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Resumen

A nivel global, existe una creciente preocupacion en el incremento de resistencia a
antibidticos por parte de bacterias, a tal punto que ya han aparecido y diseminado cepas de
bacterias resistentes a varios tipos de antibiéticos, dejando incluso a algunos de estos obsoletos.
Por esta razon, organizaciones como la OMS promueven la continua busgqueda de nuevos
principios activos que nos permitan combatir a estos microorganismos. En ese sentido, Ecuador
es un pais megadiverso muy rico en flora y fauna, por esto se deberia impulsar la busqueda de
estos nuevos principios activos, debido al impacto que podrian tener en el Sistema de Salud
Pablica, y por la utilidad econémica que el pais podria recibir. Es por ese motivo que en el
presente trabajo se analizé la capacidad antibacteriana de extractos de Banisteriopsis caapi,
planta tipica de la region amazoénica del Ecuador, que contienen B — carbolinas como su
principio activo. Estas han demostrado tener efecto antibacteriano, antitumoral y antiparasitario
y podrian ser una buena alternativa en la lucha contra la resistencia a antibidticos.

Los extractos se analizaron mediante HPLC, cuantificando la harmina en todos ellos y
se comprobo la eficacia antimicrobiana contra varias cepas de bacterias Gram positivas y Gram
negativas como (S. aureus, K. pneumoniae, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa) que a menudo
suponen un problema por las infecciones nosocomiales de microorganismos resistentes. Los
extractos 3, 8 y 9 presentaron harmina en su composicion. Mientras que, el extracto 7 no
presentd harmina. Se empled el método de microdilucion en caldo que permitid, a partir de los
% de inhibicién establecer los ICso para comparar potencias y eficacias de los distintos
extractos y de estos con los antibi6ticos empleados como control positivo. Se identifico que la
bacteria Gram-Positiva Enterococcus faecalis fue la mas sensible frente a los extractos.
Ademas, se encontr6 que el extracto 3 fue el més eficaz, alcanzando razones mayores a 1 en

comparacion con los controles positivos. Asimismo, el extracto 9 mostrd ser el mas potente al
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presentar los valores de 1Cso mas bajos. Nuestros resultados concluyen que los extractos de B.
caapi son eficaces inhibiendo el crecimiento de las bacterias analizadas con potencia y eficacia
comparables a los de antibidticos comerciales. Palabras clave: Banisteriopsis caapi,

microdilucion en caldo, HPLC, bacterias, actividad antibacteriana.
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Abstract:

Globally, there is growing concern about the increase in antibiotic resistance by bacteria;
consequently, several strains of bacteria resistant to various types of antibiotics have appeared
and spread to such an extent that some of these are now obsolete. For this reason, organizations,
such as the WHO, promote the continuous search for new active principles that allow us to
combat these microorganisms. In that sense, Ecuador is a privileged country in terms of flora
and fauna, so the search for these new active principles should be promoted. These active
principles could positively impact the Public Health System, and the country could receive an
economic benefit. For this reason, the present work analyzes the antibacterial capacity of
extracts of Banisteriopsis caapi, a typical plant of the Amazon region of Ecuador, which
contains B-carbolines as its active principle. These have been shown to have antibacterial,
antitumor, and antiparasitic effects and could be a good alternative in fighting antibiotic
resistance.

The extracts were analyzed by HPLC, quantifying harmine in all of them. The antimicrobial
efficacy was verified against several Gram-positive and Gram-negative bacteria such as (S.
aureus, K. pneumoniae, E. faecalis, E. coli, and P. aeruginosa) which are often a problem due
to nosocomial infections of resistant microorganisms. Extracts 3, 8, and 9 showed harmine in
their composition. On the other hand, extract 7 did not show any harmine. The broth
microdilution method was used, which allowed, from the % of inhibition, to establish the 1Cso
to compare potencies and efficiencies of the different extracts and these with the antibiotics
used as positive control. The Gram-positive bacteria Enterococcus faecalis was identified as
the most sensitive.

Furthermore, extract 3 was identified as the most effective, with results comparable to positive

controls. In addition, extract 9 showed the highest potency with the lowest I1Cso values. Our

10



EVALUACION DE LA FUNCION ANTIBACTERIANA DE LAS B-carbolinas
EXTRAIDAS DE Banisteriopsis caapi (AYAHUASCA) CONTRA BACTERIAS
GRAM-POSITIVAS Y NEGATIVAS

results conclude that B. caapi extracts are effective in inhibiting the growth of the bacteria
analyzed with potency and efficacy comparable to those of commercial antibiotics.

Key Words: Banisteriopsis caapi, broth microdilution, HPLC, bacteria, antibacterial

activity.
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1. INTRODUCCION

La ayahuasca es una bebida psicoactiva que se usa como elemento central en rituales
religiosos, magicos y curativos en la Amazonia, en los paises de Ecuador, Pert, Colombia y
Brasil. EI nombre ayahuasca proviene del lenguaje Quechua, donde aya significa ancestros o
alma y wasca vino o soga, por lo tanto la traduccion se refiere a “vino del alma” e inclusive
hay quienes la conocen como “soga de la muerte” (Frecska et al., 2016). Esta bebida esta
compuesta por dos plantas la Banisteriopsis caapi, la cual contiene alcaloides B-carbolinicos,
como harmina, harmalina y tetrahidroharmina; y Psychotria viridis, que provee el compuesto
psicoactivo N,N-dimetiltriptamina (DMT) (Frecska et al., 2016; Hamill et al., 2018). La
importancia de esta bebida ha crecido en los Gltimos afios, pues méas gente ajena a la Amazonia
se une a estos rituales en busca de crecimiento personal, sanacién emocional y contacto con
deidades y espiritus sagrados. En consecuencia, la investigacion cientifica en relacion a las
plantas mezcladas en esta bebida se ha incrementado, lo que ha llevado al descubrimiento de
beneficios fisioldgicos, bioquimicos y neurofarmacoldgicos del consumo de estas plantas

(Frecska et al., 2016; Hamill et al., 2018).

Se han identificado las B-carbolinas como los principales compuestos proporcionados
por B. caapi a la infusion de ayahuasca, siendo estas consideradas como las responsables de
potenciar y posibilitar los efectos visionarios producidos por DMT que las personas
experimentan al tomar esta bebida (Callaway et al., 1999; Santos et al., 2020). Las B-carbolinas
son un grupo de alcaloides que poseen una estructura de anillo triciclico (9H — pirido[3,4-
b]indol) (Cao et al., 2007). Se clasifican a estas moléculas de acuerdo a la saturacion del anillo
de seis miembros que contiene nitrégeno. Los miembros saturados se denominan f3-carbolinas,

mientras que los parcial o completamente saturados, dihidrof-carbolinas o tetrahidrof-
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carbolinas, respectivamente (Cao et al., 2007). Las B-carbolinas que se encuentran en la B.
caapi son principalmente la harmina, harmalina y tetrahidroharmina. La harmina y harmalina
funcionan como inhibidores especificos y reversibles de la monoaminoxidasa tipo A (MAO-
A), el enzima que degrada DMT cuando se ingiere oralmente, y la tetrahidroharmina

contribuye a la inhibicion de la recaptacion de la serotonina. Todo esto, unido al DMT, provoca

el potente efecto psicoactivo de la ayahuasca (Callaway et al., 1999).

Los efectos de las B-carbolinas también se han investigado a nivel celular. Se ha
evidenciado que las B-carbolinas tienen la capacidad de intercalarse en el ADN, lo que conlleva
a que existan alteraciones en la fidelidad de la replicacidn y procesos de reparacion del ADN
(Callaway et al., 1999; Cao et al., 2007). Por ejemplo, Ayoob, I. et al., 2017 demostr6 que la
harmina, extraida de raices de Peganum harmala, exhibia actividad citotoxica con un ICso de
32, 33, 45, 61 y 106 uM contra células HBL-100, HCT-116, HT-29, HELA y A549,
respectivamente (Ayoob et al., 2017). Asimismo, Jiménez, J. et al., 2008 encontré que la
harmina extraida de la B. caapi en altas concentraciones indujo a las células a entrar en un

proceso apoptatico (Jiménez et al., 2008).

Existe evidencia acerca de la funcion antibiotica de B-carbolinas extraidas de Peganum
harmala contra cepas patogénicas de E.coli (Alamin et al., 2015). De igual forma, se encontro
que presenta un efecto inhibitorio contra cepas de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-
negativas (A. Ahmad et al., 1992; Nenaah, 2010). La informacion acerca de la funcién
antibacteriana de las B-carbolinas extraidas de B. Caapi es limitada. Sin embargo, resultados
preliminares obtenidos en nuestro laboratorio, han evidenciado que provoca la inhibicién en el
crecimiento de bacterias Gram (-), como E.coli y P.aeruginosa por el método de difusion en

agar (Perez - Marvit MJ. 2020).
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A nivel global, existe una creciente preocupacion sobre el incremento de resistencia a
antibidticos por parte de bacterias. El principal factor de riesgo es el uso indiscriminado que
actualmente se le da a este tipo de tratamiento. Como consecuencia, aparecieron y se
diseminaron cepas de bacterias resistentes a varios tipos de antibidticos, a tal punto, que
algunos de estos ya son obsoletos (Nenaah, 2010; Van Den Bogaard & Stobberingh, 2000). Se
estima que 700 000 personas fallecen cada afio debido a bacterias resistentes. Ademas, el
impacto econdmico es significativo. Se estima que cada afio en Estados Unidos se gastan mas
de 20 mil millones de ddlares en tratamientos contra bacterias resistentes (O’Neill, 2016). Es
por esto que, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aconseja que se recurra a medicinas

naturales, a base de plantas y sus extractos, como tratamiento contra enfermedades microbianas

(Nenaah, 2010).

Para la presente investigacion, se escogieron bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Las bacterias Gram-positivas poseen una pared celular gruesa compuesta de
peptidoglucano, acidos teicoicos, proteinas, lipoteicoicos y polisacéridos complejos. Esta
envuelta es un elemento clave para la estructura, supervivencia y replicacion de las bacterias.
Se las clasifica como Gram-positivas debido a que en el método de tincion estas bacterias
retienen el tinte azul en su pared celular, el cual es visible bajo un microscopio (Sizar & Unakal,
2020; Murray et al., 2016). Una de las caracteristicas méas alarmantes de esta clase de bacterias
es su crecimiento altamente variable y sus patrones de resistencia (Sizar & Unakal, 2020). Las
bacterias Gram-positivas pueden causar enfermedades inflamatorias, incluyendo neumonia,
meningitis, endocarditis, artritis e infecciones a la piel, tracto urinario y gastrointestinales
(Kulkarni et al., 2019). Su tratamiento esta basado principalmente en el uso de antibidticos

entre los cuales figuran betalactdmicos, vancomicina, macrolidos, fluoroquinolonas, y
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doxiciclina. Sin embargo, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus
faecalis emergen entre los microorganismos principales responsables del problema de
resistencia a los antibidticos que lleva a un aumento en la mortalidad y morbilidad de los
pacientes (Kulkarni et al., 2019; Sizar & Unakal, 2020). Por otro lado, las bacterias Gram-
negativas tienen una pared celular de mayor complejidad en comparacion con las Gram-
positivas. Esta contiene una membrana externa que ofrece proteccion frente al ambiente del
huésped, y una capa delgada de peptidoglucano que provee de forma y estructura a la bacteria.
En medio de estas dos capas se encuentra un espacio peripldsmico donde estan enzimas
implicadas en procesos de sintesis, degradacion (entre ellas las que degradan antibidticos) y
transporte (Miller & Salama, 2018). En la pared celular también se encuentran proteinas,
lipidos, lipoproteinas y fosfolipidos (Murray et al., 2016). Estos microorganismos tienen la
capacidad para causar importantes enfermedades en humanos y animales, afectando a los
sistemas digestivo, nervioso, respiratorio, urinario y flujo sanguineo, causando desde
gastroenteritis hasta una meningitis severa. El tratamiento contra las bacterias Gram-negativas
implica el uso de antibidticos combinados, pues asi disminuye la posibilidad de que se
desarrolle una resistencia a los mismos, ya que al igual que en las bacterias Gram-positivas,
esta es una de las mayores amenazas para la salud. De hecho, se considera el problema de salud
publica mas significativo en el mundo, llevando a pacientes infectados a tener una mayor tasa
morbilidad y mortalidad (J.Oliveira, 2020; Pontefract et al., 2020). Algunas de estas bacterias
son Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (Broberg et al., 2013;
Guo et al., 2020; Hudson et al., 2014; Ikeda et al., 2018; Raro et al., 2020).

En la Tabla 1, se muestran las bacterias empleadas en el presente estudio y sus

caracteristicas.
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Tabla 1. Bacterias empleadas y principales caracteristicas.

Bacteria Cddigo ATCC Principales Caracteristicas Capacidad para
generar
resistencia

Pseudomonas aeruginosa ~ ATCC® 27853™ Genoma: 6,887,913-bp. Gen de Si.

resistencia pltZ-pltlJKNOP.

Escherichia coli ATCC® 25922™ Genoma: 5,130,767-bp. No genes de No.

resistencia.

Enterococcus faecalis ATCC® 29212™ Genoma: 3,027,060-bp. Gen de Si.

resistencia tetM

Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ Genoma: 2,778,854-bp. No genes de No.

resistencia.

Klebsiella pneumoniae ATCC® 2146™ Superbacteria Si.

(A) Genoma: 5,781,501-bp. gen de

resistencia blanpm-1.
Klebsiella pneumoniae ATCC® 1705™ Superbacteria. Genoma: 5,662,914-bp.  Si.

(B)

Gen de resistencia blakpc-2

Ante la creciente resistencia a antibidticos por parte de las bacterias, es importante la

investigacion de nuevos principios activos que sean capaces de eliminar las infecciones

bacterianas (O’Neill, 2016). Ecuador es un pais privilegiado en cuanto a flora y fauna se

refiere, y es por esto que se deberia impulsar la bisqueda de nuevos principios activos, no

solamente por el impacto que podria tener en el Sistema de Salud Pablica, al ser una alternativa

menos toxica y de bajo costo, sino también por la utilidad econdmica que el pais podria recibir

(SNDPP, 2021). Es por esto que el objetivo general de esta tesis es evaluar la capacidad

antibidtica de las B-carbolinas extraidas de B. Caapi frente a bacterias tanto Gram-positivas

como Gram-negativas, partiendo de la hipétesis de que las B-carbolinas extraidas de B. Caapi
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tienen una funcion antibacteriana que podremos evidenciar mediante ensayo de microdilucion

en caldo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y equipos.

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

excepcion del HPLC, fueron proporcionados por la UISEK (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Reactivos.

Nombre Formula Casa Comercial

Cloroformo CHCI3 Fermont

Metanol CH4O J.T. Baker

Acido Clorhidrico 2% HCI Merck

Hidroxido de Potasio 100% KOH Merck

Acido sulfdrico 1% H2S04 PHARMCO

Cloruro de Bario 1% BaCl, Casa de los Quimicos

Hidrdxido de Sodio NaOH Fisher Scientific
Tabla 3. Equipos.

Nombre Modelo Marca

HPLC Series 200 PerkinElmer

Lector ELISA

Camara de Flujo Laminar
Ultracongelador vertical
Espectofometro
Incubadora

Autoclave

Bomba de vacio
Centrifuga

Rotavapor

Multiskan Sky
Miniflow 120
WUF-80

DR 5000

B12

25X-1

R-300
XC-2450

RE301

ThermoScientific
Instrulab Q

WISD

HACH

Heraeus Instruments
All American
BOECO

Premiere

Yamato
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pH-Metro ORION STAR A111 ThermoScientific
Balanza Analitica BAS31PLUS Boeco
Refrigeradora 2015KLXB Durex

Licuadora industrial Teko 40L Teko

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 recogida y cuando se termind ésta se recibio la

variante nueva (E7 y E8).

2.2 METODOS
2.2.1. EXTRACCION DE B - CARBOLINAS DE B. caapi
La extraccion de B — carbolinas se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por

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

2.2.1.1. Preparacion del material vegetal
Se emplearon unicamente los tallos de B. caapi por almacenar la mayor cantidad de
— carbolinas (Wang, et al., 2010). 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 botellén ambar para asegurar condiciones de
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oscuridad y, posteriormente, se filtr6 empleando papel filtro. El extracto filtrado se concentro

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

2.2.1.3. Acidificacion
El extracto filtrado y concentrado se llevo a pH &cido utilizando HCI al 2% en una
proporciéon 1:3 (v/v) (extracto: HCI). El extracto se colocd 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 vy, 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 procedio a la basificacion.

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

4 °C, se centrifugo y se filtro.

2.2.1.5. Extraccién liquido — liquido
El extracto asi obtenido se mezcl6 con cloroformo en una relacion 2:1 (v/v)
(extracto:cloroformo), se colocé en un embudo de decantacién de 1L, se agitod vigorosamente
por 1 minuto para facilitar el contacto del extracto con el disolvente y se dejo decantar por 10
minutos. Una vez pasado este tiempo, se observé la separacion de dos fases: una superior
acuosa — metandlica y otra inferior cloroférmica que contenia las p — carbolinas. Se retird 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 limpi6 con KCl al 0,88% en proporcion 1:2 (v/v) (KCl:extracto). Se colocé todo en
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un nuevo embudo de decantacion, se agitod durante 1 minuto y se dejo reposar por 15 minutos.
Pasado este tiempo se recogio la fase organica volatil ya limpia. Posteriormente y para un
mayor lavado, se filtr6 en un embudo con papel filtro que contenia un gramo de NaxSOa.
2.2.1.7. Concentracion y resuspension

La fase cloroférmica lavada se evapord en el rotavapor a 50 rpmy 70 °C hasta el secado
completo. El extracto seco depositado en el balén 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 5 de

resultados.

2.2.2. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS POR HPLC

El analisis de 3 — carbolinas por HPLC de fase reversa se realizé segun describen Wang
et al. (2010). Para ello, se emple6 una columna C18 (Hypersil GOLDTM, ThermoScientific)
de 150 mm x 4,6 mm, con tamafio de particula de 5 um. La fase mdvil consistid 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 a 22% 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 estandar comercial puro de harmina, y se empled una recta patron de este estandar

comercial para la cuantificacion absoluta de este alcaloide en los 4 extractos obtenidos.
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2.2.3 EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS EXTRACTOS
DE B. caapi
2.2.3.1 Cultivos de microorganismos:

Tabla 4. Medios de Cultivo.

Medio de Cultivo Composicién por litro

Agar sangre Digerido enzimatico de caseina 15¢; digerido enzimatico de tejido
animal 4g; extracto de levadura 2g; cloruro de sodio 5g; agar 14g;

sangre 3mL; pH 7,0 £ 0,2.

Bacto Agar Bacto Agar 100%. pH final N/A.
Caldo Nutritivo Peptona de carne 5.0g; extracto de carne 3.0g. pH final 7,4 + 0,2.
Cetrimide Agar Digerido pancreético de gelatina 20,0g; cloruro de Magnesio 1,4g;

sulfuro de potasiol0,0g; cetrimida (Bromuro de
Tetradeciltrimetilamonio) 0,3g; agar 13,6g.

Infusion de cerebro corazén Cerebro de ternero infusion 7,7 g; corazén de buey infusion 9,8 g;
peptona de proteosa 10 g; dextrosa 2g; cloruro de sodio 5g; fosfato
disédico 2,5¢g; pH 7,4 £0,2.

Levine EMB Agar Peptona de Carne 10.0g; lactosa 10.0g; fosfato dihidrogeno dipotasio
2.0g; eosin 0.4g; azul de metileno 0.065g; agar 13.5g.

Mueller Hinton Il Caldo Extracto de carne bovina 3.0g; hidrolizado acido de caseina 17.5¢;

almiddn 1.5g. pH final 7,3 £ 0,1.

Las cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC® 25922™), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC® 27853™), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™)  Klebsiella pneumoniae
(ATCC® 2146™ y ATCC® 1705™) y Enterococcus faecalis (ATCC® 29212™) fueron
proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) del

Ecuador.
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Para el mantenimiento de las bacterias, las bacterias Escherichia coli fueron sembradas
en agar EMB (eosina y azul de metileno), las Pseudomonas aeruginosa en agar cetrimide, las
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae ATCC® 1705™ en caldo nutritivo, las
Enterococcus faecalis en agar sangre y las Klebsiella pneumoniae ATCC® 2146™ en infusion
cerebro-corazdn (Tabla). Todas las bacterias fueron cultivadas bajo condiciones controladas
de temperatura (38° C) por 24h. E.coli formé colonias de color verde fosforescente grandes,
irregulares, brillantes y convexas (Figura 1A). P. aeruginosa colonias verdes, irregulares y
mucoides de gran tamafio (Figura 1B). E. faecalis colonias de tamafio pequefio, blancas,
mucoides y redondas (Figura 1C). K. pneumoniae ATCC® 2146™ colonias amarillas de
tamafo mediano, redondas y lisas (Figura 1D). S. aureus colonias de color blanco, brillantes,

convexas Y listas (Figura 1E). K. pneumoniae ATCC® 1705™ colonias grandes, blancas,

mucoides y de forma irregular (Figura 1F).
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Figura 1. Cultivos en placa de bacterias utilizadas en el estudio. A) Colonias de E. coli en medio
agar EMB. B) colonias de P. aeruginosa en medio agar cetrimide. C) Colonias de E.faecalis, D) colonias
de K. pneumoniae A (ATCC® 2146™), E) colonias de S. aureus, F) Colonias de K. pneumoniae B

(ATCC® 1705™) en medio nutritivo.
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2.2.3.2 Ensayo de microdilucion en caldo.

La evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de B. caapi, se realizé 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 BacCl, (mL) H,S0, (mL) Conteo Densidad Celular
McFarland Aproximada (x108UFC/mL)
(U.A)

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 obtencién de bacterias en condiciones Optimas para realizar el ensayo de
microdilucion en caldo, E. coli sembré en agar EMB, P. aeruginosa en agar cetrimide, E.
faecalis en infusion de cerebro corazon, K. pneumoniae ATCC® 2146™ en agar sangre, S.
aureus y K. pneumoniae ATCC® 1705™ en medio nutritivo. Se incubaron por 24 horas.
Transcurrido el tiempo, se escogieron de 3 a 5 colonias de cada placa y, 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 estandar McFarland de 0,5 U.A y 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 6,75 mL 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 L,
se incluyeron 284 uL de indculo final, 6 L de extracto metandlico o metanol solo (control
negativo, C-) y 10 pL de H2O o una disolucion del antibiotico ampicilina para E.coli y
E.faecalis y levofloxacina para P.aeruginosa, K. pneumoniae y S. aureus (control positivo,
C+). De esta manera, los pocillos correspondientes al control positivo tuvieron una
concentracion de 3 ug/mL de ampicilina y 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 de
prepararon las mismas diluciones (2x, 1x, 1/2, 1/5 y 1/10) de las que en cada pocillo
correspondiente se aplicaron 6 L, tal y como se describe un poco mas arriba. Cuando ya pudo
cuantificarse la harmina, esas diluciones se tradujeron en las concentraciones finales que se
indican en la Tabla 6 de resultados.

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

espectrofotometro de placas.

2.3 Anadlisis estadistico.

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresan como media aritmética + error
estandar (SE). Para analizar la significancia estadistica de las diferencias observadas entre las
medias de las distintas concentraciones de extractos evaluadas, en los valores de UFC/mL, se
empled un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un post test de Dunnet, en el
que cada punto de concentracidon de extracto se compard con el control negativo. Para las
razones se utilizé un t-test no pareado, comparando las razones mayores a 1 con el control

positivo. En estos test estadisticos, se considerd que las diferencias eran estadisticamente
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significativas cuando la probabilidad de la hipotesis nula (P) fue 0,05 0 menor. Los valores de
p para las ANOVAs se reflejan numéricamente en las figuras, y la significancia estadistica de
los post test mediante asteriscos (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001).

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

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

3. RESULTADOS
3.1 LOS EXTRACTOS DE p — CARBOLINAS EXTRAIDAS DE B. caapi

PRESENTAN HARMINA EN SU COMPOSICION.

Los extractos de B — carbolinas extraidas de B. caapi fueron analizados cuantitativa y
cualitativamente mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase reversa con
el objetivo de determinar su concentracion de harmina, una de las principales B — carbolinas
presentes en B. caapi. Se realizaron distintas diluciones dependiendo del color que mostraban,
como posible indicador de las concentraciones: Extracto 3 (1:500), Extracto 7 (1:10), Extracto
8 (1:100), Extracto 9 (1:250). Los extractos fueron analizados a una longitud de onda de
320nm, maximo de absorcion de la harmina (Wang et al., 2010). La Figura 2 muestra
cromatogramas representativos obtenidos como resultado del analisis por HPLC. Se observa
que los tiempos de retencion de los extractos 3, 8 y 9 (Figura 2B, 2D, 2E) son alrededor de
33.8 min, y estos valores concuerdan con el tiempo de retencion del estandar comercial de
harmina (Figura 2A), denotando que los extractos 3, 8 y 9 contienen harmina en su
composicién. Por otro lado, el tiempo de retencion del extracto 7 es alrededor de 37.5 min lo

que indica la presencia de otro compuesto distinto a la harmina.
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Figura 2. Resultados HPLC extractos de p — carbolinas extraidas de B. Caapi y estdndar de harmina
evaluados a 320nm. A) Solucién estandar de Harmina. B) Extracto 3. C) Extracto 7. D) Extracto 8. E) Extracto

9.

A través de rectas patron, utilizando concentraciones conocidas del estandar de harmina y

analizando al &rea bajo la curva, se pudo determinar la concentracion de harmina en los extractos (Tabla

6). El Extracto 3 mostr6 la mayor concentracion de harmina con 47.5 mM, seguido del Extracto 8 con

13.5 mMy el Extracto 9 3.7mM. En el extracto E7, no pudo cuantificarse la harmina.

Tabla 6. Concentracion de extractos B — carbolinas extraidas de B. Caapi por HPLC.

Extracto Variante Concentracion  Peso de partida (g)  Concentracion
de Harmina normalizada
(mM) (mM/g)

Extracto 3 Antigua 47.5 340 0.14

Extracto 7 Nueva 0 250 -

Extracto 8 Nueva 135 200 0.06

Extracto 9 Antigua 3.7 50 0.07
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3.2 EL EXTRACTO DE p - CARBOLINAS EXTRAIDAS DE B. CAAPI TIENE

PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS.

La actividad antibacteriana del extracto de B — carbolinas extraidas de B. Caapi fue
evaluada a través de microdilucion en caldo (CLSI., 2012; Stephen et al., 2005), utilizando el
extracto a diferentes concentraciones en cultivos de E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S.
aureus y K. pneumoniae Ay B. El protocolo utilizado fue descrito por (CLSI., 2012; Stephen
et al., 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 300 pl
se aplicaron 6 pl de la dilucion correspondiente o 6 I 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 de cada extracto de  — carbolinas extraidas de B. Caapi

dependiendo del factor de dilucion.

Extracto 2X X 1/2X 1/5X 1/10X
HM UM UM UM pM

E3 1900 950 475 190 95

ES8 540 270 135 54 27

E9 149 74 37 15 7

Con posterioridad al periodo de incubacion con los extractos, las placas fueron
analizadas a una longitud de onda de 600 nm para determinar el crecimiento bacteriano por
turbidez. Posteriormente, los valores de densidad Optica (OD) obtenidos (Figura
suplementaria 7), fueron transformados a unidades formadoras de colonias (UFC), empleando
como recta patron, diluciones seriadas de cultivos de cada microorganismo a partir de una

concentracion de UFC/mL conocida por comparacion con estandar de McFarland. A partir de
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estos valores de UFC, se calcularon también los porcentajes de inhibicion de crecimiento y las

razones. Estas Gltimas, se calcularon de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibiciéon del tratamiento.

—————— ——, donde a mayor razon, mayor eficacia del extracto. De
Porcentaje de inhibicion del control positivo

la misma forma, el 1Cso absoluto fue obtenido, de manera grafica, analizando las curvas de
porcentaje de inhibicion de crecimiento.

Para la representacion del efecto de los extractos sobre el crecimiento bacteriano, nos
decidimos por representar las UFC/mL frente a las distintas concentraciones de harmina (Fig.
3), en lugar de emplear la OD (Figura suplementaria 7). Ambos graficos tienen practicamente
la misma forma, mostrando disminuciones del crecimiento bacteriano similares y
practicamente idéntica significancia estadistica para el analisis de ANOVA y los post-test de

Dunnet.
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Figura 3. Unidades formadoras de colonias (CFU) por mL, de bacterias analizadas, después de
tratamiento con extractos de p — carbolinas o controles. A) P. aeruginosa; B) E. coli; C) E. faecalis; D) S.
aureus E) K. pneumoniae. C+: Control positivo (Metanol 2% + Levofloxacina para K. pneumoniae, S. aureus y
P. aeruginosa o Ampicilina para E. coli y E. faecalis). C-: Control negativo (Metanol 2%). Dunnet’s post-test
(Control negativo vs tratamiento) (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value

< 0,0001).
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Tal y como puede observarse en la Figura 3, los extractos E3, E8 y E9, tuvieron un
efecto significativo (p ANOVA < 0,001) sobre el crecimiento de las todas las bacterias
evaluadas (Figuras 3A, 3B, 3C, 3D, 3E) reflejado en un descenso de UFC/mL dependiente de
la dosis. Por el contrario, el extracto E7, el Gnico en el que no pudo cuantificarse la harmina,
no tuvo efecto significativo sobre ninguna de ellas. En todos los extractos con efecto sobre el
crecimiento bacteriano, al menos los dos puntos de concentracién mas elevada tuvieron un
efecto significativo en comparacion con el control negativo. El extracto E3 parece el de mayor
efecto antibidtico puesto que casi todos sus puntos de concentracion tienen un efecto
significativo sobre el crecimiento de todas las bacterias. Entre las dos K. pneumoniae,
evaluadas (Fig. 3E), la mas sensible a nuestros extractos fue la K. pneumoniae A (barras
blancas) puesto que presento un descenso mayor en UFC/mL cuando se incubé con los distintos
extractos. Esta diferencia fue menor para el extracto E8 que se obtuvo de una variante de B.
caapi distinta a E3 y E9, donde estas diferencias fueron mayores. De hecho, para K.
pneumoniae B (barras negras), el efecto global del extracto E9 no llegd a la significancia
estadistica (p ANOVA = 0,0588) y solo el punto de mayor concentracién alcanz6 una

diferencia en el crecimiento bacteriano estadisticamente significativa en comparacion con el

control negativo.
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Figura 4. Porcentajes de inhibicién de los extractos de B-carbolinas o controles sobre bacterias
analizadas mostrando los valores de 1Cso. A) P. aeruginosa; B) E. coli; C) E. faecalis; D) S. aureus E) K.
pneumoniae A. F) K. pneumoniae B. C+: Control positivo (Metanol 2% + Levofloxacina para K. pneumoniae, S.
Aureus y P. aeruginosa o Ampicilina para E. coli y E. faecalis). C-: Control negativo (Metanol 2%).
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En la Figura 4. se representan los valores de inhibicion del crecimiento bacteriano,
calculados a partir del descenso de UFC/mL, en funcidn de las concentraciones de harmina de
cada extracto. Tal y como puede observarse, el extracto E9 presentd los valores de 1Cso
absolutos mas bajos para todas las bacterias menos para E. faecalis (Figura 4C) donde, aunque
por poca diferencia E8 tuvo una ICso menor. Esto nos indica que el extracto mas potente es el
E9. Del mismo modo, el extracto que presenta una mayor eficacia en la inhibicion del
crecimiento bacteriano, consiguiendo mayores porcentajes de inhibicion, fue el E3, de la
misma variedad de B. caapi que el E9. De aqui deducimos que la variedad antigua, tiene mayor
efecto antibiotico.

Comparando el efecto sobre K. pneumoniae A y B, en ambas se alcanzaron porcentajes
de inhibicion mas elevados con el E3 (96% y 90%, respectivamente) que con el resto de
extractos (Fig. 4E y F), indicando que este es el mas eficaz contra este microorganismo. Por el
contrario, el extracto mas potente, el que arrojo valores de 1Cso menores, fue el E9 (15,5y 67,4
MM respectivamente). En consonancia con una mayor sensibilidad de K. pneumoniae A, los
valores de ICso para los extractos de la variedad antigua E3 y E9 fueron inferiores (50%
menores) para esta cepa de Klebsiella. De hecho, en K. pneumoniae B, el efecto global del E9

no alcanzd la significancia estadistica (p = 0,115) (Fig. 4F). Enrelacion al E8, ambas Klebsiella

tuvieron un ICsp similar (275,3 vs 225,2 uM).
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Figura 5. Razones entre porcentaje de inhibicion obtenido por el extracto p-carbolinas dividido
para el porcentaje de inhibicion del antibidtico. A) P. aeruginosa; B) E. coli; C) E. faecalis; D) S. aureus E) y
F) K. pneumoniae. C+: Control positivo (Metanol 2% + Levofloxacina para K. pneumoniae, S. aureus y P.
aeruginosa o Ampicilina para E. coli y E. faecalis). C-: Control negativo (Metanol 2%). Unpaired t-test
comparando los valores de razén mayores a 1 frente al control positivo (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01;
*** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001).
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La Figura 5. muestra las razones entre el porcentaje de inhibicion obtenido por el
extracto dividido para el porcentaje de inhibicidén obtenido por el antibiotico en el control
positivo de cada bacteria. Mediante las razones, comparamos la potencia de nuestros extractos
con la del antibidtico empleado como control positivo. Por ejemplo, si la razén es = 1, tanto el
extracto (a la concentracion indicada) como el antibiotico tienen la misma eficacia. Si por el
contrario, la razon es = 2, el extracto tiene el doble de eficacia.

Se observé que en las bacterias P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus y K. pneumoniae
A E3 mostr6 razones mayores a 1, en distintas concentraciones. Asimismo, E9 mostro razones
mayores a 1 para la bacteria K. pneumoniae A. Para E. coli, se observaron razones mayores a
1 en E3, desde concentraciones de harmina de 95 uM hasta 1900 uM. Sin embargo, estos
valores no alcanzan la significancia estadistica (p ANOVA de 0, 1429). Para K. pneumoniae
B, no se obtuvieron razones mayores a 1 con ningun extracto abundando en la idea de que es
el microorganismo menos sensible de los evaluados.

En resumen, los extractos de la variedad antigua E3 y E9 presentaron mayor eficacia

que E8, incluso mayor que el del antibidtico comercial empleado en los controles positivos.

4. DISCUSION

El impacto que los microorganismos resistentes a antibioticos tienen en la salud pablica
a nivel mundial es una de las mayores preocupaciones de las organizaciones que velan por la
salud como la OMS (Founou et al., 2017). La resistencia a antibidticos es mediada por la
presencia de genes de resistencia que aparecen como resultado de la presion selectiva ejercida
sobre los microorganismos, producto del uso incorrecto de antibiéticos y del mal manejo de
desechos de las industrias, y es agravada por el vacio que existe en el desarrollo de nuevas
terapias (Founou et al., 2017; Martins & Rabinowitz, 2020). También, este problema

incrementa los costos de cuidado de la salud, pues significa una mayor hospitalizacion,
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morbilidad y mortalidad tanto en paises desarrollados como subdesarrollados (Martins &
Rabinowitz, 2020). Se estima que para 2050 10 millones de muertes seran atribuidas a la
resistencia a antibioticos y el impacto econdmico seria de 100 billones de dolares, si no se
encuentran soluciones para este problema (Founou et al., 2017). Por estas razones es importante
seguir buscando nuevos principios activos con la capacidad de disminuir el impacto de este
problema. A través de los afios la OMS ha defendido el uso de medicina natural a base de
plantas y sus extractos, pues son consideradas una fuente rica en compuestos que pueden ser
usados para crear nuevos farmacos y con sus mismas propiedades, ademas de tener el potencial
de causar menos efectos secundarios (I. Ahmad et al., 2020; Garg et al., 2021; Nenaah, 2010).

El objetivo de este proyecto fue evaluar la capacidad antibacteriana de las B —
carbolinas, obtenidas de extractos de B. caapi, frente a bacterias gram-positivas y gram-
negativas. En efecto, se evidencio que existe una inhibicién en el crecimiento bacteriano.

El extracto se analiz6 mediante HPLC de fase reversa y se demostro la presencia de
harmina en distintas concentraciones en los extractos E3, E8 y E9, pero no en E7. Es importante
sefialar, que los extractos no contienen solamente harmina, sino una combinacion de p —
carbolinas, por lo que los resultados no se deben atribuir solamente a la harmina. Por ejemplo,
(Arshad et al., 2008) encontré que harmane y harmalina tenian una mayor capacidad de
inhibicidn bacteriana, en comparacion con la harmina. Asimismo, (Nenaah, 2010) mostr6 que
cuando el tratamiento antimicrobiano constituia de diferentes p — carbolinas existia un mayor
efecto, mostrando asi que en realidad existe una relacién sinérgica entre estos alcaloides. Por
tanto, los valores de ICso atribuidos en funcién de la harmina, deben ser tomados con
precaucién. Sin embargo, el extracto 7 no mostré la presencia de harmina ni inhibicion en el

crecimiento de las bacterias, por lo que se puede afirmar que la harmina es responsable, al

menos en parte, de los efectos inhibitorios sobre el crecimiento bacteriano.
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Los porcentajes de inhibicion encontrados para P. aeruginosa muestran una alta
eficacia utilizando E3, que incluso muestra una razén mayor a 1, evidenciando que el
tratamiento con el extracto muestra un mayor porcentaje de inhibicion que el antibidtico, en
este caso Levofloxacina. De igual forma, los porcentajes de inhibicion de E. coli, E. faecalis y
S. aureus evidencian una alta eficacia y razones mayores a 1 con el E3. Los resultados para las
dos cepas de K. pneumoniae son dispares la cepa ATCC® 2146™ (K. pneumoniae A) muestra
una alta sensibilidad E3, E8 y E9, con porcentajes de inhibicion de 96%, 80% y 87%,
respectivamente y obteniendo razones superiores a 1 con E3 y E9, mostrando que el tratamiento
con estos extractos proporciona mejores resultados que los antibioticos comerciales
(Levofloxacina). Cabe resaltar que esta cepa bacteriana es catalogada como una
“superbacteria” por ser resistente a los carbapenémicos, por lo que los resultados obtenidos son
de gran importancia clinica (Hudson et al., 2014). Por otro lado, la cepa ATCC® 1705™ (K.
pneumoniae B) muestra eficacias mixtas con porcentajes de inhibicion desde 90% a 61%, y
ningun extracto supera la razon de 1. En términos de potencia, debemos tomar en cuenta que
el 1Cso solamente se refiere a la concentracion de harmina, por lo que se recomienda a futuro
realizar la caracterizacion de todos los alcaloides presentes en los extractos. Los resultados mas
sobresalientes de potencia se encontraron con la cepa ATCC® 2146™ de K. pneumoniae, pues
los ICso obtenidos fueron los mas bajos, de nuevo resaltando la importancia clinica que el
extracto podria llegar a tener.

El mecanismo de accidn antibidtica asociado a las p — carbolinas extraidas de B. caapi
aun falta por elucidarse. Sin embargo, la literatura indica que estos alcaloides inhiben la accion
de las topoisomerasas y quinasas reguladoras del ciclo celular (I. Ahmad et al., 2020; Li et al.,
2010; Mouraet al., 2007; Nenaah, 2010; Patel et al., 2012). De hecho, en eucariotas, promueve

la apoptosis y la autofagia y provoca el arresto del ciclo celular inhibiendo la sintesis de ADN,

ARN y proteinas. Estos efectos se obtienen debido a que las B — carbolinas tienen la capacidad
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de intercalarse en el ADN causando roturas y mutaciones en el mismo (I. Ahmad et al., 2020;
Li et al., 2010; Patel et al., 2012; Moura et al., 2007). Este mecanismo, por tanto, es similar al
de las fluoroquinolonas, los cuales son antibidticos de amplio espectro atacando tanto a
bacterias gram-positivas como gram-negativas en infecciones del tracto respiratorio y urinario
(National Institute of Diabetes and Kidney Diseases, 2020). Estos antibidticos igualmente
tienen la habilidad de intercalarse en el ADN de las bacterias, inhibiendo las topoisomerasas
tipo Il del ADN (Bhattacharya et al., 2020). Las fluoroquinolonas mas utilizadas son la
ciprofloxacina, gemifloxacina, levofloxacina y moxifloxacina (National Institute of Diabetes
and Kidney Diseases, 2020). Sin embargo, la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos (FDA) resalta que las fluoroguinolonas deben ser administradas con
precaucion debido a que aumenta el riesgo de enfermedades mentales. En ese sentido, y como
se menciond mas arriba, los extractos naturales tienen la potencialidad de sustituir
medicamentos que poseen efectos secundarios negativos. En ese sentido, en este trabajo
utilizamos levofloxacina como antibidtico en el control positivo para las bacterias P.
aeruginosa, S. aureus y K. pneumoniae. La bibliografia indica que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de este antibiotico es desde 0.04 uM hasta 5 uM (Bale et al., 1994). En este
estudio, se utilizé una concentracion de 8.3 uM, con el fin de asegurar que exista una fuerte
inhibicidn en el crecimiento de las bacterias, para poder comparar estos resultados con el de
los extractos de  — carbolinas. Aunque es cierto que nuestros valores de I1Cso son superiores a
estos, cabe recalcar que el valor de CMI, por definicion, es siempre menor al ICso, parametro
empleado en el presente trabajo para harmina. A pesar de ello, estos valores no difieren de
nuestras 1Cso mucho més alla del orden de magnitud.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son alentadores, lo que justificaria

analisis y estudios adicionales sobre el potencial antibidtico de los extractos de B. caapi. Es

necesaria una caracterizacion total de los extractos para determinar sus componentes y
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concentraciones de cada uno. Paraello, se sugiere un analisis de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas, combinado con cromatografia de gases. Ademas, es vital continuar
determinando la capacidad antimicrobiana, antiparasitaria y citotoxica del extracto pues se ha
encontrado que las B — carbolinas poseen la habilidad de inhibir el crecimiento de virus,
parasitos y células cancerigenas (I. Ahmad et al., 2020; Patel et al., 2012; Xing et al., 2012).
Asimismo, se ha encontrado que el uso de p — carbolinas, junto con antibidticos, aumenta el
porcentaje de inhibicién en el crecimiento de microorganismos, afectando incluso a cepas
resistentes a diferentes tipos de antibidticos (Hee Jae et al., 2010).

En definitiva, el presente trabajo evidencia la presencia de harmina en los extractos de
B. caapi utilizados. Asimismo, los resultados son relevantes pues los extractos han mostrado
la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias gram-positivas y gram-negativas, incluso en
cepas resistentes a antibioticos.

5. CONCLUSIONES.

Los extractos B-carbolinas extraidas de B. caapi son una fuente prometedora de
tratamiento contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, con efectos comparables a los
controles positivos.

Las bacterias Gram-positivas son mas sensibles al tratamiento que las Gram-
negativas, probablemente debido a su permeabilidad.

6. RECOMENDACIONES.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son alentadores. Sin embargo, se
recomienda una caracterizacion total de los extractos para determinar sus componentes y
concentraciones de cada uno, para esto se recomienda un analisis de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas, combinado con cromatografia de gases.

Asimismo, es fundamental continuar determinando la capacidad antimicrobiana,

antiparasitaria y citotoxica del extracto. Ademas de determinar los mecanismos moleculares
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por los cuales los extractos tienen un efecto inhibitorio, para esto se recomienda una PCR

cuantitativa y un test de Ames para detectar mutagénesis.
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Figura Suplementaria 2. Recta patrdn para determinar la concentracion de E.coli partiendo de la densidad
Optica, para determinar UFC/mL.

E. faecalis
0,8
0,7 y=3E+09x* + 6E+08x +2E+06 .. r'y
RZ - 0,99988 ..............

06 [T e
Eos o
S 04 e
©
o)
© 0’3 ...-'...

0,2 .

o
0,1 ®
0
0 500000000 1E+09 1,5E+09 2E+09 2,5E+09
UFC/mL

Figura Suplementaria 3. Recta patrén para determinar la concentracion de E. faecalis partiendo de la
densidad 6ptica, para determinar UFC/mL.
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Figura Suplementaria 4. Recta patrén para determinar la concentracion de S. aureus partiendo de la
densidad 6ptica, para determinar UFC/mL.
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Figura Suplementaria 5. Recta patron para determinar la concentracion de K. pneumoniae A partiendo de
la densidad éptica, para determinar UFC/mL.
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Figura Suplementaria 7. Densidad dptica de cultivos de placa de bacterias a 600 nm después de tratamiento
con extractos de B-carbolinas o controles. A) P. aeruginosa; B) E. coli; C) E. faecalis; D) S. aureus E) K.
pneumoniae. C+: Control positivo (Metanol 2% + Levofloxacina para K. pneumoniae, S. aureus y P. aeruginosa
o Ampicilina para E. coli y E. faecalis). C-: Control negativo (Metanol 2%). Dunnet’s post-test (Control negativo
vs tratamiento) (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001).
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Figura Suplementaria 8. Disefio de placa para el ensayo de microdilucion en caldo. C+: Control positivo; C-
: Control negativo; 2X: Extracto concentrado 2X; X: Extracto normal; 1/2X: Extracto diluido %. 1/5X: Extracto
diluido 1/5. 1/10X: Extracto diluido 1/10. Todas las diluciones se realizaron con metanol al 100%.
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