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Bougainvillea glabra Choisy
(Nyctinaginacea): review of
phytochemistry and antimicrobial
potential
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de Aguascalientes (UAA), Aguascalientes, Mexico, 3Laboratorio de Biotecnologia, Centro de Ciencias
Basicas, Departamento Ingenieria Bioquimica, Aguascalientes, Mexico

The Bougainvillea glabra or bougainvillea is a climbing plant native from South
America belonging to the Nyctaginaceae family. The bougainvillea is recognized
worldwide for its horticultural importance, due to the color of its bracts,
commonly known as “flowers,” made up of bracts, which are the striking parts,
and the true flowers, which are white and small. Bougainvillea is widely known in
traditional medicine to treat respiratory diseases such as cough, asthma, and
bronchitis, gastrointestinal diseases, also for its antibacterial and insecticidal
capacity. The antimicrobial potential of the involucre of this plant has not been
studied, despite research showing a high phytochemical presence of secondary
metabolites such as alkanes, phenols, terpenes, and betalains. This review
compiles information about the traditional uses of B. glabra, its botanical
description, ecological relevance, phytochemistry, antimicrobial and antibiofilm
activity, such as the toxicology of bracts and flowers.

KEYWORDS

Bougainvillea glabra, bracts, traditional medicine, betalains, betacyanins, antimicrobial,
phytochemistry

Introduction

Plants are part of the history of man, since antiquity they have served as a natural
medicinal remedy to cure different diseases, the knowledge of these plants has been
maintained from generation to generation by sorcerers, healers, or shamans (Azmir
et al,, 2013; Tugume and Nyakoojo, 2019).

The World Health Organization (WHO) reports that there are about 20,000 medicinal
plants, which provide primary healthcare to more than 80% of the world’s population
(Sasidharan et al,, 2011; Tugume and Nyakoojo, 2019). For this reason, phytochemistry and
pharmacology have used medicinal plants to investigate new ecological and biodegradable
chemical entities that function in the treatment of different pathologies due to their central
structures (Yusuf and Khan, 2022). In addition, the WHO recommends and promotes the
use of herbal remedies in national healthcare programs, due to their low cost, popular
acceptance, and safety by causing fewer side effects (Pandey and Tripathi, 2013).

01 frontiersin.org
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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el potencial bioldgico y fitoquimico del extracto de
bracteas de Bougainvillea glabra, un érgano vegetal poco conocido, destacando sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antibiopelicula y citotoxicas. Primeramente,
se evaluaron tres técnicas de extraccion: Soxhlet, maceracion y sonicacion, utilizando
diferentes solventes (agua, metanol, etanol, acetona). La eficiencia de cada método fue
evaluada en funcién del contenido de fenoles totales, la capacidad antioxidante (ABTS
y FRAP) y de rendimiento. El extracto metandlico obtenido por Soxhlet presento el
mayor contenido fendlico (168.98 EAG ug/ml), asi como la mejor capacidad antioxidante
(ABTS de 84.64 ET ug/ml y 165.57 EAG pg/ml en FRAP), por lo que fue seleccionado
para pruebas posteriores. La caracterizacion espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR), revel6 la presencia de grupos funcionales tipicos de compuestos
fendlicos y flavonoides. Posteriormente, se identificaron metabolitos especificos
mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC), entre ellos quercetina
y kaempferol. La actividad antimicrobiana del extracto se evalué contra bacterias
patégenas mediante el método de difusion en pozo, observandose mejores zonas de
inhibicion contra P. aeruginosa (15.6 mm). Las pruebas de concentracion minima
inhibitoria (MIC) y concentraciéon minima bactericida (MBC) mostraron valores entre 15.7
y 17.8 mg/ml. Asimismo, se determind su capacidad para inhibir la formacién de
biopeliculas mediante el ensayo de cristal violeta y analisis con microscopia confocal
laser (CLSM). El extracto inhibié hasta el 100 % de la formacion de biopeliculas y redujo

significativamente su biomasa.

La cuantificacion de betacianinas mostré6 un mayor contenido de betaxantinas (15.3
mg/ml) respecto a betacianinas (13.1 mg/ml), lo que puede explicar en parte la potente
actividad antioxidante y antibacteriana. Finalmente, la evaluacion de citotoxicidad se
realizé utilizando células epiteliales de traquea de cerdo recién nacido (NPTr). El analisis
morfoldgico con tincion Hoechst y faloidina-Alexa Fluor 488 demostré que el extracto no

produce dano estructural en el nucleo ni en el citoesqueleto.

Estos resultados posicionan a B. glabra como una nueva fuente potencial, segura y
eficaz de compuestos bioactivos con aplicaciones en el desarrollo de agentes

antioxidantes, antimicrobianos y antibiopelicula de origen natural.

10



Abstract

The objective of this study was to evaluate the biological and phytochemical potential of
the bract extract of Bougainvillea glabra, a little-studied plant organ, with emphasis on
its antioxidant, antimicrobial, antibiofilm, and cytoprotective properties. Three extraction
techniques: Soxhlet, maceration, and sonication, were assessed using different solvents
(water, methanol, ethanol, and acetone). Extraction efficiency was evaluated based on

total phenolic content, antioxidant capacity (ABTS and FRAP assays), and yield.

The methanolic extract obtained via Soxhlet showed the highest phenolic content
(168.98 ug GAE/mL) and the strongest antioxidant activity (84.64 yg TE/mL for ABTS
and 165.57 yg GAE/mL for FRAP), and was therefore selected for further analyses.
Characterization by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) confirmed the
presence of functional groups characteristic of phenolic compounds and flavonoids.
Specific metabolites, including quercetin and kaempferol derivatives, were identified

using ultra-high-performance liquid chromatography (UPLC).

Antimicrobial activity was evaluated against pathogenic bacteria using the well diffusion
method, with the largest inhibition zone observed for Pseudomonas aeruginosa (15.6
mm). Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) assays revealed values ranging from 15.7 to 17.8 mg/mL. The extract’s antibiofilm
activity was assessed using crystal violet staining and confocal laser scanning
microscopy (CLSM), showing up to 100% inhibition of biofilm formation and a significant

reduction in biomass.

Betalain analysis revealed a higher concentration of betaxanthins (15.3 mg/mL)
compared to betacyanins (13.1 mg/mL), which may contribute to the extract’s strong
antioxidant and antimicrobial properties. Lastly, cytotoxicity was evaluated using
newborn pig tracheal epithelial (NPTr) cells. Morphological analysis using Hoechst and
phalloidin-Alexa Fluor 488 staining confirmed that the extract did not cause structural

damage to the nucleus or cytoskeleton.

These findings suggest that B. glabra bracts represent a promising, safe, and effective
natural source of bioactive compounds, with potential applications in the development of

antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm agents.
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1. Introduccion

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias representan uno de los
principales problemas de salud a nivel mundial, pues provocan aumento en la morbilidad
y mortalidad (Silva et al., 2023). Lo anterior se agrava por la creciente resistencia de los
patdgenos a los antibidticos existentes, un fendmeno atribuido al uso indiscriminado de
farmacos. Como consecuencia, se ha intensificado la busqueda de nuevas alternativas
antimicrobianas (Dhankhar, 2013; Song et al., 2021). La formacion de biopeliculas juega
un papel crucial en esta resistencia antimicrobiana (Asma et al., 2022). Las biopeliculas
son comunidades bacterianas adheridas a superficies biolodgicas o inertes, envueltas en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que les confiere la capacidad
de resistir concentraciones de antimicrobianos hasta 1000 veces superiores a las
necesarias para eliminar bacterias en su forma plancténica (Hathroubi et al., 2016; Silva
et al., 2023).

Desde la antigledad, las plantas han sido utilizadas por sus propiedades medicinales
en el tratamiento de diversas enfermedades (Azmir et al., 2013). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que existen alrededor de 20,000 especies de plantas
medicinales, las cuales proporcionan atencién primaria de salud a mas del 80 % de la
poblacion mundial (Sasidharan et al., 2011). Por ello, la investigacién cientifica ha
puesto especial énfasis en el estudio de los compuestos presentes en estas plantas,
basandose en su uso tradicional. Ademas, la OMS promueve la inclusién de remedios
herbales en los programas nacionales de salud, por su bajo costo, la no produccién de
efecto secundario y la aceptacién popular (Pandey y Tripathi, 2013).

Las plantas producen gran diversidad de metabolitos secundarios que son la base de
numerosos medicamentos farmacéuticos, gracias a su actividad biolégica, que incluye
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes. Estos principios activos
se obtienen a partir de extractos de diferentes partes de la planta, como hojas, tallos,
flores y frutos (Azmir et al., 2013; Abubakar y Haque, 2020; Flores et al., 2020).

La familia Nyctaginaceae alberga a 30 géneros y alrededor de 290 especies tropicales
y subtropicales (Ali et al., 2003), el género Bougainvillea se encuentra en esta familia,
integrado por tres especies de relevancia horticola: Bougainvillea glabra, B.
spectabilis y B. peruviana (Gupta et al., 2009). B. glabra, conocida en México como
“‘bugambilia”, “flor de papel” o “Santa Rita”, es un arbusto trepador que alcanza entre 1
y 7 metros de altura, con tallos gruesos, ramas colgantes provistas de espinas curvas,
hojas simples y vistosas bracteas que acompanan a sus inflorescencias (Saleem et al.,
2021).
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B. glabra destaca en la medicina tradicional por su uso en el tratamiento del asma,
bronquitis, diarreas, uUlceras y diabetes, asi como por sus propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, insecticidas y su aplicacion en el tratamiento del acné (Abarca y
Petricevich, 2018; Saleem et al., 2021). Diversos estudios han identificado en esta planta
la presencia de compuestos bioactivos como flavonoides, taninos, alcaloides, pinitol,
betacianinas y saponinas, los cuales exhiben actividad antimicrobiana (Edwin et al.,
2007; Saleem et al., 2021).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial bioactivo de las bracteas de B.
glabra, una estructura vegetal poco explorada, mediante la aplicacion de distintas
técnicas y condiciones de extraccion, con el fin de identificar el método mas eficiente en
la obtencion de compuestos con alta actividad biolégica. Los extractos obtenidos fueron
caracterizados cualitativamente por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), y se identificaron metabolitos especificos mediante cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento (UPLC).

Con base en los resultados preliminares, el extracto obtenido por Soxhlet con metanol
demostré la mayor actividad antioxidante, por lo que fue seleccionado para estudios
posteriores. A este extracto se le cuantificaron las betalainas presentes y se evaluaron
sus propiedades antimicrobianas y anti biopelicula frente a bacterias Grampositivas y
Gramnegativas.

Finalmente, se realiz6 un analisis de citotoxicidad utilizando células epiteliales de
traquea de cerdo recién nacido (NPTr), mediante la observacion de posibles
alteraciones morfoldgicas en el nucleo y el citoesqueleto, con el propdsito de determinar

la seguridad del extracto a nivel celular.
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2. Marco Teodrico

2.1. Fitoquimica

La fitoquimica es la disciplina cientifica dedicada al estudio de los compuestos de origen
vegetal, conocidos como fitoquimicos (Montesano & Gallo, 2023). La fitoquimica abarca
el estudio de los compuestos quimicos desde sus estructuras quimicas, metabolismos
(biosintesis y degradacion), distribucion natural, funcion bioldgica, extraccion y
evaluacion cualitativa y cuantitativa. La importancia del estudio de esta disciplina de las
plantas radica en su actual aplicacion en areas como la farmacéutica, alimentaria,

industrial, y quimica (Azmir, et al., 2013; Ringuelet, 2013).

2.2. Principios activos de las plantas medicinales

Los tejidos vegetales estan conformados por un 90% de agua, un 1% de iones, y el resto
por moléculas organicas como los carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
metabolitos secundarios (Molina, 2019)

Se conocen como principios activos a los constituyentes de una droga que presenta
propiedades medicinales; siendo los metabolitos secundarios los mas representativos.
Por esta razon, estos compuestos han sido ampliamente utilizados por el ser humano
en diversas industrias, como la farmacéutica, la terapéutica de cultivos, la alimentaria,
la perfumista y el curtido de cueros (Molina, 2019; Ringuelet, 2013).

Antiguamente se creia que los metabolitos secundarios eran productos finales del
metabolismo sin ninguna funcién, por ello se conocian como metabolitos desecho, ya
qgue no cumplian una funcion directa en el crecimiento o desarrollo de la planta (Taiz, y
Zeiger, 2006). Sin embargo, actualmente se conoce que cumplen diferentes funciones
como la de generar toxicidad letal contra hongos e insectos que infectan la planta, inhibir
la germinacién de otras especies (alelopatia), proteger frente a herbivoros, defender
contra patégenos microbianos, atraer polinizadores y dispersores de semillas, al conferir
coloracién a flores y frutos, y estabilizan las membranas fotosintéticas en condiciones
de calor extremo (Molina, 2019; Ringuelet, 2013; Taiz, y Zeiger, 2006).

Los metabolitos secundarios se clasifican principalmente en tres grupos: alcaloides o
compuestos que contienen nitrégeno, terpenos y fenoles. Ademas, se han identificado
glucésidos, hidrocarburos, aldehidos, alcoholes, acidos grasos, amidas y ésteres. Su
distribucion es especifica dependiendo de la especie y del érgano, por lo que no se

encuentran en toda la planta (Molina, 2019; Taiz, y Zeiger, 2006).
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2.2.1. Terpenos

Los terpenos o también llamados isoprenoides son el grupo de compuestos secundarios
mas ampliamente encontrados en las plantas (Azcén y Talon, 2008). Son compuestos
insolubles en agua, biosintetizados a partir del acido mevalonico (Taiz, y Zeiger, 2006;
Chiocchio, et al., 2021).

Los terpenos se sintetizan a partir de un compuesto de 5 carbonos, el isopentenil
difosfato, generando isopreno activo, clasificandose segun el nimero de isopreno que
contengan; si presentan 2 unidades seran monoterpenos; sesquiterpenos con 3
unidades; diterpenos (4 unidades); triterpenos (6 unidades); tetraterpenos (8 unidades)
y politerpenos (mas de 8 unidades). Entre los isoprenoides mas distinguidos destacan
los triterpenos y los esteroides, que generalmente son compuestos policiclicos que
desempefan importantes funciones fisiologicas en las plantas e importantes
propiedades farmacolégicas. Dentro de los esteroides se encuentran las saponinas
esteroidicas y los glucésidos cardiotonicos (Azcon y Talén, 2008).

Las saponinas o saponodsidos se caracterizan por producir una espuma al estar en
contacto con el agua, esto se debe a su capacidad de disminuir la tension superficial del
agua; presentan un elevado peso molecular, se extraen mediante alcoholes o
soluciones hidroalcohdlicas. Son compuestos heterdsidos que presentan una parte
glucidica (con uno o mas azucares) y de una genina (parte no glucidica) llamada
sapogenina, de naturaleza esteroide y triterpénica, volviéndolos poco polares. Los
azucares mas habituales que constituyen las saponinas son la glucosa, arabinosa,
ramnosa, galactosa y xilosa; mientras que el acido glucurénico se observa en las
saponinas triterpénixas (Lopez, 2001; Lopez et al.,, 2022). Dentro de sus usos
farmacéuticos destaca como expectorante, antiinflamatorio, antifingico y antibacteriano
(Azcon y Talon, 2008).

Los terpenos desempefan una amplia variedad de funciones en las plantas, como la
atraccion de polinizadores y la proteccion de tejidos dafados frente a herbivoros,
insectos y parasitos. En funcién de su papel bioldgico, diversos monoterpenos han
demostrado ser téxicos para insectos, hongos y bacterias. Por otro lado, saponinas
esteroidales como los cardendlidos presentan toxicidad en muchos animales, no
obstante, esta misma propiedad las convierte en compuestos con potencial terapéutico.
Ademas, debido a sus numerosas bioactividades, los terpenos encuentran multiples
aplicaciones en distintos sectores industriales, como el farmacéutico, alimentario,
cosmeético, perfumeria y agricola, donde se emplean como medicamentos, suplementos

nutricionales, sabores, fragancias, biopesticidas, entre otros (Chiocchio, et al., 2021).
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2.2.2. Fenoles

Los fenoles son los compuestos quimicos con mayor distribucion en las plantas,
derivados de la via de biosintesis del shikimato (Chiocchio, et al., 2021). Su estructura
quimica consta de al menos un grupo hidroxilo unido a uno o mas anillos aromaticos
(Ringuelet, 2013). ElI compuesto elemental es el fenol (figura 1), pero la mayoria son
polifenoles, de los cuales se han identificado 8000, destacando las quinonas fendlicas,
las cumarinas, lignanos, estilbenos, flavonoides, ligninas, taninos y tirosina (Azcén y
Talon, 2008).

OH

Figura 1: Estructura quimica del fenol (Azcén y Talén, 2008).

Las principales funciones de los fenoles en la planta es que sirven de defensa contra
herbivoros o patdégenos, como atraccién de polinizadores y dispersantes de frutos,
absorben la radiacion ultravioleta dafiina, reducen el crecimiento de plantas
competidoras cercanas, como compuestos alelopaticos, agentes antifungicos y
antimicrobianos; ademas son parte esencial de la estructura de las paredes celulares,
principalmente las ligninas, cutinas y suberinas, que funcionan como soporte mecanico
y como barrera de la invasion microbiana (Taiz, y Zeiger, 2006; Ringuelet, 2013).

La mayor parte de los fenoles son hidrosolubles, solubles en solventes polares, por esta
condicion se localizan generalmente en las vacuolas celulares. La solubilidad en agua
es atribuida al aumento de los grupos hidroxilo, ademas algunos de estos compuestos
estan mezclados con azucares formando glicésidos, lo cual favorece la afinidad con el
agua (Ringuelet, 2013).

Los flavonoides comprenden un grupo estructuralmente muy diverso, que se emplea
en la medicina para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Son pigmentos
hidrosolubles, de bajo peso molecular, presentes en las vacuolas de las células
vegetales (Farhadi, et al., 2018; Molina, 2019). Su estructura consta de dos anillos de
benceno (anillos A y B) unidos por una cadena de tres atomos de carbono, que

frecuentemente se cierra para formar un anillo piranico (anillo C) (Chiocchio, et al., 2021)
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Figura 2: Estructura general de los flavonoides (Ringuelet, 2013).

Del grado de insaturacion y oxidacion del anillo central de tres carbonos se obtienen los
subgrupos de flavonoides, los cuales son los flavonoles, como la quercetina, kaempferol
y miricetina; la flavanona, que se encuentran en las frutas citricas; las flavonas como
luteolina; chalconas, como licocalcona A y B; catequinas; antocianina; e isoflavonoides
(Farhadi, et al., 2018).

La fitoalexinas son compuestos fendlicos (isoflavonoides), inducibles, de bajo peso
molecular que responden al ataque microbiano, debido a que son capaces de reconocer
los elicitores, moléculas sintetizadas por los parasitos. En cambio, las fitotoxinas son
toxinas constitutivas de los tejidos sanos de la planta en concentraciones suficientes
para protegerlos de alguna posible infeccion (Taiz, y Zeiger, 2006; Ringuelet, 2013).
Los taninos son polimeros fendlicos no nitrogenados solubles en agua, su popularidad
se debe a que se emplean para convertir la piel animal en cuero, proceso conocido como
curtido, donde los taninos se unen al colageno de la piel produciendo resistencia al agua,
calor y microorganismos (Taiz, y Zeiger, 2006). Los taninos pueden ser hidrolizables o
condensados; los hidrolizables mas habituales son ésteres del acido galico con
azucares, mientras que los taninos condensados se relacionan con flavonoides (Azcon
y Talén, 2008).

Los taninos son compuestos ampliamente estudiados por sus actividades bioldgicas. Su
efecto antimicrobiano se debe a su capacidad para inactivar proteinas y enzimas
secretadas por los microorganismos, interfiiendo en sus procesos de infeccion.
Asimismo, su propiedad astringente surge de su afinidad por las proteinas de la mucosa
y la saliva, lo que los convierte en efectivos disuasores frente a los depredadores
(Ringuelet, 2013).

La lignina es una macromolécula fendlica compleja, y representa, después de la
celulosa, una de las sustancias organicas mas abundantes en las plantas. Esta formada
por tres unidades fenilpropanoides, conocidas como monolignoles: alcoholes p-

cumarilico, coniferilico y sinapilico (Taiz y Zeiger, 2006). Como componente estructural
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de la pared celular, la lignina facilita el transporte eficiente de agua y nutrientes (Molina,
2019). Ademas, la lignina actua como una barrera fisica frente a patégenos (Ringuelet,
2013).

2.2.3. Alcaloides

Son el grupo de metabolitos secundarios mas diverso, con aproximadamente 15,000
descritos, y que se pueden encontrar en un 20% en las plantas vasculares, aunque
actualmente también se pueden encontrar en animales, insectos y microorganismos
(Taiz, y Zeiger, 2006; Ringuelet, 2013).

Su estructura consta de uno o varios atomos de nitrégeno en su molécula, que forma
parte de un anillo heterociclico; se sintetizan a partir de aminoacidos o sus derivados.
Su importancia radica en que actian como sustancias alelopaticas o como disuasorios
alimentarios para proteger a la planta de la competencia o contra patogenos o
depredadores (Azcon y Talén, 2008). También son auxiliares para mantener el equilibrio
ionico por su caracter alcalino, ademas ayudan a absorber rayos UV, por la presencia
de nucleos aromaticos (Ringuelet, 2013).

De acuerdo con su estructura molecular y biosintética los alcaloides se clasifican en:
alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides. Los alcaloides verdaderos
son aquellos que se sintetizan por una amina bidégena formada por descarboxilacion del
aminoacido; presentan un nitrdgeno intraciclico, son basicos y forman sales con el acido
acético, oxalico, lactico, malico, tartaico y citrico. Los protoalcaloides proceden de
aminoacidos o aminas bidgenas, el nitrégeno se encuentra en cadena alifatica, en lugar
de estar en un sistema heterociclico. Los pseudoalcaloides, presentan un nitrégeno

heterociclico, pero no provienen de aminoacidos (Azcon y Talon, 2008; Ringuelet, 2013).

2.3. Extraccion de compuestos

Las plantas medicinales presentan principios activos o metabolitos secundarios que
poseen actividad bioldgica, ya sea antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidantes e
hipolipemiantes. La obtencion de estos principios activos se logra a través de los
extractos de diferentes partes de la planta como sus hojas, tallos, flores y frutos (Azmir,
et al., 2013; Abubakar y Haque, 2020; Flores, et al., 2020).

La extraccion tiene como finalidad separar la materia soluble (compuestos fitoquimicos)
de los tejidos vegetales (materia insoluble) por accion de un disolvente (Sierra, et al.,
2018).

Previo a la extraccion se debe colectar el material vegetal de interés y para ello se debe
de realizar su “estabilizacion”, la cual consiste en la fijacién relativa de su composicion

quimica, para detener procesos enzimaticos que modifiquen la estructura, se pierdan
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compuestos volatiles, u ocurran oxidaciones; para ello se utilizan tratamientos con calor,
congelamiento, liofilizacion o criodesecacion (Ringuelet, 2013). Posteriormente la
muestra se pulveriza de manera homogénea, para mejorar la cinética de extraccion
analitica, y ampliar la superficie de contacto de la muestra con el solvente, aumentando
la tasa de rendimiento (Sasidharan, et al., 2011; Fotsing et al., 2022).

Para obtener un proceso de extraccion eficaz es necesario elegir un disolvente
(menstruo) adecuado o afin a los compuestos bioactivos que se desean. La polaridad
es un elemento importante que el disolvente debe presentar para lograr la solubilidad
de un soluto en un solvente; por ello los disolventes polares (agua, metanol y etanol) se
emplean en la extraccién de compuestos altamente polares o solutos idnicos; mientras
que los disolventes no polares (hexano, diclorometano) se utilizan para compuestos no
polares (Ringuelet, 2013; Abubakar y Haque, 2020).

La polaridad de los disolventes polares, como el agua, metanol, etanol, dimetilformamida
(DMF), dimetilsulfoxido (DMSO), y acidos de bajos peso molecular como férmico y
acético, se debe al tipo de uniones iénicas o covalentes polares, a la presencia de
grupos funcionales polares (hidroxilo, amino) y por formar puentes hidrogeno. Por ello
los compuestos con grupo funcionales polares son solubles en estos disolventes,
cuando su componente hidrocarbonado no presente mas de 4 atomos de carbono.
Mientras que los disolventes no polares, presentan estructura de hidrocarburos, con
uniones quimicas carbono-carbono; dentro de estos disolventes esta el éter de petréleo,
tetracloruro de carbono, cliclohexano y benceno. Por ultimo los disolventes de polaridad
intermedia, como la acetona, éter etilico y el acetato de etilo, presentan estructura
molecular eléctricamente asimétrica, y ciertos compuestos oxigenados (Ringuelet,
2013).

En la tabla 1 se observan los disolventes en orden de polaridad creciente empleados en

extracciones (Abubakar y Haque, 2020):

Disolventes Polaridad
n- Hexano 0.009
éter de petréleo 0.117
Eter dietilico 0.117
Acetato de etilo 0.228
Cloroformo 0.259
Diclorometano 0.309
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Acetona 0.355
n- Butanol 0.586
Etanol 0.654
Metanol 0.762
Agua 1.000

Tabla 1: Polaridad de los disolventes empleados en extractos.

Las propiedades de los diferentes disolventes, asi como los compuestos activos que

pueden extraer se describen en la siguiente tabla 2 (Pandey y Tripathi, 2013; Abubakar
y Haque, 2020; Lee et al., 2024):

Disolvente

Agua

Etanol

Metanol

Compuestos

activos
Antocianinas
Almidones
Taninos
Saponinas
Terpenoides
Polipéptidos

Lectinas

Taninos
Polifenoles
Poliacetilenos
Flavonoles
Terpenoides
Esteroles
Alcaloides
Antocianinas
Terpenoides
Saponinas
Taninos
Xantoxilinas
Totarol
Quassinoides

Lactonas

Ventajas

Disuelve una amplia
gama de sustancias,
no es toéxico, no
inflamable, de bajo

costo y muy polar.

Miscible con agua,
auto conservan a
concentraciones
superiores al 20%, a
bajas
concentraciones no

es toxico, no requiere

elevadas
temperaturas  para
concentrar el
extracto.

Desventajas
Promueve el
crecimiento de

microorganismos,
puede ocasionar
hidrdlisis y requiere de
elevadas

temperaturas para
concentrar el extracto.
No disuelve grasas,
gomas O ceras, es

inflamable y volatil.
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Flavonas

Fenones
Polifenoles
Cloroformo Terpenoides Incoloro, de olor Presenta propiedades
Flavonoides dulce, soluble en sedantes y
alcoholes, 'y se cancerigenas.
absorbe y metaboliza
en el cuerpo.
Eter Alcaloides Miscible en agua, De naturaleza
Terpenoides punto de ebullicion altamente volati e
Cumarinas bajo e insipido por inflamable.
Acidos grasos naturaleza; es un
compuesto estable y
no reacciona con
acidos, bases vy
metales.
Acetona Fenol Elevada selectividad Evaporacion rapida y
Flavonoles para sustancias no altamente inflamable.
polares, lo que
permite obtener

compuestos con un
alto grado de pureza,
lo que reduce los
costos operativos.

En comparacion con
otros disolventes
organicos, la acetona
es relativamente
economica.

Tabla 2: Propiedades y compuestos activos de los disolventes.

2.4. Métodos de extraccion

La extraccion del material vegetal puede ser por meétodos convencionales y no
convencionales. Los métodos no convencionales se han desarrollado en los ultimos 50
afos para ser ecoldgicos y asi disminuir el uso de productos quimico-sintéticos, y de

solventes organicos; asi como reducir el tiempo de funcionamiento, con un mejor
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rendimiento y calidad; entre estos métodos destacan la extraccion por sonicacién, por
campo eléctrico pulsado, digestion enzimatica, extraccion asistida por microondas,
calentamiento ohmico y disolventes acelerados. Mientras que los métodos
convencionales son la extraccién por Soxhlet, filtracion, maceracion, digestion,
maceracion, decoccion y extraccion exhaustiva en serie (Pandey y Tripathi, 2013; Azmir,
et al., 2013).

2.4.1. Extraccion por Soxhlet

Este proceso también es llamado extraccién en caliente continua, es ampliamente
utilizado para extraer valiosos compuestos bioactivos de las plantas, y ademas se
emplea como modelo de comparacion para las nuevas técnicas de extraccion (Azmir, et
al., 2013; Abubakar y Haque, 2020).

Consiste en una extraccion sélido-liquido, donde el material vegetal seco y finamente
pulverizado se coloca dentro de un dedal, el cual se introduce en la camara de extraccion
(figura 3), esta se coloca sobre un matraz que contiene el disolvente, al calentarse hasta
su punto de ebullicion, el disolvente se evapora, asciende y pasa a través del
condensador, donde se condensa y gotea sobre el material vegetal en la camara de
extraccion. El disolvente extrae los compuestos activos, hasta que el nivel del liquido
alcanza la parte superior del sifén, lo que provoca que la solucién con el extracto regrese

al matraz, completando asi el ciclo de extraccién (Abubakar y Haque, 2020).

Salida de agua

|

Entrada de agua

Solvente puro
condensado

Tapon de
algodon

Ensanchamiento Cartucho

Sifon— Pporoso

Ascenso de

Regreso del Vapores

solvente +extraido

Calentador

Figura 3: Equipo Soxhlet (Nunez, 2008).

Las ventajas de la extraccion por Soxhlet, es que se puede extraer grandes cantidades
de compuestos bioactivos con una menor cantidad de disolvente, es aplicable a material
vegetal termoestable, y no se requiere filtracion. Ademas, se emplea un solo volumen
de disolvente que se recicla continuamente, su operacién sencilla, bajo costo de

implementacién y contacto constante entre el disolvente y la muestra. Su desventaja es
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que no se puede agitar con regularidad y no es conveniente para compuestos
termolabiles (Abubakar y Haque, 2020; Fotsing et al., 2021).

2.4.2. Extraccion por maceracion

La maceracion es una extraccion casera que se emplea desde hace mucho tiempo. La
extraccion consiste en agregar el disolvente apropiado (menstruo) sobre el material
vegetal triturado en un recipiente, el cual se cierra y se mantiene en agitacion periddica.
Una vez finalizado el proceso, la fase liquida (micela) se separa del residuo sélido (orujo)
mediante filtracion o decantacion. Posteriormente, el disolvente se elimina de la micela
por evaporacion para obtener el extracto deseado. Este método se emplea para

materiales termolabiles (Azmir, et al., 2013; Abubakar y Haque, 2020).

2.4.3. Sonicacion

El ultrasonido corresponde a ondas sonoras de alta frecuencia, no audibles para el oido
humano, que se situan en un rango de 20 a 2000 kHz. Estas ondas se propagan a traves
del medio generando ciclos de compresion y expansion que inducen el fendmeno de
cavitacion. Este fendmeno implica la formacion, crecimiento y colapso violento de
microburbujas, liberando energia suficiente para alterar estructuras celulares. La
extraccion por sonicacion se basa en este mecanismo, ya que la cavitacidon aumenta la
permeabilidad de las paredes celulares, facilitando asi la lixiviacion de compuestos
organicos e inorganicos desde la matriz vegetal (Azmir, et al., 2013; Fotsing et al., 2021).
La ventaja de este método es que se puede aplicar a muestras pequenas, reduce el
tiempo de extraccion y la cantidad de disolvente, por lo cual se maximiza el rendimiento.
Pero su desventaja es que es un método de dificil reproduccion, y aplicar una gran
cantidad de energia puede degradar el compuesto activo al producir radicales libres
(Abubakar y Haque, 2020).

A continuacion (tabla 3), se presenta un resumen de las condiciones de experimentacion

de los 3 métodos de extraccion (Sasidharan et al., 2010):

Soxhlet Sonicacion Maceracion
Disolvente Metanol, etanol, o Metanol, etanol, o Metanol, etanol, o
mezcla de alcoholy mezcla de alcoholy mezcla de alcohol y

agua. agua. agua.
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Temperatura (°C) Temperatura  de Se puede aplicar Ambiente

ebullicion del
solvente
Tiempo 3-18 horas 1 hora 3-4 dias
Volumen de 150-200 50-100 Depende de Ia
solvente (ml) muestra

Tabla 3: Resumen de las condiciones de experimentacion.

2.5. Métodos de separacion e identificacion

La quimica analitica desempena un papel fundamental en el analisis, aislamiento y
cuantificacion de compuestos fitoquimicos, asi como en la investigacion basica del
metabolismo vegetal. Para el estudio de los principios activos, se emplean diversas
técnicas analiticas (tabla 4), que permiten caracterizar y determinar la concentracion de
compuestos (Ringuelet, 2013):
Cromatografia Cromatografia en capa fina (TLC)
Cromatografia gaseosa (GC)
Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
Cromatografia liquida capilar (u-LC)
Electroforesis Electroforesis en capa fina (TLE)
Isotacoforesis (ITP)- Electroforesis a velocidad uniforme
Electroforesis capilar (CE)
Técnicas Espectroscopia UV
espectroscopicas Espectroscopia infrarroja (IR)
Espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR)
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)
Espectroscopia de masas (MS)

Tabla 4: Métodos de separacion e identificacion.

2.5.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja sirve para identificar los grupos funcionales presentes en
una molécula. Esta técnica se basa en el uso de luz infrarroja que detecta movimientos
vibratorios y de rotacion de las moléculas en una muestra. Al pasar la luz a través del
compuesto, algunas frecuencias son absorbidas, mientras que otras se transmiten sin
alteracion. La absorcion de la luz infrarroja varia segun el tipo de enlace presente en la
molécula, ya que cada enlace como: C-C, C=C, C=C, C-O, C=0, O-H y N-H, presenta

una frecuencia de vibracion especifica. Cuando estos enlaces estan presentes en una
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muestra, generan bandas de absorcion caracteristicas en el espectro infrarrojo. Estas
sefiales permiten identificar los grupos funcionales presentes y, en consecuencia,
obtener informacion sobre la composicién quimica de la sustancia analizada (Altemimi,
et al. 2017; Zhang et al., 2023).

La frecuencia de vibracién de los atomos para que estos sean adsorbidos por la energia
infrarroja depende del momento dipolar, es decir, de la fuerza de union del enlace y de
su masa. El momento dipolar de la molécula absorbe la energia del fotén produciéndose
una transferencia de energia o resonancia, ampliando asi la vibracion del enlace
provocando que la molécula vibre a un estado excitado (Mondragon, 2017).

Las vibraciones moleculares se dividen principalmente en tension o alargamiento, y
deformacion o flexion. En las vibraciones de tension la distancia entre los atomos sufren
un cambio continuo sin que el eje y el angulo del enlace se modifique; mientras que en
la vibraciones de deformacion el angulo entre dos enlaces cambia, clasificandose en
cuatro tipos (figura 4): de tijera, ocurre una flexion simétrica en el plano, donde dos
atomos no unidos directamente oscilan acercandose y alejandose uno del otro; de
balanceo con flexion asimétrica en el plano; de aleteo con una flexién simétrica fuera
del plano; y de torsion donde sucede una flexion asimétrica fuera del plano (Pickering,
1980; Sierra, et al.,2009).

.“— { . 4
Tension simétrica Flexion simétrica
en el plano
(movimiento de tijera)
e -
.“" { = /
—
Tensién asimétrica Flexién simétrica
fuera del plano
(movimiento de torsion)
N J
- -
~ -
' [ S

Flexion asimétrica Flexion asimétrica
en el plano fuera del plano
(movimiento de balanceo) (movimiento de aleteo)

Figura 4: Tipos de vibraciones en las moléculas (Sierra, et al., 2009).

La espectrometria infrarroja asimila la absorcion de la radiacion de longitudes de onda
A en el intervalo de 1 y 100 micras, pero generalmente se emplea el nimero de onda,
que equivale a la inversa de la longitud de onda, expresada en cm™. Este intervalo se
divide en tres regiones: infrarrojo cercano que comprende la regién de 1.0 a 2.5 ym o
de 10 000 a 4000 cm™, infrarrojo medio de 2.5 a 50 um o de 4000 a 200 cm™, y el
infrarrojo lejano de 50 a 1000 um (Cabildo, 2008; Mondragon, 2020).
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El analisis de un compuesto a través del espectro infrarrojo inicia identificando sus
grupos funcionales en la zona del espectro llamada “regién de frecuencia de grupo”, que
abarca de los 3600 a los 1200 cm™', donde se encontrara una banda de adsorcion Unica
para cada grupo, las adsorciones de esta zona generalmente corresponden a
vibraciones de estiramiento; enseguida se analiza la regidn conocida como “huella
dactilar’, comprendida de 1200 a 600 cm™, esta zona sirve de evidencia para la
identificacion, sin embargo, es complicada ya que se presentan vibraciones de
alargamiento y de flexion (Sierra, et al, 2009; Mondragén, 2017).

Para la caracterizacién de compuestos nuevos se recomienda (Mondragén, 2017):

» Leer el espectro de izquierda a derecha, analizando la zona de 3600 a 3000 cm™, ya
que se encuentra las vibraciones tipicas de ciertos grupos funcionales importantes como
alquenos, alquinos y aromaticos.

* Examinar la zona entre 3000 y 2000 para encontrar aldehidos (C-H), alquinos (C=C),
nitrilos (C=C), o mercaptanos (S-H).

» Para comprobar el analisis de la regién 3600 a 2000 cm™, identificar vibraciones de
grupos carbonilicos (C=0) o de vibraciones de deformacion de — CHs/— CH..

* Por ultimo, reconocer la presencia de éteres y haluros, incluso de grupos inorganicos
como carbonato, fosfato, sulfato y nitrato en la zona de 1200 a 600 cm™.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una herramienta
ampliamente utilizada para la caracterizacion e identificacion de grupos funcionales
presentes en biomoléculas de extractos de plantas medicinales (Ingle, et al., 2017). Es
una técnica eficiente, accesible y no destructiva que permite analizar las propiedades
quimicas a través de la interaccion entre la radiacion infrarroja y los enlaces moleculares
(Barnes et al., 2023). Observa los movimientos vibracionales y rotacionales basicos de
las moléculas al absorber luz dentro del rango del infrarrojo medio (4000 y 400 cm™) del

espectro electromagnético (Ordoudi et al., 2023).

2.6. Purificacién de polifenoles por adsorcion

La cromatografia es una técnica de separacion empleada para purificacion de mezclas
complejas y el aislamiento de sus componentes individuales. El principio fundamental
de este método radica en la migracion diferencial y en la retencion selectiva de las
moléculas de soluto durante su paso a través de un medio constituido por particulas de
resina. El fluido que transporta los solutos a lo largo de la columna se denomina fase
movil, mientras que el material que permanece inmévil en el interior de la columna y

que facilita la separacion se conoce como fase estacionaria (Najafpour, 2007).
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Las resinas de adsorcion se han empleado para la separacion de compuestos fendlicos
de mezclas complejas. Las resinas estdn compuestas por materiales poliméricos
porosos que contienen grupos funcionales con alta afinidad por los compuestos
fendlicos, tales como grupos hidroxilo, carboxilo y amino. La adsorcion ocurre en una
columna empacada con resina, a través de la cual pasa la mezcla bajo condiciones
controladas de temperatura, pH vy flujo, posteriormente, los compuestos fendlicos son
retenidos selectivamente por la resina, mientras que los demas componentes se eluyen.
Finalmente, los compuestos fendlicos adsorbidos son eluidos de la resina mediante un
disolvente adecuado, como metanol o etanol (Kodjapashis et al., 2023).

Para la purificacion y adsorcion de fenoles a partir de soluciones acuosas, se han
empleado distintas técnicas, entre ellas, las resinas poliméricas, destacando como
adsorbente la resina Amberlite XAD-16 (tabla 5), un copolimero de poliestireno-
divinilbenceno. La desorcién o recuperacion de los fenoles de la resina Amberlite XAD-
16 se realiza mediante métodos de elucion (fase movil) utilizando un disolvente (metanol

o etanol) como eluyente (Aranda-Ledesma et al., 2022).

Caracteristicas e Perlas blancas y opacas, no ionicas, insolubles e
hidrofébicas.
e Polimero reticulado con estructura macroporosa, area
de superficie alta y una superficie aromatica.

Usos e Absorbente de moléculas hidrofébicas de solventes
polares y de compuestos organicos volatiles de
corrientes de vapor.

o Adsorbente de sustancias organicas de peso
molecular relativamente bajo a medio.
Aplicaciones e Extraccion de polifenoles.
e Purificacion de antibidticos.
e Adsorcién de esteroides solubles en agua, enzimas,
aminoacidos y proteinas.
e Eliminacion de compuestos problematicos no polares
(fenoles o colorantes) de solventes polares (jugos o
cuerpos de agua).
Propiedades e Area de superficie de 800 m?/g.
e Diametro medio del poro de 150 A.

¢ Volumen total del poro de 0.6 ml/ml.
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Tabla 5: caracteristicas de la Amberlite XAD-16 (Dupont, 2022).

2.7. Actividad antioxidante

El oxigeno (O2) es necesario para la produccion de energia en los seres vivos, pero su
concentracion excesiva en las células es perjudicial, ya que se generan especies
reactivas (ROS) durante su oxidacién. Cuando existe un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema
biologico de generar mecanismos de defensa llamados sistema antioxidante (AOX), se
produce el estrés oxidativo (EO), reconocido por ser el responsable de la fisiopatologia
de diversas enfermedades (Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013).

Las ROS pueden ser radicales libres, es decir entidades quimicas que presentan uno o
mas electrones desapareados en su ultimo orbital, capaces de reaccionar con
numerosas biomoléculas a través de su oxidacién. Las especies reactivas o radicales
libres mas frecuentes en ROS son el anion superdxido (O27) y el radical hidroxilo (OH);
mientras que los no radicales son el perdxido de hidrégeno (H202) y el acido hipocloroso
(HOCI), los cuales se generan en el metabolismo oxidativo (figura 5) (Londofo, 2012;
Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013; Checa & Aran, 2020).

El metabolismo oxidativo inicia cuando el O, se reduce a agua (H20) al aceptar cuatro
electrones y cuatro protones del complejo citocromo-oxidasa de la mitocondria, para asi
generar la energia de los procesos celulares; generalmente el 2% del oxigeno se reduce
de forma incompleta por aceptar un menor niumero de electrones, formandose asi los
ROS. El anién superoxido (O27) se origina cuando el oxigeno (O2) acepta un electron;
mientras que el peroxido de hidrogeno (H202) se forma cuando el superdxido (O27)
acepta un electron y se genera gracias a la catalisis por una reaccion de dismutacion de
la enzima superoxido dismutasa (SOD); ademas el H2O; en presencia de metales como
cobre (Cu), fierro (Fe), niquel (Ni) y cobalto (Co), se transforma en el radical hidroxilo
(OH), quien es mas reactivo por la reaccion de Haber-Weiss o Fenton (Sanchez-Valle &
Méndez-Sanchez, 2013).

Fe ()
Fe (Ill)
0 2H+ H.O . 2H+
2? O, ? 202 —> OH+OH-e—_>2HZO

Figura 5: Metabolismo del oxigeno molecular (Sanchez y Méndez, 2013).

Como observamos las ROS se generan en el organismo por el metabolismo del oxigeno,

pero también pueden originarse por fuentes exégenas como el humo del cigarrillo, las
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emisiones vehiculares, la radiacion solar, nutricion, la radioterapia, el uso de dispositivos
cosmeéticos y la contaminacion industrial (Checa & Aran, 2020).

Los antioxidantes son moléculas presentes en el cuerpo humano y en los alimentos,
encargados de retrasar, controlar y prevenir el estrés oxidativo, neutralizando los
radicales libres, que conducen a la propagacion de enfermedades degenerativas en el
organismo y al deterioro de la calidad de los alimentos (Mendonga et al., 2022).

Los antioxidantes pueden actuar de forma enddgena o ingeridos exdgenamente por via
alimenticia (Londono, 2012; Nimse y Pal, 2015; Munteanu & Apetrei, 2021):

a) Antioxidantes enzimaticos: catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GSH-Px), que se encargan por remocion catalitica de los
radicales libres.

b) Antioxidantes no enzimaticos: vitamina C (acido ascérbico), vitamina E
(tocoferol), polifenoles vegetales, el glutation (GSH), bilirrubina y acido urico, los
cuales donan protones o electrones para estabilizar los radicales libres.

c) Proteinas que se unen a metales prooxidantes (hierro y cobre) y proteinas de

choque térmico.

La capacidad de un antioxidante puede evaluarse de acuerdo con las reacciones
quimicas involucradas, estas pruebas se clasifican en dos categorias. Por un lado, los
métodos basados en transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), evaluan la habilidad
de un antioxidante para neutralizar radicales libres mediante la donacion de un atomo
de hidrégeno. Algunos ejemplos representativos de este tipo de ensayo incluyen ORAC
(Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno), TRAP (Parametro Antioxidante
Total de Atrapamiento de Radicales Peroxilo) y TOSC (Capacidad Total de Captacion
de Oxirradicales). Mientras que los métodos basados en transferencia de un electrén
(SET), determinan la capacidad de un antioxidante para transferir un electron y reducir
los iones metalicos, los grupos carbonilo y los radicales libres. Entre las pruebas mas
comunes de este grupo se encuentran el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC), el poder
reductor férrico (FRAP) y la capacidad antioxidante basada en reduccion cuprica
(CUPRAC), caracterizadas por un cambio de color del oxidante al ser reducido, lo que
permite cuantificar la actividad antioxidante mediante técnicas espectroscépicas
(Munteanu & Apetrei, 2021).

No obstante, las pruebas utilizadas para estimar la capacidad antioxidante total (TAC),
como el ensayo ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), suelen basarse
en métodos de medicidon no competitivos que combinan mecanismos de transferencia

de electrones y de atomos de hidrégeno (Mendoncga et al., 2022).
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ABTS «+

ABTSe+ (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) es un radical catiénico de color
azul verdoso que presenta una absorcidén maxima a 734 nm. Este radical se genera
mediante la oxidacion del ABTS (figura 7) utilizando persulfato de potasio. En presencia
de antioxidantes, la intensidad del color del ABTS<+ disminuye de forma proporcional a
su capacidad para neutralizar radicales libres, lo que permite evaluar su actividad
antioxidante. Ademas, el radical ABTS++ es soluble tanto en agua como en disolventes
organicos, lo que lo hace adecuado para medir la actividad antioxidante de

compuestos hidrofilicos y lipofilicos (Londofio, 2012; Munteanu & Apetrei, 2021).

A _oH
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Figura 6: ABTS (Londofio, 2012).

FRAP

El poder antioxidante reductor de férrico (FRAP) evalua la actividad de un antioxidante
que es capaz de reducir el ion férrico (Fe**) al estado ferroso (Fe*"). El método consiste
en reducir por medio del antioxidante la forma férrica (figura 8) del compuesto hierro-
tripyridyl-triazina (Fe**-TPTZ) a su forma ferrosa (Fe**-TPTZ), este ultimo (Fe**-TPTZ)
genera una coloracion azul fuerte, con una absorbancia maxima de 593 nm (Benitez, et
al., 2020; Mercado, et al., 2013). A diferencia de otros ensayos basados en transferencia
de electrones (SET), FRAP se lleva a cabo en un medio acido (pH 3,6) para garantizar
la solubilidad del hierro. Estas condiciones también disminuyen el potencial de
ionizacion responsable de la transferencia electronica y elevan el potencial redox, lo que

puede influir en el mecanismo dominante de la reaccion (Munteanu & Apetrei, 2021).

Fe-TPTZ

Fe’*-TPTZ

Figura 7: Fundamento de la técnica FRAP (Londono, 2012).

Otra técnica para medir FRAP es cuando el ferricianuro de potasio (Fe*") reaccionan

con la sustancia con potencial reductor (antioxidante) y generan ferricianuro de potasio
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(Fe?"), posteriormente reaccionan con el cloruro férrico para formar el complejo férrico-
ferroso con una absorbancia maxima de 700 nm (Bhalodia, et al., 2013).

Contenido de fenoles totales

Para conocer la concentraciéon en general de fenoles totales de una muestra se emplea
la técnica de Folin-Ciocalteu, este reactivo es una mezcla de acido fosfotungstico
(H3sPW12040) y acido fosfomolibdico (HsPMo12040) (Kuskoski, et al., 2005).

El mecanismo quimico es una reaccién de reduccion-oxidacion (redox) que se basa en
la transferencia de electrones (figura 9) de los grupos fendlicos a la mezcla de acido
fosfotungstico y fosfomolibdico, en un medio alcalino y en presencia de Carbonato de
Sodio (Na2-COs3) para su correcta reaccion, en seguida, se forman iones de fenolato que
conducen a la reduccion de los componentes acidos (fosfotungstico y fosfomolibdico)
del reactivo de Folin, los cuales se presentan de un color azul que es cuantificable en

espectrometria a 730 nm (Carmona, et al., 2021).

HO OH
Folin-ciocalteu reagent
(“/60‘ MO6I-)
OH
i Reduced folin-ciocal
: educed folin-ciocalteu reagent
O

Figura 8: Reaccion oxido reduccion (redox) donde los elementos tungsteno (W) y
molibdeno (Mo) (color amarillo) se reducen a una forma iénica de 5" y el anillo fendlico

se oxida (color azul) (Carmona, et al., 2021).

La desventaja de este método es que no es exclusiva de fenoles, otros compuestos
fitoquimicos como carbohidratos reductores, acido ascorbico, aminas aromaticas,
acidos organicos y iones inorganicos también sufren reaccion redox (Carmona, et al.,
2021).

2.8. Resistencia bacteriana

Se denominan bacterias resistentes a aquellas bacterias que se replican en presencia
de un antibiético, hecho que se ha convertido en amenaza mundial debido a las altas
tasas de morbilidad, mortalidad y costo del tratamiento (Zaman, et al., 2017; Alés, 2015).
La resistencia a los antibiéticos se debe principalmente por las modificaciones genéticas

de las bacterias; pero también por via de transmision de la cadena alimenticia entre

31



poblaciones animales y humanas, ya que los animales reciben antibioticos en la comida,
agua o via parental; otro factor es el uso indiscriminado de antibidticos; ademas el uso
de productos de higiene para el hogar contienen una alta concentracion de ingredientes
antibacterianos; por otro lado, también la falta de acceso de agua limpia, saneamiento
e higiene para personas y animales; asi como la prevencion y control deficiente de
enfermedades e infecciones en los centros de salud (OMS, 2021; Zaman, et al., 2017).
La mayoria de los patogenos bacterianos han desarrollado diversos mecanismos de
resistencia que reducen o anulan la eficacia de los antibioticos. Entre estos mecanismos
se encuentran el uso de bombas de eflujo, que expulsan el antibiético fuera de la célula;
la produccién de enzimas que inactivan o degradan el farmaco; la modificacion de los
sitios diana del antibiotico, lo que impide su accion; y los cambios en el microambiente
celular, que dificultan la penetracion o actividad del agente antimicrobiano (Keita et al.,
2022).

En 2024, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) actualiz6 su lista de patdgenos
bacterianos prioritarios con el objetivo de guiar la investigacion y el desarrollo de nuevos
antibidticos ante el creciente problema de la resistencia antimicrobiana. Esta lista
clasifica a las bacterias en tres categorias segun su nivel de amenaza para la salud
publica: prioridad critica, alta y media. En |la categoria critica se encuentran bacterias
resistentes a multiples farmacos, como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y algunas cepas de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas,
que representan una amenaza grave en entornos hospitalarios. La categoria
de prioridad altaincluye patdégenos como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Helicobacter pylori, Campylobacter spp. y Salmonella
spp. resistentes a fluoroquinolonas. Finalmente, en la categoria de prioridad media se
encuentran bacterias como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae y Shigella spp., cuya resistencia creciente también representa un riesgo. Esta
clasificacion busca orientar los esfuerzos globales en el desarrollo de nuevos

tratamientos eficaces y en la vigilancia de la resistencia bacteriana.

2.9. Biopeliculas

Se conocen como biopeliculas a las comunidades de microorganismos asociados a una
superficie incrustadas en una matriz extracelular de polisacaridos extracelulares, estos
muestran fenotipos similares a los organismos planctonicos. La matriz extracelular les
brinda a las biopeliculas una resistencia alta a multiples factores ambientales como a
los antibioticos, desinfectantes y la radiacion ultravioleta (Ramirez, et al., 2018; Stiefel,
et al, 2016; Stepanovi¢, et al., 2007).
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Las biopeliculas estan compuestas principalmente por agua (97%), células microbianas
(2-5%), polisacaridos (1-2%), proteinas (<1-2%) y ADN/ARN (<1-2%) (Rather et al.,
2021).

Para la formacion de una biopelicula se necesitan de cuatro etapas principalmente
(Rabin, 2015; Cao et al., 2020; Rather et al., 2021):

1. Adhesion inicial: cuando los microorganismos se unen primariamente a una
superficie de manera débil y reversible.

2. Adhesion irreversible: las bacterias producen sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) que generan una union irreversible a la superficie. Una
molécula clave en estas dos primeras etapas es el monofosfato de guanosina
diméricobis-(3’-5’)- ciclico (c-di-GMP), ya que restringe la motilidad y favorece la
produccion de EPS.

3. Colonizacién: los microorganismos adheridos comienzan a multiplicarse y
agregarse dentro de la EPS, formando microcolonias mas complejas.

4. Maduracion: la adhesion a la superficie, la estabilizacion de la estructura
tridimensional de la biopelicula, la agrupaciéon celular y la proteccion a
condiciones desfavorables, se logra gracias a la presencia de EPS. En una
biopelicula madura se puede reconocer 3 capas: reguladora interna, basal
microbiana media y la externa habitada por bacterias plancténicas listas para
emerger.

5. Dispersion: ocurre generalmente cuando existe una poblacion excesiva, falta
de nutrientes, intensa competencia y variacion en condiciones ambientales como
deficiencia de oxigeno, acumulacion de metabolitos, temperatura, asi como
regulacion de genes; provocando el desprendimiento de la biopelicula y la

dispersién para comenzar una nueva formacion.

2.9.1. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii pertenece al género Acinetobacter, dentro de Ia
familia Moraxellaceae y la clase de Proteobacterias. Es una bacteria Gram negativa con
forma de cocobacilo, inmdvil y sin capacidad fermentativa. Ademas, es catalasa positiva,
oxidasa negativa y no muestra un metabolismo rapido (Gedefie et al., 2021). Es una
bacteria oportunista de importancia clinica que genera infecciones nosocomiales como
septicemias y neumonias, infecciones del tracto urinario asociados a catéter, meningitis
e inclusive endocarditis; también se reporta en infecciones en la piel y tejidos blandos;
sin embargo, son infecciones adquiridas en pacientes inmunodeprimidos (Harding, et
al., 2018).
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Actualmente es una bacteria que presenta altos porcentajes de multi-resistencia, con
tasa de hasta 70% en aislados de América Latina y Oriente Medio, hecho que se asocia
con prolongada hospitalizacion, aumento en costos y mayores tasas de mortalidad. La
alta resistencia a farmacos se debe principalmente a su genoma plastico que muta
velozmente cuando esta en adversidad y estrés (Harding, et al., 2018).

A. baumannii muestra una notable resistencia a varios grupos de antibidticos,
incluyendo carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas y
aminoglucosidos. Algunas cepas han evolucionado hasta convertirse en pan drogo
resistentes (PDR), es decir, resistentes a todos los antimicrobianos disponibles,
incluyendo polimixinas y tigeciclina (Kyriakidis et al., 2021).

La capacidad de A. baumannii de formar biopeliculas sobre una amplia variedad de
superficies abidticas, incluyendo materiales presentes en entornos hospitalarios, como
tubos endotraqueales, policarbonato y acero inoxidable, contribuye significativamente a
una mayor tolerancia a antibidticos como ampicilina-sulbactam, amikacina,
ciprofloxacina y ceftazidima, lo que dificulta significativamente su tratamiento (Gedefie
etal., 2021). Esta creciente resistencia ha impulsado la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas y el desarrollo de antimicrobianos innovadores, asi como el uso de
estrategias combinadas para enfrentar infecciones causadas por este patdégeno
(Kyriakidis et al., 2021).

2.9.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria Gram negativa ubicua, perteneciente
al orden Pseudomonadaceae. Es una bacteria en forma de bacilo, movil, heterétrofa y
aereobia facultativa (Diggle & Whiteley, 2020). Es un patégeno versatil y oportunista,
puede sobrevivir a una gran variedad de ambientes debido a su potencial metabdlico,
adaptabilidad fisiolégica y mecanismos de virulencia. Esta bacteria esta asociada con
infecciones nosocomiales, neumonia asociada a ventilador, infecciones de tracto
urinario, bacteremias, infecciones cutaneas en pacientes quemados; ademas contribuye
con alta taza de morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica, al causar una
infeccién pulmonar, y en pacientes inmunodeprimidos (Esnard et al., 2004; Pang, et al.,
2019).

P. aeruginosa es una de las bacterias mas desafiantes, pues persiste en ambientes
acuaticos, superficies diversas e incluso en equipos médicos, gracias a diversos factores
de adhesion como flagelos, pili y la formacion de biopeliculas, lo que contribuye a su
permanencia en entornos hospitalarios y al desarrollo de infecciones dificiles de

erradicar. La creciente ineficacia de los tratamientos frente a este patégeno representa
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un problema de salud publica a nivel mundial. Ademas, esta bacteria presenta una
elevada resistencia a diversos grupos de antibiéticos, entre ellos los beta-lactamicos,

fluoroquinolonas y aminoglucésidos (Chegini et al., 2020)

2.9.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus microorganismo coco Gram positivo, descubierto por el cirujano
Alexander Ogston en 1880. Se caracteriza por agruparse en forma que asemeja racimos
de uva, es B hemolitico, catalasa y coagulasa positivo (Pasachova, et al., 2019).

A pesar de ser un microorganismo que forma parte de la parte del microbioma del ser
humano (piel, zona nasofaringea, pliegues inguinales y axiles), genera infecciones
endovasculares, neumonias, artritis sépticas, osteomielitis, infecciones en piel y
estructuras asociadas, asi como enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
contaminados por toxinas (Pasachova, et al., 2019; Zendejas, et al., 2014; Togneri, et
al., 2017).

La ineficacia de los antibidticos en el tratamiento de infecciones por S. aureus se debe
a la acumulacion de genes asociados a la resistencia antimicrobiana y su capacidad
intrinseca para adaptarse mediante cambios fenotipicos flexibles. Entre estos
mecanismos adaptativos destacan la formacién de biopeliculas y la aparicién de
variantes de colonias pequenas (Guo et al., 2022).

Se emplea el termino SAMR, a la resistencia a la meticilina y a todas las penicilinas por
S. aureus, lo cual es una preocupacion global, ya que aumenta un 64% las posibilidades

de morir en pacientes con infecciones farmaco-sensibles (Togneri, et al., 2017).

2.9.4. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis bacteria Gram positiva, que pertenece al grupo de
estafilococos negativos coagulasa, se encuentra en la piel y membranas mucosas de
humanos y algunos mamiferos. Se aisla principalmente del epitelio humano, donde
coloniza axilas, cabeza y fosas nasales (Moreno y Ruiz, 2007; Otto, 2009). Es un
miembro comun de la flora cutanea comensal de los humanos, mantiene la homeostasis
local, ademas interfiere los mecanismos de colonizacién y formacion de biopeliculas de
S. aureus (Buttner, et al., 2015).

S. epidermidis ha sido identificado con mayor frecuencia como el agente causante de
diversas infecciones graves, que incluyen bacteriemia, sepsis, endocarditis, meningitis
y el sindrome de choque toxico. Ademas, puede provocar infecciones superficiales
cutaneas y oculares (Burke et al., 2024). También se ha aislado de protesis de
articulaciones infectadas, catéteres venosos centrales o periféricos, dispositivos

intracardiacos e injertos vasculares, causando infecciones graves. Es promotor de
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infecciones nosocomiales del torrente sanguineo, infecciones cardiovasculares e
infecciones en oidos, nariz, ojos y garganta (Vuong y Otto, 2002; Buttner, et al., 2015;
Otto, 2009).

S. epidermidis ha elevado los costos de tratamiento debido al incrementado de
resistencia a antibiéticos como los aminoglucdsidos y B-lactamicos, asi como la
formacion de biopeliculas (Otto, 2009; Pinilla, et al., 2009)

2.9.5. Escherichia coli

La bacteria Gram negativa E. coli, presenta forma de bacilo, es anaerobia facultativa y
se clasifica dentro de la familia Enterobacteriaceae. Forma parte de la flora normal del
inpruebaino del hombre y de los animales de sangre caliente; pero ciertas cepas son
patégenas, responsables de diferentes cuadros clinicos (Rodriguez, 2002; Jang, et al.,
2017).

E. coli ocasiona anualmente 2 millones de muertes, y los principales patotipos
responsables de enfermedades diarreogénicas y extrainpruebainales son E. coli
productora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enterotoxigeénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), E.
coli enteroemorragica (EHEC), E. coli entero invasiva (EIEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente adherente (DAEC) y, un nuevo tipo E.
coli adherente-invasivo (AIEC) (Jang, et al., 2017; Pakbin et al., 2021).

El nombre de toxina Shiga proviene de una toxina semejante a la producida por Shigella
dysenteriae. STEC se transmite al hombre por consumir alimentos contaminados, como
carne, leche, hortalizas y semillas germinadas crudas contaminadas, ocasionado
calambres abdominales y diarrea, pero en un porcentaje pequefio de casos puede
ocasionar el sindrome hemolitico urémico (SHU), enfermedad potencialmente mortal
que produce insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica (OMS,
2018).

EPEC fue la primera en ser identificada en casos de diarrea en infantes, su factor de
patogenicidad de debe a la adherencia de la bacteria a la membrana de las células del
epitelio inpruebainal. Se caracteriza por invadir la mucosa del inpruebaino delgado
principalmente en menores de dos afios, se presenta como la diarrea del viajero, pero
se puede convertir en un cuadro clinico grave; la principal fuente de infeccién son los
alimentos y la contaminacion fecal de agua. EAEC su fenotipo de adherencia se
caracteriza, a diferencia EPEC, porque las bacterias se aglutinan en una fina pelicula
en el epitelio inpruebainal, provocando brotes de diarrea persistente. La DAEC se ha

asociado con casos de diarrea en ninos de entre 1.5 y 5 afos, infecciones del tracto
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urinario (ITU) en adultos, complicaciones durante el embarazo, y también forma parte
del microbioma inpruebainal comensal tanto en adultos como en nifios. La AIEC se
considera uno de los principales agentes implicados en los trastornos inflamatorios
idiopaticos, como la enfermedad inflamatoria inpruebainal (Ell) y la enfermedad de
Crohn (CD), afectando principalmente al inpruebaino delgado. No obstante, este
patotipo también puede encontrarse en personas sanas como parte del microbioma
inpruebainal normal, sin provocar sintomas ni enfermedad aparente (Rodriguez, 2002;
Pakbin et al., 2021).

La alarmante resistencia de E. coli a los antibioticos se puede deber a su encuentro con
antibioticos consumidos por los huéspedes, a la adquisicion de genes de resistencia y
a que son dificiles de erradicar debido a la formacion de biopeliculas (Jang, et al., 2017).
Actualmente la OMS la clasific6 dentro de las bacterias que necesitan nuevos

antibidticos, por su resistencia a antimicrobianos carbapenémicos (Exposito, 2019).

3. Antecedentes

3.1. Generalidades de Bougainvillea spp.

3.1.1. Origen y distribucién

Bougainvillea spp., es una planta ornamental perteneciente al género Buganvillea de la
familia Nyctaginaceae (Saleem, et al., 2021). Fue descubierta por primera vez por el
navegante francés Louis Antonio de Bougainville en el siglo XVIII en Brasil (Lépez, 2008).
La distribucion de la familia Nyctaginaceae es en regiones calidas del mundo, como el
suroeste de Norteamérica. Esta familia alberga alrededor de 31 géneros y 405 especies,
de las cuales México reporta 18 géneros y aproximadamente 110 especies, para el caso
del estado de Aguascalientes alberga a dos tribus, seis géneros y 15 especies, en el
cual no se incluye el género Bougainvillea, ya que son especies ornamentales
introducidas a México que no han sido naturalizadas (Sandoval-Ortega, et al., 2020).
Dentro del género Bougainvillea se encuentran tres especies de importancia horticola

Bougainvillea spectabilis, B.glabra y B. peruviana (Gupta, et al., 2009).

3.1.2. Descripcion morfolégica de Bougainvillea spp.

Las buganvilias son plantas trepadoras lefiosas, que también pueden cultivarse como
arbusto, se caracterizan por mantener presente la hoja todo el afio y pueden alcanzar
los 10 metros o mas de altura. Presenta tallos con espinas; hojas simples, dispuestas
de manera alterna, enteras, con forma ovadas a elipticas o laceoladas, presenta apice

agudo a acuminado de color verde claro, peciolo desarrollado; sus flores son pequenas,
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tubulares, se presentan en grupos de 3, de color blanca o amarilla, se generan en gran
numero y florecen en primavera y verano e inclusive a principios de otofio; las flores son
rodeadas por 3 bracteas muy coloridas, las cuales presentan consistencia de papel,
tamafo y apariencia de hojas, la cual es confundida con la verdadera flor; su fruto es
alargado de no mas de 1 cm de largo (Gonzalez, 2008; Lopez, 2008; Napoledn, et al.,
2013).

3.1.3. Habitat

Las buganvilias habitan en zonas calidas, semicalidas, semisecos, secos y templados.
Crecen en condiciones donde el sol es directo, esto ayuda a su floracion, se encuentran
desde el nivel del mar hasta los 1110 msnm; y de los 2240 hasta los 2700 msnm, en
suelos ricos, acidos y bien drenados, pH de 5.5 a 6 son los adecuados para esta planta
(Caceres, 1996; Napoleodn, et al., 2013).

3.2. Bougainvillea glabra

En 1850 el botanico suizo Jacques Denys Choisy identificé por primera vez a
Bougainvillea glabra. En México B. glabra es conocida simplemente como buganvilia,
flor de papel o Santa Rita, es un arbusto trepador de 1 a 7 m de altura, tallo grueso con
ramas colgantes que presentan espinas curvas de 15 mm de largo, ademas presenta
(tabla 6) las siguientes caracteristicas morfolégicas (Lépez, 2008; Napoledn, et al., 2013;
Saleem, et al., 2021):

Hojas Simples, de borde entero, alargadas, elipticas, de color verde claro
algo lustroso en el haz, residen en un peciolo de 1 cm de largo, son
glabras adaxialmente y pubescentes abaxialmente, miden 10 cm de
largo aproximadamente.

Flores 0.4 cm de diametro, bisexuales, inflorescencia cimosa de 3 flores,
color blanco a crema

Bracteas Ovadas de 5 cm de largo y 1.54 cm de ancho, se adhieren a las flores
en la region terminal de la costilla media, puntas puntiagudas, de color
moradas, pero también rojas, blancas, naranjas y rosadas.

Tabla 6: Caracteristicas morfolégicas de B. glabra.

3.2.1. Clasificacion taxonémica de B. glabra

La clasificacion taxondémica de B. glabra se presenta en la tabla 7 (Saleem, et al., 2021):
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Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Caryophyllidae

Orden Caryophyllales

Familia Nyctaginaceae

Género Bougainvillea

Especie Bougainvillea glabra Choisy

Tabla 7: Clasificacion taxondmica.

3.2.2. Usos tradicionales

B. glabra es una planta empleada en la medicina tradicional en tratamientos
antinflamatorios, antidiarreico, antiulceroso, antidiabético, como insecticida y
antimicrobiano (Saleem, et al., 2021). En 2018, Abarca y Petricevich, describen que B.
glabra se recomienda para tratar el asma, la bronquitis, la disenteria, y en algunas
ocasiones para el dolor de estbmago, espinillas y puntos negros. De manera similar,
Escamilla y Moreno (2015), sefalan que las flores de la buganvilia morada hervidas en
un litro de agua, combinadas con naranja, canela, orégano y tomillo funcionan como
tratamiento para la tos. Osuna y colaboradores (2005) explican que las hojas y las flores
de B. glabra en infusiones se emplean para combatir la diarrea y la disenteria, esto junto
con las hojas y el endocarpio de la granada (Punica granatum), las hojas de guayaba
(Psidium guajava) y del limén (Citrus aurantifolia); para su efecto se necesita tomar una

taza tres veces al dia, durante tres o cuatro dias.

3.3. Fitoquimica del género Bouganvillea

En 1970 se empezaron a estudiar los componentes quimicos del género Bouganvillea,
empleando extractos de diferentes érganos de la planta (Abarca y Petricevich, 2018).
En la tabla 8 se muestra la fitoquimica aislada de las bracteas de Bunganbilia glabra 'y

otras especies:
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Alcanos,
alquenos y

cicloalcanos

~ Acidos
grasosy
alcoholes

grasos

Compuestos
volatiles

Compuestos

fendlicos

Pentacosano
Heptacosano
Nonacosano
9-octilhexacosano
1-Nonadeceno
1-hexacoseno

Ciclooctacosano

Bractea con

flores

Acido tetradecanoico

Acido hexadecanoico

Acido octadecanoico

Acido 9-octadecenoico (E) —

Acido 9,12-octadecadienoico (Z, Z)
1-triacontanol

Palmitato de isopropilo -
Acido 9,12-octadecadienoico, éster
etilico

Acido  9,12,15-octadecatrienoico,
eéster etilico, (Z, Z, Z)

Maleato de diisooctilo

Acido 1,2-bencenodicarboxilico,
éster diisooctilico

4H-Piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-
dihidroxi-6-metil

2- (fenil-piperidin-1-il-metil) -
ciclohexanol

Etanona, 1- (2-hidroxi-5-metilfenil)
Acido 2-propenoico, 3- (2-hidrofenil)
-(E)-

2,4-di-terc-butilfenol

Naftaleno, 3,4-dihidro-1,8-bis

(trimetilsililoxi)

Bractea con
flores

Bractea con
flores

Bractea con
flores

Bougainvillea x

buttiana

Bougainvillea x

buttiana

Bougainvillea x

buttiana

Bougainvillea x

buttiana
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Flavonoides Quercetina 3-0-a-L- Bractea Bougainvillea
(ramnopiranosil) (1 — 6) - [a-L- glabra
ramnopiranosil (1 — 2)] -B-D-

galactopiranosido

Quercetina 3-0-a-L- (4-
cafeoilrhamnopiranosil) (1 — 6) -
[ a -L-ramnopiranosil (1 — 2)] - B -

D-galactopiranosido

Luteolin-7-O0-[2''-0-(5"""-0O-
feruloil) - B -D-apiofuranosil] - B8 -D-

glucopiranosido

Fitosterol, Condrillasterol Bracteas con | Bougainvillea x
terpenos y | Estigmasta-5,22-dien-3-ol flores buttiana
carbohidrat = Stigmast-7-en-3-ol, (3 3, 5 a)
os Escualeno
a- tocoferol
3-O-Metil-D-glucosa
Momordin llc Bracteas Bougainvillea
glabra
Betalainas  15S-Betanidin 6- O - 8 glucosido Bracteas Bougainvillea
6 ' ' - O-Rhamnosil-buganvilina-V glabra

Bougainvillein-V

15S-betanidina 6- O (6~ O -E-
cafeoil) - B -sofordsido
15S-betanidina 6- O (6 ' ' - O -E-4-
cumaroilo) - B- sulfésido
15S-Betanidina  6- O (6'- O -E-4-
cumaroilo) - 8 -soforésido
15S-betanidina 6-0' ' -0-8-
esforosil [(6'- O -E-cafeoil) - (6 "'
- O -E-4-coumaroil - 8 -

soforoside{2)}
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15S-Betanidina 6-0-' "' -0O-8-
glucosil) [6"- O -E-caffeoyl) - (6 '’
- O -E-4-coumaroyl) - B -
sophoroside{2)}

15S-betanidina 6- O-[2"''-0-6-
glucosil) (6 ', 6 ' ' - di-4-cumaroil)]
- B -soforésido

15S-betanidina 6-0(6 ', 6 " ' -

di- O -E-4-cumaroilo) -B-
sofordsido
Betanidin-6-O - [(2 ' ' - O-beta-

soforosil) - (6"-O-trans-feruloil-6 " ' -

O-trans-cumaroil)] - beta-soforosido

Betanidin-6-O- (6'-O-trans-4-
cumaroil) - 8 -soforésido
Betanidin-6-O - [(2 " ' - O-B-

esforosil) - (6 ', 6 ' ' - di-O-trans-
cumaroil)] - B -soforoside
Betanidin-6-O - [(2 " ' - O-B-
glucosil) - (6'-O-trans-cafeoil-6 " ' -
O- trans-cumaraoil)] - B -sofordsido
Betanidin-6-O - [(2 " ' - O-B-
glucosil) - (6"-O-trans-cumaroil-6 ' ' -
O-trans-feruloil)] - 8- soforésido
Betanidin-6-O - [(2-O- B -glucosil) -
(6',6""-di-O-trans-cumaraoil)] - B -
sofordsido

Tabla 8: Fitoquimica aislada de las bracteas de buganvilia (Abarca y Petricevich, 2018;

Saleem, et al., 2021).

3.4. Estudios antimicrobianos con extractos de B. glabra

En la tabla 9 se muestran resultados obtenidos de la efectividad de extractos de B.

glabra como antimicrobiano:
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Bractea de
B. glabra

Hojas de B.

glabra
Choyse

Hojas,
tallos,
flores,

raices de B.

glabra de
planta

madura

Hoja de B.
glabra
'Snow

White' y B.
glabra
Choicy

Betacianina
(pigmento)

Analisis
fitoquimico
(alcaloides,

taninos,
saponinas,

flavonoides)

Analisis
fitoquimico
(alcaloides,

taninos,
saponinas,
flavonoides,

azucar
reductor,
terpenoides,
antraquinona
S, glucésidos
cardiacos)
Alcaloides,
glucésidos,
flavonoides,
taninos,
esteroides,
proteinas y
saponinas.

Antioxidante
Anticancerigeno
Antibacteriano
Antiinflamatorio
Colorante
Antidiarreico
Antiulceroso

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Bacillus subtilis
Pseudomona
aeroginosa

Escherichia coli

Escherichia coli
Bacillus subtilis
Staphylococcus
aureus
Klebsiella
pneumoniae
Proteus vulgaris
Bacillus subtilis
Staphylococcus
aureus
Escherichia coli
Pseudomonas

aeruginosa

S. aureus
B. subtilis
M. luteus
E. coli
S. typhii
Klebsiella
P. vulgaris

V. cholerae

(Napoleon, et
al., 2013).

Nitrogeno
liquido
Extracto de

metanol

(Edwin, et al.,
2007).

Extracto

acuoso,
etandlico,
acetdnico

con Soxhlet

Extracto Perales y

etandlico con  Leysa, 2012
evaporador

rotatorio

Gupta, et al.,
2009

Extracto
hidroalcoholi
co con
Soxhlet.

Método de

difusion en

disco
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Hoja y flor Antimicrobiano S. aureus infusiones de  Cardona, et

de B. glabra P. aeruginosa hojas y flores al., 2017
E. coli con
solvente

alcohol etilico

(96%)
Parte aérea Antimicrobiano E. coli, Maceracién | Enciso, et al.,
de B. glabra S. typhi, etanol 2012
K. pneumoniae,
S. aureus
S. agalactiae
Parte aérea Antifungico Candida albicans Mezcla (Alanis, et
de B. glabra Aspergillus etanol:agua al., 2007)
fumigatus (90:10)
Histoplasma
capsulatum
Coccidioides
immitis

Tabla 9: Estudios sobre el efecto antimicrobiano de B. glabra.

4. Hipoétesis

Los extractos de las bracteas de buganvilia (Bougainvillea glabra) presentan accion

sobre el crecimiento y la formacion de biopeliculas microbianas.

5. Justificacion

Las enfermedades infecciosas causadas por microorganismos representan uno de los
principales desafios para la salud publica a nivel mundial, siendo responsables de una
alta tasa de morbilidad y mortalidad. Este problema se ha agravado por la resistencia
microbiana a los antibioticos comerciales, debido a su uso indiscriminado. Ademas, el
aumento de la poblacion ocasiona una demanda creciente de medicamentos,
dificultando su distribucién y elevando sus costos (Napoledn, et al., 2013; Edwin, et al.,
2007; Perales y Leysa, 2012). Un factor adicional que complica el tratamiento de estas

infecciones es la formacién de biopeliculas, las cuales actuan como una barrera
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protectora, permitiendo a los microorganismos resistir concentraciones de
antimicrobianos hasta mil veces superiores a las requeridas para eliminar su forma
plancténica (Hathroubi et al., 2016; Silva et al., 2023; Asma et al., 2022).

Dada la creciente problematica que representa la resistencia antimicrobiana, se ha
recurrido al estudio cientifico de la extraccidon con plantas medicinales como fuente de
nuevos agentes terapéuticos mas seguros y economicos (Elisha, et al.,2017). Entre
estas plantas destaca la Bougainvillea glabra, planta ornamental ampliamente
distribuida en las regiones calidas del mundo, que tradicionalmente ha sido empleada
por sus propiedades antibacterianas (Saleem, et al., 2021). El interés en esta planta
radica especialmente en el involucro (bracteas y las flores) de B. glabra, ya que diversos
estudios han identificado la presencia de fitoquimicos como betacianinas, fenoles,
alcaloides, taninos, saponinas, entre otros posibles responsables de su actividad

antimicrobiana (Napoledn, et al., 2013; Jaramillo, et al., 2021).

6. Objetivo

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de los extractos de las bracteas de la buganvilia (Bougainvillea glabra)

sobre el crecimiento microbiano y en biopeliculas.

6.2. Objetivos especificos

= Obtener los principios activos de las bracteas de buganvilia por medio de tres técnicas
de extraccion (Soxhlet, sonicaciéon, maceracion) y diferentes solventes (agua, metanol,
etanol, acetona)

» Evaluar la actividad antioxidante de los diferentes extractos.

= |dentificar el perfil fitoquimico de los extractos con mayor actividad.

= Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiopelicula in vitro de los extractos.
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7. Metodologia

7.1. Diagrama experimental

DIAGRAMA EXPERIMENTAL L e

Lavar, secar y
pulverizar

([ Actividad ‘ Y. Actividad Py [ Actividad

\\| antibiopelicula animicrobiana | EESES | siidonidante

L
FTIR
-

Figura 9: Diagrama experimental.

7.2. Recoleccion de B. glabra

Se recolectaron manualmente bracteas color magenta de una planta sana y madura
de Bougainvillea glabra, del Centro Ecoldgico “Los Cuartos”, ubicado a una latitud de
21°59.101° N, y una longitud de -102° 19.88’ W, en Jesus Maria, Aguascalientes. En el
laboratorio, se procedio a retirar la flor para obtener solo las bracteas (figura 11), se
lavaron con agua de grifo y posteriormente con agua destilada para eliminar polvo o
alguna suciedad. Se secaron durante 48 horas a 40°C en estufa universal, y se
pulverizaron las muestras con ayuda de un procesador de alimentos. Finalmente se
almacenaron en un recipiente hermético, sin exposicion a la luz (Robles, et al., 2017;
Oluwaseun, 2018).

Flor

Bractea

Figura 10: Flor y bractea de buganvilia.
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7.3. Extraccion con Soxhlet

Se colocaron 5 g de bracteas pulverizadas en la camara de extraccion de Soxhlet, junto
con 100 ml de disolvente (agua, metanol, etanol y acetona) en un matraz balén. La
parrilla se mantuvo a temperatura de ebullicion de cada solvente. Los principios activos
de la buganvilia se extrajeron durante 6 horas. Al término de la extraccion se
conservaron en un recipiente sin exposicion a la luz para evitar alteraciones de los
metabolitos y se almacenaron a 4° C hasta su uso (Dhankhar, 2013; Gémez, et al., 2016;
Borges, et al., 2020).

7.4. Extraccion por maceracion

Se pesaron 5 g de bracteas pulverizadas para su maceraciéon y se mezclaron con 100
ml del disolvente metanol, etanol, acetona y agua en un frasco sin exposicion a la luz 'y
cubierto herméticamente con tapa de polietileno para evitar la evaporacion del
disolvente (Kumar, et al., 2013). Se mantuvieron los extractos en agitacion periddica a
4°C, 23°C y 37°C (Roman, et al., 2014) durante 2 meses, sin exposicion a la luz
(Cardona, et al., 2017). Pasado el tiempo, se centrifugd a 2 880xg durante 5 minutos;
se filtraron a través de un filtro de nylon de 0,45 ym, y se almacenaron a 4°C hasta su
empleo (Gémez, et al., 2016; Robles, et al., 2017).

7.5. Extraccion por sonicaciéon

Se peso 1g de bracteas pulverizadas y se mezclaron con 90 ml del disolvente (metanol,
etanol, acetona y agua). La muestra colocd en un bafo ultrasénico (ULTRASONIC
BATH 5,7 L, Fischer Scientific) a temperatura de 40°C y 40 kHz, durante 1 hora (Borges,
et al.,, 2020). Posteriormente, se centrifugd a 4000 rpm, durante 15 minutos
(Shahinuzzaman, et al., 2021), se filtraron y almacenaron a 4°C sin exposicién a la luz
(Jaramillo, et al., 2021; Wagdy, et al., 2016; Linares, et al., 2018).

7.6. Pulverizado de los extractos
La eliminacién del solvente y obtencion del polvo de los extractos se realizé evaporando
el solvente en una parrilla a 50°C (Bautista-Hernandez et al., 2021).
7.7. Prueba de solubilidad

Para determinar una de las propiedades fisicoquimicas clave de las sustancias (Birch et
al., 2019) se peso6 1 mg de muestra en polvo y se afadié 1 ml de metanol al 80% o 1 ml

de agua. Posteriormente las muestras se llevaron a bafio de ultrasonido.
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7.8. Purificacion de compuestos polifendlicos

La obtencién de polifenoles se realiz6 empleando como fase estacionaria Amberlita
XAD-16N empaquetada en una columna cromatografica (figura 12) y como fase movil
etanol. El extracto se agregd a la fase estacionaria y como eluyente se empled agua
bidestilada para descartar compuestos co-extraidos. Posteriormente, se adicioné etanol
absoluto como eluyente para liberar los polifenoles retenidos en la fase estacionaria
(Bautista-Hernandez et al., 2021).

Figura 11: Columna cromatografica.

7.9. Evaluacion de la actividad antioxidante

Las muestras se utilizaron a 500 ppm, los analisis se realizaron por triplicado y las
absorbancias se obtuvieron con espectrofotdmetro lector de microplacas (BioTek,

Instruments, Inc.) controlado con una interfaz de software de analisis de datos Genb5.

7.9.1. Inhibicién del radical ABTS™

La inhibicion del radical ABTS se evalud siguiendo la metodologia propuesta por
Bautista- Hernandez y colaboradores (2021). Se mezcl6 una solucion stock de 7 mM de
ABTS con Persulfato de Potasio al 2.45 mM, en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 12 horas antes de ser empleada. La mezcla se ajustdé con etanol hasta obtener
una absorbancia de 0.7 £ 0.002 nm. En la microplaca se mezclaron 5 pl de extracto con
95 ul de la solucion ABTS, posteriormente se ley6 la absorbancia a 734 nm. La
capacidad de inhibicién del radical se calculd con la siguiente férmula (Cuapio et al.,
2024):

% de inhibicié Absorbancia blanco — Absorbancia muestra 100
*
o de mhibicion Absorbancia blanco

Los resultados se registraron como pug de Trolox equivalente por mililitro de acuerdo con

una curva de calibracion preparada con el mismo estandar.
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7.9.2. Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

El poder antioxidante reductor férrico se determiné siguiendo la metodologia propuesta
por Bautista- Hernandez y colaboradores (2021), con ligeras modificaciones. 5 pl de la
muestra se mezclaron con 12 pl de amortiguador de fosfatos (61,5 mL al1 M fosfato de
potasio dibasico + 38,1 mL al 1 M fosfato de potasio monobasico), se mezclaron con 22
ul de ferrocianuro de potasio y se dejé incubar durante 20 minutos a 50°C.
Posteriormente se afiadieron 12 pl de acido tricloroacético, 45 pl de agua destiladay 10
bl de cloruro férrico. La absorbancia se leyé a una longitud de onda de 700 nm.
Finalmente, los resultados se registraron como pyg de acido galico equivalente por
mililitro (EAG pg/ml) de acuerdo con una curva de calibracion preparada con el mismo

estandar.

7.9.3. Compuestos Fenodlicos Totales (CFT)

El contenido de fenoles totales se analiz6 mediante el método tradicional de Folin-
Ciocalteu, en base a la metodologia de Castro-Lopez y colaboradores (2016) con
algunas modificaciones. Se mezclaron 25 pl de extracto con 25 ul de reactivo Folin-
Ciocalteu en cada pozo de la microplaca, posteriormente se agregaron 25 pl de
Carbonato de Sodio y se llevaron a incubar en obscuridad durante 30 minutos a 40°C;
transcurrido el tiempo se afiadieron 200 pl de agua destilada y se registro la absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm. Los resultados se registraron como pg de acido
galico equivalente por mililitro, de acuerdo con una curva de calibracion preparada con

el mismo estandar.

7.10. Rendimiento

Para determinar el rendimiento del extracto, el disolvente del extracto se elimind
mediante calentamiento controlado a 50 °C en una mufla hasta obtener un residuo seco
(Fletes-Vargas et al., 2023). El rendimiento se cuantificé utilizando la férmula:

peso del extracto seco

Rendimiento — : ,
peso inicial del material vegetal pulverizado

7.11. Espectrofotometros de transformada de Fourier (FTIR)

El estudio se realizd mediante FTIR (Agilent Technologies,USA), siguiendo la
metodologia de Bautista- Hernandez (2021), con ciertas modificaciones. En la superficie
del lector se depositaron los extractos. La lectura se realizé en el rango espectral de
4000 a 600 cm™, con un ciclo de 32 escaneos con una resolucion de 4 cm™. El andlisis

del espectro y de los grupos funcionales detectados se realizé mediante tablas de
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asignacion de bandas de diferente bibliografia y la grafica se construyé con el programa
GraphPAD 8.

7.12. Solidos Totales

Para determinar los sélidos totales se siguié la metodologia propuesta por Ochoa
Pacheco y colaboradores (2013) con ligeras modificaciones. El extracto metandlico de
bracteas de B. glabra se transfirid a una capsula de porcelana previamente limpia, seca
y con peso conocido (PO0). La capsula se coloc6 en un bafo Maria hasta evaporar el
extracto, dejando un residuo aparentemente seco. Luego, se trasladé a una estufa a
103 °C £ 2 °C durante una hora. Tras ese tiempo, se retir6 y se dejo enfriar en una
desecadora hasta alcanzar una temperatura ambiente, y se pes6 nuevamente (P1). El
contenido de sdlidos totales (ST) se expresé en mg/ml y se calculé utilizando la siguiente
ecuacion:
ST = [(P1- P0) / V] x 1000
Donde: P1 es el peso de la capsula con el extracto, PO es el peso de la capsula vacia,
V corresponde al volumen de muestra analizado (ml), 1000 es un factor de conversion
para expresar el resultado en mg/ml.
Para la determinacion de sélidos totales volatiles (STV), siguiendo los descrito por la
Norma Mexicana (2015). La capsula con el residuo seco anterior se introdujo en una
mufla precalentada a 550 °C durante 15 minutos para la calcinaciéon del material volatil.
Enseguida, se transfirié la capsula a un horno a 100°C para estabilizar la temperatura 'y
eliminar humedad residual. Luego, se colocd en un desecador para su enfriamiento; y
finalmente, se registro el peso (P2) para calcular el contenido de volatiles.
STV=[(P1-P2)/V] x 1000
Donde: P1 es la masa de la capsula con el residuo, después de la evaporacion, P2 es
el peso de la capsula masa de la capsula con el residuo, después de la calcinacion,
V corresponde al volumen de muestra analizado (ml), 1000 es un factor de conversién
para expresar el resultado en mg/ml.
Los resultados se presentan como el promedio de tres experimentos, analizado por

triplicado.

7.13. Cuantificacion de betalainas

Basado en el método descrito por Li y colaboradores (2022), adaptado con ligeras
modificaciones, se cuantificé el contenido de betalainas: betacianinas y betaxantinas,
del extracto metandlico de Bougainvillea glabra, con espectrofotometria UV-VIS. El
extracto fue diluido en una proporcion 1:5 con agua destilada, y la absorbancia se

registré a 540 nm para las betacianinas (BC) y a 480 nm para las betaxantinas (BX),
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utilizando un espectrofotometro UV-VIS modelo HACH DR/4000. Las lecturas se
realizaron por triplicado para asegurar la precision de los datos. La concentracion de
cada tipo de betalaina se calculé mediante la formula:

Concentracién de betalainas ((mg/L) de BC o BX) = (A x DF x PM x 1000) / (¢ x L)
Donde: A es la absorbancia medida a 540 nm (BC) o 480 nm (BX), DF es el factor de
diluciéon, PM representa el peso molecular (550 g/mol para las betacianinas y 308 g/mol
para las betaxantinas), € corresponde al coeficiente de extincion molar (60,000 L/mol-cm
para BC y 48,000 L/mol-cm para BX), L es la longitud del trayecto 6ptico de la cubeta

de 1 cm.

7.14. Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (UPLC)

Los compuestos presentes en el extracto metandlico purificado obtenido por Soxhlet,
que mostraron mayor actividad bioldgica, fueron analizados mediante cromatografia
liquida de ultra rendimiento (UPLC) utilizando un sistema Acquity de la marca Waters
(Milford, MA, EE. UU.). Este equipo incluye un muestreador automatico y una bomba
binaria con un lazo de inyeccion parcial de 10 pyL. La separacion se llevé a cabo en una
columna WATERS BEH PHENYL (2.1 mm x 100 mm, 1.7 ym; Waxford, Irlanda), con
una temperatura constante de 40 °C. La fase movil consistio en dos solventes: (A) agua
con 0.1 % de acido féormico y (B) acetonitrilo también con 0.1 % de acido férmico,
empleando un flujo constante de 0.3 mL/min. La deteccion se realizd6 con un
espectrometro de masas tipo Q-ToF (Waters), equipado con una fuente de ionizacion
por electrospray (ESI), operando en modo de ionizacién negativa, con sensibilidad
estandar y en un rango dinamico de masas entre 50 y 1200 Da. La identificacion de los
compuestos fendlicos se llevd a cabo mediante el analisis de espectros de masas
completos y sus respectivos fragmentos, contrastandolos con datos disponibles en la

literatura cientifica y bases de datos especializadas (Aranda-Ledesma et al., 2022).
7.15. Actividad antimicrobiana

7.15.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

En el presente estudio se utilizaron cepas de la American Type Culture Collection
(ATCC): Staphylococcus aureus 23923, S. epidermidis 12228, E. coli 25922,
Pseudomonas aeruginosa 27853 y Acinetobacter baumannii BAA-747. Las cepas se
cultivaron en agar de infusion cerebro-corazéon (BHI) (BD Bioxon, Estado de México,
México) a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se inocularon colonias en caldo BHI

y se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
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7.15.2. Difusién en pozo

Para demostrar que la actividad antimicrobiana de los extractos de metanol no se debe
a la presencia del solvente, los extractos de Soxhlet de metanol y maceracion con
metanol a 23° y 37° C se re-suspendieron al 80%, posteriormente el solvente de metanol
se evaporo a 50°C y se recupero la porcion de agua, la cual se filtré en esterilidad y se
conservaron a 4°C.

Para determinar la susceptibilidad de diferentes cepas bacterianas Gram positivas (S.
aureusy S. epidermidis) y Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii) ante el
extracto de B. glabra se empled el método modificado de difusién por pozo. Las
bacterias se inocularon en medio BHI durante 24 horas; transcurrido el tiempo se empled
el método directo para la preparacion del inéculo, donde se seleccionaron colonias
aisladas y se suspendieron en solucion salina al 0.85%, la turbidez se ajust6 al 0.5 de
la escala de McFarland, equivalente a 1.5x10® UFC/ml, para ello la densidad de la
turbidez se midié con un espectrofotometro con una longitud de onda de 625 nm y una
absorbancia de 0.08-0.100 nm (EUCAST, 2022; CLSI, 2023).

Posteriormente, se agregd un inoculo de la suspension bacteriana previamente ajustada
a 30 ml de agar Muller-Hinton, se homogenizo y se esper6 a que solidificara (Torres,
2014). A continuacion, se perford el medio de cultivo para obtener pozos de 6 mm de
diametro, donde se agregaron tres diferentes concentraciones (57 mg/ml, 28.5 mg/ml,
5.7 mg/ml) de los extractos Soxhlet metanol y agua, maceracion con metanol a 23° y 37°
C. También se contaba con un pozo como control positivo con el antibiético gentamicina
a 0.1 mg/ml (S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, A. baumannii) y 0.05 mg/ml
(E.coli); y un control negativo con agua destilada estéril (CLSI, 2023). Las cajas se
dejaron reposar por 30 minutos para que el extracto se difundiera y se incubaron a 37°C
por 24 horas (Patel et al., 2022). Finalmente, después de la incubacion se midio la zona
de inhibiciéon en milimetro (mm). Los ensayos se realizaron por triplicado para cada

extracto y cada bacteria.

7.15.3. Concentracion Minima Inhibidora (MIC) y Concentracién Minima
Bactericida (MBC)

Para determinar la concentracion mas baja (MIC) del extracto de bractea necesaria para
evitar el crecimiento visible de un microorganismo, se empleé el método por
microdilucion en caldo en microplacas de 96 pozos. Primeramente, se agrego la
concentracién mas alta del extracto, y se realizaron diluciones seriadas en caldo Muller-
Hinton con concentraciones que oscilaban entre 5.7 mg/ml hasta 28.5 mg/ml, enseguida

se inocularon con el microorganismo prueba, de un cultivo de 24 h en caldo ajustado a
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una escala de 0.5 McFarland. La placa contaba con pozos que servian como control de
esterilidad de cada concentracion del extracto, asi como de medio de cultivo; un control
negativo con el solvente agua; un control de crecimiento del microorganismo y un control
positivo con el antibiético gentamicina a 0.1 mg/ml. Posterior a la incubacion por 24
horas, el crecimiento se registré por absorbancia a 595 nm con el lector de microplacas.
Ademas, para determinar la concentracion minima bactericida (MBC) la cual determina
una eliminacion 299.9% del in6culo; se subcultivaron 5 pl de los pocillos que no
mostraban crecimiento aparente en agar Muller-Hinton (Gdllice et al., 2007; Lagha et
al., 2019; CLSI, 2023). Los resultados se expresan como el promedio de tres

experimentos independientes que se analizaron por triplicado.
7.16. Actividad anti-adherencia de biopeliculas

7.16.1. Porcentaje de inhibicion de biopeliculas

Los microorganismos se sembraron en placa durante 24 horas a 37°C en medio BHI (A.
baumannii medio LB). Transcurrido el tiempo se tomaron colonias distintas de la cepa,
y se colocaron en caldo, se dejaron crecer a 45° de inclinacion a 37°C toda la noche con
una agitacion de 120 rpm. Los cultivos se diluyeron en1:100 con glicerol (0,8%), y para
A baumannii se emple6 dextrosa al 20%. Se afiadié en una placa de microtitulacion
estéril de 96 pozos (Costar® 3599, Corning, NY, EE. UU.) concentraciones seriadas del
extracto que oscilaban entre 1.1 mg/ml hasta 28.5 mg/ml, enseguida de la suspension
bacteriana. Se incluyé un control de esterilidad para cada concentraciéon del extracto y
para el medio de cultivo; un control negativo con solvente agua; un control de formacion
de biopelicula; y un control positivo con gentamicina a una concentracion de 0.1 mg/ml.
Después de la incubacion a 37 °C por 24 horas, se retiraron los cultivos y se procedié a
lavar la placa con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con el fin de eliminar las
células no adheridas. Posteriormente, las placas se dejaron secar. Las células que
permanecieron adheridas fueron tefiidas con 100 pL de cristal violeta al 0.1 % durante
quince minutos y el exceso de colorante se eliminé mediante un enjuague con PBS.
Finalmente, para cuantificar la biopelicula formada, se anadi6 acido acético al 30% y la
absorbancia de cada pozo se determiné a una longitud de onda de 595 nm (densidad
Optica OD) utilizando un lector de microplacas (Bio-Rad Benchmark Microplate Reader)
(Ramirez, et al., 2018; Saeloh & Visutthi, 2021; Hernandez, et al., 2022).

El porcentaje de inhibicion de la biopelicula se determiné a partir de la siguiente formula
(Vajrabhaya et al., 2022):

Absorbancia control formacién de biopelicula — Absorbancia Extracto
*

% de inhibicién - — - -
0 Absorbancia control formacién de biopelicula
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Los resultados se expresan como el promedio de tres experimentos independientes que

se analizaron por triplicado.

7.16.2. Evaluacion anti-adherencia de biopeliculas  mediante

microscopia confocal de barrido laser (CLSM)

La formacion de biopeliculas se llevd a cabo siguiendo metodologias previamente
descritas (Loera-Muro et al., 2013; Ramirez, et al., 2018), con algunas modificaciones.
Para el control, se generé una biopelicula sobre un portaobjetos de vidrio estéril
colocado dentro de una placa de Petri, anadiendo 2 mL de un cultivo bacteriano de 24
horas y 18 mL de medio BHI. Con el fin de evaluar el efecto antiadherente del extracto
de Bougainvillea glabra, se incorporo al cultivo una concentracion de 11.4 mg/ml del
extracto, y fue incubado durante 24 horas a 37 °C.

Tras la incubacion, la biopelicula se fij6 con un flameado suave del portaobjetos. La
matriz extracelular se marco con FilmTracer™ FM 1-43 (Invitrogen, EE. UU.) durante 30
minutos. Luego, los portaobjetos fueron lavados con agua destilada y montados con el
reactivo antidecoloracion ProLong™ Gold (Invitrogen, Eugene, OR).

La formacién de biopeliculas y el efecto antiadherente del extracto fueron analizados
mediante microscopia confocal de barrido laser (CLSM; LSM 700, ZEISS; Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Alemania), y las imagenes se capturaron utilizando el software Zen
Black 2012 (version Black Edition, ZEISS).

7.17. Ensayo de citotoxicidad por tincién de fluorescencia de las

células NPTr

Para determinar la citotoxicidad del extracto metandlico de B. glabra se determind la
integridad celular a través del marcaje inmunofluorescente del nucleo y el citoesqueleto
de actina de células de traquea de cerdo recién nacido (NPTr), siguiendo la metodologia
descrita de Plasencia-Munoz y colaboradores (2020), con algunas modificaciones. Las
células NPTr se sembraron en portaobjetos con medio Eagle modificado de Dulbecco,
bajo en glucosa (DMEM) (Gibco, BRL, Grand Island, NY) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10 % (Gibco, BRL, Grand Island, NY), 100 pg/ml de
penicilina/estreptomicina y 2,5 pg/ml de anfotericina a 37 °C en un ambiente
humidificado con 5 % de CO, y 95 % de aire. Cuando las células alcanzaron la
confluencia, se realizaron dos lavados con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
1X, y se afiadid una concentracion de 5.7 mg/ml de extracto.

Tras 24 horas de incubacion a 37 °C, se retird el extracto, las células se lavaron 2 veces
con PBS y se fijaron con formaldehido al 3,7% a temperatura ambiente durante 30

minutos. Después la membrana de las células endoteliales fue permeabilizada con
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Triton X-100 al 0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguido de dos lavados
con PBS. Posteriormente, las células se bloquearon con BSA al 1% en PBS. Luego, se
realizaron dos lavados con PBS vy el citoesqueleto de actina fue marcado utilizando
faloidina Alexa Fluor 488 [1:200] (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EE. UU.) durante
30 minutos a 37 °C. Tras la incubacion, las células se lavaron cuidadosamente dos
veces con PBS y los nucleos se marcaron con Hoetch (2 uM) durante 15 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron dos veces y, finalmente, las células se montaron con

Prolong Gold.

7.18. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se empleé el programa GraphPAD, version 8, donde se

realizé un analisis de varianza de dos vias (ANOVA), para determinar la existencia de
diferencias entre multiples variables (P<0.05). Posteriormente se realizé la Prueba de
Tukey, para determinar la diferencia de medias.

De Igual forma para las diferencias significativas entre medias se evaluaron mediante
un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba de comparacion
multiple de Tukey (p < 0.05). Todos los experimentos se realizaron de forma
independiente por triplicado.

Ademas, se empled la prueba T-Student para determinar las diferencias entre medias

de la misma variable en diferente tipo de extracto.

8. Resultados

8.1. Prueba de solubilidad

Las unicas muestras que resultaron ser solubles en agua fueron Soxhlet y sonicacion
40° con solvente agua (tabla 10), mientras que los solventes de metanol, etanol y
acetona fueron solubles en metanol.
I e e e I e s ol les A0 AN

Soxhlet metanol Sonicacion agua 40°

Soxhlet etanol Soxhlet agua

Soxhlet acetona

Sonicacion metanol

Sonicacion etanol

Sonicacion acetona

Maceracion metanol 4°C

Maceracion metanol 23°C
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Maceracion metanol 37°C
Tabla 10: Prueba de solubilidad realizada en los diferentes extractos para su posterior

purificacion.
8.2. Evaluacion de actividad antioxidante
8.2.1. Inhibicién del radical ABTS™

8.2.1.1.  Soxhlet crudo vs purificado

La comparacion entre el extracto Soxhlet crudo y purificado de las bracteas de la
buganvilia demuestra que el extracto crudo de metanol presentd la mayor capacidad de
secuestro del radical ABTS con un valor de 84.64 ET pg/ml, seguido del solvente
acetona (58.43 ET pg/ml), el etanol (51.76 ET pg/ml) y por ultimo el agua (36.13 ET
pg/ml). Mientras que los extractos purificados de agua (51.28 ET ug/ml), metanol (56.16
ET pg/ml), etanol (52.48 ET ug/ml) y acetona (48.96 ET ug/ml), presentan mostraron
una capacidad antioxidante mas homogénea, con valores similares a los observados en

los extractos crudos de etanol y acetona.

ABTS Soxhlet

Crudo vs Purificado
E 904 b Hl Agua
= -
:_ 751 Il Metanol
w d jic B Etanol
c 60 c B T ged hc
g - Bl Acetona

Crudo Purificado

Extracto

Grafica 1. Comparacion de la capacidad ABTS entre extracto crudo y purificado extraido
mediante Soxhlet con solventes de diferentes polaridades. Al evaluar la misma variable
con dos fuentes de variacion (crudo y purificado), diferente literal (a-h) indican diferencia
estadistica (P<0.05), calculado con ANOVA de dos vias, seguido del Prueba de
comparacion multipleTukey'’s.

8.2.1.2.  Sonicacion crudo vs purificado

El extracto crudo obtenido por sonicacién a 40°C comparado con el purificado muestra
una ventaja en la capacidad de captacion del radical libre ABTS, destacando el extracto

crudo de metanol (72.22 ET pg/ml). En comparacion, los extractos crudos de etanol (62.
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ET pg/ml), metanol purificado (52.46 ET pg/ml) y etanol purificado (44.86 ET pg/ml)
presentaron capacidades antioxidantes similares y menores al metanol crudo.

ABTS
Crudo vs Purificado

ey mm Metanol
60 be . =a Ftanol

% inhibicion (ug ET/ml)
&

Crudo Purificado
Sonicacion 40°

Grafica 2: Actividad de ABTS entre extracto crudo y purificado extraido mediante
sonicacion con metanol y etanol. Al evaluar la misma variable con dos fuentes de
variacion (crudo y purificado), diferente literal (a-c) indican diferencia estadistica
(P<0.05), calculado con ANOVA de dos vias y Prueba de comparacion multipleTukey'’s.

8.2.1.3.  Maceracion crudo vs purificado

La analogia de la capacidad de secuestrar del radical libre ABTS entre el extracto crudo
y purificado obtenido con metanol a 23°C, demuestra que el extracto crudo tiene una
mayor capacidad con 79.58 ET ug/ml, a diferencia del purificado con 54.87 ET pg/ml.

ABTS Maceracion 23°
Crudo vs Purificado

Concentracion ET pg/ml

Crudo Purificado

Extracto

Grafica 3: Comparacion de la actividad antioxidante por ABTS entre el extracto por
maceracion a 23°C crudo y purificado. Al evaluar la misma variable en diferente tipo de
extracto, diferente literal (a-b) indican diferencia estadistica (P<0.05) (Prueba T de
Student).
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8.2.2. Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

8.2.2.1.  Soxhlet crudo vs purificado

La comparacién entre la actividad de FRAP entre extractos crudos y purificados
obtenidos mediante Soxhlet, demuestra que el extracto crudo de metanol (165.57 EAG
pg/ml) muestra la mayor concentracion, respecto al resto de los solventes tanto crudos
como purificados.

FRAP

Crudo vs Purificado
E }gg: ° mm Agua
o)
S- :gg: mm Metanol
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Crudo Purificado
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Grafica 4: Analogia de la actividad de FRAP entre los extractos de Soxhlet crudos y
purificados. Al evaluar la misma variable con dos fuentes de variacion (crudo y
purificado), (a-c) indican diferencia estadistica (P<0.05), calculado con ANOVA de dos
vias y Prueba de comparacion multipleTukey's.

8.2.2.2.  Sonicacion de extracto crudo vs purificado

La comparacion del extracto de crudo y purificado mediante sonicacion a 40°C,
demuestra que existe una diferencia significativa entre ambos extractos (grafica 5).
Siendo el extracto de metanol crudo el que presenta mayor poder reductor con 98.99
EAG pg/ml, mientras que el extracto purificado obtuvo 61.54 EAG pg/ml.

FRAP Sonicacion (40°C)

Crudo vs Purificado
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Gréfica 5: Efecto de FRAP entre el extracto de sonicacion a 40°C crudo y purificado. Al
evaluar la misma variable con dos fuentes de variacion (crudo y purificado), diferente

58



literal (a-c) indican diferencia estadistica (P<0.05), calculado con ANOVA de dos vias y
Prueba de comparacion multipleTukey's.

8.2.2.3. Maceracion del extracto crudo vs purificado

Se realiz6 una comparacion para valorar si existia una diferencia del poder antioxidante
reductor férrico (FRAP) del extracto de maceracion con metanol a 23° crudo (89.6 EAG
pug/ml) y purificado (65.4 EAG pg/ml), observando que ambos extractos presentan la

misma actividad (grafica 6).
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Gréfica 6: Evaluacion de FRAP entre el extracto de maceracion (23°C) crudo y purificado.
Al evaluar la misma variable en diferente tipo de extracto, (a-b) indican diferencia
estadistica (P<0.05) (Prueba T de Student).

8.2.3. Compuestos Fenolicos Totales (CFT)

8.2.3.1.  Soxhlet crudo vs purificado

Contenido fendlico total comparativo del extracto crudo y purificado obtenido mediante
la técnica Soxhlet con diferentes solventes. La grafica 7 demuestra que el extracto crudo
de metanol presenta la mayor concentracion (168. 98 EAG pg/ml), seguido de etanol
crudo (113.95 EAG pg/ml). Mientras que el extracto de agua crudo (38.04 EAG pg/ml) y
de acetona crudo (46.50 EAG pg/ml) obtuvieron valores similares a los extractos

purificados.
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Gréfica 7: Comparacion de la cantidad de fenoles totales entre extractos crudo vy
purificado extraido mediante Soxhlet con solventes de diferentes polaridades. Al evaluar
la misma variable con dos fuentes de variacion (crudo y purificado), diferente literal (a-
d) indican diferencia estadistica (P<0.05), calculado con ANOVA de dos vias, seguido
de Prueba de comparacion multipleTukey's.

8.2.3.2.  Sonicacion de extracto crudo vs purificado

El analisis del contenido de fenoles totales entre el extracto crudo y purificado obtenido
mediante sonicacion a 40°C demuestra que no existe diferencia estadistica entre
solventes y extracto. El extracto crudo de metanol obtuvo una concentracion de 76.06
EAG pg/mly el purificado de 68.37EAG ug/ml, mientras que el etanol crudo fue de 66.53
EAG pg/ml y el purificado de EAG 67.29 pg/ml.

CFT
Crudo vs Purificado
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T Em Etanol

= W b 8 N ©
1
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Crudos Purificados

Sonicacién 40°

Grafica 8: Cantidad de fenoles totales comparado entre extracto crudo y purificado
extraido mediante sonicacion a 40°C. Al evaluar la misma variable con dos fuentes de
variacion (crudo y purificado), “ns” indica que no hay diferencia estadistica (P<0.05),
calculado con ANOVA de dos vias para promediot DS (n=3), seguido de un Prueba de
comparacion multipleTukey’s.
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8.2.3.3. Maceracion de extracto crudo vs purificado

El andlisis entre la cantidad de compuestos fendlicos totales entre el extracto crudo y
purificado obtenido mediante maceracion con metanol a 23°C difiere; siendo el extracto
crudo el de mayor concentracion con 106. 97 EAG pg/ml, mientras que el extracto

purificado solo obtuvo una cantidad de fenoles de 63.58 EAG pg/ml.

CFT Maceracion 23°

105 a

Concentracion EAG pg/mli
(2]
o
1

Crudo Purificado
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Grafica 9: Comparacion del contenido de compuestos fendlicos totales entre el extracto
por maceracion a 23°C crudo y purificado. Al evaluar la misma variable en diferente tipo
de extracto, (a-b) indican diferencia estadistica (P<0.05) (Prueba T de Student).

8.3. Rendimiento de extracto crudo vs purificado

El mejor rendimiento de extracto de bracteas de B. glabra tanto en su forma cruda como
purificada (grafica 1), se obtuvo mediante la técnica de Soxhlet empleando metanol
como solvente. En general, los extractos crudos presentaron un rendimiento superior en
comparacion con los extractos purificados. El extracto crudo obtenido con Soxhlet
metanol fue el de mayor rendimiento, con un valor de 770.5 mg/ml, seguido del extracto
Soxhlet agua con 576.5 mg/ml. Por otro lado, la técnica de sonicacion fue la que

presentd el menor rendimiento de extraccion entre los métodos evaluados.
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Grafica 10: Comparacion del rendimiento de extractos crudos y purificados. Al evaluar
la misma variable con dos factores (crudo y purificado), “ns” indica que no existe
diferencia estadistica (P<0.05), mediante ANOVA de dos vias seguido de Prueba de
comparacion multipleTukey's.

8.4. Espectrofotometro de transformada de Fourier (FTIR)

8.4.1. FTIR extractos purificados

En la grafica 11 se pueden observar los espectros FTIR de los extractos purificados que
presentaron mejor actividad antioxidante: Soxhlet metanol y agua, sonicacion a 40°C de
metanol y agua; asi como maceracion a 23°C y 37°C. La banda en forma de lengua
ancha que abarca de los 3000 a las 3500 cm™ aproximadamente corresponde a la
vibracion de estiramiento del grupo OH; este grupo funcional (hidroxilo) es caracteristico
de compuestos alcohdlicos, aromaticos, alifaticos y fendlicos hidrogenados; ademas
este grupo esta presente en los extractos que fueron extraidos con metanol. En la region
de aproximadamente 1200 cm™ encontrariamos una vibracion de flexion del OH, que
podria corresponder a la deformacion de polifenoles, mientras que en la zona de 1150
cm™ podria corresponder al grupo C-O-H de los alcoholes (Bautista-Hernandez et al.,
2021; Oliveira, et al., 2016).

En la region de 2850 a 2920 cm™ observamos la vibracion de estiramiento C-H, la cual
presenta una elongacion, la cual no deja apreciar la presencia total del metileno (CH2)
y metilo (CHs), caracteristico de compuestos aromaticos (Bautista-Hernandez et al.,
2021); la flexion de estos los encontramos en 1410 y 1390 cm™ aproximadamente.

En la regién de los 2100 cm™ observamos un enlace C=C, el cual puede demostrar la
presencia de un alquino o la resonancia de los aromaticos (Kumar, 2013; Pickering,
1980).
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En la region de 1700 y 1610 cm™ aproximadamente, podemos encontrar C=O,
correspondiente a vibracion de estiramiento de grupo carboxilo, de flavonoides y lipidos
(Oliveira, et al., 2016). Aunque segun Bautista, et al., 2021, podia corresponder al grupo

N-H de los anillos aromaticos de amidas o aminas aromaticas.

Analisis FTIR de extractos purificados
de Bougainvillea glabra
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Grafica 11: Espectros FTIR de los extractos purificados de bracteas de buganvilia por
medio de diferentes técnicas de extraccion y solventes: Soxhlet (metanol y agua),
sonicacién 40°C (metanol y agua) y maceracion 23°C y 37° (metanol).

8.4.2. FTIR extractos crudos

Los grupos funcionales que podemos encontrar en los extractos crudos de B. glabra se
representan en la grafica 12. Donde se observan vibraciones de estiramiento
correspondiente a C=0 en la regién de 1716-1725 cm™, las cuales pertenecen al grupo
carbonilo de las estructuras ceténicas (Barkociova, et al., 2021). En la regién cercana a
2148 cm™ se aprecia una vibracion de estiramiento correspondiente a C=C,
caracteristico de los alquinos (Kumar, et al., 2013; Liu, 2021). Cerca de los 1624 cm™ se
encuentra la region caracteristica de a la vibracion de estiramiento de C=N,
correspondiente al grupo funcional de la imina (Devadiga y Ahipa, 2020; Barkociova, et
al., 2021). En la regién de 2850 a 2950 cm™ observamos la vibracion de estiramiento C-
H, correspondiente a los alcanos, ademas se distingue al metileno (CH2) y metilo (CHa),
mientras que a los 1378 cm™ corresponde a la flexion de C-H (Devadiga y Ahipa, 2020;
Liu, 2021). Mientras el acido carboxilico se presenta en la region de 1255-1259 cm™ que
representa la vibracion del C-O (Barkociova, et al., 2021). Finalmente, en la regiéon de

1073 cm™ pertenece al estiramiento simétrico de C-O-C (Devadiga y Ahipa, 2020).
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Analisis FTIR de extractos crudos
de Bougainvillea glabra
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Grafica 12: Espectros FTIR de los extractos crudos de bracteas de buganvilia por medio
de diferentes técnicas de extraccion Soxhlet de metanol y agua, sonicacién 40°C de
metanol y agua; asi como maceracién metanol 23°C y 37°C.

8.5. Solidos Totales y Cuantificacion de betalainas
El contenido de sdlidos totales y la cuantificacion de betalainas obtenidos del extracto

Soxhlet metanol, el cual presento mayor actividad antioxidante y rendimiento, se
muestran en la tabla 11. Se cuantificaron 57 mg/ml de sélidos totales, de los cuales 45
mg/ml corresponden a solidos volatiles.

La cuantificaciéon de betalainas (betacianinas y betaxantinas) del extracto metandlico de
bracteas de B. glabra mediante espectrofotometria UV-VIS exhibio una mayor cantidad
de betaxantinas con 15.3 mg/g a diferencia del contenido de betacianinas que fue de
13.1 mg/g.

Soxhlet 57 mg/ml 45 mg/ml 13.12 mg/ml 15.3 mg/ml
metanol

Tabla 11: sélidos totales y la cuantificacion de betalainas.

8.6. Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (UPLC)

La identificacién de compuestos polifendlicos presentes en el extracto de bracteas de B.
glabra mediante analisis por UPLC-MS permiti6 detectar un total de 64 posibles
compuestos (grafica 13). En la tabla 12 se presentan los datos correspondientes a cada

compuesto, incluyendo el tiempo de retencién (RT), el ion molecular ([M+H]+), los iones
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de fragmentaciéon (MS/MS), laférmula molecular estimaday su identificacion
tentativa basada en bibliografia.

Cromatograma de extracto soxhlet purificado de bractea de Bougainvillea glabra
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Grafica 13: Compuestos presentes en el extracto purificado de bracteas de
Bougainvillea glabra identificados mediante UPLC.
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235.9226,
174.9536,
163.0380,
116.9273,
99.9240
Tabla 12: Identificacion tentativa de compuestos presentes en el extracto purificado de

bracteas de Bougainvillea glabra.

8.7. Actividad antimicrobiana por difusién en pozo

8.7.1. Staphylococcus aureus

Las diferentes concentraciones de los extractos metandlicos de buganvilia con las
técnicas Soxhlet y maceracion demostraron tener la misma capacidad que el antibidtico
gentamicina para inhibir el crecimiento de S. aureus. El extracto de Soxhlet a 57 mg/ml
inhibié una zona de 9.6 mm, mientras que a la misma concentracion de maceracion a
23° y 37° inhibieron 11 mm. El extracto de Soxhlet agua y grupo control no mostraron
zona de inhibicion.

Actividad antimicrobiana del extracto de B. glabra
contra Staphylococcus aureus
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Grafica 14: Evaluacion de la actividad antimicrobiana con diferentes concentraciones
(567, 28.5, 5.7 mg/ml) de extracto de bractea contra Staphylococcus aureus. Calculado
mediante ANOVA de dos vias, al evaluar la misma variable con diferente técnica de
extraccion, diferente literal (a-c) indican diferencia estadistica (P<0.05), (Prueba de
comparacion multiple Tukey’s).
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8.7.2. Staphylococcus epidermidis

Se evaluo el potencial de los extractos de Soxhlet metanol y agua, asi como maceracion
metanol a 23° y 37°C de bracteas de B. glabra contra la bacteria Gram positiva S.
epidermidis, demostrando que los extractos de Soxhlet metanol y maceracion a 23° y
37°C detienen el crecimiento bacteriano empleando diferentes concentraciones; siendo
esta inhibicion parecida a la que produce el antibiotico gentamicina a una concentracion
de 0.1 mg/ml. Por otro lado, el extracto de Soxhlet agua y el grupo control no mostraron

actividad.

Actividad antimicrobiana del extracto de B. glabra
contra Staphylococcus epidermidis
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Grafica 15: Evaluacion de la actividad antimicrobiana con las concentraciones a 57, 28.5,
5.7 mg/ml de extracto de bracteas contra Staphylococcus epidermidis. Al evaluar
mediante ANOVA de dos vias para promedio+ DS (n=3) la misma variable con diferente
técnica de extraccion, diferente literal (a-d) indican diferencia estadistica (P<0.05), y
Prueba de comparacion multiple Tukey's.

8.7.3. Acinetobacter baumanii

La bacteria Gram negativa A. baumanii fue mas sensible a la concentracion de 57 mg/ml
de los extractos de metanol, revelando que no existe diferencia significativa entre la
zona de inhibicion de 8.3 mm con Soxhlet, 7.8 mm con maceracién a 23° y de 8 mm con
maceracion a 37°. El agua destilada del grupo control negativo, asi como la extraccion

de Soxhlet con agua no mostraron actividad antimicrobiana.
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Actividad antimicrobiana del extracto de B. glabra
contra Acinetobacter baumannii
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Grafica 16: Evaluacion de la actividad antimicrobiana con diferentes concentraciones
(57, 28.5, 5.7 mg/ml) de extracto de bractea contra Acinetobacter baumannii. Al evaluar
mediante ANOVA de dos vias para promediot DS (n=3), seguido de Prueba de
comparacion multipleTukey’s, la misma variable con diferente técnica de extraccion,
diferente literal (a-c) indican diferencia estadistica (P<0.05).

8.7.4. Pseudomonas aeruginosa

La actividad antimicrobiana que presentaron los extractos metandlicos a una
concentracion de 57 mg/ml contra P.aeruginosa resulto ser igual de efectiva que la
concentracion de 0.1 mg/ml de la gentamicina. La zona de inhibiciéon producida por
Soxhlet metanol a 57 mg/ml fue de 15.6 mm incluso mayor a la producida por el
antibidtico (10.6 mm). Con maceracion a 23° C observamos una inhibicién de 9 mm
empleando 57 mg/ml, mientras que solo 3 mm con 28.5 mg/ml. En el caso de
maceracion a 37° se observan una zona de 10.3 mm usando 57 mg/ml, de 7.1 mm con
28.5 mg/ml y solo 2.1 mm con extracto a 5.7 mg/ml. El extracto de Soxhlet agua y el
control negativo no presentaron halos de inhibicion.

Actividad antimicrobiana del extracto de B. glabra
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Grafica 17: Evaluacion de la actividad antimicrobiana con diferentes concentraciones de
extracto de bracteas contra Pseudomonas aeruginosa. Al evaluar mediante ANOVA de
dos vias para promediox DS (n=3) la misma variable con diferente técnica de extraccion,
diferente literal (a-c) indican diferencia estadistica (P<0.05) y Prueba de comparacion
multiple Tukey's.

8.7.5. Escherichia coli

Observamos que el extracto de Soxhlet con metanol contra E. coli tuvo solo una zona
de inhibiciéon de 4.1 mm a una concentracion de 57mg/ml, con maceracion a 23° solo 2
mm y a 37° de 6.6 mm a la misma concentracion. Respecto a Soxhlet agua y control

negativo no se observé zona de inhibicion.

Actividad antimicrobiana del extracto de B. glabra
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Gréfica 18: Grafica 18. Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra Escherichia coli
con diferentes concentraciones de extracto de bractea. Al evaluar mediante ANOVA de
dos vias para promediox DS (n=3), seguido de Prueba de comparacién multipleTukey s,
la misma variable con diferente técnica de extraccion, diferente literal (a-b) indican
diferencia estadistica (P<0.05).

8.8. Concentracion Minima Inhibidora (MIC) y Concentracion Minima

Bactericida

8.8.1. MIC y MBC de Staphylococcus aureus

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto de bracteas de
B. glabra contra la cepa S. aureus se evalud un rango de 28.5 mg/ml hasta 5.7 mg/ml,
descubriendo que la menor cantidad de extracto necesaria para inhibir el crecimiento
bacteriano es de 15.7 mg/ml. Para considerar la MBC, el extracto elimin6 al 99.9% de
las bacterias a una la concentracion de 15.7 mg/ml, mientras que a concentraciones

menores el crecimiento era incontable.
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Grafica 19: Evaluacion de MIC y MBC a diferentes concentraciones del extracto contra
Staphylococcus aureus. Observamos la media de tres repeticiones de la absorbancia a
595 nm. Al evaluar mediante ANOVA de una via (n=3) la absorbancia de crecimiento a
diferente concentracion del extracto, “*” indica que no existe diferencia estadistica
(P<0.05), y Prueba de comparacion multiple Tukey's.

8.8.2. MIC y MBC de Staphylococcus epidermidis

Para determinar la MIC del extracto de metanol de bracteas de B. glabra contra la
bacteria S. epidermidis se evaluaron concentraciones que oscilaban entre 17.6 mg/mly
15 mg/ml, observando que a 16.5 mg/ml no mostraba crecimiento bacteriano. La
concentracion del extracto de B. glabra que impidio el crecimiento de alguna colonia
(MBC) de S. epidermidis fue a 16.5, por otro lado, a 16.3 mg/ml el crecimiento de la

bacteria fue incontable.
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Grafica 20: MIC y MBC de Staphylococcus epidermidis. Al evaluar mediante ANOVA de
una via (n=3) la absorbancia de crecimiento a diferente concentracion del extracto, “*”
indica que no existe diferencia estadistica (P<0.05) (Prueba de comparacién multiple
Tukey’s).
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8.8.3. MIC y MBC de Acinetobacter baumannii

Para conocer la cantidad de extracto metandlico de bracteas de B. glabra necesaria
para impedir y eliminar (MIC y MBC) el crecimiento de A. baumannii, se evaluaron
concentraciones de 28.5 a 11.4 mg/ml, observando que a 16.6 mg/ml existe actividad

antibacteriana.
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Gréfica 21: MIC y MBC de Acinetobacter baumannii. Al evaluar mediante ANOVA de
una via la absorbancia de crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto,
* significa que no existe diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones
(Prueba de comparacion multiple Tukey’s).

8.8.4. MIC y MBC Pseudomonas aeruginosa

La concentracién minima inhibitoria (MIC) y bactericida (MBC) del extracto de bracteas
de B. glabra contra la cepa P. aeruginosa se evalué en un rango de 28.5 mg/ml hasta
5.7 mg/ml, siendo la concentracion de 17.8 mg/ml la necesaria para impedir el

crecimiento bacteriano.
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Gréfica 22: MIC y MBC Pseudomonas aeruginosa. Al evaluar mediante ANOVA de una
via la absorbancia del crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto, *
revelan que no existe diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones (Prueba
de comparacion multiple Tukey’s).

8.8.5. MIC y MBC de Escherichia coli

Se evaluaron concentraciones de 28.5 a 14.8 mg/ml para determinar la actividad del
extracto de bracteas de buganbilia contra E. coli, siendo la concentracion de 17.3 mg/ml

la minima inhibitoria y bactericida.
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Gréfica 23: Grafica 23. MIC y MBC de Escherichia coli. Al evaluar mediante ANOVA de
una via la absorbancia de crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto,
* significa que no existe diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones
(Prueba de comparacion multiple Tukey’s).

8.9. Actividad anti-adherencia de biopeliculas
8.9.1. Porcentaje de inhibicion de biopeliculas

8.9.1.1. Staphylococcus aureus

Para poder determinar si el extracto de bractea de B. glabra presenta accién sobre la
inhibicion de biopeliculas de S. aureus se evaluaron concentraciones entre 28.5 mg/mi
a 3.4 mg/ml. Observando que a 4.6 mg/ml impide hasta un 85% la unién de la

biopelicula.
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Grafica 24: Grafica 24. Inhibicion de la biopelicula de Staphylococcus aureus empleando
extracto de bractea de B. glabra. Al evaluar mediante ANOVA de una via la absorbancia

de crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto, ns significa que no
existe diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones (Prueba de Tukey’s).

8.9.1.2. Staphylococcus epidermidis

La inhibicion de la biopelicula de S. epidermidis se logré hasta un 94% a una
concentracion de 2.9 mg/ml del extracto, mientras que a concentraciones menores la

absorbancia de crecimiento aumentaba.

Inhibicién biopelicula
Staphylococcus epidermidis

Control Crecimiento:
Bacteria

Control solvente: Agua

Control +: Gentamicina 0.1
mg/ml

95-94%

Concentracion extracto (mg/ml)

Grafica 25: Grafica 25. Inhibicion de la biopelicula de Staphylococcus epidermidis con
extracto de B. glabra. Al evaluar mediante ANOVA de una via la absorbancia de
crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto, ns significa que no existe
diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones (Prueba de Tukey’s).
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8.9.1.3. Acinetobacter baumanni

La concentracion del extracto de buganvilia necesaria para inhibir el 98% la formacion
de la biopelicula de A. baumannii es de 17.1 mg/ml, mientras que concentraciones de

11.4 a 1.1 mg/ml inhiben un 60-40%, respectivamente.

Inhibicién de biopelicula
Acinetobacter baumannii

0.4
Control Crecimiento:

Bacteria

Control +: Gentamicina 0.1
mg/ml

Concentracion extracto (mg/ml)

Grafica 26: Accion inhibitoria del extracto metandlico de bracteas de Bougainvillea
glabra contra Acinetobacter baumannii (n=3). ANOVA de una via la absorbancia de
crecimiento bacteriano a diferente concentracion del extracto, ns significa que no existe
diferencia estadistica (P<0.05) entre las concentraciones (Prueba de Tukey’s).

8.9.1.4. Pseudomonas aeruginosa

La capacidad del extracto metandlico de B. glabra para inhibir el 100% la formacion de
biopeliculas de P. aureginosa se encuentra en la concentracion de 17.7 mg/ml y hasta
un 80% a 6.6 mg/ml.

Inhibicién biopelicula
Pseudomonas aeruginosa

0.4+
Control Crecimiento:
Bacteria

Control solvente: Agua

Control +: Gentamicina 0.1
mg/ml

100-96%
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Concentracion extracto (mg/ml)
Grafica 27: . Efecto del extracto de bractea de Bougainvillea glabra sobre la inhibicion
de la biopelicula de P. aureginosa. ANOVA de una via la absorbancia de crecimiento

bacteriano a diferente concentracion del extracto, ns significa que no existe diferencia
estadistica (P<0.05) entre las concentraciones (Prueba de Tukey’s).
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8.9.1.5. Escherichia coli

Una concentracion de 8 mg/ml de extracto de B. glabra inhibe el 93% de la formacién
de biopélicula de E. coli, mientras que concentraciones menores inhiben hasta un 80-
40%.

Inhibicién de biopelicula
Escherichia coli

0.25 o
- Control Crecimiento:
Bacteria
0.20-
mm  Control solvente: Agua
® 0.15 - Control +: Gentamicina 0.1
g 80-70% mg/mi
0.10
0.05
0.00-
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d&‘\vg\)\é’\o '(\. (\. \bt' \\. o D N
F \?&

Concentracién extracto (mg/ml)

Grafica 28: Efecto inhibidor de Bougainvillea glabra contra biopelicula de Escherichia
coli. ANOVA de una via la absorbancia de crecimiento bacteriano a diferente
concentracion del extracto, ns significa que no existe diferencia estadistica (P<0.05)
entre las concentraciones (Prueba de Tukey’s).

8.9.2. Evaluacién anti-adherencia de biopeliculas mediante

microscopia confocal de barrido laser (CLSM)

8.9.2.1. Staphylococcus aureus

Para evaluar el efecto del extracto metandlico de B. glabra sobre biopeliculas de S.
aureus, se formd una biopelicula en portaobjetos, y luego marcada con FilmTracer y
posteriormente observada con microscopia confocal. En la figura 12 se puede apreciar
la morfologia de la biopelicula de S. aureus (A, B) sin ningun tratamiento, se puede
observar que el espesor de la biopelicula es de aproximadamente 30 micras (um), en
tanto que la biopelicula tratada con 11.4 mg/ml de extracto (C, D) disminuy6 su espesor

abpum.
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Control

Extracto 11.4 mg/ml

Figura 12. A-B biopelicula Staphylococcus aureus. C-D tratamiento con 11.4 mg/ml de
extracto de bractea de Bougainvillea glabra.
8.9.2.2. Staphylococcus epidermidis

En la figura 13 se detecta una ligera reduccion del grosor de 8 um la biopelicula de S.

epidermidis a 6 um con la muestra tratada con 10 mg/ml de extracto.

Control

Extracto 11.4 mg/ml

Figura 13. A-B formacién biopelicula Staphylococcus epidermidis. C-D inhibicién de

biopelicula con 11.4 mg/ml de extracto de bractea de Bougainvillea glabra.

77



8.9.2.3. Acinetobacter baumannii

El extracto de bractea de B. glabra a una concentracion de 11.4 mg/ml logré reducir el

espesor de la biopelicula control de A.baumannii de 30 um a 9 um (figura 14).

Control

Extracto 11.4 mg/ml

Figura 14. Formacién biopelicula de Acinetobacter baumannii (A, B). Efecto del
extracto de Bougainvillea glabra (C, D) en la generacién de biopelicula.
8.9.24. Pseudomonas aeruginosa

La biopelicula formada por P. aeruginosa muestra un grosor de 20 um, mientras que el

grosor de la biopelicula disminuyo en presencia de 11.4 mg/ml de extracto metandlico
de B. glabra (figura 15).
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Control

Extracto 11.4 mg/ml

Figura 15: Biopelicula Pseudomonas aeuroginosa (A, B). Accién del extracto de

bractea Bougainvillea glabra sobre la formacién de P. aeuroginosa (C, D).

8.9.2.5. Escherichia coli

La produccion de biopelicula de la bacteria E. coli se vio afectada por la presencia de
11.4 mg/ml de extracto de bractea, ya que el grosor de la biopelicula control fue de 20

um, al contrario de la tratada con B. glabra que se redujo a 5.5 pm.

Control

Extracto 11.4 mg/ml

Figura 16. Actividad del extracto metandlico de bugambilia contra la biopelicula de

Escherichia coli.
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8.10. Ensayo de citotoxicidad por tinciéon de fluorescencia de las células
NPTr

Las células epiteliales traqueales de cerdo (NPTr) se expusieron a una concentracion
de 5.7 mg/ml del extracto metandlico de bracteas de B. glabra durante 24 horas, con el
objetivo de evaluar, mediante microscopia confocal de barrido laser (CLSM), si el
extracto causaba dafio en el nucle6 o en el citoesqueleto de actina. En la figura 17-A,
se muestra los microfilamentos de actina y el nucleo las células NPTr sin ningun
tratamiento (control). Mientras que en la figura 17-B se observa que la exposicion al
extracto no provocod alteraciones visibles en la morfologia del ndcleo ni en la

organizacion del citoesqueleto de actina de las células.

Control Extracto 5.7 mg/ml

Figura 17. Citoesqueleto de actina de células NPTr marcadas con faloidina Alexa Fluor
488 (verde). Los nucleos se marcaron con Hoetch (azul). (A) Células control. (B) Células

tratadas con 5.7 mg/ml de extracto de buganvilia.

9. Discusion

Diversos extractos vegetales que contienen antioxidantes naturales con capacidad para
neutralizar radicales libres han demostrado ser prometedores en el tratamiento de
multiples enfermedades. Los compuestos bioactivos provenientes del metabolismo
secundario de las plantas juegan un papel esencial frente al estrés oxidativo. Estas
sustancias antioxidantes tienen la capacidad de ceder electrones o atomos de hidrogeno,

formando radicales intermedios estables (Amrane-Abider et al., 2023).
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Bougainvillea glabra se ha reconocido por una variedad de propiedades medicinales,
entre las que se incluyen efectos antioxidantes, antivirales, antidiabéticos, antifertilidad,
antiinflamatorios, antimicrobianos e incluso como larvicida (Saleem et al., 2019; EI-
Sayed et al., 2020). Muchas de estas actividades bioldgicas se atribuyen a la presencia
de diversos compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, pero principalmente al pigmento
betalaina. Las betalainas son compuestos nitrogenados, vacuolares e hidrosolubles que
se derivan de la tirosina, son caracteristicos del orden Caryophyllales y responsables
del color de las bracteas. Estas se dividen en dos grupos principales: las betacianinas,
que producen tonalidades de rojo a violeta, y las betaxantinas, que generan colores de
amarillo a naranja (Kuhn et al., 2022; Wu et al., 2022). A pesar de su relevancia en la
medicina tradicional, las investigaciones orientadas a caracterizar sus propiedades
quimicas y terapéuticas de B. glabra siguen siendo limitadas. En el presente estudio, se
evaluaron inicialmente los efectos de distintas variables de extraccion sobre el contenido
de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de las bracteas de B. glabra.

La extraccion constituye una etapa crucial en la obtencion y analisis de compuestos con
actividad biolégica presentes en plantas medicinales. La eficacia de este proceso
depende de la polaridad del disolvente empleado, asi como el método de extraccion
seleccionado, ya que influyen en el rendimiento y |la calidad de los compuestos extraidos.
Segun el principio de solubilidad, los fitoquimicos con distintas polaridades, pueden ser
extraidos de manera eficiente mediante el uso de disolventes compatibles con sus
caracteristicas quimicas (Abarca et al., 2016).

Los disolventes comunmente utilizados para la extraccion son: etanol, metanol, agua y
acetona (Lee, 2024), los cuales fueron empleados en este estudio. Al comparar la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos de las bracteas mediante los diferentes
disolventes, se observd que el metanol presentd el mejor rendimiento (grafica 10) y la
mayor capacidad antioxidante (grafica 1 a 9). La efectividad del metanol puede atribuirse
a su alta polaridad, superior a la del etanol, lo que le permite establecer enlaces de
hidrégeno mas fuertes, tanto como donante y como aceptor. Gracias a esta propiedad,
el metanol facilita una extraccion mas eficiente de compuestos polares. Ademas, posee
una mayor capacidad de disolucién que el agua, lo que contribuye a una extraccion
rapida y eficaz. Por otro lado, la acetona, que presenta una polaridad menor y una
volatilidad mas alta en comparacién con el etanol y el metanol, actua preferentemente
como disolvente de compuestos no polares (Lee et al., 2024). Esta caracteristica limita
su eficacia para extraer sustancias polares presentes en las bracteas.

Diversos estudios han demostrado que el metanol es uno de los disolventes mas

eficaces para la extraccion de compuestos bioactivos en distintas especies vegetales,
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superando en rendimiento a otros disolventes organicos (Mannino et al., 2023). Hecho
que se presento en una investigacion realizada con Bougainvillea x buttiana, donde se
evaluo el rendimiento de extraccién utilizando distintos disolventes: agua destilada,
metanol, acetona, etanol, acetato de etilo, diclorometano y hexano, todos con un grado
de pureza al 100%, y extraidos a una temperatura constante de 26 °C. Los resultados
indicaron que el rendimiento de extraccién aumentd conforme lo hacia la polaridad del
disolvente. Obteniendo los mayores rendimientos con agua destilada y metanol (Abarca,
et al., 2016). Asimismo, Shalini (2016) evalu6 extractos de B. glabra utilizando metanol
en tres concentraciones (50 %, 70 % y 100 %). Los resultados mostraron que el metanol
al 100 % presentd la mayor eficiencia de extraccion, lo que confirma la relevancia de
utilizar disolventes con alta pureza y polaridad para obtener una mayor cantidad de
compuestos bioactivos.

El método de extraccion es otro factor clave para maximizar la obtenciéon de compuestos
bioactivos a partir de tejidos vegetales, ya que influye directamente tanto en el
rendimiento como en la calidad de los extractos (Mannino et al., 2023). En el presente
trabajo evaluamos dos técnicas de extraccion convencionales: Soxhlet y maceracion,
asi como una técnica no convencional: sonicacion. Los resultados mostraron que la
técnica Soxhlet no solo alcanzé un mayor rendimiento de extraccién, sino que también
generd extractos con mayor actividad biolégica en comparacion con los otros métodos
evaluados. Estos hallazgos concuerdan con las investigaciones previas de Mannino y
colaboradores (2023), donde se reporta una mayor eficacia del método Soxhlet frente a
la maceracion. La ventaja del Soxhlet puede atribuirse a sus condiciones operativas,
que incluyen temperaturas elevadas y una recirculacién continua del disolvente caliente,
lo que facilita una extraccion completa y eficiente de compuestos bioactivos. Por otro
lado, aunque la extraccion asistida por ultrasonido también mostro resultados favorables,
su eficacia puede verse limitada por parametros como la duracién y la intensidad de la
sonicacion. Estudios indican que exposiciones prolongadas, donde se superan los 40
minutos, junto con frecuencias elevadas, mayores a 20 kHz, pueden provocar la
formacion de radicales libres o causar la degradacion de compuestos sensibles (Valasi
et al., 2023). En general, aunque tanto la sonicacion como el Soxhlet requieren el uso
de equipos de calentamiento y disolventes organicos, la técnica Soxhlet se posiciona
como la opcién mas efectiva en términos de rendimiento y estabilidad del extracto, lo
que la convierte en una herramienta valiosa en estudios fitoquimicos orientados a la
obtencion de antioxidantes y metabolitos bioactivos.

Los flavonoides, fenoles, saponinas y taninos son los metabolitos secundarios

clasificados como esenciales en las plantas (Abarca et al., 2016). La obtencion de estos
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compuestos también puede verse influenciada por las condiciones de temperatura y el
tiempo de extraccion. Diversos estudios mencionan que se pueden obtener compuestos
bioactivos estables a temperaturas elevadas cuando se aplican durante periodos breves
de tiempo, pero esta condicidén no es universal. En el caso de metabolitos sensibles al
calor, como algunos flavonoides, temperaturas altas pueden favorecer su degradacion
o pérdida, especialmente cuando se superan los 100 °C. Esto ocurre porque el calor
excesivo puede alterar la estructura quimica de los compuestos, reduciendo su
biodisponibilidad y actividad antioxidante (Lee et al., 2024). Por lo tanto, es fundamental
ajustar cuidadosamente las condiciones térmicas para evitar comprometer la integridad
de los metabolitos de interés. En el presente estudio, se evaluaron temperaturas
moderadas que no excedieron los puntos de ebullicion de los disolventes utilizados,
como es el caso de la acetona (56 °C), metanol (65 °C), etanol (78 °C) y agua (100 °C),
ademas de ensayos realizados a temperatura ambiente (23 °C) y temperaturas
ligeramente elevadas (37 °C y 40 °C). Ademas, se ha observado que el aumento de la
temperatura puede facilitar la ruptura parcial de las paredes celulares vegetales,
mejorando la difusién del solvente y liberando compuestos bioactivos al medio de
extraccion (Lee et al., 2024). Por lo tanto, encontrar un equilibrio adecuado entre
temperatura, tipo de disolvente y tiempo de contacto es esencial para optimizar la
recuperacion de compuestos sin comprometer su funcionalidad.

Los compuestos antioxidantes cumplen la funcién de proteger al organismo contra el
estrés oxidativo, que se ha asociado con el desarrollo de enfermedades degenerativas
y procesos de envejecimiento acelerado. En los Ultimos anos, los antioxidantes
naturales derivados de plantas han despertado un gran interés debido a su bajo riesgo
para la salud humana (Markandan et al., 2016). Como se menciond anteriormente, los
compuestos fitoquimicos con capacidad antioxidante actian mediante dos mecanismos
principales: la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y la transferencia de un
electrén (SET), procesos que resultan en la neutralizacién de especies reactivas y en la
estabilizacion de los compuestos antioxidantes. Dado que estos mecanismos pueden
activarse de manera distinta segun la estructura quimica del compuesto, evaluar la
actividad antioxidante a través de un solo método puede resultar insuficiente para
caracterizar completamente su potencial. Por ello, es necesario emplear multiples
ensayos que permitan medir la capacidad antioxidante desde diferentes enfoques, tanto
en funcion del tipo de radical involucrado como del mecanismo predominante (Mannino
et al., 2023). En este contexto, B. glabra ha surgido como una fuente prometedora de
antioxidantes naturales, principalmente por su riqueza en compuestos fendlicos y

betalainas. En el presente estudio, se evalué la capacidad antioxidante de los extractos
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obtenidos con distintos solventes y técnicas de extraccion, observandose que el extracto
crudo metandlico presento la mayor actividad antioxidante en los ensayos ABTS, FRAP
y en el contenido total de fenoles. Estos resultados coinciden con investigaciones
previas que también destacan al metanol como el solvente mas eficaz para la obtencion
de compuestos bioactivos con alto potencial antioxidante. Por ejemplo, Saleem et al.
(2019) compararon la eficacia del metanol y el diclorometano, encontrando que el
extracto metandlico no solo presenté mayor capacidad para eliminar radicales ABTS
(1C50=111.32 mg TE/g), sino que también mostré valores superiores en FRAP (73.95
mg GAE/g) y en contenido de fenoles totales (26.04 mg GAE/Q).

Por otro lado, Markandan et al. (2016) evaluaron proporciones de metanol al 50%, 70%
y 100 %, reportando que metanol al 100 % resulté con los mejores valores de actividad
antioxidante: 77.37 mg TE/g en ABTS, 127.47 mg TE/g en FRAP y 63.92 mg GAE/g en
contenido fendlico. Estos resultados confirman que la pureza del disolvente también
influye significativamente en la eficiencia de extraccion.

En el presente estudio, se obtuvo que el extracto crudo metandlico de bracteas de B.
glabra present6 los valores mas altos tanto en capacidad de eliminacion de radicales
(ABTS) con 84.64 ET pg/ml, el potencial del extracto para reducir los iones férrico (FRAP)
de 165.57 EAG ug/ml. y el contenido fendlico mas alto con 168. 98 EAG ug/ml, lo que
refuerza la efectividad del metanol como disolvente en comparacion con otros utilizados.
Diversos estudios respaldan que los compuestos fendélicos son reconocidos como los
principales responsables de la actividad antioxidante en los extractos vegetales
(Markandan et al., 2016). Sin embargo, nuestros resultados sefialan que al purificar los
extractos y aislar uUnicamente la fracciéon fendlica, se observd una disminucion
significativa en la actividad antioxidante. Esta reduccién puede estar relacionada con la
pérdida de otros compuestos bioactivos presentes en el extracto crudo durante el
proceso de purificacion (Vazquez-Nufiez et al., 2025). Lo que sugiere que la eficacia
antioxidante no depende exclusivamente de los fenoles aislados, sino del efecto
sinérgico de todos los metabolitos presentes en el extracto crudo.

Se ha resaltado la capacidad antioxidante de las bracteas de buganvilia, principalmente
a la presencia de betalainas, pigmentos naturales que han despertado interés por su
potencial quimioprotector frente al estrés oxidativo (Wu et al., 2022). Las betalainas
poseen como grupos funcionales a las aminas fendlicas y estructuras ciclicas, que las
convierten en excelentes donadoras de electrones, contribuyendo a su capacidad
antioxidante. Estudios sobre la betanina, uno de los compuestos mas representativos
del grupo, indican que su actividad redox se relaciona con propiedades como la energia

de disociacion de enlace y el potencial de ionizacién molecular. Otro factor que influye
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en la actividad antioxidante de las betalainas es que varia segun el pH del entorno. Las
formas desprotonadas, que predominan en medios neutros o basicos, muestran una
mayor capacidad para neutralizar radicales libres, en comparacion con aquellas
presentes en condiciones acidas (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021). La actividad
también parece depender del tipo de betalaina, siendo las betaxantinas, las que suelen
mostrar mayor capacidad antioxidante que las betacianinas (Robles et al., 2017). Este
ultimo contexto fue confirmado por Jaramillo y colaboradores en 2020, quienes
compararon extractos de bracteas naranjas y moradas obtenidos por sonicacion. Los
resultados mostraron una mayor concentracién de compuestos fendlicos en las bracteas
naranjas (129.6 mg EAG/g), en contraste con las moradas (79.9 mg EAG/g), lo que
respalda la hipétesis de que las betaxantinas tienen una mayor contribucién a la
actividad antioxidante. Por otro lado, Wu et al. (2022) reportaron que, entre los extractos
de diferentes colores de buganvilia, los de tonos purpura presentaron la actividad mas
baja en el ensayo ABTS, mientras que los extractos rojos y naranjas fueron mas
efectivos. Esto se asocia a un mayor contenido de betaxantinas en estos ultimos.

En el presente estudio se identifico que el extracto metandlico de las bracteas color
magenta de B. glabra contenia un mayor nivel de betaxantinas (15.3 mg/mL) en
comparacion con las betacianinas (13.12 mg/mL). Este resultado difiere de lo reportado
por Robles et al. (2017), donde se observd un predominio de betacianinas en bracteas
de color magenta. Esta diferencia podria explicarse por el efecto del tratamiento térmico.
Se ha reportado que al exponer material vegetal rico en betalainas a temperaturas de
ebullicion, ocurre una degradacion de las betalainas, lo que provoca un aumento en la
contribucién porcentual de los derivados deshidrogenados y descarboxilados, asi como
la alteracion del color. Curiosamente, algunos de estos productos degradados pueden
exhibir una actividad antioxidante superior a la del compuesto original, como se ha
observado en extractos de remolacha tratados térmicamente (Sadowska-Bartosz &
Bartosz, 2021).

Con el fin de identificar los compuestos fitoquimicos responsables de la actividad
biolégica observada en los extractos de bracteas de B. glabra, se empleé al analisis por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), técnica utilizada para la
deteccion de grupos funcionales presentes en compuestos organicos (Hajji et al., 2023).
El analisis espectral del extracto purificado revelé sefales caracteristicas del grupo
hidroxilo (OH), tipico de los compuestos fendlicos, asi como bandas correspondientes a
la vibracion de estiramiento C—H, asociada a estructuras aromaticas. También se
identificaron enlaces triple carbono-carbono (C=C) propios de alquinos, y senales

atribuidas al grupo carbonilo (C=0), lo cual puede indicar la presencia de flavonoides.
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Por otro lado, el espectro del extracto crudo mostro, ademas de estos grupos, la
presencia de una posible banda atribuida a un grupo imina (C=N), lo que sugiere una
mayor diversidad de compuestos funcionales.

Estos hallazgos coinciden con los reportados en estudios previos. Por ejemplo,
Mahendran y colaboradores (2020) identificaron a través de analisis FTIR en extracto
de flor de B. glabra la presencia de fenoles, alcanos, aldehidos, acidos carboxilicos y
aminas aromaticas. Asimismo, Napoledn et al. (2013) aislaron betacianinas a partir de
bracteas y, mediante esta misma técnica, confirmaron la presencia de grupos
funcionales como —OH, C=N, C=0, CO, asi como deformaciones en enlaces C-H
pertenecientes al anillo bencénico. Ademas, Kumar et al. (2013) también utilizaron FTIR
para caracterizar pigmentos rojos y purpuras extraidos de B. glabra, y detectaron grupos
amina (N-H) y carbonilo (C=0), confirmando que estas moléculas corresponden al
grupo de las betacianinas dentro de las betalainas.

La caracterizacion de los compuestos polifendlicos presentes en el extracto de bracteas
de B. glabra mediante Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (UPLC-MS), revel6
la presencia de dos acidos fendlicos (acido chebulinico y acido p-cumarico), asi como
cuatro flavonoides (quercetina 3-(2”-feruloylsophoroside), kaempferol 3-(2G-
glucosilrutinésido), isorhamnetina 3-glucosil-(1—2)-[ramnosil-(1—6)-galactésido] y
robinetina 3-rutindsido) y un carbohidrato (sacarosa). En el estudio realizado por El-
Sayed et al. (2020), donde se analizé la fraccion de acetato de etilo del extracto de la
parte aérea de una variedad de buganvilia ('Scarlett O'Hara') a través de cromatografia
liquida de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-
ESI-MS/MS), se identificaron aproximadamente 39 compuestos en modo negativo,
predominando los acidos organicos libres, derivados de acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, saponinas, antocianinas y otros metabolitos secundarios.

En conjunto, estos resultados demuestran la riqueza estructural de los compuestos
presentes en las bracteas de B. glabra y su posible relacién con la actividad antioxidante
observada, especialmente por la presencia de compuestos fendlicos y pigmentos
naturales como las betalainas.

La creciente aparicién de bacterias multirresistentes (MDR) representa una amenaza
para los sistemas de salud a nivel mundial, dificultando cada vez mas el tratamiento
efectivo de infecciones (Song et al., 2021). Esta situacion es particularmente
preocupante en paises en desarrollo, donde la necesidad de medicamentos
antimicrobianos eficaces, seguros y accesibles es urgente (Wasihun et al., 2023). La
resistencia bacteriana ha aumentado significativamente debido al uso indiscriminado de

antimicrobianos, lo que ha impulsado la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas,
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entre ellas compuestos derivados de fuentes naturales, como las plantas medicinales
(Hamdi Abdulkareem et al., 2022).

En este contexto, se evaluo la actividad antimicrobiana de extractos de bracteas de B.
glabra obtenidos por distintas técnicas de extraccion, mediante el método de difusion en
pozo. El extracto obtenido por Soxhlet con metanol fue el mas eficaz, mostrando las
mayores zonas de inhibicion. En particular, Pseudomonas aeruginosa fue la cepa mas
sensible con un halo de inhibicion de 15.6 mm, seguida por Staphylococcus epidermidis
(10.6 mm), S. aureus (9.6 mm), Acinetobacter baumannii (8.3 mm) vy, por ultimo,
Escherichia coli, con menor sensibilidad (4.1 mm).

Estos resultados superan los reportados por Perales y Leysa (2012), quienes
observaron una zona de inhibicién de solo 7 mm contra E. coliy P. aeruginosa utilizando
extractos etandlicos de flores. Asimismo, Napoleén y colaboradores (2013) evaluaron
las betacianinas aisladas de bracteas mediante extraccion con metanol acuoso,
logrando zonas de inhibicion de 5.3 mm contra P. aeruginosa y 3.7 mm para E. coli. Por
su parte, Zahidul et al. (2016) mostraron que los extractos florales de fracciones de n-
hexano, tetracloruro de carbono y agua de B. glabra eran mas activos contra S. aureus
(17-22 mm) y E. coli (15-16 mm), mientras que P. aeruginosa presentd menor
sensibilidad (0—6 mm). En otro estudio, Cardona et al. (2017) informaron que infusiones
etandlicas de flores inhibieron a S. aureus (9.4 mm) y P. aeruginosa (9.8 mm), resultados
mas bajos que los obtenidos en este trabajo.

Para una evaluacién cuantitativa mas precisa, se determiné la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y la concentracidon minima bactericida (MBC) del extracto metandlico
de Soxhlet, ya que fue el que mostré mayor actividad en los ensayos previos. Las
bacterias Gram negativas presentaron valores mas altos de MIC y MBC: P. aeruginosa
(17.8 mg/ml), E. coli (17.3 mg/ml) y A. baumannii (16.6 mg/ml). En comparacion con las
bacterias Gram positivas que mostraron una susceptibilidad ligeramente mayor, con
valores de 16.5 mg/ml para S. epidermidis y 15.7 mg/ml para S. aureus.

Los resultados de los ensayos antibacterianos revelaron que las bacterias Gram
negativas fueron menos susceptibles al extracto, probablemente debido a la estructura
compleja de su membrana externa, compuesta por una capa de lipopolisacaridos que
limita la penetracion de compuestos bioactivos. Ademas, el espacio periplasmico de
estas bacterias alberga enzimas capaces de degradar sustancias externas, lo que
incrementa su resistencia (Dharmaratne et al., 2018).

Por otro lado, la efectividad del extracto metandlico podria atribuirse a la solubilizacion
de compuestos polares bioactivos, tales como flavonoides, acidos fendlicos y betalainas,

los cuales han sido previamente asociados con mecanismos antibacterianos. Estos
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mecanismos incluyen la desestabilizacién de la bicapa lipidica de la membrana celular,
alteraciones en la composicion de acidos grasos, inhibicion de la captacion de nutrientes
como la glucosa, aumento en la permeabilidad de la membrana que provoca fugas
idnicas (potasio y protones), y la interferencia con funciones enzimaticas esenciales, lo
que puede inducir la lisis celular o detener su replicacién (Lee et al., 2024).

En particular, algunos flavonoides como la quercetina tienen la capacidad de unirse a
enzimas bacterianas clave, como la ADN girasa en E. coli, interfiriendo en la replicacion
del ADN bacteriano y limitando su proliferacién. Ademas, estudios han sefialado que la
actividad bioldgica de los extractos vegetales depende de multiples factores como el tipo
de planta, el lugar y época de cosecha, lo cual influye en su composicion fitoquimica
(Yazdanian et al., 2022).

Hasta la fecha, los valores de MIC y MBC para extractos de B. glabra no han sido
reportados en la literatura, con la excepcién del estudio de Ahmar Rauf et al. (2019), en
donde se sintetizaron nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO-NMs) de un extracto de flor
de buganvilia, observando una actividad significativa contra S. aureus y E. coli con una
concentraciéon de 16 ug.

En comparacién con otras especies del mismo género, un estudio del extracto floral de
Bougainvillea spectabilis reportd valores considerablemente mas altos de MIC y MBC
frente a E. coli con 750 y 875 mg/ml, respectivamente y de 625 y 750 mg/ml contra S.
aureus (Kenari & Razavi, 2022), lo que resalta la mayor potencia del extracto de B.
glabra obtenido por Soxhlet en este trabajo. Asimismo, resulta pertinente contrastar
estos resultados con los de Beta vulgaris (betabel), ya que ambas especies pertenecen
al orden Caryophyllales y contienen betalainas como metabolitos bioactivos. Spérna-
Kucab y colaboradores (2023) evaluaron diferentes variedades de B. wulgaris,
observando que la cascara de la variedad Ceryl presentd mayor actividad antimicrobiana,
con MIC y MBC de 0.06 a 4 mg/ml para S. aureus, 4 mg/ml para S. epidermidis y entre
4y 8 mg/ml para E. coli. Estos valores son significativamente menores que los obtenidos
para B. glabra, lo cual puede atribuirse a la mayor concentracién y diversidad de
betalainas en B. vulgaris. Las betalainas ejercen su accién antimicrobiana alterando la
estructura, permeabilidad y funciones celulares de los microorganismos, lo que conduce
eventualmente a la muerte celular (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

Estos resultados refuerzan el potencial de B. glabra como fuente de compuestos
bioactivos con propiedades antimicrobianas, especialmente frente a cepas
multirresistentes, y justifican futuras investigaciones orientadas a su aislamiento,

caracterizacion y aplicacion farmacoldgica.
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Las biopeliculas son estructuras complejas formadas por comunidades bacterianas que
se adhieren a superficies y se protegen mediante una matriz compuesta por
exopolisacaridos, proteinas y ADN extracelular. Esta arquitectura les confiere una
resistencia mayor frente a los antibiéticos en comparacion con las bacterias libres (Song
et al., 2019). De hecho, se estima que mas del 65 % de las infecciones hospitalarias y
hasta el 80 % de las infecciones microbianas en general estan relacionadas con la
formacion de biopeliculas (Lagha et al., 2019). Por ello, se han realizado nuevos
estudios para encontrar nuevos compuestos de origen natural capaces de interferir con
la formacion de biopeliculas.

Aunque la actividad antibiopelicula de B. glabra no ha sido reportada previamente, en
este estudio se evalué por primera vez su potencial para inhibir la formaciéon de
biopeliculas en diversas bacterias patogenas. El extracto metandlico de B. glabra mostr6
una potente inhibicion frente a S. epidermidis, logrando impedir hasta el 94% la
formacion de biopelicula con solo 2.9 mg/ml, mientras que S.aureus inhibié el 85 % a
4.6 mg/ml. En el caso de E. coli, una concentraciéon de 8 mg/ml logré reducir la formacion
de biopelicula en un 93 %. Para A. baumannii y P. aeruginosa, las concentraciones
efectivas fueron de 17.1 y 17.7 mg/ml, respectivamente, logrando inhibiciones del 98 %
y 100 %.

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal (CLSM) confirmaron estos resultados,
mostrando una reduccion significativa en la densidad y espesor de las biopeliculas tras
el tratamiento con el extracto. A una concentracién de 11.4 mg/ml, se observé una
desorganizacion evidente de la estructura tridimensional, con una matriz
exopolisacarida mucho mas dispersa y delgada, lo que sugiere una alteracién efectiva
en la formacion de la biopelicula y su integridad.

Ademas del efecto inhibitorio observado, es importante considerar los posibles
mecanismos a través de los cuales los compuestos presentes en este extracto ejercen
su accion. Uno de los mecanismos mas relevantes es la capacidad del extracto para
interferir con la fase inicial de adhesion bacteriana a superficies abidticas. Esto podria
explicarse por la formacién de una pelicula desfavorable sobre la superficie que impide
la union estable de las células bacterianas, promoviendo su desprendimiento. Algunos
componentes del extracto podrian alterar las proteinas de superficie de las bacterias,
dificultando la fijacion y posterior formacién de la biopelicula (Lagha et al., 2019).
Ademas, compuestos fitoquimicos como flavonoides, glicésidos, acidos fendlicos y
acidos tanicos pueden actuar rompiendo la matriz de exopolisacaridos (EPS), afectando
la integridad estructural de la biopelicula madura. Estos compuestos también pueden

desestabilizar las membranas bacterianas, inhibir enzimas clave en la formacion de la
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biopelicula, interrumpir la funcién de estructuras de adhesién como las fimbrias, o
incluso alterar la expresion génica relacionada con la formaciéon de biopeliculas y la
comunicacion bacteriana por deteccién de quérum (Hou et al., 2022).

El extracto de B. glabra mostré la capacidad para reducir la masa y densidad de las
biopeliculas, por microscopia confocal. Esta accién podria estar relacionada con
mecanismos combinados como la inhibicion de la unién bacteriana inicial, la interrupcion
del sistema de sefializacion por quérum y la alteracibn de las interacciones
fisicoquimicas entre las bacterias y la superficie (Gemmell et al., 2022).

Un mecanismo adicional reportado para los flavonoides es su capacidad de neutralizar
radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta accion antioxidante no solo
protege a las células huésped, sino que también modifica el microambiente bacteriano,
incluido su pH, dificultando la estabilidad de las biopeliculas. Este cambio ambiental
puede desestabilizar la adhesion y la integridad de la matriz de la biopelicula (Miao et
al., 2020).

Los resultados obtenidos en este estudio pueden compararse con los hallazgos de Yong
y colaboradores (2019), quienes evaluaron el efecto antibiopelicula de betacianinas
extraidas de pitahaya roja (Hylocereus polyrhizus) y espinaca roja (Amaranthus dubius).
En ese trabajo, las fracciones de betacianinas mostraron su capacidad para inhibir la
formacion de biopeliculas de S. aureus y P. aeruginosa. La fraccién de espinaca roja
fue mas eficaz contra las biopeliculas de S. aureus, con concentraciones inhibitorias
minimas (MBIC) entre 0.313 y 1.25 mg/ml. En cambio, la pitahaya roja mostré mejor
actividad contra P. aeruginosa, con MBIC de 0.313 a 0.625 mg/ml, siendo mas efectivas
que las de B. glabra. Esta diferencia podria estar relacionada con la estructura
especifica de las betacianinas presentes en cada planta, que influye en su capacidad
de interferir con la adhesion bacteriana y el desarrollo de la biopelicula. Ademas, en
dicho estudio se observé que las betacianinas modificaban la interaccion entre la
superficie celular bacteriana y sustratos como poliestireno y vidrio. Estas fracciones,
especialmente las hidrofilicas, redujeron la hidrofobicidad de las células bacterianas,
disminuyendo su adhesién a superficies mas hidréfobas como el poliestireno. Este
mecanismo sugiere que las betacianinas no solo afectan la matriz de la biopelicula, sino
que también interfieren con la fase inicial de fijacion bacteriana.

En comparacion, aunque el extracto metandlico de B. glabra no alcanzé los bajos niveles
de MBIC reportados en el estudio de Yong et al., si demostré una alta eficacia en la
inhibicion de biopeliculas formadas por varias cepas patégenas, lo que respalda su
potencial como agente terapéutico natural. Es posible que su efecto esté mediado por

mecanismos similares, como la alteracién de la superficie celular, la interferencia en la
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adhesion inicial, o la disrupcién directa de la matriz de exopolisacaridos de la biopelicula.
Esta comparacion resalta la relevancia de las sustancias polares vegetales, como las
betacianinas y los flavonoides, en la prevencién y control de infecciones bacterianas
asociadas a biopeliculas.

Los extractos vegetales ricos en fitoquimicos pueden tener efectos benéficos como
adversos, por lo que es fundamental evaluar su seguridad. Para este propésito, los
ensayos in vitro con lineas celulares son herramientas comunes, que permiten detectar
citotoxicidad de forma eficiente y a bajo costo (Bunyakitcharoen et al., 2024).

En este estudio, se utilizé la linea celular epitelial de traquea de cerdo recién nacido
(NPTr) para investigar si el extracto de B. glabra afectaba la viabilidad celular. Esta linea
ha demostrado ser util en investigaciones sobre mecanismos de infeccidon bacteriana
(Delgado-Ortega et al., 2014). Para evaluar posibles efectos apoptéticos, se aplicaron
marcadores especificos. Para el reconocimiento de nucleos se empled Hoechst y Alexa
Fluor 488 para visualizar el citoesqueleto de actina. Tras 24 horas de exposicién a 5.7
mg/ml del extracto, las células no mostraron alteraciones morfolégicas evidentes,
presentando nucleos uniformes y un citoesqueleto bien definido, lo que sugiere la
ausencia de toxicidad celular. Esto contrasta con otro estudio en el que se sintetizaron
nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir de extractos de flor de B. glabra. En ese caso,
las células tratadas con 25 y 50 yg/mL mostraron signos claros de apoptosis, como
condensacion del ADN y formacién de cuerpos apoptoticos (Oves et al., 2023).

Otros trabajos también han evaluado la seguridad del extracto de B. glabra y en general
han concluido que no presenta toxicidad significativa. En un estudio con células
humanas hepaticas (WRL-68) y renales (Vero), el extracto etandlico mostré valores de
IC50 superiores a los del control negativo, lo que indica baja citotoxicidad (Shalini et al.,
2018). En estudios con embriones de pez cebra, se observaron algunos efectos leves,
como edemas vy alteraciones en la pigmentacion, tras la exposicion a extractos de
bracteas de distintos colores. Sin embargo, no se detectaron malformaciones
importantes, por lo que el extracto no fue clasificado como téxico (Teh et al., 2019).
Adicionalmente, extractos de flores de B. glabra han mostrado actividad selectiva frente
a células cancerosas, como las de cuello uterino y colon, sin dafar células sanas,
probablemente debido a la accion proapoptética de ciertos compuestos fendlicos
(Saleem et al., 2019; Yerlikaya et al., 2017). Por ultimo, ensayos de toxicidad en ratas
Wistar expuestas a extractos metandlicos durante 90 dias no revelaron alteraciones
significativas a nivel hematoldgico, bioquimico ni histoloégico. (Krishna y Sundararajan,
2020).
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En conjunto, estos hallazgos respaldan que B. glabra no presenta toxicidad relevante
en modelos celulares ni animales, lo que refuerza su potencial como fuente segura de

compuestos bioactivos.

10.Conclusion

Entre los diferentes métodos de extraccion evaluados, el sistema Soxhlet, utilizando
como disolvente metanol, demostro ser el mas eficaz. Este método proporcioné el mayor
rendimiento del extracto, asi como el contenido mas alto de compuestos fendlicos
totales y una actividad antioxidante significativamente superior en los ensayos ABTS y
FRAP, en comparacion con la maceracioén y la sonicacion. El analisis FTIR confirmo la
presencia de grupos funcionales caracteristicos de compuestos fendlicos, flavonoides,
betalainas, asi como otros compuestos. Mientras que la caracterizacion por UPLC
reveld6 compuestos de relevancia farmacolégica como quercetina, kaempferol,
isorhamnetina y robinetina, ademas de acidos fendlicos como el acido p-cumarico y

acido chebulinico, lo que sustenta el potencial terapéutico de las bracteas de B. glabra.

El extracto demostré una actividad antimicrobiana efectiva contra diferentes bacterias
patdégenas de importancia médica. Reportando la mayor zona de inhibicién contra P.
aeruginosa (15.6 mm). Los valores de MIC y MBC confirmaron la eficacia bactericida
del extracto, frente a cepas Gram positivas y negativas. Este efecto puede atribuirse a

la accion sinérgica de los compuestos presentes en el extracto.

El extracto inhibi6 de forma significativa la formacién de biopeliculas bacterianas.
Registrando una inhibicién del 100 % contra P. aeruginosa a 17.7 mg/mly del 94 % en S.
epidermidis a 2.9 mg/ml. Estas cifras indican una capacidad notable del extracto para
impedir la adhesién bacteriana y alterar la matriz de la biopelicula, hecho que se
demostré también mediante microscopia confocal, donde se observd una biopelicula

mas delgada y fragmentada tras el tratamiento con el extracto.

También se confirmé la baja citotoxicidad del extracto en células epiteliales de traquea
de cerdo (NPTr), donde no se observaron alteraciones morfolégicas relevantes en los
nucleos y el citoesqueleto de actina se mantuvo intacto tras la exposicion a 5.7 mg/ml
del extracto. Lo que sugiere que el extracto no induce apoptosis ni afecta la integridad

celular.
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En general, los resultados respaldan el uso de Bougainvillea glabra como nueva fuente
de compuestos bioactivos naturales. Su aplicacion podria extenderse a areas como la
industria farmacéutica, cosmética, alimentaria, asi como su uso como desinfectante,
principalmente como antioxidante, antimicrobiano o agente antibiopelicula de origen
vegetal. No obstante, se recomienda continuar con estudios de aislamiento y purificacion
de compuestos especificos, asi como con ensayos in vivo para validar su eficacia y

seguridad en modelos biolégicos mas complejos.
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