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EXTRACTO DE HOJAS DE Salpianthus macrodontus (GUAYABILLA) CON

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuadra en el campo técnico de la obtencion de extractos
de plantas para su uso en la inhibiciéon del crecimiento de especies bacterianas,
especificamente para la obtenciéon de extractos estandarizados de la hoja de la
planta mexicana conocida como “guayabilla” (Salpianthus macrodontus),
concretamente para inhibir el crecimiento de especies bacterianas Vibrio

parahaemolyticus y V. harveyi; y Photobacterium damselae y P. leiognathi.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion concierne a la utilizacion de un extracto obtenido de hojas de
Salpianthus macrodontus, una planta que carece de estudios antibacterianos y que
posee actividad antibacteriana contra bacterias de los géneros Vibrio spp. y
Photobacterium spp. El extracto consiste en la extraccion de los compuestos
fitoquimicos de las hojas de S. macrodontus mediante el uso de acetona como

solvente y ultrasonido de alta intensidad.

En la actualidad, enfermedades causadas por especies de los géneros Vibrio (Soto-
Rodriguez et al., 2015) y Photobacterium (Rivas-Fontenla, 2012) han tenido un gran
impacto a nivel mundial. Una de las enfermedades de mayor impacto con reportes
de hasta 100% de mortalidad en cultivos de camaroneros es el llamado sindrome
de mortalidad temprana (EMS) o enfermedad aguda de necrosis hepatopancreatica
(AHNPD) (Flegel, 2012; Leafio & Mohan, 2012; Lightner, 2012; Soto-Rodriguez et
al., 2015), una enfermedad de origen bacteriano reportada por primera vez en China
en 2009 y que se ha expandido a distintos paises de Asia y América Latina, incluido
México (Lightner, 2012; Tran et al., 2013).
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En México, este problema es cominmente prevenido mediante la utilizacion de

antibiéticos comerciales como la oxitetraciclina, sarafloxacina, enrofloxacin,
florfenicol, fosfomicina, monensina, salinomicina y semduramicina (NOM-EM-006-
PESC-2004, 2004); sin embargo, su utilizacion ineficaz e insegura ha favorecido a
la seleccién de bacterias resistentes a dichos antibioticos (Albuguerque Costa et al.,
2015). Aunado a esto, el uso de antibidticos en los sistemas marinos afecta
negativamente el medio ambiente, poseen efectos sobre la biogeoquimica del
sedimento marino y se acumulan en los tejidos de camarén alterando la flora
intestinal, lo que puede provocar problemas de intoxicacién o alergias en el

consumidor final (Ma et al., 2006).

Ante este hecho, los esfuerzos mundiales se han incrementado en la busqueda de
nuevas alternativas o busqueda de compuestos bioactivos a través de la medicina
tradicional mediante el uso de plantas consideradas medicinales(Valarmathy et al.,
2010), debido a que actuales estudios han demostrado su gran potencial
antimicrobiano, ademas de que son mas bioseguros, menos costosos, presentan
menor generacion de efectos secundarios y menor resistencia bacteriana que los

antibiéticos comerciales y drogas sintéticas(Abd El-Moez et al., 2014).

En este aspecto, diversos extractos de origen vegetal se han estudiado contra
bacterias que provocan enfermedades a varios organismos marinos, principalmente
del género Vibrio, como son los diversos extractos de plantas usadas
folcloricamente en la region central de la India [extractos etandlicos de
Syzygiumcumini (jambul), Lawsoniainermis (alhefia), Terminaliabelerica (bellaria) y
Magnifera indica (mango), los extractos acuosos de Alliumsativum (ajo),
Azadirachtaindica (neem), Tamarindus indica (tamarindo), Punicagranatum
(granado), Eugenia caryophyllus (clavo de olor), Mimusopselengi (nispero) y
Pipernigrum (pimienta comun), asi como los extractos aceténicos de Saraca indica
(ashoka), Datura stramonium (estramonio), Madhuca latifolia (mahua), Acacia
catechu (catechu) y Acacia arabica (goma arabica)], los cuales tuvieron actividad

antibacteriana contra Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus (2.5 — 20 mg mL"")
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(Sharma et al., 2009). Asimismo, se d:terminc’) actividad inhibitoria del extracto
etandlico y metandlico de hojas de Azadirachta indica (neem) contra bacterias
patégenas aisladas de peces infectados, entre las que se encuentran Vibrio
cholerae, V. alginolyticus y V. parahaemolytucis (Dhayanithi et al., 2010). De la
misma manera, se determind actividad antibacteriana del aceite esencial de
orégano con fraccién alta en timol (50 pg mL™") y otro con fraccién alta en carvacrol
(100 pg mL") contra bacterias patogenas de camarén blanco (Aeromona
shydrophila, A. salmonicida, Pseudomonas putida, P. fluorescens, Vibrio mimicus,
V. alginolyticus, V. fluvialis y V. vulnificus) (Gracia-Valenzuela et al., 2012).
Igualmente, existen estudios sobre la actividad antibacteriana del extracto acuoso
(obtenido con agua hervida durante 5 min) de hojas de guayaba contra V.
parahaemolyticus, al igual que dos extractos acuosos (uno obtenido con agua
hervida durante 5 min y otro mediante un bafio maria a 37°C durante toda la noche)
de té verde y de un extracto metandlico al 90% de hojas de neem (Farjana et al.,
2014), asi como del jugo de las hojas de neem (3.13%) contra éste ultimo patégeno
(V. parahaemolyticus) (Banerjee et al., 2013).

En el estado de la técnica se localizan diversos documentos de patentes de
extractos con actividad antibacteriana como los siguientes:

El documento de patente US20150050372 A1 describe un producto farmacéutico
que comprende un extracto producido por la extraccién de las hojas de Rhus
copallina con una mezcla de alcohol y agua.

El documento de patente US 8092843 B2 se refiere a un método para el tratamiento
cutaneo de infecciones por Herpes simplex aplicando topicamente al area del brote
una composicion que comprende al menos 1% en peso de extracto de hoja de olivo
D-Lenolate®. También se describe una composicién para el tratamiento, que
contiene, en peso, al menos 1% de extracto de hoja de olivo D-Lenolate®, 1-3% de
neem, 0.05-1% de aloe y 0.05-1% de mentol.
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El documento de patente W02013183982 A1 describe composiciones para la

desinfeccion y/o preservacion efectiva de alimentos, por ejemplo alimentos frescos,
lo que permite la eliminacién efectiva de microorganismos en dichos alimentos. Las
composiciones descritas contienen extractos derivados de plantas con actividad
antimicrobiana, los cuales pueden actuar por si solos o en combinacién con otros
agentes desinfectantes, como por ejemplo acidos organicos y compuestos de cloro.
Las composiciones de la invencion son capaces de eliminar contaminacion
microbiana, incluyendo de microorganismos patogenos, de semillas y de los
germinados obtenidos a partir de las mismas sin alterar las propiedades de
germinacion de las semillas y las propiedades nutritivas y/o alimenticias de los
germinados.

El documento de patente PCT/MX2013/000066 se refiere al desarrollo de
composiciones que contienen fitoquimicos presentes en extractos de plantas que
son utilizados como desinfectantes y conservadores para alimentos, por ejemplo de
origen vegetal y animal; mas particularmente a formulaciones acuosas a base de
extractos de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), el método mediante el cual
se obtiene y sus usos como formulacion efectiva para eliminar bacterias patégenas

de alimentos, por ejemplo de semillas.

Salpianthus macrodontus, es una planta endémica y ampliamente distribuida en
México (Hernandez-Ledesma et al., 2015), habita en suelos arenosos a lo largo de
las orillas de arroyos o acantilados en los estados de Baja california, Sonora,
Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero y algunas zonas tropicales (Shreve &
Wiggins, 1964). Es conocida vulgarmente segun la region como: “catarinita”,
“catarinilla” y “guayabilla” (Hernandez-Galicia et al., 2002). Pertenece al género
Salpianthus (familia Nyctaginaceae) que incluye soélo 4 especies de los cuales la
especie S. macrodontus destaca por sus propiedades hipoglucemiantes (Marles &
Farnsworth, 1995; Peesa, 2013), antifungicas contra Penicillium chrysogenum vy
Penicillium expansum, ambos hongos patégenos de granos de trigo y maiz

(Tequida-Meneses et al., 2002) y efectivo contra insectos de granos almacenados

=3 IMPI



10

15

20

25

30

.

—

-5-
(Tequida-Meneses et al., 2005), asi como para el gorgojo Prostephanus truncatus

Horn en su forma inmadura(Tequida-Meneses et al., 2005). Aunque el principal uso
de S. macrodontus es como hipoglucemiante, en algunas regiones de Nayarit,
México, es usada de manera folclorica para tratar enfermedades en cultivos
agricolas ocasionadas por diversos microorganismos y no existe informacion en la
literatura cientifica sobre este tipo de actividad contra agentes infecciosos, por lo
que se pretende proteger el extracto obtenido de las hojas de dicha planta debido a
que posee actividad inhibitoria contra especies bacterianas de los géneros Vibrio y
Photobacterium aisladas de un brote masivo de AHPND (Enfermedad Aguda
Necrotizante del Hepatopancreas, por sus siglas en inglés) en cultivos semi-
intensivos de camarén blanco en el noreste de México.

OBJETO DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencion es proponer un metodo de obtencion y uso de

un extracto de las hojas de Salpianthus macrodontus, conocido como “guayabilla”.

Otro objeto es proponer un extracto obtenido de hojas con actividad inhibitoria

contra especies bacterianas de los géneros Vibrio y Photobacterium.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente memoria de la invencion, todos los términos cientificos utilizados
tienen el mismo significado que el cominmente entendido por uno de los expertos
ordinarios en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque cualesquiera de
los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden usar en la practica o ensayo de las formulaciones o dosis
unitarias. A menos que se indique lo contrario, las técnicas empleadas o
contempladas en la presente memoria son metodologias estandar. Los materiales,

métodos y ejemplos son soélo ilustrativos y no limitantes.
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La presente invencion se refiere concretamente a un método de obtencion de un

extracto de las hojas de Salpianthus macrodontus, conocida como “guayabilla”,
“catarinita” o “catarinilla”, donde de manera preferente se utiliza acetona como

solvente y ultrasonido de alta intensidad.

El método de la presente invencion permite obtener extractos con efecto inhibitorio
contra especies del género Vibrio y Photobacterium aisladas de un brote masivo de
AHPND (Enfermedad Aguda Necrotizante del Hepatopancreas, por sus siglas en
inglés) en cultivos semi-intensivos de camarén blanco en el noreste de México. Los
extractos pueden ser utilizados en el sector acuicola, microbioldgico, farmaceéutico,

clinico y agroquimico.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 es una grafica que muestra la actividad antibacteriana (en porcentaje de
inhibicién) del extracto acetdnico de hojas de Salpianthus macrodontus
(guayabilla) a diferentes  concentraciones contra Vibrio

parahaemolyticus, V. harveyi, Photobacterium leiognathi y P. damselae.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion refiere a un método de obtencién y uso de un extracto de las
hojas de Salpianthus macrodontus, conocido como “guayabilla”, utilizando acetona
como solvente y ultrasonido de alta potencia, con efecto inhibitorio contra especies
de los géneros Vibrio y Photobacterium.

El método de obtencién de extractos de hojas de Salpianthus macrodontus de la
invencion, incluye las siguientes fases principales:

l. Obtencion del material vegetal seco

Il. Obtencion de los extractos en general

. Analisis de actividad antibacteriana en cepas de Vibrio y Photobacterium
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De acuerdo al método de la invencion, la obtencion del material vegetal seco se

realiza mediante el siguiente procedimiento:

e Recoleccion de las flores de guayabilla (S. macrodontus).
e Secar las hojas a la sombra.

¢ Moler hasta la obtencién de un polvo fino.

Primeramente, se recolectan las hojas de guayabilla (S. macrodontus) y son
secadas a la sombra para que, finalmente, se muelen hasta la obtencion de un polvo
fino mediante un molinillo de café y son guardadas en bolsas de cerradura
hermética.

De esta manera se obtienen los extractos metandlicos (EM), acetdnicos (EA) y
hexanicos (EH) de las hojas de A. indica (EMN, EAN y EHN, respectivamente),
usadas como controles, y de las hojas de S. macrodontus (EMH, EAH y EHH,

respectivamente).

Posteriormente, el sobrenadante es recuperado mediante filtracién al vacio a través
de papel Whatman No. 1 y el solvente es eliminado en rotavapor a no mas de 40°C
bajo condiciones de vacio.

A continuacion, los extractos deben ser resuspendidos en glicerol al 20% hasta
alcanzar una concentracion de 1 g mL' y, consecutivamente, en caldo soya
tripticaseina al 50% (TSB 50%) suplementada con 20 g/L de cloruro de sodio (TSB2o
50%) hasta obtener una concentracién final de 100 mg mL™" (solucién stock).
Finalmente, los extractos fueron esterilizados a través de filtros con poros de 0.22
um y almacenados a -20 °C hasta sus posteriores analisis.

Para la evaluacion del efecto inhibitorio de todos los extractos, se realizaron cuatro
concentraciones (12.5 — 100 mg mL") de cada extracto y se expusieron contra
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Vibrio parahaemolyticus, V. harveyi, Photobacterium damselae y P. leiognathi,

mediante la técnica de microdiluciéon en caldo dentro de microplacas de 96 pocillos.

Los resultados mostraron que los extractos de hojas de S. macrodontus posee
actividad inhibitoria contra especies de los géneros Vibrio y Photobacterium,
ademas de que la actividad es mayor a los extractos de A. indica, los cuales tienen
diversos estudios de su poder antibacteriano. Sin embargo, el extracto acetdnico de
hojas de S. macrodontus muestra maxima inhibicién atn a 50 mg mL-' contra Vibrio
parahaemolyticus y V. harveyiy a 25 mg mL-' contra Photobacterium damselae y P.

leiognathi.

El efecto del extracto aceténico de hojas de Salpianthus macrodontus tiene una
diversidad de aplicaciones, por ejemplo, en el uso acuicola se incluyen los

siguientes:

o Uso directo para el control microbiano en alimentos balanceados para
camaron.

o Uso directo para el control microbiano en alimentos balanceados para peces.
o Uso directo en sinergia con acidos organicos y otros fitoquimicos para
alimentos balanceados de peces marinos, dulceacuicolas y para camarén.

o Elaboracion de mezclas sinérgicas con acidos organicos, tales como acido
butirico, propiénico, acético y nicotinico para el control microbiano de cepas
de Vibrio parahaemolyticus y Photobacterium damselae.

o Elaboracion de mezclas sinérgicas con acidos organicos y antibiéticos de uso
acuicola como tetraciclina, oxytetraciclina, entre otros para alimentos
balanceados de uso acuicola.

o Elaboracion de mezclas sinérgicas con acidos organicos y otros fitoquimicos
(extractos de pimienta, romero, entre otras), asi como biosurfactantes como

sanitizantes en los laboratorios de produccion larvaria de camaron y de peces.
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REIVINDICACIONES

Un método para obtener un extracto de hojas de Salpianthus macrodontus,

caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

i)  obtener hojas de Salpianthus macrodontus;

i)  secar las hojas a la intemperie y bajo sombra;

iii)  moler en un molinillo las hojas secas hasta obtener un polvo fino;

iv) mezclar el polvo fino con acetona en una porcién de 1:10;

v)  sonicar la mezcla anterior a 47 kHz, a 130W, durante 30 min, a una
temperatura no mayor a 40°C;

vi) filtrar al vacio la mezcla sonicada a través de un filtro papel Whatman No.
1, para recuperar el sobrenadante; y

vii) eliminar la acetona en un rotavapor bajo condiciones de vacio y a una

temperatura no mayor a 40°C.

Un extracto con actividad bactericida, caracterizado porque es obtenido por el
método de la reivindicacion 1 y en donde dicho extracto es un extracto

aceténico (EA) de hojas de Salpianthus macrodontus.

El extracto de hojas Salpianthus macrodontus con actividad bactericida, de
conformidad con la reivindicacion 2, para usarse en el control de bacterias

patdgenas de animales acuicolas

El extracto de hojas Salpianthus macrodontus para usarse de conformidad con
la reivindicacion 3, en donde las bacterias patégenas de animales acuicolas

son del género Vibrio spp. y Photobacterium spp.

El extracto de hojas Salpianthus macrodontus para usarse de conformidad con

la reivindicacién 4, en donde las bacterias patdgenas de animales acuicolas

€91200/220¢/3a/XIN
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del género Vibrio spp. pertenecen a las especies: V. parahaemolyticus y V.

harveyi.

El extracto de hojas Salpianthus macrodontus para usarse de conformidad con
la reivindicacion 4, donde las bacterias patdgenas de animales acuicolas del
género Photobacterium spp. pertenecen a las especies: P. damselae y P.

leiognathi.

El extracto de hojas Salpianthus macrodontus para usarse de conformidad con
las reivindicaciones 3 a 6, en donde la cantidad efectiva del extracto es de 12.5
a 100 mg/mL.

El extracto de Salpianthus macrodontus para usarse de conformidad con las

reivindicaciones 3 a 7, en donde los animales acuicolas son camaron y peces.

€91200/220¢/3a/XIN
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidon se relaciona a un extracto obtenido de hojas de la planta
Salpianthus macrodontus, acetona como solvente y ultrasonido de alta potencia,
que posee efecto inhibitorio contra especies potencialmente patdgenas de los
géneros Vibrio y Photobacterium, que afectan negativamente en la produccion de
cultivos marinos; y los extractos de hojas pueden ser utilizados en el sector acuicola,
microbiolégico, farmacéutico, clinico y agroquimico, por ejemplo en alimentos

balanceados para camarén y peces principalmente.
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