aquellas en la que la mayoria de los componentes del extracto
presentaban una mayor absorbancia.

Segun los resultados de la TLC, las fracciones con saponinas se
encontraron en los picos con menor polaridad dentro del extracto, detectados casi
al final de la elucién cromatografica. Solo la fraccién 27 parece contener una
sapogenina, por el color amarillo-verdoso igual al revelado para la sapogenina
diosgenina, no detectada previamente en el extracto. No obstante, su patron de
retencion es similar y muy cercano al de la banda verde revelada en el EBY con
Rf de 0.768. Esto puede indicar que durante el proceso de purificacion la
saponina que pertenecia a esa banda fue deglicosilada, obteniéndose la
sapogenina correspondiente (Wang y McAllister, 2010).

Este estudio fue realizado para sentar parte de las bases que daran lugar
a la obtencioén y aplicacion de las saponinas en el EBY como un producto con
propiedades farmacoldgicas. Asimismo, resalta la importancia del analisis de
extractos de plantas regionales que pueden ser fuentes potenciales de nuevos
antibiéticos de origen natural que ayuden a reducir costos y efectos no deseados.
Es necesario conducir analisis de purificacion con mayor eficiencia y sensibilidad,
ademas de la caracterizacién de las saponinas de Yucca baccata. El efecto
antibacteriano si bien puede ser debido a las saponinas en el extracto, también
puede adjudicarse a la interaccién de los distintos compuestos presentes en el
EBY, ya sea por sinergismo, efecto aditivo o incluso antagénico. Se recomienda
seguir con bioensayos que analicen el efecto antibacteriano y citotoxico de cada

saponina una vez purificadas para reducir esa incertidumbre.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los extractos acuoso y butandlico del tallo de Yucca baccata contienen 17.1% y
23.9% de saponinas, respectivamente, con propiedades bacteriostaticas a
patdogenos Gram negativos.

El extracto butandlico del tallo de Yucca baccata (EBY) tiene efectos
bactericidas contra dos patdégenos humanos Gram positivos: Staphylococcus
aureus ATCC 6538P a 25 mg/ml y Listeria monocytogenes ATCC 7644 a 17.5
mg/ml.

La separacion cromatogréfica por HPLC-DAD de las 28 fracciones del EBY
llevé a la identificacion por TLC de 6 fracciones polares con 8 bandas de
saponinas esteroidales.

El promedio de recuperacion fue de 1.02 + 0.04 mg de fraccion con

saponinas por cada 50 mg de EBY.
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