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RESUMEN

Los biofilms o biopeliculas, comunidades complejas de microorganismos, se
encuentran colonizando diferentes ambientes bidticos como abidticos; los
problemas generados por estos son diversos en diferentes actividades humanas.
Ya que las biopeliculas son de dificil erradicacion, se han planteado diversas
formas de control en cada una de las etapas del ciclo de una biopelicula. Una de
ellas es la interrupcién de las moléculas de sefalizacion del quorum sensing,
sistema que regula el proceso de la formacion de biopeliculas, para tal efecto se

estan buscando actualmente tanto antagonistas sintéticos como de origen natural.

La presente investigacion utiliza el Senecio calvus, una planta de uso
medicinal, nativa del Perd. Se han expuesto extractos etandlico, butandlico,
acuoso, metanolico y de diclorometano ademas de fracciones cromatogréaficas de
Senecio calvus contra Pseudomonas aeruginosa, una bacteria oportunista muy

utilizada debido a que es una bacteria que forma rapidamente biopeliculas.

Se mezclaron los cultivos de P. aeruginosa en fase de crecimiento junto a
los extractos y fracciones de S. calvus para determinar el grado de inhibicion de
las bioopeliculas; para tal efecto se usaron concentraciones subinhibitorias, previa

prueba de concentracion minima inhibitoria (CMI).

Los resultados arrojaron una inhibicién de 92.9 y 76.4% en dos de los
extractos y de hasta 88% en las fracciones cromatogréaficas, lo cual indica que
Senecio calvus es un buen candidato para el aislamiento de una molécula

inhibidora de biopeliculas con potencial patentable.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Senecio calvus, inhibicion de

biopeliculas.



ABSTRACT

Biofilms are complex microoganisms communities; they are found colonizing
different environments biotic as well as abiotic. Problems generated by these
biofilms are diverse in all the different human activities. Since biofilms are difficult
to eradicate, many different ways of control in each part of a biofilm cycle has been
proposed. One of them is the disruption of signaling molecules of quorum sensing,
a system that regulates the process of biofilm formation, to achieve that goal

synthetic and natural antagonists are being searching currently.

This current research uses Senecio calvus, a traditional medicinal plant
native of Peru. Extracts and chromatographic fractions of Senecio calvus, were
exposed against Pseudomonas aeruginosa an opportunistic bacteria widely used
in biofilm research because is a rapid forming biofilm organism, on which most
initial studies have been made and the biggest breakthroughs have been achieve

in that field.

Briefly, cultures of P. aeruginosa in growth phase were mixed with extracts
and fractions of S. calvus to determine the degree of inhibition of biofilms,
subinhibitory concentrations were used where corresponded as previously

established by a minimum inhibitory concentration test (MIC).

Results indicate an inhibition of 92.9% and 76.4% en two of the extract and
up to 90.9% in one of the fractions which indicates that Senecio calvus is a good

candidate for isolation of an inhibitory molecule of biofilms with patenting potential.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Senecio calvus, biofilms inhibition.



INTRODUCCION

El estado de crecimiento bacteriano conocido como biopelicula o biofilm es
la forma méas comun en que se les encuentra colonizando los diferentes nichos
ecologicos que ocupan. Siendo este estado de crecimiento que usualmente
adoptan, es también comun encontrarlos de la misma manera en los procesos

infecciosos donde participan *.

La manera en que se enfrentan las infecciones causadas por bacterias
estan actualmente disefiadas desde un punto de vista planctonico es decir, que
han sido pensadas para atacar a las bacterias como si se trataran de individuos
libres y no asociados, lo cual en algunos casos limita la terapia . Las infecciones
causadas por biopeliculas comparten algunas caracteristicas clinicas. Se
desarrollan preferentemente en superficies inertes o en tejido muerto y aparecen
comunmente en dispositivos médicos implantados, también pueden formarse en
tejido vivo como en el caso de la endocarditis. Las biopeliculas crecen
lentamente, en uno o mas lugares y este tipo de infecciones a menudo no
producen una mejora de sintomas. Las bacterias plancténicas secretan
antigenos y estimulan la produccién de anticuerpos, pero los anticuerpos no son
efectivos para eliminar las bacterias dentro de la biopelicula, incluso en
personas con un excelente estado inmunoldgico celular y humoral, la biopelicula

no puede ser combatida eficazmente por los mecanismos de defensa *.

Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria oportunista gramnegativa y
patbgeno intrahospitalario en pacientes con defensas inmunoldgicas
deficientes o con brechas en las defensas fisicas del cuerpo como heridas,
guemaduras o Ulceras de la cornea. Puede hallarsele formando biopeliculas

en dispositivos medicos internos como protesis, catéteres de las venas,
6



catéteres urinarios, valvulas cardiacas mecanicas, siendo también agente causal

de la fibrosis quistica en los pulmones 2.

El presente estudio tiene como objetivo encontrar una fraccion
cromatografica de una planta nativa como es Senecio calvus, que sea capaz de
inhibir la forma de crecimiento en biopelicula de Pseudomonas aeruginosa, una
bacteria ampliamente utilizada en el estudio de biopeliculas e importante patogeno

oportunista intrahospitalario.



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Situacién problemética

En la naturaleza y en diferentes ambitos de la actividad humana se pueden
encontrar asociadas las biopeliculas'. Se sabe que estas causan un gran
problema en la industria, se les puede hallar en las tuberias que conducen agua u
otros liquidos, en tal caso las biopeliculas que se forman pueden ser tan gruesas
qgue llegan a colapsarlas y en el caso de superficies de metal, incluso aquellas de
acero inoxidable, pueden aceleran el proceso de corrosion. Se sabe que durante
los procesos industriales las biopeliculas pueden interferir en el intercambiador de
calor al reducir el flujo del enfriador e interferir con su funcién de enfriamiento de
las maquinarias. Otro de los ambientes susceptibles a la contaminacion con
biopeliculas es la industria alimenticia, en esta actividad, donde se utilizan una
gran cantidad de nutrientes, casi todas las areas son afectadas por las biopeliculas
como son las mesas de trabajo con alimentos o materia primas, maquinarias,

pisos, ductos de ventilacién entre otros por lo que la limpieza debe ser minuciosa®.

En el ambito hospitalario estan relacionadas a catéteres, implantes, tuberias de
agua y heridas de pacientes con quemaduras, estas biopeliculas adquieren gran
importancia porgue son una fuente de contaminacién que pueden originar brotes

intrahospitalarios, poniendo en riesgo la salud de los pacientes”.

Las biopeliculas causan un problema en diferentes actividades y al ser altamente
resistentes a diferentes tipos de antimicrobianos es que se buscan diferentes

enfoques para su prevencién y erradicacion.



Justificacion

En la actualidad se busca erradicar las biopeliculas sin la necesidad de contar con
un antibidtico u otro antimicrobiano que pueda generar resistencia a largo plazo,
por tal motivo se necesitan encontrar inhibidores de biopeliculas que no eliminen a
las células en estado plancténico, sino que eviten o interrumpan la asociacion en
una biopelicula. Por tal motivo los productos de origen natural son una de las
fuentes donde se vienen realizando investigaciones y que aun necesita explorarse

extensamente.
Hipotesis

Existen compuestos en la asteracea Senecio calvus que son capaces de inhibir la

formacion de biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa.
Objetivos
O. General

Evaluar los principios activos de Senecio calvus en la formacion de biopeliculas de

Pseudomonas aeruginosa.
O. Especificos
“ Recolectar Senecio calvus y preparar extractos con diferentes solventes.

+ Determinar la actividad antimicrobiana y capacidad inhibitoria de formacion
biopeliculas de los extractos de Senecio calvus contra Pseudomonas

aeruginosa.

+ Fraccionar los extractos con mayor efecto inhibidor y agruparlos en un pool

de fracciones similares.



% Evaluar la capacidad antimicrobiana y de inhibicion de la formacién de
biopeliculas de las fracciones cromatogréficas de Senecio calvus contra

Pseudomonas aeruginosa

Variables

Variables dependientes: Concentracion minima inhibitoria, absorbancias,

porcentaje de inhibicion.

Variables independientes: Extractos crudos, diluciones.
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[I. Marco Teérico
Biopeliculas

En la naturaleza los microorganismos existen en dos formas, una como
células libres o plancténicas, la cual es la forma de crecimiento que es la que
usualmente se nos viene a la cabeza y otra como células adheridas a un sustrato
formando una comunidad o biopelicula. Las biopeliculas son comunidades
complejas de microorganismos adheridos a una superficie viva o0 inerte,
encerradas en una matriz de exopolisacarido, dando origen a una asociacion que
involucra una o muchas especies, cuya organizacion asemeja a aquellas formadas

por microorganismos multicelulares *.

La habilidad para formar biopelicula esta presente en casi todas las
bacterias conocidas, existen diferencias con respecto al periodo necesario para su
formacion, asi como en la forma en que la biopelicula se organiza
estructuralmente, sin embargo es necesario como requisito indispensable que
exista una superficie adecuada y la presencia de nutrientes para que el proceso de
formacién de una biopelicula se inicie ® ’. En la naturaleza existen biopeliculas de
una sola especie y de dos o mas especies, siendo estas Ultimas las biopeliculas
mas comunes y extendidos, pudiendo formar una capa simple o una estructura
tridimensional, siendo también este Ultimo caso la forma mas frecuente de

conformacion ®.

La estructura de una biopelicula es altamente compleja en la que
basicamente se distinguen dos componentes principales, una parte formada por
los microorganismos y el exopolisacéarido, y otra parte compuesta por canales por

donde circulan agua, nutrientes y desechos. En esta conformacion, donde se
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encuentran microcolonias encapsuladas en una matriz y comunicadas por
minusculos canales, se evita que los factores ambientales externos como por
ejemplo anticuerpos o antimicrobianos tengan poco acceso para alcanzar a los
microorganismos Y ejercer su accion. Ademas de otorgar resistencia ante factores
externos la forma de organizacion de una biopelicula brinda facilidades para el
intercambio genético horizontal y la formacién de un cometabolismo entre las

diferentes especies que la integran 8.
Formacion de una biopelicula

La transicion del estado plancténico al de agregacion de una biopelicula
ocurre a través de pasos mas o menos definidos. En resumen la primera fase
depende de la superficie, esta debe estar condicionada para recibir al
microorganismo, una superficie lisa y sin ningun tipo de molécula adsorbida en ella
es una superficie con poca probabilidad para dar inicio al proceso de formacién de
biopeliculas, una superficie con moléculas en ella brindara las condiciones a la
superficie para que el microorganismo colonizador pueda adherirse, no obstante
esta adhesién es débil y puede ser revertida facilmente. En la segunda fase el
microorganismo utiliza estructuras de adhesién (pili y fimbrias) para adherirse
irreversiblemente a la superficie condicionada; una vez adheridas ingresa a una
tercera fase, donde los microorganismos empiezan a dividirse y a sintetizar y
liberar moléculas de sefializaciébn o moléculas de quérum sensing (QS) para que
atraiga a mas microorganismos y asi alcanzar un namero critico y dar inicio a la
produccion del exopolisacarido que sera la matriz que las contendra, las fases
cuarta y quinta son similares a las de un organismo multicelular, en la cuarta fase
tenemos el crecimiento y maduracion de la biopelicula hacia los tres ejes del

espacio, alcanzando un tamafio tanto cuanto lo permita la disponibilidad de
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nutrientes y en la fase final con la biopelicula ya madura empieza la fase de
desprendimiento de células en las capas mas cercanas a la superficie donde estas

se liberan al medio exterior en forma de microorganismo plancténico #*° (Figura 1).

Fig 1. Proceso de formacion y maduracion de una biopelicula. (1) las bacterias se adhieren reversiblemente a
una superficie. (2) las células se adhieren irreversiblemente y debido a la excerecion del exopolisacarido y
pierden sus flagelos (3) se desarrolla la forma de biopelicula. (4) la biopelicula alcanza la madurez con su
arquitectura caracteristica. (5) fase de dispersion con células saliendo de la biopelicula a colonizar otros

espacios. Tomado de Sauer (2003) 1

En Pseudomonas aeruginosa las sefiales de QS son muchas, podemos
hallar las acil homoserina lactonas (AHL) que son autoinductores tipo 1 (All) del
tipo furanona, también en mucho menor medida se hallan los autoinductores tipo 2

(Al2) derivados de tetrahidrofurano, estas dos sefiales son tipos de lactonas y

también se encuentran los derivados de quinolina y de indol *2.
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Fig 2. Dos de las principales moléculas sefial en bacterias gramnegativas, el esqueleto de una acil-
homoserina lactona con su parte variable R (A) y una molécula de indol (B). Fuente Google

Imagenes.

La sintesis de moléculas y el control del sistema de QS estan regulados en
Pseudomonas aeruginosa por los sistemas genéticos lasl-lasR y rhiL-rhl. Lasl esta
involucrado en la sintesis del autoinductor N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina
lactona (OdDHL), esta molécula se une al receptor de membrana LasR en un ciclo
gue incluye la activacion de otros genes las que participan en la virulencia como
son elastasa, proteasas y exotoxina A y la formacion de biopeliculas y la propia
sintesis del receptor. Este sistema de genes las y genes rhl estan conectados de
una manera jerarquica, siendo el sistema lasl-lasR el principal. El segundo sistema
rhll-rhiL funciona de manera similar y sintetiza autoinductores muy parecidos al
anterior, los cuales son N-butiril-L-homoserina lactona y en menor medida N-
hexanoil-L-homoserin lactona que son sintetizadas por rhll y que es controlado
también por LasR y estos Al se unen al receptor RhIR que activa genes que

12.- 16 adicionalmente

sintetizan elastasa, proteasas, sideroforos y piocianina
Pseudomonas aeruginosa sintetiza otra molécula sefal, la 2-heptil-hidrixi-4(1H)-
guinolona llamada sefal quinolona de Pseudomonas (PQA), un tercer sistema de
seflal que es producido por PgsA, PqgsB, PgsC y PgsH y detectado por el

regulador PqrS, este sistema activa también al sistema rhll-rhiL *’.
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Resistencia intrinseca de las biopeliculas microbianas

Durante mucho tiempo se han utilizado agentes antimicrobianos para
combatir infecciones asociadas a bacterias, como efecto secundario al uso de los
antibioticos se ha observado el incremento de la resistencia a estos, dando como
resultado la basqueda de nuevos antibiéticos que puedan combatir las infecciones
resistentes, existen varios mecanismos de resistencia bacteriana, no obstante
recientemente se ha incluido una nueva forma que no habia sido considerada por
mucho tiempo, la formacion de biopelicula se ha reconocido como un factor de

virulencia para patégenos oportunistas y verdaderos patégenos *2.

Los agentes antimicrobianos usados frecuentemente frente a las
infecciones bacterianas acttan ejerciendo un efecto bacteriostatico o bactericida a
diferentes niveles. Uno de los problemas principales relacionados es que las
bacterias obtienen resistencia frente estos efectos por medio de diferentes
mecanismos, lo cual resulta en cambios en el genoma bacteriano produciendo
bacterias resistentes, las cuales transmite esta informacién a otras bacterias
generandose rapidamente una poblacién resistente que representa un serio
problema de farmacoterapia **?°. De otro lado en una biopelicula la tasa de
crecimiento de las poblaciones es diferente, siendo en su interior mas reducida, lo

2l Otro mecanismo de

gue también contribuye a su resistencia a farmacos
resistencia relacionado con las células de las biopeliculas es la diferencia en los
ciclos celulares y metabolismos de los microorganismos que lo conforman. Como
se sabe los antibidticos actuan eficazmente frente a células en division y
crecimiento, en una biopelicula el crecimiento es lento sobretodo en las capas mas

profundas. De otro lado el metabolismo también varia verticalmente en la

biopelicula debido a una gradiente de nutrientes y oxigeno disponibles, al ser una

15



gradiente desde las capas superiores a las inferiores, se generan fenotipos
distintos, con lo cual algunos microorganismos entran en un estado de dormancia

0 estrés en el que varias funciones celulares son suprimidas .

Con respecto a las poblaciones celulares al interior de la biopelicula se ha
de sefalar la existencia de células persistentes que comprenden a una fraccién
del total que exhiben una resistencia a antibidticos sin sufrir ningan tipo de cambio
genético, se cree gque estas células entran en este estado de resistencia por medio
del arresto de la sintesis de proteinas controladas por toxinas propias de la

bacteria %°.

El exopolisacarido es una matriz consistente en una mezcla de
polisacéaridos, proteinas y ADN extracelular que se encarga de mantener la

integridad de la biopelicula %

, es el elemento que se cree es el principal
responsable de la resistencia de esta y en efecto, la presencia de esta capa
protectora que cubre a la poblacién microbiana de la biopelicula es una barrera
fisica que debe cruzar cualquier agente antimicrobiano, se cree que actua de tres
formas distintas; como barrera de difusion, como tamiz de moléculas y como
adsorbente ® ?* 2 de alli el hecho de su diferencia metabélica en los diferentes
niveles de la biopelicula. Esta matriz esta constituida en Pseudomonas aeruginosa
por una mezcla de tres polisacaridos que son Psl, Pel y alginato, cuya proporcion
varia segun el origen de la cepa. Psl es un polisacarido rico en manosa y
galactosa, Pel es rico en glucosa, pero también posee otros carbohidratos aun no
bien determinados y alginato que es el principal en aislados de pacientes con

fibrosis quistica %> 2°.
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Pseudomonas aeruginosa

Una de las bacterias de mayor capacidad de adaptaciéon y con un
metabolismo muy versétil es Pseudomonas aeruginosa. Es una bacteria Gram
negativa, bacilar, mévil con flagelo polar, aerdbica; aunque puede crecer a muy
bajas concentraciones de oxigeno; se le puede hallar en una gran diversidad de

ambientes naturales y artificiales %% ’.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista altamente
virulenta, que causa infecciones crénicas y agudas, es una de las mas aisladas del
ambiente hospitalario sobretodo en las salas de cuidados intensivos y con una alta
tasa de mortalidad asociada a ella entre pacientes inmunosuprimidos e

inmunodeprimidos .

Posee una alta resistencia inherente al calor vy
desinfectantes, asi como también a varios agentes antimicrobianos y en la
actualidad las cepas multidrigorresistentes (MDR) se ha incrementado
notablemente. No solamente es un problema en ambientes intrahospitalarios,
recientemente se le ha encontrado asociado a infecciones pulmonares en la

comunidad, asi como también se ha reportado la presencia de Pseudomonas

aeruginosa MDR en suelos contaminados con hidrocarburos .

Las personas mas susceptibles a Pseudomonas aeruginosa son aquellas
que estan con el sistema inmune comprometido o con la barrera de defensa
primaria como la piel daflada debido a una herida extensa 0 a una quemadura
grave, siendo este Ultimo caso bastante especial y de cuidado puesto que la
infeccion local da un ambiente himedo y caliente que facilita la penetracion de la
bacteria hacia el torrente sanguineo y esto se desarrolla rapidamente en una
septicemia. Ademas de otras infecciones como infecciones urinarias, del tracto

respiratorio y pulmonares, la importancia de una infeccion por Pseudomonas
17



aeruginosa radica en su dificultad a ser tratada por antibiéticos, que como se dijo
anteriormente es debido a su capacidad inherente de resistencia a estos agentes y
también en que tiene una gran facilidad para cambiar del modo de vida

plancténico al de estado de biopelicula 322,

Las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa existe en la naturaleza ya sea como bacteria en
estado libre 0 como asociada a un sustrato formando una biopelicula. Este altimo
es un estado que todas las bacterias asumen para protegerse de las condiciones
medioambientales adversas. Debido a que Pseudomonas aeruginosa tiene la
habilidad de adherirse a una gran cantidad de sustratos, se le puede encontrar
tanto en rocas y plantas como en catéteres y membranas de didlisis. La remocién
de las biopeliculas de estas superficies es muy dificil y resulta en la persistencia
del microorganismo en los instrumentos y en la posterior infeccion de los

pacientes.

La formaciéon de las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa ha atraido
mucha atencién, especialmente en relacion a los pacientes que sufren de fibrosis
quistica, donde se le ha visto estrechamente relacionada y también por estar
involucrada en los casos de otitis media. Forma biopeliculas en los pulmones de
los pacientes de fibrosis quistica causando dafio el colapso posterior del érgano.
El peligro con las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa es que son
extremadamente dificiles de erradicar con los tratamientos convencionales de

antibiéticos debido al doble mecanismo de resistencia que poseen *,

Una caracteristica importante de las biopeliculas de Pseudomonas

aeruginosa es que esta depende mucho de su motilidad, la cual define no solo su

18



capacidad de establecerse en ambientes diferentes, sino en la forma en que las
biopeliculas conforman su estructura interna, lo cual junto a su flexibilidad

metabdlica lo hacen un colonizador eficaz de diferentes nichos ecolégicos 3*
Extractos Vegetales

El uso de plantas como medicina tradicional en el tratamiento de varias
enfermedades data de mucho antes del descubrimiento de la existencia de los
microorganismos. Actualmente los productos vegetales han hallado una amplia
aplicacibn como alternativas a la terapia convencional y a la preservacién de
alimentos. Generalmente los aceites esenciales de las plantas se han usado
ampliamente para el tratamiento de una gran cantidad dolencias, es por ello que
muchas plantas aromaticas han atraido sobre si bastante interés cientifico. La
utilizacion de extractos vegetales ha ganado popularidad también debido a los
diferentes compuestos bioactivos cuyas propiedades antimicrobianas tienen una
amplia aplicacion en la industria farmacéutica. Los extractos vegetales de una
variedad de especies, incluyendo hierbas comunes estan bajo un extenso estudio
en un esfuerzo para aislar y caracterizar sus compuestos bioactivos. Las hierbas
culinarias y de infusiones poseen propiedades que se han explotado
tradicionalmente en el tratamiento de diversos males en la medicina popular de
todas las culturas. Sin embargo hay poca evidencia cientifica de algun beneficio
especifico de estas plantas, ademas de ello muchos estudios cientificos parecen

contradecirse y los resultados no son comparables .

La medicina tradicional se ha valido de diferentes especies de plantas para
el tratamiento de malestares desde tiempos remotos y es parte de la tradicion de
todas las culturas y en la actualidad se vienen rescatando estas tradiciones como

un retorno al uso de lo natural por encima de la medicina de sintesis **. En nuestro
19



pais estd bien documentado el uso de plantas medicinales desde épocas pre-
colombinas y en la actualidad se reconocen mas de 1400 plantas de uso curativo

en el Per 6.

Las plantas medicinales son fuentes naturales de compuestos que pueden
ser utilizados contra muchas enfermedades en la actualidad. Varios estudios se
han realizado para el descubrimiento de drogas antimicrobianas o en la
dilucidacion de las propiedades medicinales de diferentes plantas, no obstante
estos estudios no bastan para cubrir la integridad de la biodiversidad de las

especies usadas en la medicina tradicional *'.

Se han realizado diferentes estudios con plantas, algas y hongos en todo el
mundo, que inhiben la formacién de biopeliculas. El estudio pionero es el uso de

lactonas halogenadas de un alga roja Delisea pulchra 38

a partir de esa
experiencia los investigadores han estado en busqueda de inhibidores naturales
de biopeliculas de diversas especies de plantas, algas y hongos y en el
transcurso se han encontrado de que no solamente las lactonas pueden ser
inhibidoras, sino también moléculas como flavonoides y polifenoles *® *. Dentro
de las especies que se han estudiado se hallan jengibre o kién (Zingiber officinalis)
cuyo extracto de tolueno inhibe entre 39-56% la formacién de biopeliculas de

Pseudomonas aeruginosa PA14 “°, Betula pendula con una inhibicién entre 42.8-

80% en biopeliculas de Escherichia coli *.

En nuestro pais, el estudio de plantas es realizado desde hace mucho
tiempo, como consecuencia de esto se han hallado diferentes efectos de plantas
por ejemplo en el campo médico como antitumorales, actividad citotoxica a
células cancerigenas, antiinflamatorios, actividad cicatrizante, entre otros;

asimismo las investigaciones van dirigidas a otros campos como por ejemplo el
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control de plagas agricolas ** = “°.

En el presente estudio, las propiedades
antimicrobianas de Senecio calvus, una hierba en particular que se utiliza en la
medicina tradicional peruana (en forma de infusién), es investigada contra la forma
bacteriana planctonica y en el de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa, como

candidato para su control.
Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos que se generan en
las plantas como productos del metabolismo normal, sin embargo estos
compuestos no intervienen en funciones principales como el crecimiento,
reproduccion o fotosintesis; lo que si se conoce es que poseen una funcion
ecoldgica, es decir toman parte en la interrelacion con otros organismos. Una de
las funciones mas reconocidas de los metabolitos secundarios es la de actuar
como un sistema de defensa contra insectos, bacterias, virus y parasitos como
también contra plantas que le son una competencia directa. La acumulacion de

metabolitos secundarios se realiza en diferentes partes de la célula y de la planta

47, 48

Con respecto a los metabolitos secundarios del género Senecio, se han
podido encontrar diversos compuestos tales como lactonas, flavonoides, taninos,
terpenos, etc, salvo las antocianinas y antracenos, este género parece tener todos

los demas tipos de metabolitos descritos en plantas ** *°.

El género Senecio

Las especies de la familia de las asteraceas son conocidas por presentar
lactonas en su composicibn e incluso fueron usadas anteriormente como

marcadores en estudios evolutivos °* %!, El género Senecio agrupa a una gran
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cantidad de especies cuyo mayor nimero se encuentran en el Peri *?, se

considera al género Senecio como la mas distribuida y amplia de todas las
asterdceas con interés ecolégico y econdmico . Las especies presentes en el
Perd muestran gran diversidad y una distribucion que abarca diferentes altitudes
entre la costa y la sierra en diferentes nichos ecolégicos, alcanzando su mayor
variabilidad en hébitats andinos; variando desde hierbas anuales a perennes
rizomatosas, arbustos sufrutescentes o arbustos. Las hojas son basales,

caulinares, o ambos tipos °*.

Estas especies que se hallan en la costa y sierra del Peri son denominadas
comunmente bajo el mismo nombre comun de “Huamanrripa” o “Huira-huira” y
comparten caracteristicas morfolégicas similares (Senecio calvus, S.
tephrosioides, S. comosus, S. rhizomattus, S. klatti, etc). Existen unas 106
especies del género en nuestro pais que representa aproximadamente el 60% de
la diversidad se Senecio en Sudamérica. Su empleo estd relacionado
principalmente como antitusigeno y para procesos respiratorios en forma de
infusion, en general las plantas de este género son utilizadas también como
antiiflamatorios, antimicrobianos y analgésicos ** . Entre las especies de Senecio
gue se han descrito como utilizadas en la medicina tradicional se hallan Senecio

canescens, S. chionogeton, S. mathewsii, S. rudbeckiaefolius y S tephrosioides *°.

Senecio calvus es una planta de la familia de las asteraceas (Compositae),
es un arbusto de hojas lanceoladas-lineales con flores amarillas o blancas con una
altura media de aproximadamente 30 cm. La especie Senecio calvus ha sido
descrito hasta la fecha solamente en el Pert en el departamento de Ancash, de

alli la importancia de su estudio *’.
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Clasificacion botanica de Senecio calvus

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Sub Clase: Asteridae

Orden: Asterales

Famila: Asteraceae

Género: Senecio

Especie: calvus

Segun el sistema de clasificacion taxonémica de Cronquist.
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ll. MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utiliz6 la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, una cepa
estandar que se usa para probar actividad antimicrobiana y con capacidad de

formar biopeliculas.

El material vegetal usado correspondié a Senecio calvus, utilizada en la

medicina folclorica.
Recoleccién

La colecta se realizd6 en las inmediaciones de la ciudad Huaraz a 3500
msnm durante el mes de abril del afio 2010 al final del periodo de lluvias, se
colectaron aproximadamente 8.3 kg de Senecio sp, y se procedid a la
identificacion taxonémica. Del total recogido 4.9 kg pertenecieron a Senecio calvus

y el resto a otras especies del mismo género.

La identificacion fue realizada por el bidlogo especialista en botanica José
Campos, miembro del equipo del herbario del Museo de Historia Natural Javier

Prado de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Anexo A).
Tratamiento del material vegetal

El material identificado como Senecio calvus fue lavado con agua
destilada, llevado a un horno a 35°C por un dia y luego dejado al aire libre por tres
semanas mas hasta quedar completamente seco. Luego de ese tiempo, se
utilizaron todas las partes aéreas que fueron pasadas por un molino mecanico
para triturar el material, se repitié el procedimiento nuevamente con el material

triturado por primera vez hasta obtener un polvo mas o menos fino y este polvo fue
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tamizado con una rejilla de 0.5 mm de malla para separar el material mas grueso y

obtener finalmente el material reducido a polvo fino >® *°.

Preparacion de extractos

Los extractos fueron procesados segln Adebajo et al. ®, con una variacién
en la cantidad y tipo de solventes, manteniendo la proporcién, esto es
considerando que otros estudios con el género Senecio y otras asteraceas usan
proporciones solvente-material seco distintas ** °% % %2, Brevemente, el polvo fino
fue pesado y se obtuvo 970 g, se repartié 200 g en sendas botellas oscuras para
ser tratado con 1 L de metanol, diclorometano, butanol, etanol (1:5 w/v) y 170 g en
agua (1:5.8 w/v). Las botellas fueron dejadas por cinco dias en oscuridad y fueron
agitadas suavemente 2 veces diariamente durante 15 minutos a lo largo del lapso
transcurrido (Anexo B). Transcurrida la semana se extrajo el liquido de cada
mezcla, filtrando primero a través de una tela fina nueva para separar la parte mas
espesa de la mezcla y luego pasando el liquido filtrado a través de papel filtro
Whatman, este procedimiento se realiza para deshacerse de la mayor parte de
particulas que hayan quedado. Los filtrados se extendieron en placas Petri y se
dejaron secar al ambiente y en incubadora a 40 °C durante el tiempo necesario
hasta que hayan quedado completamente secos *°. Finalmente se rasparon las
placas y se pesaron para ser transferidas a viales con tapa rosca donde se
disolvieron con DMSO para poder realizar las pruebas microbiolégicas

respectivas.
Fraccionamiento de extractos

El proceso de fraccionamiento fue llevado a cabo por el laboratorio de

Medicina Tradicional y Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
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San Martin de Porres (USMP), para tal efecto se utilizé una columna de silica gel
60 (Anexo C), sugerido por la Dra Lucy Ibafiez (comunicacion personal), por la que
se fraccionaron 1 g de los extractos seleccionados (diclorometano y metandlico)
con un sistema de solventes de n-hexano:diclorometano:metanol (2:2:1). Luego se
realiz6 una cromatografia en capa fina cada cantidad de eluato y observar los
patrones de corrida y de esa manera poder agrupar de mejor manera las
fracciones que se iban a utilizar para las pruebas posteriores, de acuerdo a su
perfil de corrida, de esta manera se aseguraba de que la separacién fuera lo mejor

segregada posible %%,

Identificacién de compuestos de los extractos

Las fracciones que lograron algun efecto significativo fueron usadas para
realizar pruebas de identificacion de metabolitos que usualmente son inhibidores
de biopeliculas, mediante las pruebas bioquimicas de Shinoda (flavonoides),
cloruro férrico (compuestos fendlicos), Luz ultravioleta y Baljet (lactonas) e

hidroximato (cumarinas) .
Pruebas de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Antes de iniciar con las pruebas de inhibicibn de las biopeliculas, se
realizaron pruebas de CMI para verificar hasta que concentracion los extractos
poseen, si la tienen, efecto antimicrobiano para poder trabajar a
subconcentraciones en las pruebas de inhibicién. Las pruebas se realizaron con el
método de microdilucion en placas. Se sembraron microplacas con cultivos
frescos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en caldo tripticasa de soya

(TSB) a la densidad 1 de MacFarland . Cada pocillo fue llenado con 100 pL de
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cultivo y se le enfrentd con la misma cantidad de extracto en DMSO
(dimetilsulfoxido) a concentraciones de 200 mg/mL respectivamente para los
extractos acuoso, butandlico, metandlico, de diclorometano y etandlico por
triplicado en la primera fila y de alli se hicieron las diluciones respectivas, dejando
una ultima fila como control sin extractos. Se llevd a incubar toda la noche a 37°C
y las lecturas se hicieron observando los pocillos, se tomd por concentracion
inhibitoria aquella que clarificé los pocillos en comparacién a los pocillos de
control. Las fracciones que tenian un ligero color terroso se compard por la
claridad que se puede apreciar cuando existe la inhibicibn con respecto a un

pocillo no inhibido donde se observa opacidad °’.
Pruebas de Inhibicién de formacion de la biopelicula

Las pruebas de inhibicion de biopelicula se realizaron de manera muy
similar a las de CMI, pero se hicieron desde concentraciones subinhibitorias o
desde la concentracion total del extracto si es que la CMI no fue obtenido en las

pruebas previas.

Para analizar el efecto de extractos y fracciones del material vegetal, se
realizaron ensayos adaptados del utilizado por O’Toole y Kolter. Se dejaron las
microplacas en incubacién durante 24 hrs antes de ser leidas, para realizar las
lecturas primero se elimin6 el contenido de toda la placa y se lavdé con agua
destilada tres veces, luego se llenaron los pocillos con 100 pL de cristal violeta al
0.8% y se dejo reposando durante 30 minutos, transcurrido ese tiempo se
volvieron a lavar las placas y se le afiadido 100 uL de DMSO a los pocillos para
solubilizar el cristal violeta contenido en las biopeliculas que se han formado en los
pocillos, se dejo reposar la placa por lo menos durante 30 minutos antes de poder

ser leido para darle tiempo al cristal violeta a que se solubilice. Finalmente las
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placas se llevaron al lector de placas y se midieron a 598 nm de longitud de onda
con una agitacion previa de 5 segundos en modo de lectura end-point (punto

final)®®.

Las placas podian ser releidas 24 horas después del tratamiento siempre y
cuando hayan sido conservadas en oscuridad y tapadas a temperatura ambiente,
dando resultados casi idénticos a los obtenidos en la primera lectura, pasado ese
tiempo la lectura iba variando poco a poco conforme los dias pasaban. Este
experimento se realiz0 para conocer si la lectura podria esperar por mas tiempo si

es que no se podia realizar la inmediatamente por algiin motivo (Anexos D-G).
Analisis de datos

Los analisis de datos se realizaron midiendo el porcentaje de inhibicion de
las biopeliculas a partir de los pocillos de control que son tomados como el 100%

de formacion y 0% de inhibicion:
Porcentaje de Inhibicion = (Abs de pocillo evaluado/Abs de control) x 100

No fue necesario tomar los datos del DMSO para establecer la absorbancia
de fondo, porque los valores del DMSO son casi idénticos al valor de referencia de
un pocillo limpio y vacio, el valor de una lectura de un pocillo vacio oscilé entre
0.001 y 0.005 mientras que un pocillo llenado con 100 pL de DMSO puro el valor
es entre 0.003-0.008 aproximadamente, debido a que se esta tomando para
calculos solamente las primeras 2 décimas de los valores de absorbancia, no fue
necesario tomarlo en consideracién ya que solo influye en aproximadamente 0.25
y 1% en el porcentaje final. Todos los valores fueron por triplicado y se realizo un

promedio de los valores para obtener el porcentaje de inhibicién.
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Las pruebas estadisticas que se aplicaron fueron el test de Kruskal-Wallis
para la comparacion entre diversas fracciones utilizandose un valor alfa=0.95 y las
prueba de Mann-Whitney para la comparacion entre grupos de fracciones

inhibitorias versus no inhibitorias.

Para el procesamiento de datos y disefio de cuadros se utilizaron los

programas STATA 12.0 y Microsoft Excel 2010.
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IV. RESULTADOS

Las pruebas con los extractos y filtrados cromatogréaficos de Senecio calvus
llevé al aislamiento de algunas fracciones que contienen inhibidores de la
formacion de biopeliculas, las cuales en las concentraciones en las que fueron
trabajadas no permiten sospechar que los resultados de las pruebas de inhibicién
se hayan debido a la disminucién de la poblacion por efecto antimicrobiano ya que
las concentraciones usadas fueron menores a las halladas durante las pruebas de
CMI. Antes de dar los valores de este resultado final, se presentaran los
resultados de las actividades previas que llevaron a los datos del objetivo principal

del presente estudio.
Extraccidn con solventes

Una vez totalmente secadas las placas Petri que contenian los extractos, se
procedio a pesarlos y guardarlos antes de ser utilizados, la cantidad resultante del
peso seco de los extractos y el rendimiento de la extraccion se puede observar en

la Tabla 1.

Tabla 1. Pesos finales de los extractos secos de Senecio calvus y porcentajes correspondientes de los

extractos obtenidos.

Solvente Peso final del extracto seco () Porcentaje de extracto obtenido
Agua 191 1.12
Metanol 2.75 1.37
Etanol 2.53 1.27
Butanol 2.80 1.40
Diclorometano 3.15 1.58
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Actividad antimicrobiana de los extractos.

Los extractos en suspension fueron utilizados para realizar la prueba de
concentracion minima inhibitoria (CMI) en microplacas, todos los extractos fueron
guardados a 4°C antes y después de su uso, los resultados del CMI se dan en la
tabla 2. Se observa que todos los extractos a excepcién del butandlico, no tuvieron
actividad minima inhibitoria a la mayor concentracion trabajada. Las
concentraciones fueron diluciones seriadas de 100, 50, 25y 12,5, 6,25, 3.125 y

1.56 mg/mL.

Tabla 2: Valores MIC de los extractos de Senecio calvus enfrentados a Pseudomonas aeruginosa

Extracto Valor del CMI en mg/mL
Acuoso >100
Metanolico >100
Etandlico >100
Butandlico 100
Diclorometano >100

Los valores de CMI de la tabla 2 fueron utilizados como referencia para
luego ser usados en el siguiente paso que es el de prueba inhibicién de formacion

de biopeliculas.
Pruebas de Inhibicién de formacion de biopeliculas.

De los cinco extractos preparados, solamente cuatro tuvieron efecto
inhibidor sobre la formacién de biopelicula (el extracto etandlico no tuvo efecto
significativo), y solamente dos fueron los que tuvieron una inhibicion minima

significativa los extractos de diclorometano y de metanol, se tomé como inhibicion
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importante a un valor porcentual de alrededor del 50% a mas siguiendo el modelo
de Persson y colaboradores *, siendo el extracto metandlico el que tuvo la mayor
inhibicién (92.9%) a la maxima concentracion probada de 100 mg/mL y fue

bastante significativa hasta una concentracion de 12.5 mg/ml.

De otro lado en el caso del extracto con diclorometano la inhibicion méas alta
se obtuvo desde los 100 mg/mL (76.4% de inhibicion) hasta los 50 mg/mL
(41.2%), en la tabla 3 se observan los promedios de las inhibiciones expresados
en porcentajes para cada concentracion. Cada una de las concentraciones fue
medida por triplicado y se obtuvo el promedio de estas para los valores de
inhibicion. Los valores de medicién de todas las absorbancias se encuentran en
las tablas de los anexos, correspondientes a los extractos realizados.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicién de formacion de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa por extractos de

Senecio calvus. Los valores en negativo son valores de no inhibicién, esto es con valores de absorbancia

superiores a los controles.

Concentracion

(mg/ml) Acuoso Etandlico  Metandlico Diclorometano Butandlico

100 19.8% 6.6% 92.9% 76.4% -

50 22.2% 4.6% 72.6% 41.2% 20.4%
25 20.4% 9.4% 50.7% 29.3% 18.1%
12.5 20.9% -4.1% 44.0% -9.43% 7.5%
6.25 -8.1% -3.0% 22.4% -14.8% -2.5%
3.125 -12.3% -18.6% -15.2% -18.5% -5.1%
1.562 -4.9% -19.0% -9.03% -20.5% -9.6%
0.781 - - - - -4.6%
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Fracciones cromatograficas

Los extractos metandlico y de diclorometano fueron pasados por una
columna de silica gel 60 como se ha descrito més arriba y se agruparon las
fracciones de acuerdo a un patron de separacion en capa fina, dando como

resultado las fracciones que se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna

Fracciones metanolicas Fracciones de diclorometano
M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 y M8 D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10,
D11, D12, D13, D14, D15y D16.

Estas fracciones fueron puestas a prueba para realizar CMI y las pruebas
de inhibicién, en los siguientes cuadros se observan las cantidades obtenidas de
las fracciones cromatograficas una vez secas (Tablas 5 y 6) y las respectivas

concentraciones iniciales con las que se realizaron las pruebas de inhibicién.

Tabla 5. Peso de las fracciones cromatograficas del extracto metandlico secado para eliminar los solventes.

Fracciones de extracto metanélico

Vial Cddigo Peso Concentracién
1 M1 4.4 mg 1.46 mg/mL
2 M2 7.3 mg 2.43 mg/mL
3 M3 14.1 mg 4.70 mg/mL
4 M4 5.4 mg 1.80 mg/mL
5 M5 8.73 mg 1.74 mg/mL
6 M6 9.9 mg 2.91 mg/mL
7 M7 10.4 mg 3.46 mg/mL
8 M8 11.8 mg 3.93 mg/mL
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Tabla 5. Peso de las fracciones cromatograficas del extracto diclorometano secado para eliminar los

solventes.

Fracciones de extracto de diclorometano

Vial Coédigo  Peso Concentracion
1 D1 0.02 mg No se realiz6
2 D2 6.5 mg 2.17 mg/mL
3 D3 3.2 mg 1.06 mg/mL
4 D4 9.3 mg 3.10 mg/mL
5 D5 1.0 mg 0.33mg/mL
6 D6 2.0 mg 0.67 mg/mL
7 D7 1.8 mg 0.60 mg/mL
8 D8 0.5mg 0.17 mg/mL
9 D9 0.6 mg 0.20 mg/mL
10 D10 1.6 mg 0.53 mg/mL
11 D11 0.7 mg No se realiz6
12 D12 0.5 mg 0.17 mg/mL
13 D13 1.0 mg 0.33 mg/mL
14 D14 1.5 mg 0.5 mg/mL
15 D15 0.5 mg 0.33 mg/mL
16 D16 0.3 mg 0.10 mg/mL

Todas las fracciones se solubilizaron en 3 mL de DMSO, de esa manera las
concentraciones no quedaban muy bajas y podria alcanzar para realizar las
pruebas posteriores. La fraccion D1 se deseché por tener una cantidad demasiado

baja para realizar pruebas a menores diluciones, razén por la cual podria dar
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como resultado un falso negativo y la fraccion D11 se perdio en el transcurso de

los experimentos por una rotura del vial durante su manipulacion.
Porcentaje de inhibicion de las fracciones

Las fracciones que dieron un buen efecto inhibidor fueron, en primer lugar,
para las de diclorometano, las fracciones cromatograficas 12, 13 y 14. Mientras
que para el caso de las fracciones provenientes de metanol, los mejores
resultados dieron las fracciones cromatogréficas 5, 6, 7y 8. En las tablas 7 y 8 se
pueden apreciar los porcentajes de inhibicion de las fracciones mencionadas. El
resto de fracciones no tuvo ningun efecto o por lo menos ninguno que sea
significativo sobre la inhibicion del biopelicula ya que la diferencia entre los
controles y los cultivos expuestos no superaban en la buena parte de las lecturas
ni siquiera el 10% de diferencia, solo se tomaron en cuenta para identificacion de
metabolitos, aquellas en las que las pruebas de inhibiciéon llegaran o superasen el

50% de inhibicién en alguna de sus diluciones.
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de las fracciones del extracto metandlico de Senecio calvus sobre
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa, el valor negativo indica sobrecrecimiento. El promedio es de la

media de todas las diluciones.

Fraccion Porcentaje de inhibicion Valor méas alto de la

inhibicion, dilucion

M1 -12.35 -3.70, 0.36 mg/mL
M2 -14.91 -2.85, 0.61 mg/mL
M3 -6.69 4.74, 2.35 mg/mL
M4 -10.33 8.54, 0.45 mg/mL
M5 51.5 90.96, 0.73 mg/mL
M6 63.1 90.22, 0.83 mg/mL
M7 64.4 88.23, 0.49 mg/mL
M8 62.2 88.58, 0.98 mg/mL
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de las fracciones del extracto de diclorometano de Senecio calvus sobre
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa, el valor negativo indica sobrecrecimiento. El promedio es de la

media de todas las diluciones.

Fraccion Promedio del porcentaje  Valor mas alto de la

de inhibicion inhibicion (%), concentracion
D2 -11.53 -4.48, 0.36 mg/mL
D3 -10.07 -6.42, 0.18 mg/mL
D4 -1.77 -4.06, 0.13 mg/mL
D5 -5.58 2.85, 0.78 mg/mL
D6 -8.30 -6.63, 0.01 mg/mL
D7 -7.52 -4.17, 0.17 mg/mL
D8 -12.96 -8.22, 0.02 mg/mL
D9 -11.32 -7.73, 0.03 mg/mL
D10 5.71 9.38, 0.27 mg/mL
D12 32.37 58.49, 0.08 mg/mL
D13 53.52 69.59, 0.17 mg/mL
D14 46.18 65.45 0.27 mg/mL
D15 6.87 14.77, 0.04 mg/mL
D16 0.83 6.93, 0.03 mg/mL
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Identificacidn de metabolitos

La identificacion de los metabolitos se realiz0 para las fracciones que
tuvieron efecto posteriormente a los resultados de inhibicion, de esta manera se
evitO tener el riesgo de sesgo en las pruebas, estos compuestos fueron
identificados como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracterizaciéon fitoquimica en términos cualitativos de las fracciones de Senecio calvus

seleccionadas por su mayor capacidad inhibitoria de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa. (+)= poca

cantidad, (++) cantidades intermedias y (+++)= abundante cantidad.

Fracciones Metabolitos
Diclorometano Cumarinas (++), lactonas (++)
Metandlica Flavonoides (+++), compuestos fendlicos (++)

Analisis de datos

Para el andlisis se usaron los datos de las absorbancias para comparar los
diferentes tratamientos con las fracciones, en este caso se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, que es el equivalente a la prueba paramétrica de

ANOVA.

La hipotesis nula (Hp) asume igualdad en las medias, por lo contrario la

hipotesis alternativa (Ha) asume que las medias son diferentes.

Los resultados de la prueba para las fracciones metandlicas se encuentran

en la Tabla 10.
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Tabla 10. Prueba de Kruskal-Wallis entre las diferentes fracciones, a=0.05.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

fraccion Obs Rank Sum
1 7 289.00

2 7 273.00

3 7 308.50

4 7 319.50

5 7 116.00

6 7 92.00

7 90.00

7 108.00

42.204 with 7 d.f.

chi-squared

probability = 0.0001
chi-squared with ties = 42.206 with 7 d.f.
probability = 0.0001

Como se puede observar existe evidencia estadistica (p < 0.05) de que los grupos
son diferentes por lo que se puede afirmar que las muestras tienen una media

diferente en al menos una de ellas.

Para explorar mejor las fracciones se realizaron las pruebas en dos grupos
definidos de fracciones inhibitorias versus fracciones no inhibitorias, se espera una
consistencia en la prueba en las que cada conjunto de fracciones tengan la misma
media y por lo tanto similares entre ellas. Para tal efecto se realizdé una prueba de

Mann-Whitney (Tabla 11).
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Tabla 11. Prueba de Mann-Whitney entre las fracciones agrupadas como no inhibidoras (1) e

inhibidoras (2), a=0.05.

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

fraccion obs rank sum expected
28 1190 798
2 28 406 798
combined 56 1596 1596
unadjusted variance 3724.00
adjustment for ties -0.13
adjusted variance 3723.87
Ho: abs(fraccion==1) = abs(fraccion==2)
z = 6.424
Prob > |z| = 0.0000

Se observa que los grupos organizados en dos categorias de fracciones con

efecto inhibidor y con poco o sin efecto inhibidor son estadisticamente diferentes.

De manera similar se utilizé la estadistica para analizar los datos de las fracciones
de diclorometano, la prueba de Kruskal-Wallis dio como resultado una disparidad

en los grupos (Tabla 12):
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Tabla 12. Prueba de Kruskal-Wallis entre las diferentes fracciones de diclorometano

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

fraccion Obs Rank Sum
2 7 395.00
3 7 276.50
4 7 389.50
5 7 327.50
6 7 420.50
7 7 636.00
8 7 591.50
9 7 562.50
10 7 299.00
12 7 112.00
13 7 52.00
14 7 69.00
15 7 242.50
16 7 477.50

chi-squared 80.288 with 13 d.f.

probability = 0.0001
chi-squared with ties = 80.292 with 13 d.f.
probability = 0.0001

Se observa pues que la hipétesis nula de que las fracciones son iguales
estadisticamente no se mantiene (p<0.05) por lo que al menos una de las

fracciones es diferente a las demas.

Continuando la evaluacién se utilizé la prueba de Mann-Whitney para
comparar las fracciones con efecto inhibidor las que no tuvieron efecto inhibidor

(Tabla 13):
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Tabla 13. Prueba de Mann-Whitney entre las fracciones agrupadas como no inhibidoras (1) e

inhibidoras (2), a=0.05.

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

fraccion obs rank sum expected
1 77 4618 3811.5
2 21 233 1039.5
combined 98 4851 4851
unadjusted variance 13340.25
adjustment for ties -0.68
adjusted variance 13339.57
Ho: abs (fraccion==1) = abs (fraccion==2)
z = 6.983
Prob > |z]| = 0.0000

La hipétesis nula de que las fracciones poseen una media similar es

rechazada, dado que p<0.05, por lo que son estadisticamente distintas.
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V. DISCUSION

En la actualidad el problema generado por las biopeliculas en los campos
médico e industrial solo es atacado mediante la aplicacion de mas antibiéticos
(medicina) o de potentes antimicrobianos en combinacion con meétodos fisicos

(industria), no existe ninguna otra forma de eliminar el problema.

Algunos investigadores creen que si bien los inconvenientes generados por
las biopeliculas son inevitables, estos pueden retrasarse o disminuir su impacto
mediante el uso de sustancias que puedan interferir de alguna manera en el
proceso del desarrollo de una biopelicula, especialmente a nivel de las sefiales de

QS 69

Se puede controlar una biopelicula a lo largo de todo su ciclo, desde su
inicio como célula plancténica hasta su madurez. El control mas simple y utilizado
es al inicio del ciclo con el uso de antibiéticos o antimicrobianos, para evitar que
las bacterias se establezcan en la superficie y proliferen. Otro punto de control en
este estado es el de evitar la adherencia a la superficie con péptidos, anticuerpo u
otros agentes que se unen a las adhesinas u otros receptores, inhibiendo su
crecimiento en una superficie con cubiertas antimicrobianas en la superficie como
triclosan o clorhexidina en algunos casos combinado con sulfatos de plata, en este
caso es Util para superficies expuestas a un flujo. El siguiente control en el ciclo es
la de inhibir las sefiales de QS, en ese caso lo que se busca es evitar la
maduracion de una biopelicula y finalmente el control en una biopelicula formada y
madura donde se busca desagregar las células por medio de enzimas que rompen

la matriz de polisacarido liberandolas el medio y rompiendo con toda la biopelicula

70
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Dentro de las propuestas realizadas se encuentran: (1) interferir en la
expresion genética de las moléculas involucradas en las rutas de sefales que
disparan el proceso de formacién de biopelicula, en este sentido el bloqueo puede
darse sobre el promotor de la activacion de una de las sefiales en el DNA; otro (2)
es mediante la interferencia directa sobre la molécula que naturalmente se une a
este promotor, de otro lado también se ha propuesto que una molécula antagénica
bloquee los receptores a nivel de la superficie bacteriana para evitar la

interiorizacion de las moléculas sefales o quorum sensing de las bacterias.

Los resultados avalan la hipétesis del trabajo, esta fue establecida a partir
de la observacion que se realiz6 con respecto a la presencia de lactonas en
asteraceas, de alli que para su investigacion se haya utilizado no solamente una
asteracea de uso medicinal, sino que también sea nativa de nuestro pais.
Asimismo la otra observacion para avalar la hipotesis vino del conocimiento de las
moléculas de comunicacion en Pseudomonas aeruginosa y otras Gram negativas,
las cuales son en su naturaleza clasificadas como homoserin-lactonas, un tipo de
lactona, que son cruciales para la formaciéon de biopeliculas de Pseudomonas
aeurginosa. No obstante las inhibiciones mayores fueron aquellas donde se pudo
identificar flavonoides y compuestos fendlicos, si bien esto se va en concordancia
con hallazgos previos de otras investigaciones, no se esperaba un porcentaje tan

alto 273,

Actualmente se busca inhibir la formacién de biopeliculas por medio del
bloqueo de las sefiales de quorum sensing de las bacterias, en el caso de
Pseudomonas aeruginosa y otras, este mecanismo esta regulado por una
molécula llamada homoserin lactona, la cual es la desencadenante de la sefial

celular de este mecanismo, esta molécula es del tipo furanona que es una clase
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de lactona. Dentro de los tipos moleculares que se han hallado con distintos
grados de inhibicion se encuentran principalmente las lactonas, seguidas de
compuestos fendlicos y flavonoides. Pocas investigaciones han reportado

lactonas que promuevan la formacién de biopeliculas ™.

Existe una tendencia a recuperar los productos naturales para varios tipos
de industrias, la tendencia “verde” se ha expandido a muchas industrias y la
industria farmacéutica no es ajena a inclinarse por ella. Por tal motivo se viene
trabajando en encontrar no solamente nuevos antibidticos y demas tipos de
medicamentos, sino que, como en el caso que nos incumbe ahora, el de
prevencion de la formacion de biopeliculas. Entre las especies naturales que se
han utilizado para la busqueda de competidores de la homoserin lactona se
encuentran el alga roja Delisea pulchra, las plantas terrestres Annonea cherimolia,
Enydra anagalis, Mentha piperita, Allium sativum, Acanthospermun hispidum,

entre otras 7.

De la misma manera se han ensayado inhibidores con
compuestos purificados como el &cido elagico (derivado del acido galico) y EDTA.
Todos estos compuestos han tenido éxito relativo con mayor o menor porcentaje

inhibitorio *°.

La especie que se ha utilizado tiene el doble mérito de ser una asteracea,
las cuales se conoce que contienen en casi su totalidad lactonas como metabolitos
secundarios, asimismo es una planta nativa de la sierra peruana en la vertiente
occidental de la cordillera. Senecio calvus es una planta de las muchas del género
Senecio que son conocidas en su conjunto “Huamanrripa® o “Huira-huira”, las
cuales se utilizan como antitusigeno y en procesos de las vias respiratorias. Esta
es la primera vez que se busca un inhibidor de biopeliculas en esta especie,

siendo Senecio formosus, una planta del mismo género la Unica otra especie de
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caracteristicas similares donde se ha realizado la busqueda, esta especie es
nativa de Centroamérica y tiene un éxito moderado (36-43%) en la inhibicion de

biopeliculas ®.

La presencia de lactonas y cumarinas en la planta fue determinada de
antemano (datos no mostrados) en un extracto de diclorometano mucho antes de
que fuera pasado por una columna de fraccionamiento y por las pruebas de
inhibiciébn y de concentracion minima inhibitoria, ese paso previo fue el que

determind la inclinacion del estudio por esta planta.

Los resultados avalaron la hipétesis de que las lactonas son un buen
candidato para inhibicién de formacién de biopeliculas, en este caso la inhibicién
puede estar dado como un mecanismo de control genético o como un competidor
con la homoserin lactona por los sitios de unién a receptores, para tal caso
tampoco es posible determinar si es simplemente una o una sinergia de moléculas
las que actian para este propésito. Es poco factible de que ocurra toxicidad a las
bacterias ya que se han trabajado con concentraciones subinhibitorias,
probablemente Senecio calvus tenga poco efecto antibacteriano, debido a que las
concentraciones fueron relativamente altas (hasta 100 mg/ml) de extracto versus
cultivo plancténico y no se han trabajado con concentraciones mayores tal y como
se hace en algunos ensayos. A modo de ejemplo, una investigacion realizada en
Mentha piperita, utiliz6 como maximo 8 miligramos por mililitro de extracto con un

CMI variable entre 0.75 a 2.5 miligramos por mililitro ”*

, mientras que otros
estudios con diferentes plantas tienen rangos variables de MIC con valores de
alrededor de 100 mg/ml o mas para diferentes bacterias incluyendo Pseudomonas

79, 80

aeruginosa e incluso ninguna inhibicién a concentraciones atin mayores .

Cabe sefialar que un estudio con varias plantas del norte del Peru tuvo resultados
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variables de CMI segun la planta estudiada, dentro de ellas se evalué a la
huamanrripa (Senecio sp.) dando como resultado un CMI de 64 mg/ml para
Escherichia coli y entre 32 y 64 para Staphylococcus aureus e incluso valores mas

altos para otras asteraceas .

Fue un resultado poco esperado de que los metabolitos identificados como
flavonoides y compuestos fendlicos dieran un porcentaje de inhibicidn alto ya que
en trabajos similares para este tipo de compuestos las inhibiciones no son
generalmente superiores al 30% . Probablemente este hecho se deba a que
hayan trazas de lactonas en la muestra que podrian estar haciendo una sinergia
con los otros tipos de metabolitos, sin embargo en un reporte de Candida albicans
realizada con compuestos fenélicos, el porcentaje de inhibicién alcanzé el 60% 3.
También en algunos ensayos realizados con extractos ya sean acuosos,
metanolicos u otros, se han encontrado variabilidad entre los resultados, sin
embargo en este caso el hecho de que las fracciones pasadas por columna
mostraran individualmente menor actividad por separado nos estaria indicando
una sinergia de los compuestos. De otro lado también se ha observado que
algunos extractos parecen favorecer la biopelicula (valores negativos de
inhibicion), esto probablemente porque favorecen la adhesion celular, no obstante
este punto aun no se ha dilucidado , pero se conocen que algunas sustancias o
compuestos favorecen la adherencia a superficies como son la albumina y la

gelatina 9' %3,

Estudios similares ' "

muestran que en algunos casos una buena actividad
antimicrobiana plancténica de extractos no siempre se corresponde con una
buena actividad inhibidora de formacion de biopeliculas, sino mas bien lo

contrario. En el presente estudio por ejemplo, Senecio calvus no tiene una buena
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actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa, sin embargo su
actividad inhibidora de biopeliculas es notable, Ademas, este hecho merece una
mayor atencién en la busqueda de compuestos inhibidores de biopeliculas en
otras especies nativas, considerando de que en la actualidad la industria
farmacéutica esta a la busqueda de estos compuestos, hecho que se traduce en el

incremento del nimero de patentes en los Ultimos afios °.

Se observa que ninguna diluciébn separada de cada fraccion de
diclorometano llega a tener los mismos valores de inhibicion del extracto del cual
provino, por lo que podria estar ocurriendo una sinergia entre dos o mas
compuestos. Lo contrario ocurre con las fracciones metandlicas cuyos valores de

inhibicion son similares a las obtenidas por el extracto crudo.

Ya que se ha determinado que casi no existe actividad antimicrobiana y de
gue tampoco sea muy probable la existencia de una enzima, podemos inferir que
la inhibicion de la biopelicula de Pseudomonas aeruginosa por parte de los
compuestos de Senecio calvus ocurre a nivel de maduracion de la biopelicula,
esto es en el periodo de alta actividad de liberacion de moléculas sefiales de QS,

por lo tanto existiria un antagonista de las AHL en Senecio calvus.
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VI. CONCLUSIONES

1- Se obtuvieron extractos de Senecio calvus con diferentes solventes, los
cuales demostraron tener un CMI elevado (100 mg/ml) o ninguna actividad
antimicrobiana, por lo que los resultados de las pruebas de inhibicion de la
formacion de biopeliculas en P. aeruginosa, no serian consecuencia directa de

una accioén antimicrobiana.

2- Se comprueba la presencia de uno o varios componentes inhibidores de
la formacion de biopeliculas en Senecio calvus que presentan una buena
actividad, los tipos de compuestos que parecen estar involucrados son lactonas,
asi como también flavonoides y compuestos fendlicos; la inhibicion obtenida es

bastante alta.

3- La separacion cromatografica de las extracciones con solventes que
alcanzaron los criterios minimos preestablecidos pudieron ser agrupadas para

realizar las pruebas de CMI y de inhibicién de formacién de biopeliculas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Senecio calvus es una especie que debe estudiarse mas detalladamente
para aislar e identificar las moléculas o molécula implicada en inhibicion de la
formacion de biopeliculas, en este caso para las especies que utilizan las sefales
de quorum sensing con homoserin lactonas como Pseudomonadales,
Vibrionaceas, Salmonella spp, entre otras gramnegativas. Se hace especial

hincapié en este tipo de sefial por ser la mas extendida entre las gramnegativas.

El siguiente paso que se debe realizar es un estudio mas fino con ensayos
genéticos y el uso de genes reporteros como luciferasa, gfp o RR3-galactosidasa

para confirmar la accion a nivel de QS.
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IX. ANEXOS

Fig A. Identificacion taxondmica realizada por un botanico certificado de

reconocida experiencia.

CERTIFICACION BOTANICA

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ.
CONSULTOR BOTANICO. C B P N° 3796
POR RESOLUCION DIRECTORAL N2 D218 - 2011-AG-DGFFS-DGEFFSEN DEL 07 ABR. 2011, INSCRITO EN EL
MINISTERID DE AGRICULTURA - GESTION FORERESTAL Y DE FAUNA SILVESTRE, EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES OUE REALIZA CERTIFICACONES E IDENTIFICACIONES DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA Y FAUNA SILVESTRE, CON EL NOMERD DI6.

Certifica:

Que, el Biol. Colegiado , JESSUS CHRISTIAN GUILLERMO FLORIAN
CARRILLO, ha solicitado la certificacion botanica de la planta conocida con el nombre

vulgar de “humanripa”; la misma que ha sido estudiada y determinada como:
Senecio calvus Cuatrec. En base al Sistema de Clasificaciéon de Arthur

Cronquist et. al. 1981 se ubica en las siguientes categorias taxonémicas.

DIVISION - MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE 3 ASTERIDAE

ORDEN . ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Senecio L.

ESPECIE : Senecio calvus Cuatrec.

Nombre vulgar: “humanripa”

Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.

ATUSQ'ZH; é.;amuos ée la Cré

BICLOGO
C.B,P, 3798

Lima, 11 de mayo del 2010

Calle Sanchez Silva N° 156. Urb. Santa Luzmila —Lima 07
Teléfono 659 02 23, celular 980 170 139
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Fig B. Preparacion de los extractos, con los
diferentes solventes en cada botella, el
material fue previamente molido y cernido

para obtener un polvo muy fino.

Fig C. El fraccionamiento de los extractos fue
realizado en una columna de silica gel 60.
Foto cortesia Dra. Lucy Ibafiez — Lab. De
Medicina Tradicional y Farmacognosia,

Facultad de Medicina Humana, USMP.
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Fig D Pocillos inoculados con caldo tripticasa de soya conteniendo el cultivo plancténico a

1 en escala McFarland, sin enfrentar.

Fig. E Microplaca con cultivos, enfrentadas a las fracciones cromatograficas, repeticion de
fracciones cada 3 pocillos y diluidas 1:2 de manera vertical, excepto la ultima fila de abajo

gue son los controles. Todas las placas se trabajaron de la misma forma.
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Fig F. Luego de eliminar el cultivo, lavar la placa, tefiirlo con cristal violeta al 0.8% y volver

a lavarla, quedan solamente las bacterias que han permanecido adheridas formando

biopeliculas en los pocillos.

. 1

Fig. G Para recuperar el cristal violeta se us6 DSMO, luego esta placa es leida a
una longitud de onda de 598 nm de absorbancia, usando como controles a la

ultima fila.
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M1 M2 M3 M4
1.002 1.109 0.975 0.903 0.972 1.010 1.073 0.972 1.047 1.106 1.005 0.981
1.013 1.097 0.986 1.203 0.875 0.979 0.991 1.071 1.106 0.984 1.014 1.010
1.202 1.108 1.100 1.160 1.216 0.983 1.215 1.002 1.023 1.127 1111 0.972
0.919 1.199 1.078 1.215 1.034 0.988 1.290 1.155 1.317 1.304 1.428 1.329
1.210 1.241 0.998 1.240 1.187 1.002 1.286 1.123 1.099 1.452 1.259 1311
1.110 1.206 1.198 1.293 1.129 1.022 1.349 1.176 1.249 1.290 1.406 1.228
1.013 1.321 1.404 1.216 1.132 1.105 1.249 1.337 1.076 1.200 1.578 1.341
0.973 1.003 1.010 1.117 0.927 0.822 1.158 0.966 1.132 1.136 1.127 1.033

M5 M6 M7 M8
0.126 0.157 0.137 0.147 0.108 0.132 0.117 0.077 0.152 0.124 0.039 0.053
0.085 0.067 0.073 0.079 0.086 0.058 0.085 0.108 0.076 0.074 0.097 0.121
0.104 0.064 0.061 0.060 0.110 0.113 0.063 0.081 0.113 0.057 0.313 0.402
0.671 0.526 0.343 0.781 0.528 0.520 0.571 0.382 0.780 0.515 0.611 0.898
0.758 0.600 0.612 0.324 0.225 0.326 0.247 0.289 0.363 0.246 0.241 0.373
1.008 0.587 0.262 0.134 0.266 0.368 0.173 0.190 0.392 0.180 0.376 0.529
1.013 0.459 0.561 0.702 0.359 0.521 0.327 0.361 0.594 0.298 0.480 1.112
0.607 1.063 1.246 0.744 0.732 0.835 0.668 0.51 1.132 0.463 1.027 1.371

Tablas con los datos de las absorbancias de las diferentes fracciones del extracto con metanol, probadas para evaluar la capacidad

inhibitoria de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

67



D2 D3 D4 D5
1.123 1.279 1.033 1.074 1.068 1.092 1.003 1.203 1.405 1.204 1.015 0.991
1.164 1.056 1.027 1.083 1.142 1.116 1.275 1.302 1.186 1.069 1.033 1.000
1.271 1.315 1.054 1.141 1.208 1.100 1.163 1.175 1.036 1.121 1.016 0.983
1.392 1.122 1111 1.001 1.219 1.288 1.098 1.250 1.113 1.200 1.199 1.024
1.219 1.091 1.084 0.987 1.047 1.215 1.311 1.039 1.020 1.253 1.241 1.131
1.308 1.208 0.988 1.079 1.130 1.124 1.172 1.211 1.021 1.219 1.227 1.247
1.210 1.317 1.100 1.063 1.125 1.102 1.213 1.187 1.113 1.133 1.035 1.270
0.997 1.172 0.959 1.037 1.009 0.994 0.987 1.125 1.152 1.102 0.994 1.105

D6 D7 D8 D9
1.210 1.152 1.213 1.179 1.256 1.308 1.258 1.309 1.289 1.228 1.201 1.412
1.219 1.111 1.285 1.256 1.195 1.296 1.241 1.351 1.225 1.283 1.210 1.328
1.145 1.172 1.222 1.287 1.407 1.321 1.291 1.364 1.218 1.210 1.189 1.209
1.089 1.179 1.213 1.303 1.289 1.297 1.287 1.268 1.301 1.251 1.208 1.227
1.210 1.166 1.131 1.295 1.242 1.313 1.199 1.223 1.184 1.188 1.222 1.312
1.236 1.077 1.184 1.309 1.305 1.210 1.172 1.399 1.132 1.236 1.140 1.258
1.154 1.217 1.186 1.388 1.175 1.416 1.092 1.313 1.283 1.277 1.261 1.246
1.117 1.043 1.109 1.208 1.119 1.274 1.056 1.279 1.025 1.159 1.092 1.100
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D10 D12 D13 D14
1.000 1.002 0.998 0.512 0.459 0.538 0.372 0.385 0.298 0.416 0.404 0.377
1.003 0.955 1.285 0.601 0.588 0.503 0.402 0.403 0.302 0.603 0.402 0.403
1.281 1.152 1.050 0.872 0.909 0.831 0.441 0.489 0.441 0.610 0.441 0.489
1.009 1.179 1.213 0.921 0.873 0.859 0.603 0.527 0.502 0.809 0.603 0.527
1.088 1.100 1.131 0.971 0.988 0.902 0.558 0.634 0.607 0.902 0.558 0.634
1.236 1.077 1.098 1.008 0.978 0.999 0.751 0.663 0.700 0.999 0.833 0.623
1.175 1.217 1.186 1.016 0.905 1.010 0.712 0.711 0.723 0.987 0.768 0.711
1.119 1.052 1.144 1.212 1.259 1.174 1.130 1.279 1.057 1.202 1.127 1.136

D15 D16 Tablas con los datos de las absorbancias de las diferentes

0.976 0.995 0.991 1.145 1.082 1.174 fracciones de diclorometano, probadas para evaluar la
1.012 0.983 0.954 1.103 1.114 1.176 capacidad inhibitoria de biopeliculas de Pseudomonas
0.986 1.007 1.076 1.143 1.230 1.159  aeruginosa ATCC 27853.
1.049 1.106 1.112 1.201 1.243 1.202
1.125 1.111 1.131 1.218 1.267 1.278
1.207 1.048 1.098 1.255 1.236 1.300
1.175 1.227 1.176 1.238 1.239 1.292
1.200 1.127 1.134 1.202 1.181 1.263
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