-

View metadata, citation and similar papers at_core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Revistas de investigacion UNMSM

CIENCIA E INVESTIGACION 2013; 16(1): 32-37
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
UNMSM 2013

EDICION IMPRESA: ISSN 1561-0861
EDICION ELECTRONICA: ISSN 1609-9044

ACTIVIDAD ANTIESTAFILOCOCCICA Y ANTIBIOPELICULA DE
LOS EXTRACTOS DE Juglans neotropica DIELS, Piper lineatum
RUIZ&PAV. Y 7erminalia catappa L.

Antistaphyloccocal activity and antibiofilm activity of the extracts of Jug/ans neotropica Diels,
Piper lineatum Ruiz & Pav. and 7érminalia catappa L.

Julio R Ruiz!, Mirtha Roque?, Maria E Salazar!, Gerardo Gamarra?', Gladys C Arias?, Delia Y Whu!, Emma M Acosta!, José
Irey!, Luz F Guadalupe’, José A Llahuilla?, José F Chavez?, Deyvis D Solis?, Goannie ] Basualdo®, Oscar G Santa Cruz?

nstituto de Investigacion en Quimica Biologica, Microbiologia y Biotecnologia "Marco Antonio Garrido Malo"; 2Instituto de
Investigaciones en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales "Juan de Dios Guevara"; *Estudiante de Pregrado. UNMSM

RESUMEN

En este estudio, se investigo la actividad antiestafilococcica #nz-vitro de los extractos etandlicos e hidroalcoholicos de 3 plantas
medicinalesperuanas: Juglans neotropicaDiels (corteza), PjperlineatumRuiz & Pav. (hojas) y 7erminalia catappal.. (hojas); recolectadas
en las regiones de Amazonasy Cajamarca, en el Pert. La actividad antiestafilocdccica se evalué mediante el método de microdilucion.
Los microorganismos utilizados fueron las bacterias Stap/ylococcus aureus ATCC 25923y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
Los extractos investigados presentaron actividad significativa frente a ambas bacterias, con una Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) de 125 a 500 pg/mL para Stap/hylococcus aureus, teniendo mayor actividad el extracto etandlico de Juglans neotropica Diels, y
de 250 a 500 pg/mL para Staphylococcus epidermidis, teniendo mayor actividad el extracto hidroalcohdlico de Ppper /lineatum Ruiz &
Pav. El andlisis fitoquimico confirmd la presencia de compuestos terpénicos, flavonoides y alcaloides en los 6 extractos estudiados. La
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de Biopelicula (CMIB) se efectud por el método de microdilucion en placa
modificado, utilizando cepas clinicas de Staphylococcus aureus'y Staphylococcus epidermidis productoras de biopelicula. Solamente
los extractos etandlicos e hidroalcoholicos de las hojas de Pjper lineatum L. poseen actividad significativa con CMIB de 500 pg/mL
para ambas cepas. Los extractos etandlicos e hidroalcohdlicos de Pjper /lineatum L. pueden ser buenos candidatos para la busqueda
de metabolitos que sirvan para combatir infecciones asociadas a biopeliculas de Stap/ylococcus aureusy Staphylococcus epidermidis.

Palabras clave: Actividad antiestafilocdccica, actividad antibiopelicula, Piper lineatum, Juglans neotropica, Terminalia catappa.

SUMMARY

In this study, was investigated the antistaphylococcal activity 77z vitro of ethanol and hydroalcoholic extracts of 3 peruvian
medicinal plants: Juglans neotropicaDiels (bark), Piper lineatum Ruiz & Pav. (leaves) and 7érminalia catappal.. (leaves). The species
were collected in the regions of Amazonas and Cajamarca, in Peru. Antistaphylococcal activity was assessed by microdilution
method. The organisms used were bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. All
extracts investigated showed significant activity against both bacteria with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 125 to 500
pg/mL for Staphylococcus aureus, with increased activity of the ethanol extract of Juglans neotropica Diels, and of 250 to 500 pg/
mL for Staphylococcus epidermidis, having greater activity the hydroalcoholic extract of Piper /ineatum Ruiz & Pav. Phytochemical
analysis confirmed the presence of terpene compounds, flavonoids and alkaloids on 6 extracts studied. The determination of
Minimum Inhibitory Concentration of Biofilm (MICB) was performed by the plate microdilution method modified, using clinical
isolates of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis biofilm producing. Only hydroalcoholic and ethanolic extracts
of leaves of Piper lineatum L. have significant activity with CMIB 500 pg/mL for both strains. The ethanol and hydroalcoholic
extracts of Ppper lineatum L may be good candidates to search of metabolites useful to combat biofilm-associated infections by
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis.

Keywords: Antistaphylococcal activity, anti-biofilm activity, Piper lineatum, Juglans neotropica, Terminalia catappa.

INTRODUCCION formados por muchedumbres, que se adhieren a una
as enfermedades infecciosas representan superficie, este tipo de comunidades se conoce como
I un problema critico de salud y una de biopelicula ®. La biopelicula es uno de los factores

las principales causas de morbilidad y de virulencia mds importantes de los estafilococos y

mortalidad, a nivel mundial. En la naturaleza, la juega un papel en muchas infecciones tales como la
mayoria de los microorganismos viven en grupos endocarditisdevalvulanativa, otitis media, infecciones
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del tracto urinario, fibrosis quistica, artritis séptica
aguday otras relacionadas con dispositivos médicos .

Es ampliamente conocido que el Peru es uno
de los paises megadiversos del mundo y posee una
amplia cultura con respecto al uso de las plantas
medicinales. La Amazonia peruana es una de las zonas
del planeta con mayor diversidad vegetal, de la cual
menos del 1% ha sido estudiada desde el punto de vista
fitoquimico y farmacoldgico, por lo que su estudio
podria conducir al descubrimiento de un gran ntuimero
de nuevas moléculas bioactivas con posible aplicacion
terapéutica ©®.

En este proyecto, se investigaron plantas
medicinales  peruanas con gran  actividad
antibacteriana, procedentes de las regiones Amazonas
y Cajamarca, que podrian servir como candidatas
para el desarrollo de agentes antimicrobianos y/o
fitomedicamentos estandarizados.

En el Peru, Juglans neotropica Diels (Nogal) se
encuentra entre 1000 y 3000 msnm, en las regiones
de Amazonas, Cusco, Huanuco, Junin, Lima,
Loreto, San Martin, Ucayali ®. En lo que respecta
a este género, Quave y col., demostraron que
Juglans regia tiene actividad antibiopelicula contra
Staphylococcus aureus meticilina resistente con una
Cl,, < 32 pg/mL ©).

Se calcula que en nuestro pais existen
aproximadamente 81 especies de la familia
Piperaceae, repartidas en 3 géneros, de las cuales
528 son nativas . Entre ellas encontramos a
Piper lineatum Ruiz & Pav. Margal y col., han
demostrado que el extracto de acetato de etilo
de las hojas Piper regnellii, posee CMI de 16

Actividad antiestafilocdccica y antbiopelicula de extractos de J. neotropica, P lineatumy T. catappa

MATERIALY METODOS

Las plantas que se describen en la tabla 1
fueron recolectadas en las regiones de Amazonas y
Cajamarca. El material recolectado fue acondicionado
y estabilizado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Una vez secada la
muestra se sometié a un proceso de reduccion de
tamario de particulas en un molino de cuchillas N°21.

Preparacion de los extractos

Se trabajo con la droga en polvo de las especies
elegidas (tabla 1). La extraccion etanolica se realizo por
maceracion a temperatura ambiente con etanol al 95%,
utilizando la proporcién de 110 P/V por 72 h. Para los
extractos hidroalcoholicos se utilizo la misma proporcién
del preparado etandlico, con la diferencia que el solvente
de extraccion fue etanol:agua (70:30). Los extractos
obtenidos se filtraron, rota-evaporaron y conservados
en refrigeracion ®. Para los bioensayos, los extractos
fueron resuspendidos a una concentracion de 10 mg/mL,
diluidos en dimetilsulféxido (DMSO), esterilizados por
filtracion (0,2 pm) y almacenados a 4°C.

Analisis fitoquimico preliminar
Los extractos fueron sometidos a cromatografia en
capafinaenplacas(GF 254 60; Merck) 250 mmdeespesor;

Tabla 1. Plantas medicinales seleccionadas para el ensayo antimicrobiano.

Juglans neotropica Diels Juglandaceae Nogal Corteza
Piper lineatum Ruiz & Pav. Piperaceae Luto Hojas
Terminalia catappa L. Combretaceae  Castaiilla Hojas

pg/mL contra Staphylococcus aureus
meticilina resistente .

Terminalia catappa L. (Castaiiilla)
se encuentra en la selva peruana, se
ha reportado que el extracto etanolico
de sus hojas tiene actividad contra
bacterias Gram positivas, entre ellas
Staphylococcus aureusy Staphylococcus
epidermidis ®%, y bacterias Gram
negativas ®.

Los objetivos de la investigacion
fueron:determinarlaCMIylaCMIBdelos
extractos etanolicos e hidroalcoholicos
de las plantas seleccionadas, mediante la
prueba de microdilucion en placa contra
Staphylococcus aureusy Staphylococcus

Extracto etanolico de
Juglans neotropica Diels

Extracto etanolico de
Piper lineatum Ruiz & Pav.

Extracto etandlico de
Terminalia catappa L.

Extracto hidroalcohdlico de
Juglans neotropica Diels

Extracto hidroalcohdlico de
Piper lineatum Ruiz & Pav.

Extracto hidroalcohélico de
Términalia catappa L.

Tabla 2. Analisis fitoquimico preliminar por cromatografia de capa fina.

_ Alcaloides Flavonoides Cumarinas Terpenos

0,7894
0,6842 0,4
0,421
0,8 0,9058
0,741 0,5764 0,75 0,7294
0,411 0,5882
0,6364 0,1515 0,2424 0,7575
0,4421
0,8631 0,2421
0,9263
0,3678 0,908
0,7471 0,7471
0,885 0,5862
0,931
0,606 0,09 0,6263 0,8

epidermidis. Rf. Ratio of front
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fueron desarrollados con cloroformo:metanol:agua
(8018:2), que permitio la separacion de componentes
en un amplio rango de valores de Rf. Los componentes
fueron visualizados bajo luz UV (254 y 366 nm) y
revelados con los reactivos de Dragendorff modificado,
hidroéxido de potasio metandlico, cloruro de aluminio
y anisaldehido/acido sulfurico, para alcaloides,
cumarinas, flavonoides y terpenos, respectivamente 9.

Bacterias y condiciones de cultivo

Se usaron las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 para la
determinacion de la CMI; asi como Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis meticilino resistentes
productores de biopeliculas para la determinacién de la
CMIB. Las bacterias fueron sembradas en placas de agar
tripticasa soya (Merck) e incubadas a 37°C por 18-24 h.
Para preparar el inoculo base se resuspendieron colonias
en solucion salina estéril al 0,85% y se ajusto a la turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland, que
sirvio para determinar la CMI 'y la CMIB ©®. Se realizaron
las diluciones necesarias con caldo Mueller Hinton
(Merck) cuando el ensayo lo requirid.

Determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI)

Se realiz6 de acuerdo al método de Sarker y col.
D pero con modificaciones. El ensayo usé placas de
poliestireno de 96 pozos de fondo plano y estériles
(Brand), caldo Mueller Hinton (Merck) y resazurina
(Sigma) como marcador de células vivas. Los extractos
se prepararon a concentraciones de 7,81 - 4000 pg/
mL y el control vancomicina de 8 - 1024 pg/mL en
diluciones dobles seriadas, utilizando como diluyente
final caldo Mueller Hinton, que representaron el doble
de concentracion final deseada. Se incluyeron pozos de
control de crecimiento (bacterias mas caldo Mueller
Hinton)ycontrol deesterilidad (caldo Mueller Hinton).
Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. Las
diluciones de los extractos se dispensaron en los pozos
de las placas de microdilucién a razén de 100 ul de
cada una de las diluciones. Luego se adiciono a cada
pozo 100 pL del indculo 2x que ya incluia la solucién
indicadora de resazurina (de acuerdo al método de
Liu y col. ?), para alcanzar el in6culo final de 5 x 10°
ufc/mL 0. Las placas se llevaron a incubacion a 37°C
por 18-24 h. El cambio de color se evalué visualmente.
Cualquier cambio de color de purpura a rosado se
registré como positivo. La concentracion mas baja en
la que no se produjo cambio de color se tomo6 como el
valor de CMI @b,
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Comprobacion de la formacion de biopeliculas

Se evaluo la habilidad de formar biopeliculas de las
cepas de estudio por el método de Freemany col. %,

Determinacion de la concentraciéon minima
inhibitoria de biopelicula (CMIB)

Elmétodode Antunesycol. *¥, con modificaciones,
consiste en evaluar el efecto de los extractos sobre
biopeliculas formadas en microplacas estériles de
96 pozos, de fondo plano (Brand); en las que a cada
pozo se agregaron 100 pL del in6culo (5 x 10° ufc/mL)
de cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis productoras de biopelicul a. Como control
de esterilidad se usé una columna con sélo caldo Mueller
Hinton (control de esterilidad), incubandose por 24 h a
37°C. Posteriormente se procedio a retirar el contenido
de los pozos y agregar 100 pL de las diluciones de los
extractos (3,91 - 2000 pg/mL) y vancomicina (4 - 512 pg/
mL). Seguidamente se reincubaron las microplacas por
24 h a 37°C, se retiraron los contenidos de los pozos y
enjuagaron 3 veces con solucidn salina fisiologica estéril.
Luego se secaron los pozos a 37°C y se les agregd 100 pL
de caldo Mueller Hinton con resazurina. Se incubaron
las microplacas de 30-60 min a 37°C y se procedio a su
lectura visual. Cualquier cambio de color de pturpura a
rosado se registré como positivo. La concentracién mas
baja a la que no present6 cambio de color se tomd como
el valor de la CMIB (%14,

RESULTADOS

Analisis Fitoquimico Preliminar

El andlisis fitoquimico preliminar reveldé la
presencia de alcaloides, flavonoides y terpenos en
los 6 extractos estudiados: extractos etanolicos e
hidroalcoholicos de Jjuglans neotropica Diels, Piper
lineatum y Terminalia catappa. Los valores de frente
de solventes Rf (Ratio of front) de las 6 muestras se
presentan en la tabla 2.

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria

Todos los extractos tuvieron una CMI < 1000 pg/
mlL, la cual es significativa segin los criterios de Holetz
y col. %), Los resultados se muestran en la tabla 3y en
la figura 1.

Determinacion de la Concentracion Minima

Inhibitoria de Biopelicula (CMIB)

Los resultados de los ensayos se muestran en la
tabla 3.
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Tabla 3. Actividad antiestafilocdccica y antibiopelicula de los extractos crudos.

Actividad antiestafilocdccica y antbiopelicula de extractos de J. neotropica, P lineatumy T. catappa

contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus
epidermidis con CMI

S.a. S.e. S.a* S.e* de 20 /mL, lo que

Jualans neotropica C E 125 125 2000 1000 . cztalttia o q &

¢ na 200 500 2000 250 mediana actividad

Piper lineatum i E 250 250 500 250 (1) Estos resultados
H HA 500 250 500 500 :

o H E 250 250 2000 2000 concuerdan  con los
Terminalia catappa H HA 500 500 52000 2000 encontrados por 'Ru1z
oy & Ro'que.‘ con el método
Vancomicina <40 <40 <40 <40 de difusion en agar @y

(a) Partes de las plantas ensayadas: C, corteza; H, hojas CMI: concentracion minima inhibitoria
(b) Tipo de extractos: E, etandlico; HA, hidroalcohdlico CMIB: concentracion minima inhibitoria de biopelicula
S.e.: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

S.a.: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
* Productora de biopelicula

DISCUSION

Los extractos etandlico e hidroalcohdlico de la
corteza de Juglans neotropica Diels poseen muy buena
actividad contra las cepas de Stap/ylococcus aureus
ATCC 25923y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
con CMIs de 125 pg/mL y 500 pg/mL. Estos resultados
concuerdan con los estudios realizados por Ruiz &
Roque ® y Lopez y col. @9, que en sus estudios sélo
demostraron la actividad contra Staphylococcus
aureus por métodos de difusion. También se ha
reportado que el aceite esencial de hojas de Juglans
regia tiene buena actividad contra Staphylococcus
aureus'y Staphylococcus epidermidis 7). Por otro lado
Oliveira y col. ®® encontraron CMI de 100 pg/mL
contra Staphylococcus aureus con el extracto acuoso
de la nuez de Jugl/ans regia, siendo este valor cercano al
encontrado en la presente investigacién.

El andlisis fitoquimico reporta la presencia de
flavonoides y terpenos en ambos extractos de la corteza
de Juglans neotropica Diels; estos compuestos podrian
explicar su actividad antiestafilococcica *9. En cuanto
a la actividad anti-biopelicula, ambos extractos son
inactivos frente a la biopelicula de StapAylococcus aureus,
con valores de 4 a 5 veces de su CMI. Sin embargo, los
extractos etanolico e hidroalcohdlico tienen CMIB de
1000 pg/mL y 250 pg/mL, respectivamente, contra la
biopelicula de Staphylococcus epidermidis, siendo este
altimo valor la mitad del encontrado para su CMI. La
literatura reporta que los frutos inmaduros de Juglans
regiatienen una buena actividad anti-biopelicula con una
concentracion inhibitoria de formacion de biopelicula de
Staphylococcus aureus al 50% de 16 pg/mL ©).

Losextractos etandlico e hidroalcohdlico de las hojas
de Piper lineaturn L. mostraron actividad significativa

con los hallazgos de De
la Cruz @9,

El género Piper
es conocido por su
actividad antimicrobiana. Se han observado resultados
similares, en cuanto a la actividad antibacteriana contra
Gram positivos, del extracto de partes aéreas de Pjper
aduncum ®y del extracto en acetato de etilo de las hojas
de Piper regnellii V.

El andlisis fitoquimico preliminar revelo la
presencia de alcaloides, cumarinas, flavonoides y
terpenos en el extracto etandlico de las hojas de
Piper lineatum L., y de solo flavonoides y terpenos
en su extracto hidroalcohdlico; estos compuestos
fitoquimicos  podrian  explicar su  actividad
antiestafilococcica 9. Los resultados de la CMIB de
los extractos etandlicos e hidroalcoholicos de las hojas
de esta planta, son de 500 pg/mL para biopeliculas de
Staphylococcus aureus, siendo apenas 2 veces la CMI
en el caso del extracto etanolico y manteniéndose el
mismo valor que el CMI en el extracto hidroalcoholico.

Respecto a los valores de CMIB contra las
biopeliculas de Stap/hylococcus epidermidis, estos fueron
de 250 pg/mLy 500 pg/mL, para el extracto etandlico e
hidroalcoholico, respectivamente. Estos valores casi no
varian de su CMI. Esta planta debe ser investigada con
mayor profundidad, debido a los excelentes resultados
encontrados en la presente investigacion.

Los extractos etanolico e hidroalcoholico de
las hojas de 7erminalia catappa mostraron actividad
antiestafilococcica  significativa contra  ambos
Staphylococcus, con una CMI de 250 pg/mL del
extracto etanolico paraambas cepasy de 500 pg/mL del
extracto hidroalcohdlico. Estos resultados concuerdan
con los reportados en otros estudios %2,

Otras especies del género también reportan
actividad antiestafilococcica, por ejemplo los
extractos de la corteza del talloy laraiz de 7erminalia
chebula y Terminalia bellerica *®. El anadlisis
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

g M 1000 M 1 s N e T N

Vancomicina i

L " “ 2 " .
POWL ppWL WL oL L sl pol

EE: Extracto etandlico

-

CE: Control de esterilidad CP: Control positivo

Los extractos etandlicos e
hidroalcohdlicos de hojas de 7érminalia
catappa L. presentaron una CMIB >
2000 pg/mlL, los extractos etandlicos e
hidroalcohdlicos de corteza de Juglans
neotropica Diels presentaron CMIB de
2000 pg/mlL, y los extractos etandlicos e
hidroalcohdlicos de hojas de Piper lineatum
presentaron una CMIB de 500 pg/mL frente
a biopeliculas de Staphylococcus aureus
meticilino resistentes.

(CMI)

Los extractos etanolicos e
hidroalcohdlicos de las hojas de 7erminalia
catappa L. presentaron CMIB de 2000 pg/
mLy los de la corteza de Juglans neotropica
Diels CMIB de 1000 pg/mL y 250 pg/mlL,
respectivamente; y los de las hojas de Pjper
lineatum Ruiz & Pav. mostraron CMIB de 250

Figura 1. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria.

fitoquimico preliminar revelo la presencia, en ambos
extractos de 7Zerminalia catappa L., de alcaloides,
cumarinas, flavonoides y terpenos, aunque en
menor cantidad a los hallados en Piper lineatum
Ruiz & Pav.; estos metabolitos pueden explicar su
accion antibacteriana ). Tabopta y col., reportaron
que un derivado triterpénico de 7erminalia
superba posee actividad antibacteriana ©%. Los
extractos de 7Zerminalia catappa L. no tuvieron
actividad significativa contra las biopeliculas de
Staphylococcus aureusy Staphylococcus epidermidis,
reportando CMIB = 2000 pg/mL.

CONCLUSIONES

Los extractos etanolicos de la corteza de Juglans
neotropica Diels, de hojas de Piper lineatum Ruiz & Pav.
y hojas de 7erminalia catappa L.; presentaron CMI de
125 pg/mL, 250 pg/mL y 250 pg/mlL, respectivamente,
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923; y sus
extractos hidroalcoholicos, CMI de 500 pg/mL, contra
el mismo microorganismo.

Los extractos hidroalcohdlicos de la corteza de
Juglans neotropica Diels, de hojas de Piper lineatum
Ruiz & Pav. y hojas de 7érminalia catappa L.;
presentaron CMIde125 pg/mL, 250 pg/mLy 250 pg/mL,
respectivamente, contra Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228; y sus extractos hidroalcoholicos
presentaron una CMI de 500 pg/mL contra el mismo
microorganismo, a excepcion del obtenido de Pjper
lineatum Ruiz & Pav. que presenté CMI de 250 pg/mL.
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pg/mL y de 500 pg/mL, respectivamente,
frente a biopeliculas de Staphylococcus
epidermidis meticilino resistentes.
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