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Resumen

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier es una especie que ha sido utilizada
en la medicina tradicional como agente antimicrobiano y para tratar infecciones en piel,
producidas por bacterias como Staphylococcus aureus (Assis-de-Andrade et al, 2023),
especie que ha generado resistencia a antibioticos como la variante resistente a meticilina
(SARM) y que tiene una alta prevalencia en México (52-57%) (Vazquez-Rosas et al., 2021),
por lo que la investigacion de extractos de plantas medicinales tradicionales como posibles
fuentes de agentes antimicrobianos se presenta como una linea importante. La actividad
antibacteriana de K. daigremontiana esta asociada a los metabolitos secundarios (MSs) que
presenta, como los del tipo fendlico (incluyendo los flavonoides). Para la produccién de MSs
de origen vegetal con interés farmacolégico se han implementado herramientas
biotecnoldgicas como los cultivos celulares vegetales (CCVs) in vitro, que son apropiados
para este proposito, ya que se llevan a cabo bajo condiciones controladas y, ademas,

siendo posible la aplicacion de elicitores para lograr mejores rendimientos.

Previamente, en un CCV de K. daigremontiana se realizaron tratamientos de elicitacion con
metil jasmonato (MeJa) en concentraciones de 0 (control), 50, 100, 150 y 200 uM, y se
demostré que la elicitacion incremento el contenido de flavonoides totales (CFlaT) (3.18,
1.77, 3.91 y 1.96 mg equivalentes de quercetina por gramo de biomasa (mg EQ/Q)
respectivamente) y soélo las concentraciones de 50 y 150 yuM de MeJa incrementaron el
contenido de fenoles totales (CFT) (5.84 y 5.39 mg equivalentes de acido galico por gramo
de biomasa (EAG/Q) respectivamente) en los extractos metandlicos (Mejia-Sanchez, 2021).

En este trabajo se llevd a cabo la evaluacién del efecto antibacteriano del extracto
metandlico del CCV de K. daigremontiana elicitado con las diferentes concentraciones de
MeJa (0, 50, 100, 150 y 200 uM) sobre dos cepas de interés clinico: Staphylococcus aureus
sensible a antibiéticos (S. aureus) y su variante resistente a meticilina (SARM), por el
método de difusion en disco (Kirby-Bauer) en concentraciones de 0.5, 2.0, 4.0, 6.0y 8.0

pg/disco de cada extracto.

Para cada extracto metandlico del CCV de K. daigremontiana, elicitado en diferentes
tratamientos con MeJa (50 - 200 uM), en concentraciones de 0.5 - 8.0 pg/disco se observé
un mayor efecto antibacteriano en S. aureus y SARM comparandose con el control. En lo

general, la cepa de S. aureus fue mas sensible a los extractos metandlicos que la cepa de



SARM, ya que presentd porcentajes de inhibicibn mas altos. Ambas cepas mostraron
sensibilidad a la vancomicina (control positivo), mientras que la solucién de DMSO al 3%

(control negativo) no present6 actividad antibacteriana.

El tratamiento de elicitacion de 150 uM con MeJa mostrd diferencias significativas para los
porcentajes de inhibicidén de S. aureus para todas las concentraciones de extracto probadas
(0.5-8.0 ug/disco) comparadndose con el tratamiento sin elicitacion, y siendo con las
concentraciones de 4.0, 6.0 y 8.0 pg/disco los porcentajes mas altos de inhibicion obtenidos
29.86, 28.31 y 31.75). El tratamiento de elicitacibn con MeJa 100 y 150 uM caus6
porcentajes de inhibicion contra SARM mayores comparados al extracto control (metil
jasmonato 0 uM), para 100 uM en 3 concentraciones empleadas: 0.5, 4.0, y 6.0 ug/disco
con porcentajes de inhibicién de 15.67, 18.01 y 14.34, respectivamente; y para 150 uM en
4 concentraciones empleadas: 0.5, 2.0, 6.0 y 8.0 pg/disco con porcentajes de 15.12, 15.13,
14.77 y 16.52, respectivamente.

El CFlaT y el porcentaje de inhibicion mostraron una correlacion positiva baja en ambas
cepas (0.1456 para S. aureus, 0.1925 para SARM), mientras que el CFT y el porcentaje de
inhibicion en SARM presentaron una correlacion positiva baja (0.1167); por lo que, ademas
de esos tipos de MSs, podria haber otros tipos de MSs presentes en los extractos obtenidos
del CCV de K. daigremontiana, elicitado con MeJda que contribuyeron al efecto

antibacteriano.



Abstract

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier is a species that has been used in
traditional medicine as an antimicrobial agent and to treat bacterial skin infections caused
by bacteria such as Staphylococcus aureus (Assis-de-Andrade et al, 2023), species that
has generated resistance to antibiotics such as the methicillin-resistant variant (MRSA) and
has a high prevalence in Mexico (52-57%) (Vazquez-Rosas et al., 2021), therefore, the
research of traditional medicinal plant extracts as possible sources of antimicrobial agents
is presented as an important line. The antibacterial activity of K. daigremontiana is due to
the secondary metabolites (MSs) that it presents, such as phenolics (including flavonoids).
To produce compounds of pharmacological interest of plant origin, biotechnological tools
such as in vitro plant cell cultures have been implemented to produce MSs with
pharmacological interest of plant origin, which are appropriate for this purpose, since they
are carried out under controlled conditions and, in addition, it is possible the application of

elicitors to achieve better yields.

Previously, elicitation treatments with methyl jasmonate (MeJa) were performed in a CCV
of K. daigremontiana at concentrations of 0 (control), 50, 100, 150 and 200 puM, and it was
demonstrated that elicitation stimulated the total flavonoid content (CFlaT) (3.18, 1.77, 3.91
and 1.96 mg quercetin equivalents per gram of biomass (mg EQ/g) respectively) and only
concentrations of 50 and 150 uyM of MeJa increased the total phenol content (CFT) (5.84
and 5.39 mg gallic acid equivalents per gram of biomass (GAE/Q) respectively) in methanolic
extracts (Mejia-Sanchez, 2021).

In this work, the evaluation of the antibacterial effect of the methanolic extract of K.
daigremontiana CCV elicited with different concentrations of MeJa (0, 50, 100, 150 and 200
UM) on two strains of clinical interest: Staphylococcus aureus sensitive to antibiotics (S.
aureus) and its methicillin-resistant variant (MRSA), was carried out by the disk diffusion

method (Kirby-Bauer) at concentrations of 0.5, 2.0, 4.0, 6.0 and 8.0 pg/disk of each extract.

For each in vitro cell culture elicited methanolic extract of K. daigremontiana, in different
treatments with MeJa (50 - 200 puM), at concentrations of 0.5 - 8.0 pg/disk, a greater
antibacterial effect on S. aureus and MRSA was observed compared to the control. In
general, the S. aureus strain was more sensitive to methanolic extracts than the MRSA

strain, as it showed higher inhibition percentages. Both strains showed sensitivity to



vancomycin (positive control), while the 3% DMSO solution (negative control) showed no

antibacterial activity.

The 150 uM elicitation treatment with MeJa showed significant differences for the inhibition
percentages of S. aureus for all the extract concentrations tested (0.5-8.0 pg/disk) compared
to the treatment without elicitation, with the concentrations of 4.0, 6.0 and 8.0 pg/disk being
the highest inhibition percentages obtained (29.86, 28.31 and 31.75), The elicitation
treatment with MeJa 100 and 150 uM caused higher inhibition percentages against MRSA
compared to the control extract (0 uM methyl jasmonate), for 100 uM at 3 concentrations
used: 0.5, 4.0, and 6. 0 pg/disk with inhibition percentages of 15.67, 18.01, and 14.34,
respectively; and for 150 uM at 4 concentrations used: 0.5, 2.0, 6.0, and 8.0 pg/disk with
percentages of 15.12, 15.13, 14.77, and 16.52, respectively.

The CFlaT and the percentage inhibition showed a low positive correlation in both strains
(0.1456 for S. aureus, 0.1925 for MRSA), while the CFT and the percentage inhibition in
MRSA presented a low positive correlation (0.1167 therefore, in addition to those types of
MSs, there could be other types of MSs present in the extracts obtained from K.
daigremontiana CCV, elicited with MeJa that contributed to the antibacterial effect.



1. Introduccion

La resistencia antimicrobiana ha sido declarada como una de las diez principales amenazas
de salud publica a nivel mundial de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
siendo el uso indebido y excesivo de los antibioticos el principal factor que determina la
aparicion de bacterias patdogenas farmacorresistentes (OMS, 2020).

En el afio 2017, la OMS publicé una lista de «bacterias patdgenas prioritarias» resistentes
a antibidticos, con el proposito de promover la investigacion y el desarrollo de nuevos
farmacos. En esta lista se encuentra S. aureus y sus variantes, con Sensibilidad Intermedia
a Vancomicina (SAIV), Resistente a Vancomicina (SARV) y Resistente a Meticilina (SARM);
clasificadas como Prioridad 2: Elevada (OMS, 2017).

Desde su aparicion en la década de 1960, SARM se ha convertido en una de las principales
causas de infecciones bacterianas invasivas con alta mortalidad adquiridas en centros de
salud (Lee et al., 2018), pudiendo causar infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia
e incluso endocarditis (Turner et al., 2019). Aunque la prevalencia mundial promedio de
SARM es del 40%, existen grandes diferencias en distintas ubicaciones geogréficas, por
ejemplo: mientras que en Europa y Estados Unidos la prevalencia informada esta entre 0.9-
26.8% y 23.7-45%, respectivamente, en México esta entre 52-57% (Vazquez-Rosas et al.,
2021).

En los Ultimos afios, como parte de la investigacion para el descubrimiento de nuevos
antibiéticos, se ha demostrado la inhibicién del crecimiento de S. aureus, empleando
extractos de especies del género Kalanchoe. Esta actividad biolégica se atribuye
principalmente a su composicion quimica, relacionada con una gran variedad de MSs
(Manan et.al., 2016; Richwagen et.al., 2019).

K. daigremontiana es una especie ampliamente distribuida en México, en estados como
Chiapas, México, Guerrero, Hidalgo, Michoacéan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana
Roo, Tabasco, Tamaulipas, San Luis Potosi, Sinaloa, Veracruz y Yucatan (Golubov-
Figueroa, 2012) y ha sido utilizada en la Medicina Tradicional para tratar infecciones y
enfermedades de la piel (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Puertas-Mejia et.al., 2014),
presenta distintos tipos de MSs, entre los que destacan terpenos tipo bufadiendlidos

(Stefanowicz-Hajduk et al., 2020), asi como compuestos fendlicos tipo acidos fendlicos



(Bogucka-Kocka et al., 2016; Chernetskyy et al., 2018), flavonoides (Stefanowicz-Hajduk et
al., 2020) y flavonas (Garcia-Pérez et al., 2021).

Se ha demostrado que algunos acidos fendlicos y flavonoides, como el acido cafeico, galato
de epigalocatequina, hidrato de catequina, kaempferol y quercetina, poseen actividad
antibacteriana contra SARM asociada con su capacidad para dafiar la membrana
bacteriana, inhibicion de factores de virulencia como enzimas y toxinas, y supresion de la

formacion de biopeliculas bacterianas. (Miklasiniska-Majdanik et al., 2018).

Una herramienta importante para la produccion continua y controlada de MSs es el cultivo
in vitro de plantas (Espinosa-Leal et al., 2018), el cual, puede ser combinado con otras
estrategias como la elicitacién quimica, con compuestos como MeJa. Previamente, se
reporté que en un cultivo celular de K. daigremontiana, el empleo de MeJa incrementd la
concentracion de MSs de tipo fenélico (Mejia-Sanchez, 2021). En este trabajo se evaluara
el efecto antibacteriano contra SARM del extracto metandlico obtenido de un cultivo celular

de K. daigremontiana, elicitado con diferentes concentraciones de MeJa.



2. Antecedentes

2.1 Metabolismo secundario en plantas

El conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en todas las células de un
organismo constituye el metabolismo, y, sus intermediarios y productos se denominan

metabolitos (Avalos & Pérez-Urria, 2009; Thirumurugan et al., 2018).

Las células vegetales realizan reacciones metabélicas comunes que conducen a la
formacion de moléculas necesarias para su supervivencia y que participan en los procesos
de crecimiento, regeneracion, reproduccién y mantenimiento de los tejidos. El conjunto de
estos procesos constituye el metabolismo primario, y los compuestos que se derivan de las

reacciones quimicas se denominan metabolitos primarios (MPs) (Saad, 2017).

Algunos de los MPs mas fundamentales para la célula son los carbohidratos, las proteinas,
acidos grasos y los acidos nucleicos, los cuales son esencialmente los mismos en todos los
organismos, con variaciones menores en plantas. Estos compuestos organicos son
sintetizados a través de reacciones bioguimicas en los procesos de fotosintesis, glucolisis
ciclo de Krebs o del &cido citrico, sintesis de aminoacidos y duplicacion del material genético
(Dewick, 2009).

De manera simultanea al metabolismo primario, en plantas (y también en animales) existen
una serie de reacciones bioquimicas que les permite producir y acumular compuestos de
naturaleza quimica diversa. A este tipo de metabolismo se le denomina secundario y sus
productos son los metabolitos secundarios (MSs) (Figura.1l). Las principales rutas y los
componentes empleados para la biosintesis de estos compuestos se derivan del
metabolismo primario del carbono, siendo las principales vias la de acetil Coenzima A, acido
shikimico, acido mevaldnico y 1-desoxilulosa 5-fosfato (Avalos & Pérez-Urria, 2009; Kabera
et al., 2014).

Los MSs se encuentran presentes en organismos o especies especificos y se sintetizan
generalmente solo en células y/o tejidos especificos, entre sus principales funciones
destacan, ser parte de la comunicacion entre la planta y su ambiente, la proteccion contra
la luz ultravioleta, en respuesta de defensa contra herbivoros y patégenos acumulacion de
pigmentos en los pétalos de las flores, atraccion de polinizadores, liberacion por las raices
de MSs en la rizosfera para atraer microorganismos beneficiosos del suelo, entre otras
funciones (Buchanan et al., 2015; Dewick, 2009; Shitan, 2016; Thirumurugan et al., 2018).



Los MS constituyen una reserva enormemente rica de biodiversidad quimica, mas de
200,000 diversos compuestos han sido identificados (Buchanan et.al, 2015) y de manera
general han sido clasificados en tres grandes grupos de acuerdo con su estructura:

terpenoides, compuestos nitrogenados y compuestos fendlicos (Kabera et al., 2014).
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Figura 1. Elementos basicos del metabolismo primario y su relacién con el metabolismo
secundario de plantas (imagen adaptada de Avalos & Pérez-Urria, 2009) (Imagen creada en
Biorender.com).

2.1.1 Terpenos, terpenoides o isoprenoides

Los terpenos, son la clase més grande de MSs en plantas. Exhiben una enorme diversidad
estructural, con mas de 30,000 compuestos descritos hasta la fecha, pero estan unidos por
su origen biosintético comun (Buchanan et al., 2015).

Todos los terpenos derivan de dos precursores comunes de cinco &tomos de carbono, el

isopentenil difosfato (IPP) y su isomero el dimetilalil difosfato (DMAPP) (Villavicencio-
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Contreras, 2015). En plantas, dos vias bioquimicas distintas los sintetizan: la via 2C-metil-
D-eritritol-4-fosfato (MEP), localizada en los plastidios y la via del &cido mevalénico (MVA)
localizada en el citosol y que parte de dos unidades de acetil coenzima A (Ac-CoA)
(Bergman et al., 2019).

De manera general, los terpenos se clasifican por el nidmero de unidades isopreno
(moléculas de 5 carbonos) que contienen: 5 carbonos como hemiterpenos, 10 carbonos
como monoterpenos, 15 carbonos como sesquiterpenos, 20 carbonos como diterpenos 30
carbonos como triterpenos, y asi sucesivamente (Avalos & Pérez-Urria-Carril, 2009;
Buchanan et al., 2015).

Los mono y sesquiterpenos son compuestos generalmente volatiles y son los componentes
principales de hierbas y especias, como la albahaca, el orégano, la menta, entre otras,
proporcionando su olor y sabor caracteristico. Estos compuestos también sirven como

defensas contra mamiferos e insectos herbivoros (Buchanan et al., 2015)

Entre los triterpenos se encuentran los esteroides y esteroles derivados del escualeno. Los
esteroides que contienen un grupo alcohol, que es el caso de la mayoria de los esteroides
vegetales, se denominan esteroles. Estan encargados de regular el crecimiento y desarrollo
de las plantas y de participar en la transduccién de sefiales transmembrana. Los mas
abundantes en plantas son el estigmasterol y el sitosterol (Avalos & Pérez-Urria-Carril,
2009; Valitova et al., 2016).

Entre esta clase de MSs, también se incluyen reguladores del crecimiento vegetal con la
capacidad de controlar algunos procesos vegetales de desarrollo y crecimiento, como
giberelinas y acido abscisico, que se sintetizan por la via MEP en los plastidios y después

alcanzan su forma biol6gicamente activa en el citosol (Buchanan et al., 2015).

Los pigmentos carotenoides son otro grupo importante de terpenos vegetales con funciones
bien conocidas. Estas sustancias rojas, naranjas y amarillas participan en los procesos de
transferencia de energia de la fotosintesis, protegen los tejidos fotosintéticos de la oxidaciéon
en condiciones de luz excesiva y atraen polinizadores hacia las flores y frutos para la

dispersion de polen y semillas (Buchanan et al., 2015).

A la vista de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un
importante valor fisiolégico y comercial (Avalos & Pérez-Urria-Carril, 2009), siendo

utilizados como sabores y fragancias de alimentos, bebidas, jabones, perfumes y otros



productos. Muchos terpenos también tienen importancia nutricional o farmacéutica,
incluidas las vitaminas A, D, E y K, asi como algunos farmacos anticancerigenos como el
taxol (Buchanan et al., 2015).

2.1.2. Compuestos nitrogenados.

Esta familia de MSs incluye principalmente a los alcaloides, glucésidos cianogénicos y
glucosinolatos y se caracterizan por contener al menos un atomo de nitrégeno en su

estructura (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Los alcaloides son un diverso grupo de compuestos con cerca de 12,000 estructuras
conocidas (Fagundes-Rosales et al., 2020); son fisiologicamente activos en humanos y, por
ende, de gran interés para la industria farmacéutica. La mayoria son moléculas
heterociclicas, pero algunos otras como la colchicina son compuestos nitrogenados

alifaticos (no ciclicos) (Avalos & Pérez-Urria, 2009; Pérez-Alonso & Jiménez, 2011).

Se ha descubierto que la mayoria de los alcaloides se derivan de aminoacidos, como
tirosina, fenilalanina, triptéfano, arginina, lisina e histidina. Sin embargo, también pueden
derivarse de otros precursores como las purinas como es el caso de la cafeina. Asimismo,
pueden formarse a partir de policétidos derivados del acetato, en los que el nitrbgeno

aminico se introduce como en la cicutina o conina. (Roberts et al., 2010).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiolégicas y/o psicolégicas, usualmente
como consecuencia de su interaccién con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los
alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico
como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Avalos & Pérez-
Urria, 2009). Entre los alcaloides utilizados en la actualidad con fines farmacoldgicos estan
la atropina, morfina, codeina y vincristina (Buchanan et al., 2015; Pérez-Alonso & Jiménez,
2011).

Los glucosidos cianogénicos son constituyentes derivados de aminoacidos, sin embargo, a
pesar de su gran diversidad estructural, se cree que casi todos derivan de solo seis
aminoacidos diferentes L-valina, L-isoleucina, L-leucina, L-fenilalanina o L-tirosina y

ciclopentenil-glicina (un amino&cido no proteico) (Bolarinwa et al., 2016).

Este tipo de MSs son considerados como los metabolitos con mayor relacién en las

funciones de defensa contra herbivoros, ya que se libera cianuro (CN’) cuando son



hidrolizados al masticarse o digerirse, provocando intoxicaciones (Bolarinwa et.al., 2016;
Pérez-Alonso & Jiménez, 2011).

Los glucosinolatos son otro tipo de MSs que estan constituidos por un residuo de B-D-
glucopiranosa unido a través de un atomo de azufre a un éster de (Z)-N-hidroximinosulfato,
mas un grupo lateral definido por uno de los ocho amino&cidos de los que se derivan:
leucina, valina, metionina, isoleucina y alanina (glucosinolatos alifaticos), triptéfano,
fenilalanina y tirosina (glucosinolatos indol y aromaticos) (Buchanan et al., 2015; Halkier &
Gershenzon, 2006; Sanchez-Pujante, 2017).

Estos compuestos son hidrolizados por la enzima mirosinasa cuando las plantas son
estresadas por factores biéticos y abiéticos, juegan un papel importante en las respuestas
de defensa de las plantas contra diferentes tipos de estrés. Ademas, estos compuestos
tienen efectos beneficiosos sobre la salud humana porque son fuertes antioxidantes vy
tienen potentes actividades cardiovasculares, antidiabéticas, antimicrobianas vy

antitumorales (Sanchez-Pujante, 2017).
2.1.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (CF) o también llamados polifenoles o fenilpropanoides, estan
ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal y han sido identificados alrededor de
8,000 estructuras diferentes. Son moléculas de simples a complejas y poseen un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (-OH) (Martin, 2018; Patil & Masand, 2018). Estos
compuestos aromaticos tienen papeles importantes, como pigmentos, saborizantes en
frutas, complementos aromaticos en flores, para la proteccién contra la luz ultravioleta,
antioxidantes, agentes de sefializacion, como mecanismos de defensa contra herbivoros y
patdgenos, y, para la inhibicion del crecimiento de otras plantas competidoras (alelopatia)
(Buchanan et al., 2015; Heleno et al., 2015).

Los CF se pueden clasificar en dos grupos principales: flavonoides (FL) y no flavonoides
(nFL). Los flavonoides son los fenoles més abundantes, contienen un esqueleto de
fenilbenzopirano: dos anillos de fenilo (A y B) unidos a través de un anillo de pirano

heterociclico (anillo C) (Figura 2) (de la Rosa et al., 2019).



Figura 2. Esqueleto de fenilbenzopirano, estructura basica de los flavonoides (Imagen creada en
Biorender.com).

Los aproximadamente 4,000 FL descritos, se pueden dividir en seis grupos o familias:
antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas e isoflavonas; segun las
diferencias en el anillo de pirano. En cada familia, los compuestos individuales difieren en
su patron de hidroxilacién, hidrogenacion, sulfonacion y metilacion de los anillos Ay B (de
la Rosa et al., 2019; Pérez-Sabino et al., 2012).

Los distintos FL tienen diversas funciones bioldgicas en la planta, entre otras, la proteccion
contra la radiacion ultravioleta (UV) y fitopatdgenos, la sefializacién durante la nodulacién,
el transporte de auxinas, asi como la coloracién de las flores como sefial visual que atrae a

polinizadores (Falcone-Ferreyra et al., 2012)

El grupo de los nFL incluye CF con estructuras quimicas muy diversas, la mayoria de ellas
mas pequefas y simples que los flavonoides, pero también hay algunos compuestos con
estructuras complejas y pesos moleculares elevados, como los taninos. (de la Rosa et al.,
2019).

El grupo mas importante de nFL son los &cidos fendlicos (AF), que contienen al menos un
anillo aromatico en el que uno o mas hidrégenos esta sustituido por un grupo hidroxilo (-
OH). A su vez, los AF se pueden dividir en dos grupos principales, acidos hidroxibenzoicos

y los acidos hidroxicinamicos (Heleno et al., 2015).



Una de las principales propiedades biolégicas de estos compuestos es su alta capacidad
antioxidante, debida a su estructura: un nacleo fendlico y una cadena lateral insaturada que
les permite formar un radical fenoxilo, el cual actila como agente secuestrador de radicales
libres, por lo que estan relacionados con la proteccién del ADN y los lipidos de la membrana
celular contra las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive

Oxygen Species) (Pefarrieta et al., 2014; Urias-Orona et al., 2016).

Otros compuestos no flavonoides de importancia son los lignanos, los cuales estan
formados por dos unidades fenilpropanoide. Estan ampliamente distribuidos en frutas,
semillas, verduras, cereales, etc, presentan diversas estructuras quimicas, muchas de las
cuales son biol6gicamente activas, incluidos los medicamentos anticancerigenos etopésido
y tenipésido (Xu et al., 2021).

Las chalconas (con estructura C6-C3-C6), son otro tipo de compuestos nFL, son cetonas
aromaticas a, B-insaturadas y se encuentran en pocos alimentos, las mas comunes son la
floretina y floridzina, que son caracteristicas de la manzana. Cuentan con diversas
propiedades biolégicas como antibacteriana, antifungica, antiinflamatoria, anticancerigena
y antidepresiva, las cuales estan dependen de la sustitucion en los anillos aromaticos en la

estructura de la chalcona (Ramirez-Escobedo et al., 2012).

Las cumarinas son otro ejemplo de nFL y su estructura basica consiste en un anillo benceno
unido a un anillo de pirona. Los miembros de la familia de las cumarinas estan en muchas
especies vegetales, son compuestos movilizadores de hierro que son secretados por las
raices de las plantas y ayudan a su absorcién en suelos privados de este elemento.
Ademas, las cumarinas se han estudiado ampliamente por su potencial para combatir
infecciones tanto en plantas como en animales. Las actividades de las cumarinas van desde

antimicrobianas y antivirales a anticoagulante y anticancerigeno (Stringlis et al., 2019).

Las rutas principales en la biosintesis de los CF son las rutas del &cido shikimico,
poliacetatos y en menor medida el mevalonato, sin embargo, la ruta del &cido shikimico es
la mas importante para originar este tipo de MSs, iniciando con el acoplamiento del
fosfoenolpiruvato (PEP) y la eritrosa-4-fosfato (E-4-P), para obtener el acido 3-deoxi-D-
arabino-heptusolonico-7-fosfato (DAHP) (Figura 3) (Martin, 2018).

La mayoria de los CF se originan en la ruta general de los fenilpropanoide, a su vez derivada
de la via del acido shikimico. La via fenilpropanoide comienza con un precursor de L-

fenilalanina (L-Phe), en las plantas, la biosintesis de ese aminoéacido tiene lugar en los



cloroplastos, la cual se inicia a partir de acido prefénico que es un producto final de la ruta
del &cido shikimico (El-Azaz et al., 2016; Martin, 2018).
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Figura 3. Ruta fenilpropanoide para la sintesis de diferentes compuestos fenédlicos (Imagen creada
en Biorender.com).

Posteriormente, la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido
cinamico por eliminacion de una molécula de amonio de L-Phe. Las reacciones posteriores
son béasicamente adiciones de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes, terminan con la
formacion de &cido p-cumérico, el cual es un compuesto reactivo que puede participar en
reacciones posteriores que conducen a la sintesis de muchos otros compuestos fendlicos
en plantas. Los acidos cindmico y p-cumdarico se metabolizan para formar acido ferulico y
acido cafeico cuya principal funcion es ser precursores de otros derivados mas complejos:
cumarinas, lignina, taninos, flavonoides, isoflavonoides, entre otros (Buchanan et al., 2015;
Avalos & Pérez-Urria, 2009).



2.2 Género Kalanchoe

2.2.1. Distribucion y usos medicinales de Kalanchoe spp.

El género Kalanchoe (también llamado Bryophyllum) pertenece a la familia Crassulaceae.
Incluye a 139 especies de suculentas perennes, que llevan a cabo el metabolismo acido de
las crasuldceas (CAM). Tienen su centro de radiacion filogenética en Madagascar y
Mozambique y son encontradas en pastizales abiertos y pendientes rocosas (Andrade et
al., 2007; Milad et al., 2014).

En diversos paises, Kalanchoe se considera invasor, representando una amenaza para la
biodiversidad nativa. En México, ninguna especie del género es endémica, sin embargo, se
encuentran naturalizadas nueve especies: K. blossfeldiana, K. calcynum, K.
daigremontiana, K. delagoensis, K. fedtschenkoi, K. integra, K. laciniata, K. pinnata, K.
tubiflora. que estan ampliamente distribuidas en territorio mexicano, en estados como
Chiapas, México, Guerrero, Hidalgo, Michoacéan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana
Roo, Tabasco, Tamaulipas, San Luis Potosi, Sinaloa, Veracruz y Yucatan (Figura. 4)
(Golubov-Figueroa, 2012). Su uso es principalmente ornamental, aunque también han sido
utilizadas en medicina tradicional mexicana y de otras regiones del mundo (Costa et al,
2008).

Figura 4. Distribucién de Kalanchoe spp en territorio mexicano (Discover Life Global Mapper,
2023).
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El uso de las especies de Kalanchoe en la medicina tradicional mexicana ha sido
principalmente para el tratamiento de enfermedades como el cancer, para tratar lesiones y
heridas de la piel, reumatismo, artritis, fiebre, tos, dolor de oido, quemaduras, trastornos
gastricos y menstruales, diabetes y diversas enfermedades infecciosas. Se han realizado
estudios farmacolégicos donde se ha comprobado su actividad antitumoral, antioxidante,
antihistaminica, antiinflamatoria, antibacteriana e inmunomoduladora (Cardenas-Garcia,
2009; Puertas-Mejia et al., 2014).

La medicina tradicional es asociada fuertemente a las plantas medicinales, su recurso mas
abundante. Actualmente, la medicina tradicional es reconocida como un recurso importante
para la salud de millones de seres humanos y como parte de la cosmovision y conocimiento

milenario de los pueblos indigenas (Jiménez-Silva, 2017).

2.2.2 Fitoguimica y bioactividad de metabolitos secundarios de Kalanchoe spp.

Los MSs no sélo tienen una gran importancia ecologica al participar en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, sino que también, son responsables del valor
medicinal de las plantas aunque su distribucién es muy limitada (Jamwal et al., 2018;

Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Entre los MSs encontrados con mayor presencia en especies de Kalanchoe se encuentran
los compuestos fendlicos, especialmente de tipo flavonoide y acido fendlico como
guercetina, kaempferol, acido cafeico, entre otros. Esos compuestos han sido identificados
principalmente en hojas y tan solo unos cuantos, en tallos o flores (como las antocianinas)
(Tabla 1).

Ademas, en Kalanchoe, se han encontrado una amplia cantidad de terpenos (Tabla 2),
siendo principalmente de tipo esterol, bufadiendlido y triterpeno. Algunos compuestos como
bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato, daigremontianina, briofilina, entre otros (Fernandes et al,
2019; Hermawan et al., 2010).

En la especie K. daigremontiana se han reportado compuestos nitrogenados como
alcaloides, alcaloides oxinddlicos y glucosinolatos; los cuales fueron detectados mediante
pruebas fitoquimicas para detectar su presencia con los reactivos de Dragendorff, Mayer,
Valser y Reinekato de Amonio aplicado en diferentes soluciones, sin embargo, solo algunos

compuestos han sido identificados (Cardozo-Pinzon & Gomez-Barrera, 2018) (Tabla 3).



Este tipo de MSs han demostrado tener ciertas actividades farmacolégicas, por ejemplo, en
el caso de los CF, se ha reportado actividad antioxidante, antihiperglicémica, antiviral y

antiparasitaria (leishmania), entre otras (Tabla 4).

Los compuestos nitrogenados reportados en Kalanchoe spp. son de principal interés
farmacologico debido a su demostrada que tienen actividad anticancerigena en lineas
celulares como Hela, HL-60, MCF-7, Raji, entre otras, mediante su actividad como
inhibidores o reguladores de cascadas de sefializacion (Garcia-Pérez et al., 2018; Hsieh et
al., 2012; Singab et al., 2012; Supratman et al., 2001) (Tabla 4).

También se ha observado actividad antimicrobiana al inhibir el crecimiento de diferentes
especies de levaduras y bacterias con extractos de tipo etandlico, metandlico, y hexanico,
utilizados para extraer compuestos polares como algunos CF o terpenoides (Pérez-Najera
et al., 2013).



Tabla 1. Compuestos fenodlicos reportados en especies de Kalanchoe presentes en México

Parte de la planta

Especies en .
Clasificacion las que se ha T en que se re_porta Referencias
molecular _ presencia
reportado .
Hojas Tallos Flores
. Garcia-
1-O-SInapoyI-B- . K. . C17H22010 Pérez et al.,
D-glucosa daigremontiana
2021
P . . Casanova et
Acido benzoico K. delagoensis C7Hs0:2 al., 2020
Al-Snafi,
. 2013;
,
Acido cafeico ) CoHsOq4 Kocka et al.,
K. fedtschenkoi, 2018
K. pinnata Richwagen
et al, 2019
- o . Casanova et
Acido cinamico K. delagoensis CoHsO2 al., 2020
- Bogucka-
ACId,O. , K. . C16H1809 Kocka et a/.,
clorogénico daigremontiana
2018
Al-Snafi;
K. calycinum, K. Bogucka-
P - daigremontiana, Kocka et al.,
Acido ferdlico "5 vtschenkoi  C1oH1004 2018;
K. pinnata Richwagen
AF etal., 2019
Bogucka-
) K. Kocka et al.,
Acido galico daigremontiana, C7HeOs 2018;
K. pinnata Chernetskyy
etal, 2018
Al-Snafi,
2013;
P K. calycinum, K. Bogucka-
Acido p- ) .
CUMATCO daigremontiana, CoHsOs3 Kocka et al.,
K. fedtschenkoi 2018;
Richwagen
etal., 2019
) Al-Snafi,
Acido K. calycinum, K. CHO 2013;
protocatecuico  daigremontiana e Richwagen
etal., 2019
P . K. Chernetskyy
Acido salicilico daigremontiana C7HeOs etal., 2018
K. calycinum, K. Al-Snaf:,
- e ) o 2013,
Acido siringico  daigremontiana;  CgH100s
. Chernetskyy
K. tubiflora g
et al., 2018,
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Huang et al.,

2013
K Chernetskyy
Acido vanilico  daigremontiana, CsHsO4 ,_?Z:’f” 25:88/;
K. tubiflora getat,
2013
Cianidina K CisH11Og+ Nielsen et
Malvidina blossfeidiana, Ci7H1507+ al., 20,05’
AN Pelargonidina K. C15H11Os+ Garcia-
P . . Pérez et al.,
Peonidina daigremontiana  CgH1306+ 2021
Delfinidina K C15H411CIO7 Garcia-
cMm . T Pérez et al.,
Bergaptol daigremontiana C11HeOu4 2021
3,4- . Huang et al.,
FE Dimetoxifenol K. tubifiora CsH100s 2013
a- . Milad et al.,
Ramnoisorobina K. pinnata C21H20010 2014
Milad et al.,
2014;
3’,4’-dimetoxi . Akhmad-
quercetina K. pinnata Ci7H1407 Darmawan
& Fairiah,
2013
Afzelina K. pinnata C21H20010 MI/aZC(I) 162 al.,
Garcia-
K. Pérez et al.,
Apigenina daigremontiana  Ci5H100s 2021
K. delagoensis Casanova et
al., 2020
K Garcia-
FL Baicaleina daigremontiana  CotH1sO11 Pérez et al.,
2021
K Garcia-
Crisina dai rem;)n tiana C15H1004 Pérez et al.,
g 2021
K Garcia-
Isovitexina dai vy C21H20010 Pérez et al.,
aigremontiana
2021
- . Fernandes
Kaempferitrina K. pinnata C27H30014 et al., 2019
K Fernandes
. o etal., 2019;
daigremontiana Casanova et
Kaempferol K. delagoensis,  C15H100s al. 2020:
K. fedtschenkoi, Ri h ’
K. pinnata lchwagen
: etal., 2019
Kalambrosido A K. laciniata Cs2H36018 Fernandes

etal., 2019




. " Fernandes
*
Kalambrosido B K. laciniata C30H34017 et.al, 2019
. . . Fernandes
*
Kapinnatosido K. pinnata C26H28014 et al., 2019
. . Fernandes
*
Luteolina K. pinnata C15H1006 et al., 2019
K Stefanowicz-
Miricetina dai rembn tiana C15H100s * Hajduk et
9 al., 2020
. - Fernandes
* *
Patuletina K. laciniata C16H120s et al, 2019
Nor-
Habibah,
2012;
K Nielsen et
blossfeldiana, al., 2005,
K Bogucka-
daigremontiana, Koc2k g 1%{ al.,
Quercetina K. delagoensis,  C1sH1007 * * CasanO\;a ot
K. fedtschenkoi, al. 2020
K. laciniata, K. ’
pinnata, R/chwagen_
K.tubiflora etal, 2019,
Fernandes
et al., 2019;
Huang et al.,
2013
Milad et al.,
Quercetina 3-O- K. 2014;
alfa-L- blossfeldiana, C33H40020 * Teixeira-
ramnopiranosido K. pinnata Ferreira et
al., 2014
. . Fernandes
*
Rutina K. pinnata C27H30016 et al, 2019
K Garcia-
IF Ononin . v C22H2209 * Pérez et al.,
daigremontiana
2021
Lawsona dai ren}:;)ntiana C10HeO3 * Garcia-
QN 9 K Pérez et al.,
. *
Juglona daigremontiana C10HsO3 2021

Abreviaciones: AF: acido fendlico; AN: antocianina; CM: cumarina; FE: fenol; FL: flavonoide; IF: isoflavona; QN:

quinonas.

Simbologia: (*): Indica presencia del MS, acorde a lo reportado en la literatura.



Tabla 2. Terpenoides reportados en especies de Kalanchoe presentes en México

Parte de la planta

Especies en Férmula €N que se reporta

Clasificacion Iafeggﬁt:g:a molecular ___Presencia Referencias
Hojas Tallos Flores
16- K. Stefanowicz-
Hidroxibersaldegenina daigremontiana, Ca6H3100 * Hajduk et al.,
acetato K. pinnata 2020
Bersaldegenina . Ste_f anowicz-
K. pinnata Ca6H340s * Hajduk et al.,
acetato-3
2020
Bersaldegenina Stefanowicz-
K. pinnata C26H340s * Hajduk et al.,
acetato-4
2020
Hermawan et
K. al., 2010;
Bersaldegenina-1,3,5- daigremontiana, * Stefanowicz-
ortoacetato K. pinnata, K. C26H3207 Hajduk et al.,
tubiflora 2020; Milad et
al., 2014
BF Bersaldegenina K. pinnata C24H3207 * Fe;lzagg?; et
Briofilina A - Fernandes et
daigremontiana,  C2H320s * al., 2019
K. pinnata
Briofilina C K pinnata ¢, H,0,  * F ear’f";g?z et
Hermawan et
K. al., 2010;
Daigremontianina daigremontiana,  C2H300g * o ’
K tubifiora Milad et al.,
’ 2014
) Kolodziejczyk-
Kalantubosido A K. tubifiora C3:H4201 * * Czepas et al.,
2017
Kolodziejczyk-
Kalantubosido B K. tubiflora * * Czepas et al.,
2017
Campesterol K. pinnata CasH4s0 * Pa2tt0e1v;ar,
. . Pattewar,
Clerosterol K. pinnata CaoHasO 2012
ES . . Pattewar,
Clionasterol K. pinnata Ca29Hs500 * 2012
Codisterol ; Ca2sHas0 * Pattewar,
K. pinnata 2012
Dihidrobrasicasterol 1 piossfeldiana  CaosHasO * Vem;gf;‘ al.,
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H32O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H34O8

Verma et al.,

Espinasterol K. blossfeldiana  Cz9H4sO 2015
i Fernandes et
Estigmast-24-enol K. pinnata C29H500 al. 2019
Fernandes et
. al., 2019;
Estigmasterol blossfeldiana, ~ Ca9H4s0 o :
K. pinnata Verma et al.,
P 2015
Isofucosterol K. pinnata CooHasO Pattewar,
' e 2012
Pattewar,
Peposterol K. pinnata Ca9Has0 2012
Sitostenona K. blossfeldiana  Cz9H4sO Verma et al.,
2015
a-amirinacetato K. pinnata C32H5202 Pattewar,
2012
r Pattewar,
a-amirina blossfeldiana, C30Hs500 ’
i 2012
K. pinnata
B-amirina K. pinnata CsoHs00 Pazti;g%
Escualeno K. blossfeldiana  CzoHso Ver "’2"316; al.,
i i i Pattewar,
T Friedelin K. pinnata CsoHs00 2012
Glutinol K. pinnata CaoHs00 P 321‘185‘;;3",
Lanosterol K. blossfeldiana  CaoHsoO Ver ”2731‘:;‘51‘ al.,
Lupenil acetato K. blossfeldiana  Cz2Hs5202 Ver "’27316; al.,
Lupeol K. blossfeldiana  CaoHsoO Ver ”2731‘:;‘51‘ al.,
Taraxerol K. pinnata C3oHs00 P, 321‘185‘;;3",

Abreviaciones: BF: bufadiendlido; ES: esterol; TT: triterpenoide.

Simbologia: (*): Indica presencia del MS, acorde a lo reportado en la literatura.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H50O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H52O2
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H52O2

Tabla 3. Compuestos nitrogenados reportados en especies de Kalanchoe presentes en México

Parte de la planta

Especies en .
Clasificacion las que se ha SO en que se re_porta Referencias
molecular _ presencia
reportado .
Hojas Tallos Flores
K Garcia-
(S)-Estilopina daigremontiana  CroH17/NOx Pérez et al.,
2021
5a- K. . Pé(r;:zrcelf.-al
carboxistrictosidina daigremontiana C2gH34N2014 2021 v
K Cardozo-
Ajmalina , o * Pinzén et
daigremontiana  CzoH26N202 al, 2018
Alcaloides K. . Cardozo-
oxindolicos daigremontiana ) Pinz6n et
g al., 2018
K Cardozo-
AL Brucina . S * Pinzén et
daigremontiana  Ca3H26N204 al., 2018
K Cardozo-
Cafeina daigremontiana  CgH1oN4O2 ZIII.?ZZO g ﬁgt
K Garcia-
Hemantamina daigremontiana  C47H1gNOg4 Per%ze 1t al.,
K Cardozo-
Teobromina , o * Pinzén et
daigremontiana  C7HgN4O> al,, 2018
K Cardozo-
Teofilina , S * Pinzoén et
daigremontiana  C7HgN4O> al,, 2018
(E)-7- K Garcia-
(metiltsulfanil) ) Iy * Pérez et al.,
oL heptanal oxima daigremontiana  CgH17NOS 2021
Garcia-
Gluconapina . K. . * Pérez et al
daigremontiana C11H19gNOgS, 2021 v

Abreviaciones: AL: alcaloide; GL: glucosinolato.

Simbologia: (*): Indica presencia del MS, acorde a lo reportado en la literatura.
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Tabla 4. Actividades farmacolégicas de MS reportados en especies de Kalanchoe

Actividad
farmacolégica

Clasificacion
de

MS

Accion

Linea
celular/

DL50/ EC50/
Ccmi

Referencias

Anticancerigena

metabolito
ES

responsable

B-sitosterol

NR

organismo

Células
MCF7

22.5 pg/mL;
17.6 yg/mL

Singab et al.,
2012

BF

Bersaldegenina-
1,3,5-ortoacetato

Inhibicién de
la activacion
del promotor
de tumor
inducido por
virus de
Epstein-Barr
(EBV)

Células Raji

4 uM

Supratman et
al., 2001

Induccion de

muerte celular
independiente
de caspasas y

detencion del
ciclo celular.

Células HelLa

0.55 pg/mL

Stefanowicz-
Hajduk, 2020

Briofilina

Daigremontianina

Inhibicion de
la activacion
del promotor
de tumor
inducido por
EBV

Células Raiji

0.45 pM

5 uM

Supratman et
al., 2002

Kalabuntosido A
yB

Detencion del

ciclo celular e

induccién de
apoptosis

Células de
leucemia
promielocitica
HL-60

NR

Garcia-Pérez
etal., 2018

NR

NR (Fraccién

soluble en n-

butanol de K.
tubiflora)

Reduccion de
viabilidad
celular al
afectar la

formacion de

la estructura

adecuada del
aparato
mitotico.

Células HelLa

6.75 pg/mL

Hsieh et al.,
2012

FL

Miricetina

Aumento en
los niveles de
expresion
genes
relacionados
con la
apoptosis:
Caspasas-3, 8
y9,

Células de
cancer de
mama MCF-7

0.054 M

Sajedi et al.,
2020

Antiinflamatoria

FL

Quercetina 3-0O-
alfa-L-
arabinopiranosil
(1—2) alfa-L-
ramnopirandésido

Reduccion de
edema de
oido.
Reduccion de
la
concentracion
de Factor de

in vivo
(ratones)

760 pg/kg

Teixeira-
Ferreira et al.,
2014
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Necrosis
Tumoral-a en
los exudados

pleurales.
NR (Extractos Inhibicién de S. aureus, A.  128000-256000 Richwagen et
CF etandlicos de K. - baumannii y pg/mL al., 2019
. crecimiento .
fedtschenkoi) P. aeruginosa
NR (Extractos
acuoso- Inhibicién de
NR metandlico de K. crecimiento S. aureus, E. 75000 pg/mL,
" coliy C. Manan et al.,
laciniata) albicans 150000 pg/mL, 2016
NR (Extractos n- Inhibicién de 300000 pg/mL
NR Hexano de K. o
- crecimiento
laciniata)
Patégenos
NR (Extractos Gram
NR metandlicos y Inhibicion de positivos, 128000 pg/mL - Akinsulire et
etandlicos de K. crecimiento Gram 512000 pg/mL al., 2007
pinnata) negativos y
C. albicans
— S. aureus, E. :
AL Cafeina Inhlb_lcpn de cloacea, E. 10000 pg/mL AL-Janabi,
crecimiento 2011
aerogenes
Antimicrobiana
Supresion de
sintesis de
acidos
nucleicos, Shamsudin et
FL Kaempferol funcion de la SARM 0.5-2.0 pg/mL
al., 2022
membrana y
el
metabolismo
energético
orue 0.0082,0.0072,
. Efecto ginosa, 0.0068, 0.0085 Wang et al.,
FL Quercetina s S. enterica,
bacteriostatico pg/mL 2018
S. aureus, E. .
. respectivamente
coli
Represién en
la integridad
dela Wan et al.,
QN Juglona membrana y S. aureus 1000 pg/mL 2023
fuga de
proteinas
Acido ferulico Cesion de un
; r?i?rrggeii (Zn‘gat\r;o 25 L de Bogucka-
Acido roporcionado  DPPH radical extracto y 200 Kocka et al.,
protocatecuico prop : ul de DPPH 2016
por el agente  scavenging)
Antioxidante AF antioxidante.
Querc:f[\_a 3-0- (Cesion de un in vitro
arabinobiranosil atomo de (ensayo (EC50) 1.41 Nascimiento
(1-> zp) a-L- hidrégeno DPPH radical pg/mL etal, 2012

ramnopiranosido

proporcionado

scavenging)




por el agente
antioxidante.

Antiparasitaria

FL

Quercetina

Aumento de la
produccion de
interleucina 4
(IL-4) Ante
infeccion por
Leishmania
chagasi

in vivo
(ratones)

400 mg/kg
(extracto)

Gomes et al.,
2009

Antiviral

AF

Acido galico

Actividad anti
Virus de
Hepatitis C
(VHC)
después de la
adsorcion
viral.
Inhibicién en
el paso
posterior a la
entrada.

FL

Quercetina

Actividad anti
VHC, tanto en
los pasos de
entrada como
después de la
entrada.

Células
Huh7it-1

6.1 pg/mL

1.5 yg/mL

Aoki et al.,
2014

Hipoglicémica

AF

Acido cafeico

Regulacién de
la expresion
de proteinas

asociadas a la

sefal de
insulina

Células
FL83B

12500 pM

Huang &
Shen, 2012

Acido
clorogénico

Retraso de la
absorcion de
glucosa en
intestino
(inhibicion G-
6-Pasa)

in vivo (ratas)

NR

Meng, 2013

CF

NR (Extractos
LAED y LAEI de
K. pinnata)

Inhibicion de
la enzima a-
amilasa

in vitro

100 pg/mL

Agliero-
Hernandez et
al., 2020

FL

Quercetina

Fosforilacion
del receptor
de glucosa

in vivo (ratas)

NR

Shi et al.,
2019

Inmuno-
moduladora

FL

Quercetina

Prevencion de

shock
anafilactico.
Inhibicion de
la activacion
de mastocitos
inducida por
IgE.

in vivo
(ratones)

400 mg/kg

Cruz et al.,
2008

Abreviaturas: NR: no reportado; DL50: dosis Letal 50%; EC50: concentracion efectiva 50%; CMI: concentracién

minima inhibitoria



2.2.3 Kalanchoe daigremontiana y sus usos en la medicina tradicional

La especie Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet. & H. Perrier, también conocida por
sus nombres comunes como aranto, espinazo del diablo, mala madre, madre de miles,
entre otros (Puertas-Mejia et al., 2014), es una planta de 40-80 cm de altura, tallos simples,
erectos o decumbentes, amarronados, hojas verdes oscuro, rosa-verde a purpureo-verde
con manchas marrén-rojo, pecioladas, margenes regularmente dentados, flores péndulas o
extendidas (Figura 5) (Guillot-Ortiz et al., 2015).

Figura 5. Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet. & H. Perrier.

K. daigremontiana se cultiva principalmente como planta ornamental; sin embargo, también
se le conocen propiedades medicinales (Costa et al, 2008). Los usos etnomedicinales de
las preparaciones derivadas de K. daigremontiana se basan principalmente en la
administracion oral y externa de extractos crudos o jugos de la planta, y han sido utilizados
como agentes anticancerigenos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antisépticos,

carminativos y cardioactivos; para tratar lesiones y heridas en la piel; para detener el
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sangrado; para tratar infecciones, reumatismo, dolor de oido, quemaduras, artritis,
trastornos gastricos y menstruales, tos, fiebre, disfuncién cardiovascular, diabetes, calculos
renales, hasta infecciones virales y entre otros trastornos (Assis de Andrade et al., 2023;
Kolodziejczyk-Czepas & Stochmal, 2017).

No hay datos sobre los usos tradicionales de los compuestos purificados o semipurificados
de Kalanchoe spp (Kolodziejczyk-Czepas & Stochmal, 2017); sin embargo, es sabido que
la eficacia de las plantas en la curacion de las enfermedades se debe principalmente a los
MSs que producen, como los derivados fendlicos los cuales son un grupo importante de
sustancias con una variedad de actividades farmacoldgicas como la antibacteriana
(Chernetskyy et al., 2018).

En la literatura hay mucha evidencia referente a la actividad antibacteriana contra bacterias
Gram-positiva y Gram-negativa de los MSs de tipo fendlico como los flavonoides; entre los
mecanismos de accion se sugieren el dafio a la membrana bacteriana, la inhibicién de
factores de virulencia como enzimas y toxinas, y la supresion de la formacion de

biopeliculas bacterianas (Miklasinska-Majdanik et al., 2018).



2.3 La resistencia a antibidticos como problema de salud publica

Los antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas,
los cuales han salvado millones de vidas y han supuesto una revolucién en la medicina al
contribuir de forma significativa al progreso en campos como los trasplantes de 6rganos, la
supervivencia de pacientes prematuros e inmunodeprimidos, la cirugia de material protésico
y los catéteres vasculares, en donde las infecciones son especialmente prevalentes e

importantes (Alés, 2015).

Sin embargo, desde hace afios, se ha sefialado la perdida de la eficacia de estos farmacos
por la resistencia bacteriana a los antibiéticos (Alés, 2015). La resistencia a los antibioticos
se produce cuando las bacterias generan estrategias de defensa en respuesta al uso de
estos farmacos. Usualmente las bacterias farmacorresistentes pueden causar infecciones

en el ser humano més dificiles de tratar que las no resistentes (OMS, 2020).

Una de las causas mas importantes por las que ocurre la resistencia a los antibiéticos es el
uso excesivo de éstos o0 su prescripcion incorrecta. Estudios epidemiol6gicos han
demostrado una relacion directa entre el consumo de antibidticos y la aparicion y

diseminacion de cepas de bacterias resistentes. (Ventola, 2015).

Para sobrevivir, las bacterias pueden desarrollar distintas estrategias de defensa contra los

antibiéticos llamadas mecanismos de resistencia (Tabla 5) (CDC, 2022).

Los genes de resistencia encontrados en el ADN bacteriano pueden heredarse a través de
elementos genéticos moviles tales como plasmidos. Esta transferencia horizontal de genes
puede permitir que la resistencia a los antibioticos se transfiera entre diferentes especies
de bacterias (Ventola, 2015).

La resistencia también puede ocurrir espontdneamente por mutacién. Los antibidticos
eliminan a los competidores sensibles a los medicamentos y dejan que las bacterias

resistentes se reproduzcan como resultado de la seleccion natural (Ventola, 2015).



Tabla 5. Mecanismos de resistencia bacteriana contra antibiéticos

Mecanismo

Restriccion
del acceso del
antibioético

Descripcion

Por cambios en las entradas o
limitando el numero de entradas.

Ejemplo

Las bacterias Gram-negativas pueden

utilizar su membrana para impedir
selectivamente la entrada de farmacos
antibioticos.

Eliminacion
del antibiotico

Uso de bombas en paredes celulares
para eliminar los antibidticos que
ingresan a la célula.

Algunas cepas de Pseudomonas
aeruginosa pueden producir bombas
para deshacerse de varios antibidticos
importantes como fluoroquinolonas,
betalactamicos, cloranfenicol y
trimetoprima.

Cambiar o
destruir el
antibiotico

Enzimas y/o proteinas bacterianas
que descomponen o modifican el
farmaco.

Klebsiella pneumoniae produce
enzimas llamadas carbapenemasas,
que descomponen los farmacos
carbapenémicos y la mayoria de
betalactamicos.

Cambiar los
objetivos para
el antibiético

Muchos antibioticos estan disefiados
para identificar y destruir partes
especificas (u objetivos) de las

bacterias. Estas cambian el objetivo

del antibidtico, por lo que el
medicamento ya no puede tener
efecto.

Escherichia coli con el gen mcr-1
puede agregar un compuesto al
exterior de la pared celular para que el
farmaco colistina no pueda adherirse a
ella.

Evitar los
efectos del
antibioético

Desarrollo de nuevos procesos
celulares que evitan usar el objetivo
del antibidtico.

Algunas cepas de Staphylococcus
aureus pueden eludir los efectos del
farmaco trimetoprima.

En el afio 2017, la OMS public6 una lista de «bacterias patdégenas prioritarias» resistentes

a los antibidticos, con el propdsito de promover la investigacion y desarrollo de nuevos

farmacos. La lista es enfatica especialmente en la amenaza que suponen las bacterias

Gram-negativas resistentes a multiples antibioticos, ya que tienen la capacidad innata de

encontrar nuevas formas de resistir a los tratamientos y pueden transmitir material genético

que permite a otras bacterias hacerse farmacorresistentes (OMS, 2017). La lista se divide

en tres categorias respecto a la urgencia en que se necesitan los nuevos antibidticos:

prioridad critica, alta o media.



Prioridad 1: Critica

¢ Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
e Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

o Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL
Prioridad 2: Elevada

e Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

e Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina

¢ Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

e Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

o Salmonellae, resistentes a las fluoroguinolonas

¢ Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina y a las fluoroquinolonas
Prioridad 3: Media

e Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
¢ Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

¢ Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

2.3.1. Staphylococcus aureus y SARM

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, perteneciente al filo Firmicutes, tiene
forma de esfera (cocoide), es inmovil, se agrupa en racimos y produce coagulasa (Figura
6); forma parte de la microbiota normal de los seres humanos encontrandose principalmente
en la piel, en la zona nasofaringea, pliegues inguinales y axilas. (Lee et al., 2018). Este
patégeno se caracteriza por generar infecciones en piel y tejidos blandos (musculos,
tendones, tejidos grasos y vasos sanguineos) e invasién a dispositivos médicos

(Pasachova-Garzon et al., 2019).



teia Spot Magn  Det WDJ,‘_“.L'I'

S0I0KVA1.0 20000x¢SE (8.3

Figura 6. Staphylococcus aureus. Microscopia Electrénica de Barrido. CDC, 2001.

La variante SARM se describiod por primera vez en Inglaterra en 1961, poco después de
gue se introdujera la meticilina en la practica clinica. Inicialmente, la meticilina se usé
ampliamente; sin embargo, debido a su toxicidad, actualmente ya no se comercializa para
uso humano, sin embargo, el término “resistente a la meticilina” se contindia usando (Lee et
al., 2018).

La resistencia es conferida por una proteina de union a la penicilina denominada PBP2a, la
cual es codificada por el gen mecA (Cervantes-Garcia et al., 2014) y, no se encuentra en
las cepas de S. aureus susceptibles a meticilina (Figura 7a). La PBP2a es una enzima
transpeptidasa que cataliza la formacién de puentes cruzados en el peptidoglucano de la
pared celular. Asistida por el dominio transglicosilasa de la PBP2a nativa de S. aureus, toma
el control de la funcion biosintética de la pared celular en presencia de antibioticos -
lactamicos, cuando normalmente las PBPs son inactivadas al ligarse a estos antibioticos.
Las cepas de S. aureus que son resistentes a meticilina por este mecanismo, lo son
también a todos los B-lactamicos, incluyendo las penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos. (Castellano-Gonzalez & Perozo-Mena, 2010). La resistencia también
puede ocurrir por la produccién y liberacion de la enzima B -lactamasa, que escinde
hidroliticamente la estructura del anillo B-lactamico presente en la penicilina y otros
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antibioticos (Figura 7b) (Murphy & Walshe, 2011). Otro mecanismo de resistencia es la
activacién de proteinas exportadoras de eflujo para “bombear” el antibiético del interior de
la célula bacteriana, como QacA, un exportador de multiples farmacos que proporciona
resistencia a estos compuestos a través de un mecanismo antiporte dependiente de la
fuerza motriz de protones que se ajusta a la cinética clasica de Michaelis-Menten (Brown &
Skurray, 2001).

A- B . Antibiotic

Antibiotic (active)

¢ L
SN @y

991 P0o9o00o
b1 P57 obbbosbbel PoP

2 2A Inside Cell
e T —
PBP = Penicillin-Binding Protein @ p-lactamase
PBP2a = MRSA mutant PBP enzyme

Figura 7. Mecanismos moleculares de la resistencia a los antibiéticos observados en SARM. Imagen

tomada de Murphy & Walshe (2011).

Desde los primeros informes en 1961 hasta la década de 1990, se creia que SARM estaba
relacionado principalmente con la atencion medica causando brotes en hospitales (SARM-
HA) en muchas partes del mundo. Sin embargo, en la década de 1990, surgieron casos de
infeccion por SARM en personas que no habian tenido una hospitalizacion previa, conocido
como SARM asociado a la comunidad (SARM-CA), que afectd particularmente las
poblaciones indigenas de Australia y personas sanas, incluidos los nifios, en los Estados
Unidos. Desde mediados de la década de 2000, también se ha asociado con la exposicion
del ganado (SARM-LA) (Lee et al., 2018; Turner et al., 2019).

Aunque la infeccion por SARM se produce en todo el mundo, no existe una Unica cepa
pandémica. En cambio, SARM tiende a ocurrir en oleadas de infeccién, a menudo

caracterizadas por la aparicion en serie de cepas predominantes. Casi cualquier elemento



contaminado que este en contacto con la piel puede servir como fomite en la transmision

de SARM, desde batas hasta boligrafos y teléfonos moviles (Turner et al., 2019).

Aunqgue la prevalencia mundial promedio de SARM es del 40%, existen grandes diferencias
entre distintas ubicaciones geogréficas: mientras que en Europa y Estados Unidos la
prevalencia informada esté entre 0.9-26.8% y 23.7-45%, respectivamente, en México, se

tiene una alta frecuencia, entre 52-57% (Figura 8) (Vazquez-Rosas et al., 2021).

S. aureus puede causar infecciones leves de la piel y los tejidos blandos hasta infecciones
graves, como sepsis, endocarditis, osteomielitis y bacteriemia (Vazquez-Rosas et al., 2021).
La bacteriemia por SARM es observada comiUnmente en pacientes de la unidad de
cuidados intensivos con inserciones de vias centrales y esta relacionada con una alta tasa
de mortalidad, que va del 17% al 50% (Shimizu et al., 2022; Siddiqui & Koirala, 2023).

La endocarditis infecciosa asociada con bacteriemia por SARM puede causar la muerte en

aproximadamente un tercio de los pacientes infectados (30-37%) (Siddiqui & Koirala, 2023).

Teniendo presente esta probleméatica y que uno de los principales desafios en el tratamiento
de estas infecciones es la resistencia a los antibiéticos, es de gran importancia buscar

nuevos compuestos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano.

7>

Resistance of
Staphylococcus aureus
to oxacillin (MRSA) (%)
m <1
m1-<5

5-<10

10-<25
W 25-<50
| 250

Not available

Figura 8. Prevalencia mundial de SARM. Se muestra el porcentaje de aislados de S. aureus que son
resistentes a la oxacilina (es decir, aislados de S. aureus resistentes a meticilina (SARM)) Imagen

tomada de Lee et al. (2018).
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2.3.2. Actividad antimicrobiana contra S. aureus y SARM reportada de MS de plantas.

La busqueda de nuevos agentes antimicrobianos es una importante linea de investigacion
debido a la resistencia que adquieren varios microorganismos patdgenos; especialmente el
interés por el estudio de extractos obtenidos de plantas medicinales tradicionales como
potenciales fuentes de nuevos agentes antimicrobianos ha aumentado desde hace varios
afos, debido a la gran diversidad quimica de los MSs que contienen (Compean & Ynalvez,
2014; Llamas-Garcia, 2018).

Se ha demostrado que algunos tipos de MSs como flavonoides, quinonas, lignanos,
estilbenos, taninos, alcaloides, terpenos, polifenoles y cumarinas, poseen actividad
antibacteriana al inhibir el crecimiento bacteriano aumentando la permeabilidad de la
membrana o actuando sobre muchos objetivos bacterianos, incluido el dafio de la
membrana citoplasmatica, la inhibicion de la enzima topoisomerasa, la inhibicién de la
NADH-reductasa y la ATP sintasa (Keita et al., 2022).

Para los CF, especialmente del tipo flavonoide, se plantean distintos mecanismos de
accion, entre los que destacan: inhibicién del metabolismo energético, inhibicion de la
sintesis de &cidos nucleicos e inhibicion de la funcion de la membrana citoplasmica: por
ejemplo, se ha reportado que la actividad de la galangina radica en causar la pérdida
significativa de potasio al interior de las células de S. aureus, lo que indica un dafio directo
a la membrana (Xye, et al., 2015). A su vez, los flavonoides, pueden unirse a proteinas
solubles ubicadas fuera de las células y a las paredes celulares de las bacterias,
promoviendo asi la formacién de complejos para inhibir las proteinas de la pared celular,

asi como el metabolismo y la sintesis de ADN (Keita et al., 2022).

Los flavonoles y los acidos fenélicos poseen actividad antibacteriana gracias a su capacidad
para inhibir los factores de virulencia bacteriana como enzimas y toxinas, suprimir la
formacion de biopeliculas y ejercer un efecto sinérgico con los antibidticos (Miklasinska-
Majdanik et al, 2018).

Algunos ejemplos son el galato de epicatequina y el galato de epigalocatequina, ambos
compuestos son capaces de reducir 64 veces la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
oxacilina contra SARM, asi como la baicaleina con tetraciclinas y B-lactamicos. Ademas, la
curcumina actua en sinergia con los B-lactamicos reduciendo la CMI de oxacilina y

ampicilina 16 veces, y 25 veces la CIM de ciprofloxacino (Sanhueza et al., 2017).



Por otro lado, se ha documentado la actividad antibacteriana directa de los galatos de
alquilo (ésteres derivados del acido galico), asi como la accién indirecta, mediante la
inhibicién de la biosintesis de factores de virulencia de S. aureus, como la coagulasa o la
toxina a, y la reduccién de la produccion de mucosa y la formacién de biopeliculas
(Miklasinska-Majdanik et.al, 2018).



2.4. Cultivo de células vegetales in vitro (CCV)

Debido a que los MSs cumplen un rol ecoldgico actuando como mediadores en la
interaccion de la planta con su ambiente, usualmente se encuentran en muy bajas
concentraciones, por lo cual, frecuentemente es necesario utilizar gran cantidad de material

vegetal para obtener cantidades significativas (Espinosa-Leal et al., 2018).

El cultivo de células vegetales in vitro (CCV) ha surgido como una alternativa biotecnolégica
para la obtencion continua de metabolitos con actividad antibacteriana, utilizando medios
de cultivo nutritivos y condiciones artificiales controladas, para lograr asi, una produccién
de alta calidad de los MSs deseados, libre de patdégenos en un tiempo relativamente corto

(Esparza, 2020; Espinosa-Leal et al., 2018; Motolinia-Alcantara et al., 2021).

Los CCV se inician a partir de pequefios fragmentos vegetales, llamados explantes, que
pueden ser obtenidos practicamente de cualquier parte de una planta con resultados
exitosos. Sin embargo, los meristemas apicales o axilares son quizas la fuente mas popular

de explantes para iniciar un cultivo (Ahloowalia et.al., 2003).

Cada célula vegetal cuenta con la informacién genética necesaria para constituir una planta
completa. Esto se debe principalmente a la totipotencia de las células vegetales, es decir,
a que cada célula vegetal somatica tiene la capacidad de regenerarse en una planta entera
(Esparza, 2020; Fehér, 2019).

A partir del explante, un CCV empieza con la formacion de una masa de células en
desdiferenciacion (conversion de tejidos complejos en tejidos simples) denominadas
“callos”, los cuales estan en constante division celular y dependen principalmente del
genotipo del explante, ademas de la concentracion de nutrientes y/o reguladores de
crecimiento vegetal adicionados al medio de cultivo (Herndndez & Diaz, 2019; Godoy-
Hernandez & Vazquez-Flota, 2006).

El cultivo debe desarrollarse sobre una base nutritiva, solidificada con agar o en suspension
(medio liquido). Esta base de nutrientes contiene macronutrientes (en concentraciones
superiores a 0,5 milimol por litro (mM/L)) como nitrégeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fosforo
(P), magnesio (Mg) y azufre (S); micronutrientes (concentraciones inferiores a 0,5 mM/L)
como hierro (Fe), niquel (Ni), manganeso (Mn), cinc (Zn), boro (B), cobre (Cu) y molibdeno

(Mo); una fuente de carbono (generalmente sacarosa, con concentraciones del 2-5%) y



varios reguladores del crecimiento de las plantas (auxinas, citoquininas, giberelinas y acido
abscisico) (Godoy-Hernandez & Vazquez-Flota, 2006; Saad & Elshahed, 2012).

En el caso de los medios de cultivo solidos, el medio Murashige y Skoog es el medio mas
extensamente usado para la propagacion vegetativa in vitro de muchas especies de
plantas, mientras que el medio B5 es empleado para el crecimiento de células
desdiferenciadas de plantas (callo), por lo que se utiliza en los cultivos de suspension celular

y la produccion de protoplastos (Morales-Rubio et al., 2016).

2.4.2 Obtencion de MS a partir de CCVs en suspension

Los CCVs en suspension son importantes para la produccién de MSs al ser plataformas
tecnolégicas bien establecidas que pueden abordar los desafios para la sintesis de MSs
con interés farmacéutico, los cuales se pueden cultivar desde recipientes con volumenes
pequefios en agitacion hasta biorreactores para la produccion de metabolitos a gran escala
en condiciones controladas (Chavdarova, 2019; Custodio et.al., 2023).

Esta estrategia requiere un del mismo proceso inicial que cualquier CCV mencionado
previamente, pero cuando un nimero suficiente de células ha proliferado en un medio sélido
de partida, estas son transferidas a un medio de cultivo liquido, con la finalidad de generar
una suspension celular fina (Figura 9) (Chavdarova, 2019; Motolinia-Alcantara et al., 2021,

Sanchez-Calvo & Alvarenga-Venutolo, 2014).

El paso final comprende el mantenimiento de los cultivos, los cuales pueden volverse
inestables conforme se prolongan los tiempos de cultivo, causando diferencias en la calidad
y cantidad de MSs; este comportamiento se debe al consumo y menor disponibilidad de
nutrientes en los medios de cultivo, ademas de variaciones genéticas que pueden restringir

la conservacion de las lineas celulares de alto rendimiento (Motolinia-Alcantara et al., 2021).

Los sistemas vegetales en suspensidn son benéficos para la producciéon de MSs porque
permiten su sintesis adecuada, sin la amenaza de contaminantes como endotoxinas o
patdégenos; ya que, las condiciones se controlan mas facilmente en comparacion con los
sistemas de plantas completas, lo que permite rendimientos mas consistentes y la

disminucién significativa de costos de procesamiento (Wilson & Roberts, 2011).



Cultivo de callos

Seleccion del explante
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Mantenimiento y Cultivo en suspension
propagacion masiva

Figura 9. Pasos generales para la obtencién de un CCV en suspension (Imagen creada en

Biorender.com)

Sin embargo, la produccién de MSs a través de CCV esta limitada usualmente por los bajos
rendimientos de los productos. Ademas, la acumulacién de metabolitos secundarios a lo
largo del tiempo dentro de una sola linea celular y entre cultivos de la misma linea celular
suele ser variable, relacionado con la heterogeneidad celular. A pesar de estas limitaciones,
se ha reportado la produccion exitosa de MSs utilizando CCVs tratados con diferentes

estrategias para mejorar la produccion de MSs (Wilson & Roberts, 2011).
2.4.3 Elicitacion, estrategia empleada para incrementar la produccion de MS

Una de las estrategias utilizadas para mejorar la produccion de MSs en CCV, involucra el
uso de elicitores que desencadenan la respuesta de defensa de las células vegetales
promoviendo el metabolismo secundario a través de la introduccion de estrés quimico o

fisico (Motolinia-Alcantara et al., 2021).
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Un elicitor puede definirse como un agente que, cuando se aplica en pequefas cantidades
a un sistema vivo, induce o mejora la biosintesis de compuestos especificos, entonces, el
proceso de elicitaciébn consiste en inducir la biosintesis y acumulacién de MSs por
exposicion de los CCV a moléculas o sefales capaces de causarle una situacion de estrés
que inducen las respuestas de defensa de las plantas (Thakur et.al., 2018; Pérez-Alonso,
2011; Wang & Wu, 2013).

Los elicitores se clasifican principalmente en dos clases: biéticos y abioticos. Los primeros,
son sustancias de origen biolégico cuyas funciones estan relacionados con receptores
celulares y actian activando o inactivando una serie de enzimas o canales iénicos, por
ejemplo, algunas proteinas, carbohidratos, reguladores de crecimiento vegetal (RCV), entre
otros (Tabla 6) (Thakur et.al., 2018).

En cambio, los elicitores abiéticos son las sustancias de origen no biologico, en su mayoria
sales inorganicas como iones y/o factores fisicos como la temperatura, luz, entre otros
(Tabla 6) (Thakur et.al., 2018).

Tabla 6. Clasificacién y tipos de elicitores

Bioticos Abiodticos
Ejemplos Tipo Ejemplos
Proteinas oII:i)e::grilllaasa’Ii(::)ptfo%::'::’s Metales Cd, Zn, Pb, Cr, Fe,
gancrina, glcoprt ! Mn, Cu, Ag, Co, Ni.
lectinas, aglutininas.
Celulosa, Baja, congelante
Carbohidratos oligogalacturonidos, Temperatura 13, g ’
s . alta, termal.
quitina, quitosano.
Rizobacterias Pseudomona putida, .
. Intensidad de luz,
promotoras Azospirillum fluorescens, . o, .
L, irradiacion continua,
del Allorhizobium, Luz . .
. . . . oscuridad continua,
crecimiento  Azorhizobium, Azotobacter, radiacion UV
vegetal Bradyrhizobium, Rhizobium '

Glomus, Trichoderma,

Phytophthora, Protomyces, Estrés osmdtico,

Hongos . Salinidad e -
9 Mucor, Fusarium, idnico, oxidativo.
Claviceps
Auxinas, acido abscisico,
Reguladores . . L
etileno, acido giberélico, e
de ) . . Déficit de agua,
. . acido salicilico, acido Sequia i o
crecimiento . . . osmoético, oxidativo.
jasmonico, metil
vegetal .
jasmonato.
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Una de las ventajas de los tratamientos de elicitacién es que no se requiere la transferencia
de la biomasa a un medio de produccion y que generalmente generan respuestas rapidas;
por otra parte, como desventaja, es que la produccion, en general, no es sostenible en el
tiempo, ya que existe una gran especificidad en la interaccién de especie vegetal-elicitor, lo
que implica que debe seleccionarse el tipo de elicitor para cada cultivo, el momento de

agregarlo y la concentracion para obtener la mejor respuesta. (Pérez-Alonso, 2011).

Estudios previos reportaron que tratamientos con elicitores de tipo RCV condujeron a la
obtencién de una amplia gama de MSs en CCV en suspension (Thakur et al., 2018). Los
elicitores RCV interactian con los tejidos diana especificos y provocan respuestas
fisiolégicas en las plantas, debido a que tienen capacidad para inducir la expresion genética
de diversas vias fotosintéticas. Una de las fitohormonas vegetales mas utilizadas es el metil
jasmonato (MeJa) (Thakur et al., 2018).

Un estudio llevado a cabo por Mejia-Sanchez (2021) demostré que el tratamiento con MeJa
(50, 100, 150 y 200 uM) en un CCV de K. daigremontiana, estimul6 la acumulacion de
fenoles y flavonoides totales. Todas las concentraciones evaluadas de MeJa incrementaron
significativamente el contenido de flavonoides totales (3.18, 1.77, 3.91 y 1.96 mg
equivalentes de quercetina por gramo de biomasa (mg EQ/g) respectivamente) (Figura 10),
al compararse con un control (MeJa 0 puM; 0.81 mg EQ/g), mientras que solo las
concentraciones de 50 y 150 yM de MeJa incrementaron el contenido de fenoles totales
(5.84 y 5.39 mg equivalentes de acido galico por gramo de biomasa (EAG/g)

respectivamente) (Figura 11), al compararse con un control (3.4 mg EAG/q).
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Figura 10. Contenido de Flavonoides Totales (CFT) en un CCV de K. daigremointiana elicitado con

MelJa a diferentes concentraciones. Imagen tomada de Mejia-Sanchez (2021).
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Figura 11. Contenido de Fenoles Totales en un CCV de K. daigremointiana elicitado con MelJa a

diferentes concentraciones. Imagen tomada de Mejia-Sanchez (2021).
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3. Justificacion

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-negativa patdégena incluida en la lista de
«bacterias patdégenas prioritarias» resistentes a los antibiéticos publicada por la OMS,
enfaticamente las cepas resistentes a la meticilina (SARM), con sensibilidad intermedia y
con resistencia a la vancomicina (OMS, 2017). En México, hay una alta prevalencia de
SARM, (52 -57 %) (Vazquez-Rosas et al., 2021), situacion que aunada a la resistencia que
desarrollan varios microorganismos patégenos como S. aureus, ha conducido a la
necesidad de encontrar nuevos compuestos antimicrobianos contra esta cepa de alta
patogenicidad para el ser humano (Lee et al., 2018). La investigacidén de extractos obtenidos
de plantas medicinales tradicionales como posibles fuentes de ese tipo de agentes se
presenta como una linea importante (Compean & Ynalvez, 2014). K. daigremontiana ha
sido utilizada en la medicina tradicional como agente antimicrobiano y para tratar
infecciones en piel, provocadas por bacterias como S. aureus (Assis de Andrade et al.,
2023). Este efecto es atribuido a los metabolitos secundarios que presenta, especialmente
los de tipo fendlico, los cuales han demostrado tener capacidad antibacteriana contra S.
aureus (Miklasinska-Majdanik et al, 2018). Una alternativa para la obtencién continua de
metabolitos con actividad antibacteriana es el cultivo de células vegetales in vitro, que utiliza
medios de cultivo nutritivos, condiciones asépticas, artificiales, controladas y que ademas
puede incluir el uso de elicitores, para lograr asi, la produccién libre de patégenos en
periodos de tiempo relativamente cortos (Esparza, 2020; Espinosa-Leal et al.,, 2018;
Motolinia-Alcantara et al., 2021). Un estudio llevado a cabo por Mejia-Sanchez (2021)
demostré que el tratamiento con diferentes concentraciones de MeJa (50, 100, 150 y 200
UM) en un CCV de K. daigremontiana, estimul6 la acumulacién de fenoles y flavonoides
totales. En este trabajo se propone evaluar la capacidad antibacteriana del extracto
metandlico obtenido de un cultivo celular de K. daigremontiana elicitado con metil jasmonato
contra una cepa de Staphylococcus aureus sensible a antibiéticos y otra resistente a

meticilina (SARM) mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer).



4. Hipotesis

Los extractos metandlicos obtenidos de un cultivo celular de K. daigremontiana elicitado
con diferentes concentraciones de MeJda, al contener principalmente una mayor
concentracion de compuestos fendlicos, causardn un mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de una cepa Staphylococcus aureus sensible a antibiéticos y otra resistente a
meticilina (SARM).

5. Objetivos

5.1 General

e Evaluar la actividad antibacteriana de extractos metandlicos obtenidos de un cultivo
celular de K. daigremontiana elicitado con diferentes concentraciones de MeJa
contra una cepa de Staphylococcus aureus sensible a antibiéticos y otra resistente
a meticilina (SARM).

5.2 Particulares

e Comparar el efecto antibacteriano de los extractos metandlicos obtenidos de un
cultivo celular de K. daigremontiana elicitado con diferentes concentraciones de

MeJa contra una cepa de S. aureus sensible a antibiéticos y SARM.

e Analizar la correlacién entre la actividad antimicrobiana y el contenido de fenoles y
flavonoides totales de los extractos metandlicos obtenidos de un cultivo celular de

K. daigremontiana elicitado con diferentes concentraciones de MeJa.



6. Materiales y métodos

6.1 Suspension celular de K. daigremontiana y su elicitacion con MeJa

El establecimiento del CCV de K. daigremontiana en suspension y su elicitacion con MeJa
(0, 50, 100, 150 y 200 uM), fue realizado previamente por Mejia-Sanchez (2021), en el
laboratorio de en el laboratorio de Cultivo in vitro y Fitoquimica del Centro de Investigacion
en Recursos Bidticos (CIRB) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autbnoma del
Estado de México, como parte de su proyecto de tesis de licenciatura (Figura 12 a y b).

Esta linea celular en suspension se retomo en el presente trabajo.
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Figura 12. a) Callo friable en los bordes de los explantes de K. daigremontiana y b) su callo. Imagen

tomada de Mejia-Sanchez (2021).

6.2 Obtencion del extracto metandlico

La biomasa producida por el CCV de K. daigremontiana elicitado con diferentes
concentraciones de MeJa se extrajo con metanol (MeOH) (100 mg de biomasa seca/100
mL de MeOH) por 20 min en un ultrasonicador (SSLA-950W). El extracto se filtro y
posteriormente se concentrd a un volumen final de 10 mL en un rotavapor (Buchi) acoplado
a una bomba de vacio. El extracto se recuperd y se seco en una estufa a 40°C hasta la

completa evaporacion del solvente.

6.3 Elaboracion de las soluciones Stock y controles

Se elaboraron soluciones stock de los extractos metandlicos con concentraciones de 5.0,
20.0, 40.0, 60.0 y 80.0 pg/mL y Dimetilsulféxido (DMSO) al 3%. Para el control positivo se
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prepardé una solucién de vancomicina [0.1 mg/mL] a partir de una solucién stock con
concentracién de 10mg/mL. Para el control negativo se elabord una solucién de DMSO al
3%. Posteriormente, las soluciones fueron esterilizadas mediante filtracion utilizando
membranas con tamafio de poro de 0.2 uym acopladas a filtros estériles de tipo pirinola. Las

soluciones se almacenaron en refrigeracion a 2°C en tubos estériles para su uso posterior.

6.4 Preparacion de discos de ensayo

Los discos de papel de ensayo de 6 mm de diametro se esterilizaron en autoclave a 121°C
y 15 Ib por 20 minutos y fueron cargados en condiciones de esterilidad con 10 pl de cada
una de las soluciones stock del extracto preparadas (obteniendo concentraciones de 0.5,
2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 pg/disco) y soluciones control. Los discos se almacenaron en tubos

estériles para su uso posterior.

6.5 Reactivacion de cepas

Las cepas de S. aureus sensible a antibiéticos (ATCC® 25923) y SARM (ATCC® 43300)
fueron proporcionadas por la Facultad de Ciencias de la Universidad Autbnoma del Estado
de México, las cuales estaban en condiciones de almacenamiento a -20/-70 °C. Luego de
ser descongeladas, se tomé una alicuota de 330 pL, se homogeneiz6 con vértex y se
inoculd en un tubo con 1.5 ml de caldo soya tripticaseina (CST); a partir de esta suspension
se tomo una alicuota 80 pL y se colocé en placas Petri con agar soya tripticaseina (AST) y
se realiz6 una siembra por estria cruzada (Figura 13a). Se incubaron los tubos y placas a
37°C por 24 horas. Se corroboro la integridad y pureza de las cepas a través de una tincion
de Gram (Figura 13b).

Figura 13. Reactivacion de cepas. a) siembra en placa por estriado de SARM. b) tincion Gram para

una colonia de SARM, ampliacién 40x.
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6.6 Preparacion del indculo

De cada cepa de S. aureus (ATCC® 25923 y ATCC® 43300), se picé una unidad formadora
de colonia de los cultivos reactivados y se inoculé en un tubo con 2 mL de CST y se incubd
a 37°C por 24 horas. A partir de ese cultivo liquido se preparé una suspension en CST
ajustada a 0.5 en la escala de Mc Farland (1x10® UFC). Para la preparacién de la
suspension de trabajo (1x10° UFC) se tom6 una alicuota de 10 pL de la suspension ajustada

y se agreg0 en 9990 pL de CST.
6.7 Evaluacion del efecto antibacteriano por el método de difusion en disco (Kirby-Bauer)

Para cada cepa de S. aureus, se inocularon 80 pL de la suspension de trabajo (1x10° UFC)
a cajas Petri con agar Mueller-Hinton (AM-H) mediante extension masiva o de césped. Se
inocularon 6 cajas por concentracion de extracto (0, 0.5, 2.0, 6.0 y 8.0 ug/disco); cada caja
incluy6 un control positivo, un control negativo y tres discos con la misma concentracion de
extracto. Las cajas inoculadas, asi como un blanco de medio de cultivo se incubaron a 37°C
durante 24 horas (Figura 14). Posteriormente se midié el didmetro del halo de inhibicion
empleando una regla calibrada y los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion

del crecimiento bacteriano mediante la férmula:

Donde:

%I= porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano.
h: medida del diametro del halo de inhibicién (cm).
c-: medida del diametro del control negativo (cm).

c+: medida del didmetro del halo de inhibicion del control positivo (cm).



Figura 14. Método de difusion en disco para a) S. aureus sensible a antibidticos y b) SARM. En
ambas cepas se muestra la concentracidn de extracto de 2 pg/disco, después de 24 horas de

incubacion a 37°C.

6.8 Andlisis estadistico

Se empled el software STATGRAPHICS para realizar el andlisis estadistico (ANOVA) del
efecto antibacteriano de cada una de las concentraciones probadas derivadas de los
extractos metanolicos del CCV de K. daigremontiana (0.5, 2.0, 4.0 y 8.0 pg/disco) elicitados
con diferentes concentraciones de MeJa. Ademas, se analizé la relacion entre el porcentaje
de inhibicién del crecimiento bacteriano (%l) y las diferentes concentraciones de MeJa (0,
50, 100, 150 y 200 pM), por cada cepa. Adicionalmente se realiz6 un ANOVA para todos
los tratamientos de elicitacion y se analizaron las diferencias significativas entre las
concentraciones de extracto empleadas, con un nivel de confianza del 95%. Finalmente, se
llevd a cabo la prueba de correlacion de Pearson para analizar la relacion entre el efecto
antibacteriano (porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano) y el contenido de
fenoles y flavonoides totales (con datos obtenidos previamente por Mejia-Sanchez, 2021),

con un nivel de confianza del 95%.
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7. Resultados

7.1 Efecto de la concentracion del extracto metandlico del CCV elicitado con Mela de K.
daigremontiana en la inhibicion de S. aureus sensible a antibidticos y SARM

Todos los extractos metandlicos obtenidos del CCV de K. daigremontiana, elicitado con
diferentes concentraciones de MeJa (50, 100, 150 y 200 uM), asi como el extracto control
(MeJa 0 pM), en todas las concentraciones evaluadas (0.5, 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 pg/disco),
mostraron efecto antibacteriano contra las cepas de S. aureus evaluadas, aunque, en lo
general, la cepa de S. aureus sensible a antibidticos fue mas sensible a los extractos

metandlicos que la cepa de SARM (Figuras 15y 16, respectivamente).

Ambas cepas mostraron sensibilidad a la vancomicina (control positivo), mientras que la

solucion de DMSO al 3% (control negativo) no presenté actividad antibacteriana.

En el caso de la cepa de S. aureus sensible a antibidticos, al comparar el efecto
antibacteriano entre los diferentes extractos obtenidos de los tratamientos de MeJa (50,
100, 150 y 200 uM) respecto al extracto control (MeJa 0 uM), a la concentracion de 0.5
pg/disco, el andlisis ANOVA mostré que existen diferencias significativas sélo para los
extractos resultantes de la elicitacion con MeJa [150 uM], donde ocurri6é el mayor porcentaje
de inhibicion de crecimiento bacteriano (15.96% vs 10.88% de inhibicién para MeJa [150
uUM] y su control 0 uM, respectivamente) (Figura 15a). Dicho comportamiento también fue
observado para el resto de las concentraciones evaluadas con el extracto de MeJa [150
UM], en las cuales, el porcentaje de inhibicion de crecimiento bacteriano fue
estadisticamente mayor respecto a su control correspondiente (24.83% vs 15.15% de
inhibicién con la concentracién 2.0 pg/disco; 29.86% vs 13.76% de inhibicién con la
concentracion 4.0 ug/disco; 28.31% vs 17.42% de inhibicion con la concentraciéon 6.0
pg/disco; 31.75% vs 17.35% de inhibicion con la concentracién 8.0 pg/disco) (p<0.05)
(Figura 15b-e).
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Figura 15. Porcentajes de inhibicion del crecimiento contra S. aureus sensible a antibidticos del extracto

metandlico obtenido del CCV de K. daigremontiana sometido a distintos tratamientos de elicitacion con

Mela (0 - 200 uM), a diferentes concentraciones. a) 0.5 pg/disco, b) 2.0 pg/disco, c) 4.0 ug/disco, d) 6.0
ug/disco, e) 8.0 ug/disco. Los resultados estan representados por la media + error estandar, los grupos con

la misma letra no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Se llevé a cabo un andlisis ANOVA para todos los tratamientos de elicitacién con MeJa,
empleando las diferentes concentraciones de extracto probadas (0.5-8.0 pg/disco) en S.
aureus sensible a antibiéticos para evaluar su efecto sobre el porcentaje de inhibicion de
crecimiento bacteriano. Los resultados del andlisis ANOVA mostraron que para el
tratamiento de elicitacion con MeJa [50 uM] solamente hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de 0.5 y 4.0 pg/disco (10.58% y 14.52%,
respectivamente) y entre 0.5 y 8.0 pg/disco (10.58% y 16.19%, respectivamente) (Tabla 7).
Para el tratamiento de MeJa [100 uM] no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre todas las concentraciones de extracto evaluadas, mientras que para el
tratamiento de elicitacion con MeJa [150 uM], la menor concentracion de extracto empleada
(0.5 pg/disco), mostré diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
resto de las concentraciones (15.96%, 24.83%, 29.86%, 28.31% y 31.75% de inhibicion del
crecimiento para 0.5, 2.0 4.0, 6.0 y 8.0 pg/disco, respectivamente), también para ese mismo
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tratamiento de elicitacion se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de 2.0 y 8.0 pg/disco (24.83% y 31.75%, respectivamente). Se observo
que los porcentajes de inhibicién de crecimiento bacteriano mas altos para la cepa de S.
aureus sensible a antibioticos ocurrieron con el tratamiento de MeJa [150 uM], en las
concentraciones de 4.0, 6.0 y 8.0 ug/disco (29.86%, 28.31% y 31.75%), sin embargo, entre
si, no se mostraron diferencias significativas. Finalmente, para el tratamiento de elicitacién
de MeJa [200 uM], se observaron diferencias entre las concentraciones de extracto de 0.5
y 4.0, 6.0 y 8.0 (9.01% y 17.90%, 20.85% y 16.23%, respectivamente) y entre las
concentraciones de 2.0 y 6.0 pg/disco (11.47 % y 16.23 %, respectivamente) (p<0.05)
(Tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes de inhibicion del crecimiento contra S. aureus sensible a
antibiéticos del extracto metandlico obtenido del CCV sometido a elicitacién con
MeJa (50-200 pM) a diferentes concentraciones de extracto

Concentracion

(ng/disco) MeJa 50 uM MeJa 100 pM MeJa 150 pM MeJa 200 pM
0.5 10.58 £0.95° 13.08£0.82° 1596 £2.73° 9.01+£250°
20 12.38 £ 0.34 @b 17.29+1.83° 24.83+240° 11.47 £0.73 @b
4.0 1452 +1.49° 16.19+1.71° 29.86 +2.52 h° 17.90 + 3.75 b°
6.0 13.74 £1.20 @ 16.30£2.03 7 28.31 +1.45bc 20.85+3.00°
8.0 16.19£2.20° 16.48 £1.02° 31.75 +£2.58 ¢ 16.23 + 1.30 b°

Los resultados estan representados por la media + error estandar, seguidos de letras minusculas, donde la

misma letra indica que no existen diferencias estadisticas (p<0.05).

Por otro lado, para el caso de la cepa SARM, al comparar el efecto antibacteriano entre los
diferentes extractos evaluados obtenidos de los tratamientos con MeJa (50, 100, 150 y 200
UM) respecto al extracto control (MeJa 0 uM), a la concentracion de 0.5 ug/disco, el analisis
ANOVA mostré que todos los extractos obtenidos del total de las concentraciones probadas
de MeJa provocaron un mayor porcentaje de inhibicion respecto al extracto control, aunque
entre ellos no hubo diferencias estadisticas (13.33%, 15.67%, 15.12% y 15.02% vs 6.04%
de inhibicion de crecimiento bacteriano para MeJda 50, 100, 150 y 200 vs 0 uM,
respectivamente) (Figura 16a). Mientras que, a la concentracién de 2.0 pg/disco, el Unico
tratamiento que fue estadisticamente diferente respecto al control ocurri6 con MeJa [150

uM] (15.13% vs 9.79% de porcentaje de inhibicion para 150 y 0 uM, respectivamente)
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(Figura 16b). A la concentracion de extracto de 4.0 pg/disco, se observaron diferencias
estadisticamente significativas inicamente entre MeJa [100 uM] y el control; siendo éste el
mayor el porcentaje de inhibicibn observado contra esta cepa (18.01% vs 11.45% de
inhibicién para 100 y 0 uM, respectivamente) (Figura 16c). Para la concentracion de 6.0
pg/disco, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el control, y los
tratamientos de MeJa [100 y 150 uM], siendo mayor el porcentaje de inhibicion encontrado
en estos dos Ultimos respecto al control, aunque entre ellos, no hubo diferencias
estadisticas (14.34% y 14.77% vs 11.47%, para MeJa 100 y 150 uM vs MeJa 0 uM,
respectivamente) (Figura 16d). Finalmente, para la concentracion de extracto de 8.0
pg/disco solamente se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
control y los tratamientos de elicitacion de 150 y 200 uM, siendo mayor el porcentaje de
inhibicion encontrado en estos dos ultimos respecto al control, aunque entre ellos, no hubo
diferencias estadisticas (16.52% y 15.30%, vs 7.34%, para MeJa 150 y 200 uM vs MeJa 0
UM, respectivamente) (p<0.05) (Figura 16e).
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Figura 16. Porcentajes de inhibicidn del crecimiento bacteriano contra SARM con diferentes concentraciones
del extracto metandlico del CCV de K. daigremontiana sometido a distintos tratamientos de elicitacién con
Mela (0 - 200 uM), a diferentes concentraciones. a) 0.5 pg/disco, b) 2.0 pg/disco, c) 4.0 ug/disco, d) 6.0
ug/disco, e) 8.0 pg/disco. Los resultados estan representados por la media * error estandar, los grupos con

la misma letra no son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Asimismo, se llevé a cabo un analisis ANOVA para todos los tratamientos de elicitacion con
MeJa, empleando las diferentes concentraciones de extracto probadas (0.5-8.0 ug/disco)
contra la cepa SARM para evaluar el efecto de la concentracion de extracto sobre el
porcentaje de inhibicion. Los resultados del analisis ANOVA mostraron que para el
tratamiento de elicitacibon con MeJa [50 uM] Unicamente se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de 4.0 y 8.0 pg/disco (15.35% y
9.90%, respectivamente) (p<0.05) (Tabla 8). Para el tratamiento con MeJa 100 uM se
observé que existen diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
de 4.0y 8.0 ug/disco (18.01% y 10.92%, respectivamente), y fue con la Ultima concentracion
empleada (8.0 pg/disco) donde se observd el porcentaje de inhibiciébn mas alto (18.01%),
aunque, en realidad, éste no fue estadisticamente diferente con respecto a los valores
observado para las concentraciones de 0.5 y 6.0 pg/disco (15.67% y 14.34%,
respectivamente). Finalmente, para los tratamientos de elicitacion con MeJa [150 y 200 uM]
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
inhibicion del crecimiento bacteriano obtenidos por efecto de las diferentes concentraciones
del extracto probadas (p<0.05) (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de inhibicion del crecimiento contra SARM del extracto
metandlico obtenido del CCV sometido a elicitacion con MeJa (50-200 uM) a
diferentes concentraciones de extracto

Concentracion

(Mg/disco) MeJa 50 uM MeJa 100 pM MeJa 150 pM MeJa 200 pM
0.5 13.33+2.222° 15.67 +1.78 b° 1512+0.73° 15.02+1.24°
2.0 13.22 £2.34 b 13.22 +2.34 b 15.13 £ 1.48° 13.48+0.91°
4.0 15.35+0.83 » 18.01£0.96 ¢ 15.06 £1.72¢ 1459 +£1.37°
6.0 11.44 +1.373>  14.34 £1.37 2bc 14.77 £1.07° 1311+ 1427
8.0 990+154° 10.92+£1.50° 16.52 £2.23° 15.30+1.46°

Los resultados estan representados por la media + error estandar, seguidos de letras minusculas, donde la

misma letra indica que no existen diferencias estadisticas (p<0.05).
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7.2 Correlacion entre la actividad antibacteriana y el contenido de fenoles y de flavonoides
totales en los extractos metandlicos del cultivo celular de K. daigremontiana, elicitado con
diferentes concentraciones de MeJa

El andlisis estadistico de la correlacion de Pearson entre el contenido de fenoles totales
(CFT) y el contenido de flavonoides totales (CFlaT) (Mejia-Sanchez, 2021) y el efecto
antibacteriano, mostro que el efecto dependio de la cepa.

Para S. aureus sensible a antibiéticos Unicamente se observo una correlacion positiva baja

(0.1456) entre el porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano y el CFlaT (Tabla 9).

Para la cepa SARM, se observé una correlacion positiva baja de 0.1167 entre el porcentaje
de inhibicién del crecimiento bacteriano y el CFT, mientras que para el CFlaT también se
observé una correlacion positiva baja de 0.1925 (Tabla 9).

Se observo que existe una fuerte correlacion positiva entre el CFT y el CFlaT (0.7556),
cuando varia la concentracion de MeJa, un alto porcentaje de los MSs incrementados por

la elicitacién con MeJa, son los de tipo flavonoide.

Tabla 9. Correlacion entre la actividad antibacteriana para S. aureus sensible a
antibioticos y SARM y el CFT y CFlaT del extracto metanélico obtenido de un CCV
de K. daigremontiana elicitado con diferentes concentraciones de MeJa (0- 200 uM)

__Porcentaje de Contenidos totales de Correlacion de Pearson
inhibicion de cepa tabolit dari
bacteriana metapolitos secunaarios Valor de p Valor de R

S. aureus sensible CFT 0.0992 -
a antibioticos CFlaT 0.0020 0.1456
SARM CFT 0.0132 0.1167
CFlaT 0.0000 0.1925
CFT vs CFlaT 0.0000 0.7556

(p<0.05).




8. Discusion

La elicitacion con metil jasmonato en un cultivo celular in vitro de K. daigremontiana fue una
herramienta biotecnoldgica Gtil para lograr un incremento en la producciéon de MSs,
particularmente de aquellos tipo fendlico (Mejia-Sanchez, 2021), los cuales contribuyeron
al efecto antibacteriano contra las cepas S. aureus sensible a antibiético y SARM, ya que
de manera general se lograron porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano mas
altos para todos los tratamientos de elicitacion (50-200 uM de metil jasmonato) en

comparacion al control (0 uM) (Figuras 15a-e y 16a-e).

Los metabolitos secundarios, como los compuestos fendlicos, principalmente del tipo
flavonoide, han sido descritos en la literatura por su capacidad antibacteriana contra S.
aureus, los cuales acttan inhibiendo el metabolismo, la sintesis de acidos nucleicos y

funciones de la membrana citoplasmica (Xye, et al., 2015).

De acuerdo con Mejia-Sanchez (2021), todos los tratamientos de elicitaciéon con metil
jasmonato (50-200 uM) incrementaron el contenido de flavonoides en los cultivos
correspondientes, (3.18, 1.77, 3.91 y 1.96 mg EQ/g respectivamente) y solo las
concentraciones de 50 y 150 uM de MeJa incrementaron el contenido de fenoles totales

(5.84 y 5.39 mg), al compararse con un control (3.4 mg EAG/g).

La prueba de Pearson realizada para observar la correlacién entre el contenido de
flavonoides totales y el porcentaje de inhibicion mostré valores positivos bajos para ambas
cepas (0.1456 y 0.1925, para S. aureus sensible a antibiético y SARM, respectivamente), y
para la correlacién entre el contenido de fenoles totales y el porcentaje de inhibicién, solo
mostrd un valor positivo bajo para SARM (0.1167). Con base en lo anterior, la inhibicién
observada se puede atribuir a los compuestos de tipo flavonoide cuya produccién aumenté
por efecto de la elicitacidn; sin embargo, igualmente, es posible que compuestos de otras

familias de metabolitos secundarios también pudieron participar en la actividad evaluada.

En un estudio de metabolomica no dirigida realizado por Garcia-Pérez et al. (2021)
utilizaron elicitores como metil jasmonato y acido salicilico, asi como la combinacion de
ambos elicitores, en cultivos celulares en suspension de diferentes especies de Kalanchoe,
incluyendo K. daigremontiana. Este estudio resulté en la induccion de un total de 2272
metabolitos secundarios, principalmente tres clases de metabolitos: compuestos

nitrogenados como aminas, alcaloides y glucosinolatos; terpenoides como fitoalexinas y



saponinas; Yy, finalmente, compuestos fendlicos, destacando los flavonoides y lignanos,
siendo esta clase de metabolitos los mas inducidos por la elicitacion.

Algunos de los compuestos fendlicos reportados por Garcia-Pérez et al. (2021), en los
cuales el proceso de elicitacion produjo una mayor biosintesis fueron los de tipo flavonoide
y quinonas, como la baicalina y los glucdsidos de apigenina crisina, isovitexina, kaempferol,
antocianinas como las derivadas de pelargonidina y peonidina, mientras que entre las
quinonas se encontraron la lawsona y la juglona. Para la biosintesis de lignanos y
cumarinas, como la cianidina, delfinidina y el bergaptol, también se reporté que su

biosintesis fue promovida.

De acuerdo con la Tabla 1, varios de los compuestos reportados por Garcia-Pérez et al.
(2021) en los que la elicitacibn promovié su biosintesis han sido descritos en K.
daigremontiana. Ademas, estos compuestos, que también han demostrado tener actividad
antibacteriana, podrian estar contribuyendo a la respuesta inhibitoria en las cepas

evaluadas (Tabla 4).

Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo por Shamsudin et al. (2022) se reportd que el
kaempferol, compuesto que estad presente en K. daigremontiana, posee actividad
antibacteriana contra SARM, indicando una cantidad minima inhibitoria de 0.5-2.0 pg/mL.
Dicha actividad es conferida por su estructura, la cual es clave para provocar supresion de
la sintesis de acidos nucleicos, la funcién de la membrana citoplasmatica y el metabolismo

energeético.

En un estudio realizado por Wan et al. (2023), se demostrd que la juglona, metabolito que
también esti presente en K. daigremontiana, posee actividad antibacteriana contra S.
aureus, al reprimir la integridad de la membrana y provocar la fuga de proteinas, con una
cantidad minima inhibitoria de este compuesto fue de 1000 ug/mL, y en concentraciones
sub inhibitorias, impidié la formacion de biopeliculas, la expresion de a-hemolisina y la
produccion de proteasas Yy lipasas, proteinas relacionadas con la patogenicidad de S.

aureus.

Dong et al, (2022) demostraron que un extracto etandlico purificado con antocianinas de
Lycium ruthenicum Murr tuvo la capacidad de actuar como inhibidor de S. aureus, afectando
la integridad de la membrana celular y la formacion de biopeliculas. Al evaluar dicho extracto
purificado en comparacién con un extracto crudo de la misma especie, observaron mejores

resultados con el purificado, con una cantidad minima inhibitoria de 3125 yg/mL, mientras



que con el extracto crudo se utilizé cuatro veces la cantidad minima inhibitoria del extracto

purificado para observar resultados significativos en la inhibicién.

Por otra parte, Garcia-Pérez et al. (2021), mencion6 que la segunda clase de metabolitos
secundarios cuya biosintesis fue promovida por efecto de la elicitacion fueron los
compuestos nitrogenados, de la cual, fueron los alcaloides y sus precursores, el grupo de
compuestos nitrogenados mas sintetizado por la elicitacién solamente con metil jasmonato,

ademas de glucosinolatos y sus precursores.

Se ha reportado que ciertos tipos de alcaloides como la cafeina, presente en K.
daigremontiana (Tabla 3), poseen actividad antibacteriana contra S. aureus (AL-Janabi,
2011) (Tabla 4), por lo que, es posible que estos compuestos, junto con otros que adn no
han sido identificados, hayan estado presentes en el extracto metandlico de K.
daigremontiana elicitado con metil jasmonato y contribuido en el efecto inhibitorio observado

contra las cepas S. aureus sensible a antibiotico y SARM.

Para abordar este desafio, se podria llevar a cabo el fraccionamiento de los extractos
metandlicos elicitados para aislar los grupos de metabolitos secundarios de mayor interés.
Esas fracciones podrian ser obtenidas mediante técnicas como cristalizacién, destilacion,
sublimacién y/o cromatografia, con el fin de obtener compuestos con caracteristicas y
propiedades similares ya sean de tipo fendlico o nitrogenado (Oliva-Flores, 2012).
Posteriormente, se podrian realizar pruebas con esas fracciones en las cepas de S. aureus

para evaluar su efecto antibacteriano.

Se observé que S. aureus sensible a antibiéticos mostré mayor sensibilidad a los extractos
del cultivo celular in vitro de K. daigremontiana, elicitado con metil jasmonato que la cepa
SARM, especialmente con el tratamiento de 150 uM, ya que fue el tratamiento de elicitacion
que presentd los porcentajes de inhibicion més altos en todas las concentraciones de
extracto probadas, y fue con las concentraciones de extracto de 4.0, 6.0 y 8.0 ug/disco,
donde se observaron los mayores porcentajes de inhibicion en dicha cepa (29.86%, 28.31%
y 31.75%, respectivamente) (Figura 15e), sugiriendo, que los compuestos que estan
presentes en dicho extracto metandlico elicitado tienen la capacidad de inhibir a esa cepa,
sin embargo, para estas concentraciones de extracto empleadas no se observaron
diferencias significativas. Mientras que para la cepa SARM, las diferencias estadisticamente
significativas en los porcentajes de inhibicién dependieron del tratamiento de elicitacion y la

concentracion empleada en el disco, y aunque en lo general, los mejores resultados de



inhibicién bacteriana se observaron con 100 y 150 yM de metil jasmonato (Figura 16a-e,
Tabla 8), con un efecto muy similar en los valores del porcentaje de inhibicién, y en donde
solo para el tratamiento de 100 uM mostré diferencias estadisticamente significativas entre
las concentraciones de extracto probadas, el valor mas alto observado del porcentaje de
inhibicién estuvo entre 14.34% — 18.01%, los resultados indicaron que la cepa SARM
mostré menor sensibilidad por los extractos evaluados que la otra cepa evaluada. La cepa
de SARM empleada en este trabajo (ATCC® 43300), contiene un cassette cromosémico
estafilocécico SCC mectipo Il, gracias al cual, ha desarrollado mecanismos que le
confieren resistencia, como la produccion de la proteina PBP2a, que es una transpeptidasa
gue cataliza la formaciéon de puentes cruzados en el peptidoglucano de la pared celular

(Castellano-Gonzalez & Perozo-Mena, 2010).

Asistida por el dominio transglicosilasa de la PBP2a nativa de S. aureus, toma el control de
la funcion biosintética de la pared celular en presencia de antibioticos, cuando normalmente
las PBPs son inactivadas al ligarse a estos compuestos (Castellano-Gonzélez & Perozo-
Mena, 2010). Este mecanismo podria encontrarse activo, lo que explicaria porqué la cepa
de SARM fue menos sensible en comparacion con la cepa S. aureus sensible a antibiéticos
(ATCC® 25923), a los compuestos presentes en los extractos del cultivo celular de K.

daigremontiana elicitado con metil jasmonato.

En futuras investigaciones, para optimizar el efecto antibacteriano de los extractos de K.
daigremontiana, también valdria la pena explorar el uso de diferentes elicitores y sus
combinaciones en los cultivos celulares in vitro para evaluar su efecto en SARM y otras
cepas de interés clinico. Garcia-Pérez et al. (2021), reportaron que la biosintesis de
compuestos como los flavonoides estuvo fuertemente estimulada con el tratamiento
combinado de metil jasmonato-acido salicilico, seguido de acido salicilico y metil jasmonato
de forma individual, sugiriendo que, el efecto observado fue provocado por el efecto

sinérgico entre ambos elicitores.

La combinacion de elicitores es un enfoque sobresaliente que se ha aplicado con éxito a
los CCVs porgue promueve ventajas, como la aparicion de efectos sinérgicos que mejoran
la produccion de metabolitos secundarios, y un sistema mas comparable a las condiciones
reales, en las que las plantas deben enfrentarse, como la defensa contra patégenos (Shitan,
2016; Garcia-Pérez et al. 2021).



9. Conclusiones

El extracto metandlico obtenido del cultivo celular de K. daigremontiana elicitado con
MeJa [50, 100, 150 y 200 uM] causé porcentajes de inhibicion del crecimiento
bacteriano estadisticamente significativos contra las cepas Staphylococcus aureus
sensible a antibioticos (ATCC® 25923) y SARM (ATCC® 43300) en comparacion
con el extracto control [0 uM], Ademas, el efecto dependié de la concentracion
empleada.

El extracto metandlico obtenido del cultivo celular de K. daigremontiana elicitado con
MeJa [150 puM] causé valores estadisticamente significativos de porcentaje de
inhibicion del crecimiento bacteriano contra la cepa S. aureus sensible a antibioticos,
a las concentraciones de 4.0, 6.0 y 8.0 pg/disco (29.86%, 28.31% y 31.75%), en

comparacion con el extracto metanolico control MeJa [0 uM].

El extracto metandlico obtenido del cultivo celular de K. daigremontiana elicitado con
MeJa [100 y 150 uM] causo6 porcentajes de inhibicion estadisticamente significativos
contra la cepa SARM en comparacién con el extracto control MeJa [0 uM] en 3
concentraciones empleadas: 0.5, 4.0, y 6.0 ug/disco para MeJda [100 uM], con
porcentajes de inhibicion de 15.67%, 18.01% y 14.34%, respectivamente; y en 4
concentraciones empleadas: 0.5, 2.0, 6.0 y 8.0 pg/disco para MeJa [150 uM], con
porcentajes de inhibicion de 15.12%, 15.13%, 14.77% y 16.52%, respectivamente.

La elicitacién del cultivo celular de K. daigremontiana con MeJa incrementé el
contenido total de fenoles en un extracto metandlico (Mejia-Sanchez, 2021), siendo
dicho incremento correlacionado significativamente, de manera alta y positiva con
el contenido total de flavonoides (0.7556) acorde a la correlacion Pearson analizada

con datos obtenidos previamente.



Ambos contenidos totales de metabolitos secundarios fueron correlacionados, de
manera baja y positiva (0.1167 y 0.1925, respectivamente) acorde a la correlacion
Pearson, con el porcentaje de inhibicion del crecimiento sobre la cepa SARM. Para
la cepa S. aureus sensible a antibioticos, Unicamente el incremento del contenido
total de flavonoides fue correlacionado, de manera baja y positiva (0.1456) acorde

a la correlacién Pearson, con el porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano.



10. Perspectivas

Probar otros tipos de elicitores y su combinacion en CCVs en suspensiéon de K.

daigremontiana para obtener mayores rendimientos de metabolitos secundarios.

Realizar fraccionamientos en el extracto de K. daigremontiana elicitado y evaluar las

fracciones contra las cepas de S. aureus sensible a antibioticos y la cepa SARM.

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto metandlico y sus fracciones del CCV
de K. daigremontiana elicitado sobre otras cepas de interés clinico como las
mencionadas en la lista de «bacterias patdgenas prioritarias» resistentes a
antibioticos de la OMS (2017).
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