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Resumen

El constante descontrol en términos de comercializacion y administracion de farmacos ha
incrementado la resistencia frente a antibioticos por muchos patégenos bacterianos,
convirtiéndose en un problema de Salud Pdblica mundial. La necesidad de solucionar estas
complicaciones que dificultan los tratamientos clinicos convencionales, ha forzado la creacion
de nuevos mecanismos para analizar la sensibilidad bacteriana haciendo uso de alternativas
naturales como la Banisteriopsis caapi que presenta efectos antimicrobianos (antibacterianos,
antiparasitarios) y anticancerigenos de interés clinico. Este estudio se enfocd en el analisis

antibacteriano.

Tomando en cuenta estas preocupaciones, el objetivo principal de este estudio fue demostrar el
efecto antibacteriano de cuatro extractos de Banisteriopsis caapi (de distinta variedad) sobre

cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC1705.

Se cuantifico la cantidad de B— carbolinas (harmina) por HPLC fase reversa en cada extracto
(E3, E7, E8 y E9) y se realizaron microdiluciones en caldo para determinar porcentajes de
inhibicion y sus respectivos ICso. Se pudo comprobar que para S.aureus todos los extractos
alcanzaron niveles de inhibicidn similares; mientras que para K.pneumoniae el extracto méas
potente (E9) fue el menos eficaz. Se podria afirmar que, los extractos de la variedad antigua
presentan mayor actividad antibidtica (ya que en general son mas potentes y eficaces). Sin
embargo, existe la necesidad de realizar estudios adicionales para conocer la toxicidad de los
extractos asi como la identificacion de los mecanismos moleculares subyacentes responsables

de dichas actividades biologicas.

Palabras clave: Banisteriopsis caapi, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, HPLC,

harmina, extractos, potencia
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Abstract

The constant lack of control in terms of commercialization and administration of drugs has
increased resistance to antibiotics by many bacterial pathogens, becoming a global public health
problem. The urgency to solve these complications that difficult some clinical treatments has
forced the creation of new mechanisms to analyze bacterial sensitivity using natural alternatives
such as Banisteriopsis caapi, which has antimicrobial (antibacterial, antiparasitic) and some

cancer effects of clinical interest. This study focused on antibacterial analysis.

Taking these concerns into account, the aim of this study was to demonstrate the antibacterial
effect of four extracts of Banisteriopsis caapi (of different varieties) on two bacterial strains:

Staphylococcus aureus ATCC25923 and Klebsiella pneumoniae ATCC1705.

The amount of B-carbolines (harmine) was quantified by reverse phase HPLC for each extract
(E3, E7, E8 and E9) and broth microdilutions were carried out to determine inhibition
percentages and their respective ICso. It was found that for S.aureus all the extracts reached
similar levels of inhibition; while for K. pneumoniae the most potent extract (E9) was the least
effective. It could be said that, the extracts of the old variety have greater antibiotic activity (in
general they are more powerful and effective). However, there is a need for additional studies
to know the toxicity of the extracts as well as the identification of the underlying molecular

mechanisms responsible for these biological activities.

Key words: Banisteriopsis caapi, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, HPLC,

harmine, extracts, potency
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1. INTRODUCCION

La incorrecta comercializacion y administracion de farmacos, se ha convertido en un
problema de salud publica en muchos paises, ya que como lo menciona la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), solamente el 50% de las prescripciones médicas llegan a ser
utilizadas de la manera correcta en términos de compra y la forma en la que los pacientes toman
dichos medicamentos (OMS. 2002). La seleccion de un antibidtico para cierta enfermedad, debe
basarse en un criterio médico/clinico con conocimientos microbiolédgicos y farmacologicos
precisos, evitando de esta manera el desperdicio de recursos y precautelando, sobre todo, la
salud del paciente. El uso racional de los antibi6ticos ademas toma en cuenta factores como: la
dosis necesaria para cada paciente dependiendo del estado de la infeccion, tiempo adecuado de

tratamiento y un costo de comercializacion accesible para la poblacion (Sanchez C, et al., 2018).

Asi por ejemplo en Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI), junto al Ministerio de Salud Puablica (MSP), llevan lineas de investigacion
relacionadas a enfermedades infecciosas desatendidas, tanto bacterianas como viricas, 0
aquellas provocadas por parasitos como principales ejes de investigacion debido a su alta

incidencia y prevalencia en la poblacién (MSP. 2016).

A pesar del descubrimiento de antibioticos como la penicilina y su gran aporte para
combatir infecciones; muchas de estas enfermedades bacterianas se han convertido en una de
las principales causas de muerte a nivel mundial, debido a que las bacterias han adquirido
resistencia frente a antibioticos dificultando el tratamiento de dichas infecciones (Altamirano J.

2018).

A pesar de que la penicilina era efectiva contra Staphylococcus aureus alrededor de la

década de los cuarenta, hoy menos del 10% de las cepas son sensibles a este antibiotico. Asi
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también, cuando se descubrié y comenzo a utilizarse la cefotaxima (cefalosporina de tercera
generacion) a partir de 1980, las cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae eran

sensibles. En la actualidad el 16% de las cepas son resistentes.

De igual manera, a finales del siglo XX, cuando se comercializaban fluoroquinolonas,
practicamente todas las cepas de E.coli eran sensibles, y hoy en dia el 34% son cepas resistentes
(Alo6s J. 2015). Pese a que la aparicion de los primeros reportes de resistencias puede ser
discutidos, en la Tabla 1, se indican esquematicamente, los afios de descubrimiento de los
antibidticos mas importantes y los afios en que se reportd por primera vez resistencia clinica

contra los mismos.

Tabla 1. Afios de descubrimiento de antibidticos y sus posteriores resistencias bacterianas

Antibiético Descubrimiento Uso Clinico Resistencia Clinica
Penicilina 1928 1943 1954
Estreptomicina 1944 1947 1956
Tetraciclina 1946 1942 1956
Eritromicina 1952 1955 1956
Vancomicina 1956 1972 1994
Gentamicina 1963 1967 1968
Fluoroquinolonas 1978 1982 1985

Datos tomados de Ronald etal (1966), Kammer (1982), Davies (1997), O Brien (1997), Soussy (1998),
Weidermann & Heisig (1999).

Este tipo de resistencias, han provocado la busqueda constante de nuevos antibidticos
con mayores espectros de accién y a un costo de fabricacion mucho mayor (Guzmén C,

Rodriguez V. 2018).

Dentro de los factores que contribuyen a la presion selectiva bacteriana, se pueden
destacar: la venta de antibidticos sin receta médica, automedicacion, el uso excesivo de
antibioticos sobre cultivos y animales de corral y la liberacion de antibidticos no metabolizados

o0 sus derivados al ecosistema (Aslam et al., 2018). Ademas, estos agentes antimicrobianos
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influyen directamente en los mecanismos de variacion genética (mutacion, recombinaciéon)
promoviendo el intercambio de genes, induciendo e incrementando la transferencia de genes de
resistencia (Alos J. 2015). Asi, por ejemplo en respuesta al estrés que las fluoroquinolonas o
los aminoglucosidos ejercen sobre los Pneumococos, estos aumentan su capacidad natural de

transformacion, que incluye la captacion de dichos genes (Prudhomme M, et al., 2006).

Uno de los principales problemas de bacterias resistentes dentro del ambito hospitalario,
es el aumento de infecciones nosocomiales (I.N.) que no se pueden tratar con antibioticos
convencionales, se vuelven dificiles de tratar y llegan a representar una importante causa de
morbimortalidad en pacientes. Las I.N. se presentan generalmente después de las 72 horas de
ingreso del paciente al hospital y ademas de las caracteristicas antes mencionadas también
prolongan el tiempo de estancia y recuperacion, elevan los costos de atencion y afectan la

calidad de vida de la persona internada (Alpuche C, Daza C. 2002) .

La OMS estima que el 8% de pacientes hospitalizados adquieren algun tipo de I.N.,
siendo las més frecuentes las infecciones por heridas, infecciones urinarias y de las vias
respiratorias inferiores; aquellas que se dan en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) con
una prevalencia de hasta el 50% Yy neumonias con un porcentaje de mortalidad del 60% (Mazo6n

J, etal. 2019). El 70% de estas I.N. son causadas por bacterias Gram negativas.

Dentro de las bacterias Gram (-), Klebsiella pneumoniae, bacteria anaerobia facultativa,
presenta un importante interés medico. Es uno de los patdgenos oportunistas que llega a
ocasionar cerca de un tercio de las I.N. hospitalarias. Se la relaciona con infecciones extra
intestinales incluidas infecciones de las vias urinarias, cistitis, neumonia, infecciones en heridas

en estado post operatorio y en casos mas avanzados provoca septicemia (Navon V, et al., 2017).
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Generalmente se utilizan antibidticos p—lactamicos para combatir infecciones por K.
pneumoniae. Sin embargo, se han descrito casos de resistencias asociados a genes
cromosomicos y/o plasmidicos, que han reducido la efectividad de los antibidticos (CDC.
2013). La resistencia a los B—lactdmicos se atribuye a la hidrolisis del anillo B—lactdmico por
las enzimas B—lactamasas presentes en el cromosoma bacteriano (Martin. R, Bachman. M.
2018). Asi también, algunos plasmidos regulan B-lactamasas tipo AmpC que confieren

resitencia a antibidticos derivados de la penicilina (Martin. R, Bachman. M. 2018).

Por otro lado, existen casos de I.N. causadas por bacterias Gram (+), donde se destacan

bacterias de los géneros Enterococccus, Staphylococcus, Streptococcus.

Desde inicios de los afios 80, Staphylococcus aureus ha representado un grave problema
en términos de terapias antimicrobianas. Un ejemplo de este fendmeno es su resistencia frente
a oxacilina y meticilina. Estas cepas bacterianas han logrado adaptarse exitosamente a procesos
de presion selectiva frente a antibioticos, “renovando” su genoma a través de mutaciones o la
adquisicion de genes exogenos (Hiramatsu K, et al., 2001). En una explicacion que brinda
Grundmann H, et al., en el 2006, indican que S. aureus contiene el gen de resistencia mecA,
que codifica una PBP (“penicilin — binding — protein” diana de los  — lactdmicos) modificada

con menor afinidad por los B — lactdmicos (Grundmann H, et al., 2006).

Las PBPs son enzimas transpeptidasas que catalizan el paso final de la sintesis de la
barrera de peptidoglicano. Los  — lactamicos son analogos estructurales de la D-alanil- D-
alanina terminal de los “bloques de construccion” proteicos de la pared celular, reconocidos por
los PBPs uniéndose a su sitio activo de manera irreversible e inhibiendo asi la sintesis de la
pared celular. Este mecanismo de resistencia por una PBP modificada se produce también en

S. aureus (Grundmann H, et al., 2006).
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Generalmente las patologias asociadas a S. aureus son: infecciones cutaneas,

neumonias, artritis sépticas, osteomielitis y sepsis (Togneri A, et al., 2017).

La necesidad de solucionar estas complicaciones que cada dia van dificultando los
tratamientos clinicos convencionales, ha forzado la creacion de nuevos métodos para analizar
la sensibilidad bacteriana y encontrar alternativas naturales, a menudo de origen vegetal, que
aporten caracteristicas antimicrobianas de interés. Asi, por ejemplo, en la region ecuatoriana
existe una enorme diversidad de flora y una arraigada tradicion shamanica de los pueblos
originarios, en el empleo de remedios naturales para diversas indicaciones. Entre las bebidas
preparadas por los shamanes locales, tenemos la ayahuasca, que en el pais se prepara a partir

de Psicotrya viridis y Banisteriopsis caapi.

Psycotrya viridis contiene elevadas dosis de dimetiltriptamina (DMT), que es un potente
psicotropico y responsable de sus efectos entedgenos (de alteracion de la conciencia). Al
administrarse oralmente, este compuesto, similar a la serotonina, es rapidamente degradado por
la monoaminooxidasa (MAO) en el intestino e higado. La funcidn, de la B. caapi en esta bebida,
es proporcionar inhibidores de MAO como las 3 — carbolinas que prolongan la vida media del

DMT potenciando asi sus efectos (Pomilio A, et al., 1999).

El interés de este trabajo, sin embargo, se centra en otras propiedades interesantes de las
B—carbolinas y otros alcaloides presentes en B.caapi. Dentro de los efectos mas importantes,
encontramos la actividad antimicrobiana (estudios demuestran la eficiencia de alcaloides como
el indol y la bencilisoquinolina frente a E.coli, Salmonella gallinarum, Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans) asi como también una actividad antiparasitaria (como el efecto de inhibicion
sinaptica de pirazina sobre Ascaris Yy los efectos de inhibicion de crecimiento de Trypanosoma

cruzi causado por harmina, atropina y quinina) (Rodriguez et al., 1982).
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Por todo lo anterior, en este trabajo se plantea analizar diferentes extractos de B.caapi

ricos en 3 — carbolinas, para evaluar el efecto antimicrobiano sobre ciertas cepas bacterianas de

interes clinico (K. pneumoniae y S.aureus) con la finalidad de ofrecer una alternativa

biotecnologica.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Todos los reactivos, disolventes, materiales (fungibles y no fungibles) y equipos a

excepcioén del equipo HPLC fueron proporcionados por la UISEK (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Reactivos

Nombre Formula Casa Comercial
Metanol CH,O0 Fermont
Cloroformo CHCl; J.T. Baker
Acetonitrilo CH;CN ALPHA CHEMIKA
Acido clorhidrico 2% HCI Merck
Hidrdxido de Potasio 100% KOH Merck
Acido Sulfarico 1% H,S0, PHARMCO
Cloruro de Bario 1% BacCl, Casa de los Quimicos
Hidrdxido de Sodio NaOH Fisher Scientific

Tabla 3. Equipos
Nombre Modelo Marca
Licuadora Industrial Teko 40L Teko
Refrigeradora 2015DLXB Durex
Balanza Analitica BAS31PLUS Boeco
Plancha de calentamiento y agitacion HP88854105 Thermo Scientific
pH-metro ORION STAR Al111 Thermo Scientific
Rotavapor RE301 Yamato
Bomba de vacio R-300 BOECO
Centrifuga XC-2450 Premiere
Autoclave 25X-1 All American
Incubadora B12 Heraeus Instruments
Cémara Flujo Laminar Miniflow120 Instrulab Q
Espectrofotometro DR 5000 HACH
Ultracongelador vertical WUF-80 WISD
Lector de ELISA Multiskan Sky Thermo Scientific
HPLC Series 200 PerkinElmer
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Tanto el HPLC como las hojas y tallos de Banisteriopsis caapi fueron proporcionados
por BIOX, institucion participante del presente proyecto de investigacion. EI material vegetal
se recibié previamente secado y molido (molienda previa, granulometria gruesa) bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad y oscuridad. Acorde al tiempo de llegada del
material vegetal a la Universidad se denominaron dos variantes: nueva y antigua. Siendo la
variante antigua (E3 y E9) la primera que fue receptada y cuando se termind esta, se recibio la
variante nueva (E7 y E8). Aunque no fueron evaluadas por un botanico, las plantas fueron
proporcionadas por un chaméan que las emplea en sus ceremonias de ayahuasca. Se recogieron

de lugares distintos en fechas distintas, aunque el procesamiento de las mismas fue idéntico.
2.2 METODOS

2.2.1. EXTRACCION DE B - CARBOLINAS DE B. caapi
La extraccion de B — carbolinas se realizd siguiendo el procedimiento descrito por

(Perez, M. 2020) que a continuacion describimos.

2.2.1.1. Preparacion del material vegetal
Se emplearon Gnicamente los tallos de B. caapi por almacenar la mayor cantidad de 3 —
carbolinas (Santos et al., 2020). Estos se molieron hasta alcanzar una granulometria fina (~ 3

mm) y se almacenaron en ambiente oscuro y seco hasta su utilizacion.

2.2.1.2. Maceracion

El material vegetal, de granulometria adecuada, fue macerado en metanol en una
relacion 1:5 (p/V), durante 72 horas a 4°C en un botellon &mbar para asegurar condiciones de
oscuridad y, posteriormente, se filtré6 empleando papel filtro. El extracto filtrado se concentrd

en el rotavapor a 50 rpm y 70°C para conseguir un tercio del volumen inicial.
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2.2.1.3. Acidificacion

El extracto filtrado y concentrado se llevo a pH &cido utilizando HCI al 2% en una
proporcion 1:3 (v/v) (extracto: HCI). El extracto se coloco en una probeta de 1L donde,
lentamente, el HCI se vertio por las paredes. El extracto acidificado se dejo precipitar por 24
horas a 4%C y, transcurrido este tiempo, se centrifugd en tubos Falcon de 50 mL a 3500 rpm por

5 minutos para facilitar la posterior filtracion. Tras el filtrado se procedié a la basificacion.

2.2.1.4. Basificacion
El extracto acidificado y filtrado se trat con una solucion saturada de KOH hasta lograr
un pH=10. Al igual que en el paso anterior, el extracto basificado se dejé precipitar por 24h a

43C, se centrifugo y se filtro.

2.2.1.5. Extraccién liquido — liquido

El extracto asi obtenido se mezclé con cloroformo en una relacion 2:1 (v/v)
(extracto:cloroformo), se colocd en un embudo de decantacién de 1L, se agitd vigorosamente
por 1 minuto para facilitar el contacto del extracto con el disolvente y se dejé decantar por 10
minutos. Una vez pasado este tiempo, se observd la separacion de dos fases: una superior acuosa
— metandlica y otra inferior cloroférmica que contenia las g — carbolinas. Se retir0 esta fase

inferior y se midié su volumen.

2.2.1.6. Lavado del extracto

Con el objetivo de eliminar cualquier impureza o contaminante de la fase acuosa, el
extracto se limpié con KCI al 0,88% en proporcion 1:2 (v/v) (KCl:extracto). Se colocé todo en
un nuevo embudo de decantacion, se agito durante 1 minuto y se dej6 reposar por 15 minutos.
Pasado este tiempo se recogio la fase organica volatil ya limpia. Posteriormente y para un mayor

lavado, se filtrd en un embudo con papel filtro que contenia un gramo de NaxSOa.
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2.2.1.7. Concentracion y resuspension

La fase cloroférmica lavada se evaporo6 en el rotavapor a 50 rpm y 70°C hasta el secado
completo. El extracto seco depositado en el balon del rotavapor fue resuspendido en 15 mL de
metanol y almacenado a —80° C hasta su utilizacion. De esta manera se obtuvieron los extractos

E3, E7, E8 y E9 que se indican en la tabla 6 de resultados.

2.2.2. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS POR HPLC

El andlisis de p — carbolinas por HPLC de fase reversa se realizé segln describen Wang
et al. (2010). Para ello, se empled una columna C18 (Hypersil GOLDTM, ThermoScientific)
de 150 mm x 4,6 mm, con tamafio de particula de 5 um. La fase movil consistio en acetonitrilo
con acido acético (0.1%) (A) y acetato de amonio 50 mM (pH 4.2) (B) aplicado segun el
siguiente gradiente: 0 — 20 min de 5% A/95% B a 13% A/ 87% B; 20 — 25 min de 13% A/87%
B a22% A/ 78% B; 25 — 30 min de 22% A/78% B a 25% A/ 75% B. Cada corrida fue seguida
de 5 min de lavado con 100% acetonitrilo. El periodo de equilibrado de la columna fue de 15

min y el detector de absorbancia se fijé en 320 nm, el méaximo de absorbancia de la harmina.

De esta manera se identificaron los picos cuyo tiempo de retencién coincidieron con el
del estdndar comercial puro de harmina, y se emple6 una recta patrén de este estandar comercial

para la cuantificacion absoluta de este alcaloide en los 4 extractos obtenidos.
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2.23. EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS
EXTRACTOS DE B. caapi

2.2.3.1 Cultivo de microorganismos

Tabla 4. Medios de cultivo

Medio de Cultivo Composicidn por litro
Bacto Agar Bacto agar 100%; pH final N/A
Caldo Nutritivo Digerido peptonico 5g; cloruro de sodio 5g; extracto de carne

1,5g; extracto de levadura 1,5g; pH Final 7,4 £ 0,2

Caldo Mueller Hinton Extracto de carne bovina 3g; hidrolizado 4cido de caseina 17,5g;
almidon 1,5¢g; pH final 7,3+ 0,1

Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC25923) y Klebsiella pneumoniae

(ATCC1705) fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI) del Ecuador. Para el mantenimiento de las bacterias, estas fueron sembradas en agar

nutritivo (tabla 4) , bajo condiciones controladas de temperatura (382C) por 24h.

Como se observa en la Figura 1, S. aureus ATCC25923 formé colonias blancas
pequenias, lisas, brillantes y convexas; mientras que K. pneumoniae ATCC1705 formd colonias

blancas, irregulares y mucoides de gran tamafio.

Figura 1. Colonias aisladas de S.aureus (A) y K.pneumoniae (B) en agar nutritivo
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2.2.3.2. Ensayo de microdilucién en caldo

La evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de B. caapi, se realizé6 mediante

ensayo de microdilucion en caldo segun la metodologia descrita por Stephen et al. (2005).

La concentracion de células de nuestros cultivos liquidos a partir de los que se
prepararon los indculos se estimO por comparacion de su turbidez con la de estandares
McFarland preparados segun Andrews et al. (2001). La tabla 5 muestra la composicion de los
estandares de McFarland empleados y el valor aproximado de UFC/ml al que cada uno

corresponde.

Tabla 5. Valores de turbidez McFarland frente a su densidad celular equivalente

Standard BaCl, (mL) H,S0, (mL) Conteo Densidad Celular Aproximada
McFarland (U.A) (x108UFC/mL)

0,5 0,05 9,95 1,5 x108

1,0 0,1 9,9 3,0 x108

2,0 0,2 9,8 6,0 x108

3,0 0,3 9,7 9,0 x108

4,0 0,4 9,6 12,0 x108

Para la obtencion de bacterias en condiciones dptimas para realizar el ensayo de
microdilucion en caldo, S.aureus y K. pneumoniae se sembraron en agar nutritivo y se
incubaron por 24h. Transcurrido el tiempo, se escogieron de 3 a 5 colonias de cada placa vy,
mediante un asa de siembra, se transfirieron a un tubo de vidrio que contenia 5 mL de caldo
Mueller — Hinton. La turbidez de este tubo se ajusto visualmente a la del estdndar McFarland
de 10 U.Ay de este cultivo se tomaron 0,2 mL y se agregaron a otro tubo con 3,8 mL de caldo
Mueller — Hinton. Finalmente, de este tubo se tomaron 0,25 mL y se diluyeron con 6,85 mL de

caldo Mueller — Hinton obteniendo asi nuestro indculo final.
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El ensayo se realizo por triplicado para cada uno de los microorganismos y puntos de
concentracion, incluyendo sus controles positivos y negativos. En un volumen final de 300 pL,
se incluyeron 284 pL de inoculo final, 6 pL de extracto metandlico o metanol solo (control
negativo, C-) y 10 pL de H20O o una disolucion del antibiotico levofloxacina (control positivo,
C+). De esta manera, los pocillos correspondientes al control positivo tuvieron una
concentracion de 3 mg/ml de levofloxacina, y todos los pocillos tuvieron el 6 % de metanol o

el 6 % de extracto metandlico.

Debido a que no pudo hacerse la cuantificacion absoluta de harmina antes de los ensayos
de microdilucion en caldo, de todos los extractos se prepararon las mismas diluciones (2x, 1x,
1/2, 1/5 y 1/10) de las que en cada pocillo correspondiente se aplicaron 6 uL, tal y como se
describe un poco maés arriba. Cuando ya pudo cuantificarse la harmina, esas diluciones se

tradujeron en las concentraciones finales que se indican en la tabla 7 de resultados.

Tras 24 h de incubacion a 38 °C, se leyd la absorbancia a 600 nm en un

espectrofotometro de placas.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresaron como media aritmética +
error estandar (SE). Para analizar la significancia estadistica de las diferencias observadas entre
las medias de las distintas concentraciones de extractos evaluados, se empled un anélisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido de un post test de Dunnett, en el que cada punto de
concentracion de extracto se comparo con el control negativo. En estos test estadisticos, se
consider6 que las diferencias eran estadisticamente significativas cuando la probabilidad de la

hipotesis nula (P) fue 0,05 o menor. Los valores de P para las ANOVAs se reflejan
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numericamente en las figuras 3-8, y la significancia estadistica de los post test mediante

asteriscos (*p=<0,05 ; ** p=<0,01 ; *** p=<0,001 ; **** p=<0,00001).

Para el analisis estadistico y la representacion grafica se empleo el programa informatico

GraphPad Prism 9.1, de la casa comercial GraphPad Software (EEUU).
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3. RESULTADOS

3.1 Los extractos de Banisteriopsis caapi presentan concentraciones significativas

de harmina

Los extractos vegetales fueron analizados por HPLC de fase reversa. Las condiciones

de cromatografia se describen en el apartado 2.2.2 de Métodos.

Figura 2. Identificacion de harmina por HPLC de fase reversa. Detector al médximo de harmina: 320nm. a)
estandar de harmina; b) Extracto E3 a 320nm, c) Extracto E7 a 320nm; d) Extracto E8 a 320nm vy e)
Extracto E9 a 320nm.

250
*240 a) Estandar de Harmina

A

01 2 3 4SS 67 8 9101121314 1S161718192021 2223242526 27282930 323334353637 3k

e b) E3 ¥

<0
20

3 4 S 6§ 7 8 9 101121314 1S1617181920 M 2223425/ 272/ 30N Q3334 IS3IBIT 0

48

601 ¢) E7

-
<

o o

= o
M 4
0 il | et rher

012345678 9101112131415161718192021 2223 24 2526 27 2829 30 31 3233 34 3536 37 38 394

44938
2498

=

Unidades de Absorbancia
& [+]

32438
4
5

- d) E8

40
20
o .

01 2 3 4 S5 687 68 910M12131415161718192021 222324252627 28293031 3233 34353637 3

-

o88888

E) E9 =
L.

01 2 3 45 67 868 9 10MI1I213141S161718182021 2223242526 2728293031 323334353873

Tiempo de Retencion

25



EFECTO DE LAS B - CARBOLINAS DE Banisteriopsis caapi SOBRE CEPAS
BACTERIANAS Staphylococcus aureus Y Klebsiella pneumoniae

En la figura 2 se muestran cromatogramas representativos de los extractos de B. caapi
(Fig. 2, b —e) y del estandar comercial puro de harmina (Fig. 2, a), una de las B — carbolinas
mas importantes en esta planta, con el detector ajustado al maximo de absorbancia de la misma,
es decir 320 nm. Para todos los extractos menos para el E7 (c), se identifica con claridad un
pico que coincide en tiempo de retencion (= 33.8 min) con el del estandar de harmina, por lo

que podemos concluir que se trata de este alcaloide.

Para la cuantificacion absoluta de harmina en los extractos, los valores de area bajo la
curva obtenidos mediante HPLC de fase reversa para cada uno de ellos, se intrapolaron a una

curva patron de harmina comercial aplicando los factores de dilucion correspondientes.

Como puede observarse en la tabla 6, el extracto E3 es el que presenta mayor
concentracion de 3 — carbolinas (47 mM) seguido de E9 (13 mM) y E8 (3.8 mM). Tal y como
se menciond anteriormente y se mostrd en el cromatograma, el extracto E7 no presentd

concentraciones apreciables de harmina.

Tabla 6. Cuantificacion absoluta de harmina en extractos de B.caapi

Extracto Variante Concentracion gr de partida Concentracion
Harmina (mM)  (maceracion) normalizada (mM/gr)

E3 Antigua 47 340 0,138
E7 Nueva 0 250 -

E8 Nueva 13 200 0,065
E9 Antigua 3,7 50 0,074

3.2 Los extractos de Banisteriopsis caapi tienen actividad antibiotica

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
de B. caapi por lo que, tras su andlisis y cuantificacién, se procedio a evaluar su efecto contra

dos cepas de bacterias (Staphylococcus aureus ATCC25923 y Klebsiella pneumoniae
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ATCCL1705). Para ello se emple6 la metodologia de microdilucion en caldo descrita en el

apartado X de Métodos (Stephen J, etal. 2005).

Debido a que los extractos se evaluaron antes de poder cuantificar de manera absoluta
su concentracion de B — carbolinas (de alguna de las mas importantes al menos), de todos ellos
se realizaron las mismas diluciones: 2x, 1x, 1/2x, 1/5x y 1/10x. En un volumen final de 200 pl
se aplicaron 4 ul de la dilucion correspondiente o 4 il de metanol como control. Esto se tradujo
en una serie de concentraciones distinta para cada uno de los extractos que se muestra en la

tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones finales para cada extracto dependiendo el factor de dilucién

Factores de Dilucién

Extracto 2X X 1/2x 1/5x 1/10x
[UM ] [UM ] [UM ] [UM ] [UM ]

E3 1900 950 475 190 95

ES8 540 270 135 54 27

E9 149 74 37 15 7

Una vez transcurrido el periodo de incubacion de las bacterias con los extractos (24
horas a 38°C ), se emple6 la OD 600 nm como indicador del crecimiento bacteriano. Tal y como
puede observarse en la figura 3, todos los extractos menos E7 tuvieron un efecto
extremadamente significativo (ANOVA p < 0.0001) sobre el crecimiento de S. aureus. Lo
mismo puede observarse, aunque con menor intensidad, para K. pneumoniae (Fig. 4). En este
ultimo caso, el efecto de E9 no llega a la significancia estadistica (ANOVA p = 0.0583) aunque
esta cerca. De hecho, si es estadisticamente significativo el efecto de la mayor concentracion

para este extracto (149 puM).
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Figura 3. Densidad 6ptica medida a 600nm para placa con in6culo S.aureus. C+: Control Positivo (Metanol

+ Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo Vs Tratamiento (*p= <0,05
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Figura 4. Densidad o6ptica medida a 600nm para placa con indculo K.pneumoniae. C+: Control Positivo
(Metanol + Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo Vs Tratamiento
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Para el calculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento que nos permitiera estimar
la ICso, se trasladaron los valores de OD 600 nm a nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC). Para ello, se realizaron diluciones seriadas de cultivos de concentracion de células
conocida (por comparacion con estandares McFarland) y se midié su OD 600 nm, construyendo
asi una recta patrén para cada uno de las bacterias ensayadas. Tal y como puede observarse, ni
la forma de las curvas ni los valores de significancia estadistica varian mucho representando

los efectos de este modo (Fig. 5y 6).

Figura 5. Unidades formadoras de colonia (UFC) para S.aureus. C+: Control Positivo (Metanol +
Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo Vs Tratamiento (*p= <0,05
**p=<0,01 ***p=<0,001 **%* p=<0,00001)
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Figura 6. Unidades formadoras de colonia (UFC) para K.pneumoniae. C+: Control Positivo (Metanol +
Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo Vs Tratamiento (*p= <0,05
**p=<0,01 ***p=<0,001 **** p=<0,00001)
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Para conocer el efecto de los extractos, se analizaron dos indicadores: razones (Efecto
Tratamiento / Efecto de C+) y el valor ICso. Tal y como puede observarse en las figuras 7 y 8,
el extracto mas potente tanto contra S. aureus como contra K. pneumoniae, es decir, el de menor
ICso (31.94 y 45.83 uM respectivamente), fue el extracto E9, perteneciente a la variedad
antigua. Asi mismo, el extracto de mayor eficacia, es decir, el que alcanzaba un mayor grado
de inihibicién (o una razén mas cercana a 1), fue el E3 de la variante antigua. Sin embargo, E8

de la variante nueva tuvo mas eficacia que el E9 de la variante antigua.

En definitiva, podemos decir que la variante vieja resulté mas potente que la nueva,

aunque no podemos afirmar concluyentemente que sea mas o menos eficaz.
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Figura 7. Porcentajes de Inhibicion y Razones para S.aureus. Se muestra ademas el 1C50 absoluto. C+:
Control Positivo (Metanol + Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo Vs
Tratamiento (*p=<0,05 **p=<0,01 ***p=<0,001 **** p=<0,00001)
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Figura 8. Porcentajes de Inhibicion y Razones para K.pneumoniae. Se muestra ademaés el 1C50 absoluto.
C+: Control Positivo (Metanol + Levofloxacina); C-: (Metanol al 2%). Dunnets post test: Control negativo
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4. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue demostrar la eficacia de los extractos de B. caapi
contra el crecimiento bacteriano. En ese sentido, se demostrd claramente el notable efecto

antibiotico que poseen extractos de esta planta provenientes de dos variedades (Fig. 3-8)

Mediante HPLC, se pudo cuantificar la concentracion de harmina, lo que nos permitio
estimar la potencia de cada uno de ellos a través de la ICso (Wang etal., 2010). Los resultados
se muestran en la tabla 6 y, tal y como puede observarse, las concentraciones se correlacionan
con la materia prima de partida, siendo las eficiencias de extraccién (mM harmina/ g B. caapi)
muy similares para E8 y E9 y solo del doble para E3. Se podria complementar la cuantificacion
de harmina a traves de espectrometria de masas como lo sefialan (Shaheen H, Issa M, 2020),
quienes obtuvieron resultados similares de actividad antibacteriana, en este caso, sobre
bacterias fitopatdgenas. Estos datos corroborarian el amplio espectro de accion de las p —

carbolinas.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, en los extractos, estan presentes otros muchos
compuestos, entre ellos otras 3 — carbolinas, que no pudimos cuantificar, por lo que no se
pueden descartar efectos debidos a distintas proporciones de p — carbolinas, o a la presencia -
ausencia de algun compuesto en particular. Asi por ejemplo, (Kaur et al., 2019) evaldan
multiples B — carbolinas con efectos inhibitorios representativos sobre bacterias S.aureus, P.
aeruginosa, K.pneumoniae. Por ese motivo, los valores de ICso deben tomarse con precaucion

puesto que no estamos analizando el efecto de un Gnico compuesto puro.

Cabe recalcar que, en el unico extracto donde no detectamos harmina (E7), una de las 3
— carbolinas principales en B. caapi, tampoco pudimos observar efectos antibacterianos, por lo

que podemos afirmar con cierta seguridad, de que los efectos observados en esta investigacion
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se deben, al menos en parte, a este alcaloide. A ese respecto, por ejemplo, (Al-Bayati, Al-Mola.
2008) reportaron en un estudio, para K. pneumoniae, una MIC (concentracion minima
inhibitoria) de 1.25 mg/mL (5889 uM) Gnicamente para harmina. Nuestros extractos muestran
una ICso mucho menor, entre 46 y 213 pM, siendo ICso siempre mayor que MIC, lo que apunta
a efectos combinados de varios principios activos. A pesar de eso, si pudimos establecer, que
el extracto méas potente fue el E9 de la variedad antigua, puesto que, de manera consistente en

ambos microorganismos evaluados, mostro6 las menores 1Cso (Fig. 7 y 8).

Para el célculo de la eficacia, es decir, el extracto que lograba un mayor porcentaje de
inhibicidn, se calcularon las razones (Efecto del tratamiento / Efecto del C+) para cada una de

las concentraciones y extractos en cada una de las bacterias.

De esta manera, pudimos comprobar que, para S. aureus, todos los extractos alcanzaban
niveles de inhibicidn y razones similares. Obviamente, en los extractos mas potentes como E9
se consiguié a menor concentracion. Para K. pneumoniae, sin embargo, si hubo diferencias en
la eficacia de los extractos. Curiosamente, para este microorganismo, el extracto mas potente,
fue el menos eficaz. Efectivamente, el extracto E9, no llegd a alcanzar una inhibicion del 70%.
En definitiva, podemos afirmar que la variedad antigua, tuvo mayor efecto antibiotico puesto

gue en general es mas potente y eficaz.

Entre los mecanismos mediante los que las  — carbolinas podrian provocar los efectos
observados, (Ahmad et al., 2020) mencionan el bloqueo de las ADN topoisomerasas, lo que
interferiria con la sintesis de ADN y por tanto con la replicacion bacteriana. Por otro lado,
también se ha descrito que las f — carbolinas se unen al ADN causando dafios estructurales

(Nafisi et al.,2010).
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Por todo lo expuesto, se recomendaria a futuro analizar la capacidad mutagénica de los
extractos de B.caapi (Test de Ames), asi como sus otras propiedades de interés clinico
(actividades antiparasitarias y anticancerigenas) que han sido descritas en algunos estudios

similares (Ahmad et al., 2020).

5. CONCLUSIONES
e El extracto de B.caapi presenta una notable actividad antibacteriana.
e Lavariante antigua de B. caapi es mas potente y eficaz en términos de actividad
antibacteriana en comparacion a las variantes nuevas.
e Ambos microorganismos, S. aureus y K. pneumoniae, tienen una sensibilidad

similar a los extractos de B. caapi

6. RECOMENDACIONES

e Realizar futuros ensayos como el Test de Ames, RT-PCR para complementar
informacion a nivel molecular y poder asi descubrir los mecanismos subyacentes.

e Hacer uso de herramientas bioinformaticas para predecir dianas de accion de las -
carbolinas (limitado por bases de datos).

e Para evitar complicaciones en la columna C18 del HPLC fase reversa, correr los
estandares y extractos junto a protocolos de limpieza continuos.

e Emplear otras técnicas analiticas como cromatografia de gases y espectrometria de

masas, para poder identificar mas compuestos.
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Figura 8. Curva de calibracién (Densidad 6ptica vs. UFC) para S. aureus
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Figura 9. Curva de calibracién (Densidad 6ptica vs. UFC) para K.pneumoniae
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