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RESUMEN

Platymiscium pinnatum comuinmente conocido en Venezuela como roble blanco,
es considerado una especie de habitat arbdérea perteneciente a la familia
Fabaceae, rico en metabolitos de tipo flavonoides, isoflavonoides, pterocarpanos
y cumarinas, los cuales han reportado una variedad de actividades biol6gicas
como: estrogénicas, antioxidantes, antibacterianas y anticancerigenas. El
objetivo de la investigacion fue: Confirmar la actividad antibacteriana y la
composicién quimica del extracto etandlico de la corteza de Platymiscium
pinnatum en cepas bacterianas Gram Positivas y Gram Negativas. El extracto
etandlico fue obtenido mediante la técnica de refluyo en caliente,
consecutivamente fue sometido a pruebas quimicas preestablecidas para el
andlisis de su composicion quimica mediante el ensayo fitoquimico, alcanzando
la identificacion de algunos metabolitos secundarios tales como: alcaloides,
triterpenos, fenoles, flavonoides y cumarinas. Asimismo, la actividad
antibacteriana se determind mediante el método de difusion en agar por disco
(Kirby-Bauer); con una concentracion de 10 mg/mL del extracto etandlico,
donde se confirm6 que dicho extracto presentd actividad contra las cepas
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, con halos
de inhibicion de 7 mm de diametro. Sin embargo, no presentd actividad alguna
con Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Cabe destacar que este es
el primer reporte en Venezuela.

Palabras claves: Platymiscium pinnatum, actividad antibacteriana, ensayo
fitoquimico.
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INTRODUCCION

Desde sus inicios, el hombre ha tratado de reducir sus sufrimientos con la
utilizacion de medios a su alcance y el reino vegetal ha sido siempre el
principal distribuidor de remedios en todas las culturas. Las civilizaciones
antiguas, mesopotamica, egipcia, china, india, precolombina, africana, tienen
una extensa coleccion de remedios vegetales que constituyen una
farmacopea impresionante. Poco a poco, el hombre ha ido comprobando
ciertas utilidades de las plantas al igual que su toxicidad. Es este
conocimiento empirico tradicional el que ha dado paso al estudio cientifico de
las plantas (Berdonces, 2003).

Por lo tanto, el estudio de los compuestos quimicamente diversos
presentes en los extractos de las plantas han sido vinculados a la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas que reduzcan, inhiban y en muchos
casos eliminen el desarrollo y propagacion de algunas especies de bacterias
(Martin, 2018). Con el propoésito, de poder combatir la prevalencia de ciertas
enfermedades infecciosas y la creciente resistencia de las bacterias a los
antimicrobianos. En este sentido, se podria promover, mantener y garantizar
la salud individual y colectiva de las personas (Miranda, Espinosa, Centurién,
Velazquez y Alor, 2012).

Bajo estas expectativas, el Platymiscium pinnatum es un arbol leguminoso
mediano que se caracteriza por presentar un fuste recto, duro, con hojas
compuestas que exhiben flores numerosas de color amarillo y naranja, con
una corteza de color gris claro o blanco grisaceo, fisurada vy
longitudinalmente inerte (Devia, Moncaleano y Nifio, 2014; Klitgaard, 2005).
Con un ambito de distribuciéon que va desde México, América Central,
Colombia y Venezuela (Roman, De Liones, Sautu, Deago y Hall, 2012).

Aunque, mayormente reconocido en el mercado maderero, en la fabricacion



de muebles, gabinetes e instrumentos musicales (Xena y Angostini, 1987,
Lépez y Cardenas, 2002)

El género Platymiscium posee una gran variedad de actividades
bioldgicas y/o fitoalexinas para defenderse de los depredadores. Pues bien,
investigaciones fitoquimicas sugieren la presencia de metabolitos
secundarios de tipo flavonoides, Isoflavonoides, pterocarpanos y cumarinas
en sus extractos (Veloso, Pimenta, de Sousa, Falcdo, Gramosa, da Silva,
Silveira y Lima, 2012). En efecto, los extractos de Platymiscium podrian
presentar efectos antigastritis, anticancerigena, antidiabética, anti-VIH. De
igual manera, ayudar a prevenir trastornos posmenopausicos,
quimioprevencion de la osteoporosis y actividades cardiovasculares
(Sannomiyaa, Ninga, Pereira, Lima y Honorio, 2018). Lamentablemente la
explotacion maderera y su uso excesivo ha reducido drasticamente la
poblacion de especies de Platymiscium por lo que existen pocos estudios
sobre la composicion quimica, propiedades biolégicas y farmacologicas del
Platymiscium pinnatum (Cuellar, Martinez, Rojano, Gil y Durango, 2020).

El presente trabajo estd estructurado siguiendo las normas APA,
organizado en cinco capitulos: Capitulo |, denominado EI Problema,
conformado por el Planteamiento del Problema, Justificacion, Elaboraciéon de
los Objetivos, Alcances y Limitaciones de la Investigacion. Capitulo |,
conformado por los Trabajos Previos; Antecedentes Histdricos, Bases
Tedricas, Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las
Variables e Hipotesis. Seguidamente, el Capitulo Il Marco Metodoldgico,
relacionado con el Tipo de Investigacion, Disefio, Poblacién y Muestra,
Unidad de Investigacion, Seleccion del Tamafio de la Muestra, Sistema de
Variables, Instrumentos de Recoleccion de Datos, Procedimiento de la
investigacion y Disefio de Andlisis. Asimismo, el capitulo IV titulado como
Resultados y Discusiones, y el capitulo V titulado y conformado por,

Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En la actualidad, el uso indiscriminado de los antibi6ticos y la capacidad
de las bacterias de desarrollar mecanismos para eludir la accion
antibacteriana ha aumentado significativamente, lo que ha puesto en riesgo a
todas las naciones. Es por esta razon, que la investigacion de nuevos
farmacos y estrategias de prevencion se han visto afectadas; de ahi cada
vez son mayores los fracasos terapéuticos, la morbimortalidad y los costos;
bajo esta perspectiva, la resistencia a los antimicrobianos se considera un
problema de salud publica (Bisso, 2018).

Del mismo modo, se debe acotar que el descubrimiento de cepas
bacterianas resistentes a los antibiéticos, surgio poco después del inicio del
uso de la penicilina (Martin, 2002). En base a ello, hubo un aumento
exponencial en la tasa de descubrimiento de nuevos antibiéticos. Sin
embargo, la introduccién de los mismos dio lugar al desarrollo de nuevos
mecanismos resistentes a dichos antibiéticos (Cardenas, Castillo, De Camara
y Gonzalez, 2018). Sumado a ello, segun la Organizacién Mundial de la
Salud (2021), hubo un incremento de las resistencias como consecuencia del
uso excesivo de antibiéticos a raiz de la aparicion del COVID-19.

Por esta razon, esta situacion ha dado como resultado la necesidad
imperante del desarrollo de terapias alternas a los antibidticos
convencionales (Cardenas y cols., 2018). Existen reportes en la literatura que
hay numerosas investigaciones encaminadas a la busqueda de nuevos
compuestos con actividades bioldégicas a partir de fuentes naturales

(Avellaneda, Rojas, Cuéllar y Fonseca, 2005). El estudio cientifico de las



plantas medicinales es una fuente relevante para el descubrimiento de
nuevos farmacos (Vivot, Sanchez, Cacik y Sequin, 2012). Aunque, uno de los
problemas mas comunes es que existen plantas medicinales que tienen una
actividad antimicrobiana conocida por la poblacién, pero no han sido
analizadas a fondo, para determinar cuales son sus beneficios, pasando
muchas veces desapercibidas (Azuero, Jaramillo, San Martin, y D° Armas,
2016).

Venezuela por ser un pais ubicado en el trépico presenta una amplia
biodiversidad en flora que alberga especies botanicas pertenecientes a
diferentes familias, que en su mayoria no han sido estudiadas. Entre ellas, la
familia Fabaceae, comprende 770 géneros y mas de 19.500 especies que
son de importancia etnobotanica y algunas de estas plantas presentan
potencial actividad biolégica (Owais, Ahmad, Rehman, Mumtaz, Bilal y
Arshad, 2018).

En esta investigacion, se llevd a cabo el estudio del potencial
antibacteriano de los metabolitos secundarios presentes en la especie
Platymiscium pinnatum, para lo cual, se procedié a la evaluacion fitoquimica
de esta especie y su posible capacidad antibacteriana frente a bacterias
Gram Positivas y Gram Negativas, con la finalidad de brindar informacion
segura y verificada de la existencia de posibles farmacos que contrarresten
la resistencia. Una vez descrita la situacion actual del problema; la autora de
la investigacion se formuld el siguiente enunciado holopraxico:

¢, Cual serd la relacion que existe entre la composicion quimica de los
extractos obtenidos de la corteza de Platymiscium pinnatum Yy la actividad

antibacteriana frente a cepas bacterianas Gram Positivas y Gram Negativas?



Justificacion de la Investigacion

Desde la antigiiedad el ser humano ha buscado remedios con los que
aliviar y prevenir ciertos procesos infecciosos, asi como también disminuir
algunas de sus manifestaciones sintomatolégicas, como la fiebre o el dolor,
mediante la ingestion de plantas medicinales. El uso de estas plantas pudo
haberse originado por la observacion de animales que reunian plantas, o que
comian determinadas hierbas cuando sufrian de algin mal especifico. Poco
a poco se fueron sefialando propiedades a las plantas, ya fuesen de sus
flores, cortezas o raices, surgiendo asi los primeros registros del uso de
hierbas para tales fines (Mesa, 2017).

En efecto, las plantas superiores son una fuente de millones de moléculas,
con una gran variedad de estructuras diferentes que pueden presentar
funciones especfficas para las mismas, pero que también representan un
depésito de moléculas con importante actividad bioldégica Util para la
sociedad (Mesa, 2017). Estas moléculas conocidas como metabolitos
secundarios tienen la capacidad de defender a la planta contra depredadores
y patdgenos, inhibiendo el desarrollo de insectos, nematodos, hongos y
bacterias. Asimismo, administrados en dosis suficientes, producen efectos
curativos en las enfermedades de los hombres y de los animales en general
(Gallegos, 2016).

Por tal motivo, las especies vegetales han constituido la principal fuente
de medicamentos para tratar distintas enfermedades y en la actualidad son
objeto de estudio en diferentes areas cientificas, debido a que juegan un
papel significativo en el descubrimiento y desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas (Sierra y Leon, 2019). Al mismo tiempo, son apreciados por su
bajo costo y por los reducidos indices de toxicidad, en comparacion con los
productos de sintesis (Gallegos, 2016).



En conclusidn, el alcance de este recurso ha conllevado a la lucha contra
el incremento constante de bacterias multirresistentes, producto del mal uso
y abuso de antibiéticos y a los patrones de resistencia intrinseca de las
bacterias (Cardenas y cols., 2018). Asi como también, ofrece una opcién
asequible para el 80% de la poblacion mundial que tiene dificultades
econémicas para acceder a los medicamentos comerciales, reduciendo la
tasa de morbimortalidad a nivel mundial (Velasco, Pabén y Hernandez,
2019).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la actividad antibacteriana y la composicion quimica del
extracto etandlico de la corteza de Platymiscium pinnatum en cepas

bacterianas Gram Positivas y Gram Negativas.

Objetivos Especificos

e Obtener el extracto de la corteza de Platymiscium pinnatum, mediante
el método de reflujo en caliente, utilizando como disolvente el etanol.

e Determinar la composicién quimica del extracto de la corteza de
Platymiscium pinnatum mediante pruebas cualitativas preliminares.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de Platymiscium
pinnatum mediante el método de difusién en agar con discos (Kirby-

Bauer) en cepas bacterianas Gram Positivas y Gram Negativas.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de esta investigacion se relacioné con la profundidad con la
que se abarco el tema de estudio durante el proceso de investigacion.
Ademas, es un evento de estudio que se puede investigar desde varios
grados de elaboracion, tales como; exploratorio, descriptivo, analitico,
comparativo, explicativo, predictivo, proyectivo, interactivo, confirmatorio y
evaluativo (Hurtado, 2010). En este sentido, el alcance de esta investigacion
fue confirmar la actividad antibacteriana y la composicion quimica del
extracto etandlico de la corteza de Platymiscium pinnatum en cepas
bacterianas Gram positivas y Gram negativas, para la busqueda de
estrategias terapéuticas de origen vegetal como alternativa a la creciente
problemética de resistencia bacteriana.

Limitaciones de la Investigacion

En cuanto a las limitaciones de esta investigacion es importante
considerar los aspectos relacionados con las teorias, los trabajos previos que
la sustentan y el presupuesto disponible para realizar la investigacion.
Especificamente, en esta fase de proyecto el principal factor limitante fue la
escasa documentacion existente de la planta, ya que su género y especie
han sido poco estudiados. Asimismo, limitaciones de algunos servicios
basicos como el servicio eléctrico, el transporte, e internet y el presupuesto;

influenciado a la crisis econdémica del pais.



CAPITULOII
MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Okoli, Umaru y Olawale (2022), desarrollaron un trabajo de investigacion
titulado: Deteccion fitoquimica, efecto antibacteriano y actividad antioxidante
del extracto etandlico de corteza de Pterocarpus erinaceus, el objetivo
principal fue: Determinar la composicion fitoquimica, el efecto antibacteriano
y la actividad antioxidante de la corteza de Pterocarpus erinaceus, el método
utilizado para el andlisis y la cuantificacion de los fitoquimicos fue por
cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama, por sus siglas
en inglés: GC-FID y la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la
corteza de Pterocarpus erinaceus se llevd a cabo por el método de difusion
en pozo de agar contra bacterias tales como: Staphylococcus aureus, Bacilo
subtilius, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Asimismo, emplearon
la Gentamicina como control positivo. De esta manera, el resultado que
lograron obtener fue el siguiente: el andlisis cromatografico reveld
flavonoides, alcaloides, esteroides y taninos. El extracto etandlico de la
corteza de P. erinaceus exhibié una actividad antibacteriana significativa
contra las cepas bacterianas seleccionadas en las concentraciones probadas
(0,1; 0,15 y 0,2 mg/mL); En este orden de ideas, respecto a la concentracion
de 0,1 mg/mL del extracto, produjo halos de inhibicion con didmetros de 2,20
mm en Bacilo subtilius, 3,47 mm en Escherichia coli, 1,53 mm en
Pseudomonas aeruginosa y 0 mm Staphylococcus aureus. En el caso de la
concentracion de 0,15 mg/mL, origind halos de inhibicion con diametros de
557; 457; 3,30 y O mm, correspondientemente. Finalmente, con la
concentracion de 0,2 mg/mL del extracto, se produjo halos de inhibicion con

diametros de 8,10 mm en Bacilo subtilius, 8,8 mm en Escherichia coli, 7,10



mm en Pseudomonas aeruginosa y 2,80 mm en Staphylococcus aureus. Los
autores concluyeron que el extracto etandlico de la corteza de P. erinaceus
contenia compuestos farmacol6gicamente activos.

Seguidamente, Mphande, Kataba, Muzandu y Gono-Bwalya (2022) en su
trabajo de investigacion titulado: Evaluacion de la actividad antibacteriana del
extracto de la corteza de Pterocarpus tinctorius contra bacterias entéricas
causantes de gastroenteritis, el objetivo principal fue: Evaluar la actividad
antibacteriana del extracto de corteza de Pterocarpus tinctorius contra
Escherichia coli, Salmonella typhi, y Shigella dysenteriae. En este estudio, se
utilizd la técnica de maceracion continua en frio para la preparacion de los
extractos metandlicos, seguido de la particion de dicho extracto crudo para
obtener subextractos de hexano, cloroformo y metanol. El andlisis fitoquimico
cualitativo de los extractos de la corteza de Pterocarpus tinctorius revelo la
presencia de fenoles, flavonoides, taninos y saponinas. Asimismo, la
actividad antibacteriana de los extractos y fracciones se realizd mediante el
método de difusion en pozos de agar, por lo tanto, los pozos se llenaron con
50 pL de los subextractos de hexano, cloroformo y metanol a una
concentracion de 100 mg/mL y 200 mg/mL. De esta manera, el resultado que
obtuvieron fue el siguiente: El subextracto de metanol mostré actividad
antibacteriana contra Shigella dysenteriae, Salmonella typhi Escherichia coli,
con zonas de inhibicion media de 12.3; 11,9; 8,3 mm, respectivamente. El
subextracto de cloroformo solo mostré actividad antibacteriana en Shigella
dysenteriae con zonas de inhibicibn media de 10 mm, mientras que el
subextracto de hexano no mostré actividad antibacteriana contra ninguna de
las bacterias probadas. Todos los subextratos anteriores a una
concentracion de 100 mg/mL. Seguidamente, el subextracto metandlico
mostrd actividad antibacteriana contra Shigella dysenteriae, Salmonella typhi,
Escherichia coli, con zonas de inhibicion 14,3; 13,7 y 12,2 mm,

correspondientemente. El subextracto de cloroformo solo mostré actividad



antibacteriana en Shigella dysenteriae con zonas de inhibicion media de 11,2
mm vy finalmente el subextracto de hexano tampoco mostré actividad
antibacteriana contra ninguna bacteria. Todos los subextratos anteriores a
200 mg/mL. Los resultados de este estudio apoyan el uso de Pterocarpus
tinctorius en la medicina tradicional.

Finalmente, Cuellar, Martinez, Rojano, Gil y Durango (2020), en su trabajo
de investigacion: Composicion quimica, actividad antioxidante vy
antibacteriana de Platymiscium gracile Benth: Una especie en peligro de
extincion, tuvieron como objetivo principal: Analizar la composicion quimica,
actividad antioxidante y antibacteriana de P. gracile. El método utilizado para
la preparacion de los extractos de la corteza fue por percolacion usando n-
hexano, acetato de etilo y metanol. Para el ensayo microbiol6gico, emplearon
el método de difusion en disco de los extractos de hexano, acetato de etilo y
metanol de la corteza de P. gracile, contra cuatro cepas bacterianas; Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus faecalis,
donde el control positivo fue la Ampicilina® y los extractos se encontraban en
diferentes concentraciones (1 y 0,1 %). Los autores obtuvieron como
resultados, que la actividad antibacteriana del extracto de hexano al 1%
provocd halos de inhibicion en E. coli de 11 mm, en S. aureus de 12 mm, en
B. cereus de 9 mm y en E. faecalis de 7 mm. Asimismo al 0,1% produjo
halos de inhibicién de 10, 9, 8 y 7 mm, correspondientemente. El extracto de
acetato de etilo al 1% origin6 halos en E. coli de de 8 mm, en S. aureus de 7
mm, en B. cereus de 9 mm vy en E. faecalis de 8 mm. Al 0,1% se reportaron
halos de inhibicion 8 mm, 7 mm, 8 mm, 7 mm, respectivamente. Finalmente,
la actividad antibacteriana del extracto de metanol al 1%, obtuvieron halos de
inhibicion de 9 mm en las especies E. coli, S. aureus, B. cereus y 8 mmenE.
faecalis y al 0,1% halos de 9, 9, 9 y 7 mm, respectivamente. Ademas, en
cuanto a la investigacion fitoquimica de los extractos activos condujo a la

identificacion de una chalcona, una flavanona, un triterpeno, una isoflavona y
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tres pterocarpanos, lo que ha informado que muestra una amplia gama de

propiedades bioldgicas y farmacoldgicas.

Antecedentes Historicos

Es de resaltar que el ser humano desde su origen ha procurado su
bienestar y en gran parte lo ha encontrado en la naturaleza, en muchos
casos, asociado al pensamiento magico-religioso, el espontaneo, el empirico
y el cientffico (Sierra y Ledn, 2019; Cortez, Macedo, Hernandez, Arteaga,
Espinosa y Rodriguez, 2004). En este sentido, el estudio cientifico y el uso
adecuado de las sustancias de origen natural con fines terapéuticos, ha sido
sin duda tan antiguo como la astronomia, la fisica y la medicina (Cortez y
cols., 2004). Pues bien, durante milenios las especies vegetales han
constituido la principal fuente de metabolitos secundarios, con una gran
variedad de estructuras diferentes que pueden presentar funciones
especificas para las plantas, pero que también pueden tener actividades
Utiles para el ser humano por lo que son objeto de estudio en diferentes
areas del conocimiento cientifico, debido a sus aplicaciones y usos (Mesa,
2017).

No obstante, para llegar a este descubrimiento las sociedades antiguas
empleaban de manera empirica y a base de prueba y error muchas plantas
para aliviar malestares, desinfectar heridas y prevenir ciertos procesos
infecciosos (Sierra y Ledn, 2019). En consecuencia, los registros mas
antiguos del uso de las plantas inician con ideogramas sumerios, datados
aproximadamente 2500 afios a.C., quizas uno de los primeros documentos
detallados es el Cddice de Hammurabi, rey de Babilonia (1730 - 1685 a.C.),
el cual contiene numerosas referencias sobre el uso de plantas que hasta

nuestros dias siguen siendo utilizadas (Cortez y cols., 2004).
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Por otro lado, Teofrasto (300 a.C.), lamado el “padre de la botanica” es
reconocido por sus observaciones y escritos relacionados con las cualidades
medicinales de las hierbas (Repici, 2003). Asimismo, el Sueco Scheele
prepard el camino para el aislamiento de los acidos organicos a partir de las
plantas y demostré la importancia de una nueva clase de sustancias
organicas denominadas alcaloides, gracias a esto la farmacia empez6 a
diferenciarse de la medicina (Marek, 2011).

Sin embargo, la investigaciéon de las plantas y sus potencialidades
biolégicas comenzaron con Claude Bernard, que junto con Louis Pasteur
(1822-1895) revolucionaron el concepto de los anti-infecciosos con el
descubrimiento del mundo de los microorganismos (Rosenfeld, 2002).
Ademas con Alexander Fleming con la penicilina dieron un giro espectacular
a la terapéutica y a la farmacologia (Macnalty, 1955). Posteriormente las
primeras = investigaciones de sustancias de plantas con actividad
antibacteriana comenzaron hace mas de 70 afos, ya en 1949 se conocian
algunas (Florey, 1949).

Por eso, es importante mencionar que entre los afios 1998 y 2005,
estudios realizados en el género Platymiscium han informado que contiene
metabolitos como; pterocarpos, isaflavonoides y cumarinas con propiedades
antimicrobianas (Reyes, Gomez, Moreno, Jiménez, y Quiroz, 1998; Falcao,
Pouliguem., Lima, Gramosa, Costa, MilitAo, Pessoa, De Moraes, y Silveira,
2005). Sin embargo, existen pocos estudios sobre su composicién quimica,
propiedades biolégicas y farmacolégicas (Veloso y cols., 2012; Vila-Nova, de
Morais, Falcdo, Alcantara, Ferreira, Cavalcanti, Vieira, Campello y Wilson,
2013). En consecuencia, se debe dar prioridad a la investigacién quimica de
especies en peligro de extincion, puesto que su pérdida conduciria a la
carencia permanente de potenciales farmacol6gicos y nuevos usos quimicos
(Zhou, Oh, Li, Kim, Lee, y Na, 2013). En efecto, muchas de ellas se emplean

como materia prima para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas
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complejos y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos
en la basqueda de nuevos medicamentos (Bermudez. Oliveira y Velazquez,
2005).

Bases Teodricas

Familia Fabaceae o Leguminosae

La familia Fabaceae es considerada una de las familias mas grandes y
diversas del mundo dentro de la botanica, debido a su gran variabilidad
morfolégica, fisiolégica y ecologica. Ademdas, son plantas ampliamente
reconocidas por su importancia economica Yy cultural, vinculada a la
seguridad alimentaria, provision de servicios y fuentes nutracéuticas
(Castafieda, Gutiérrez, Carrillo y Sotelo, 2017). Las Fabaceas comprenden
formas de vida como arboles, arbustos, hierbas perennes o anuales y
plantas en cojin (Cantero, Nufiez, Bernardello, Amuchastegui, Mulko,
Brandolin, Palchetti, Iparraguirre, Virginil, y Ariza, 2019). Aunque la primordial
caracteristica reside en la tenencia de un tipo de fruto seco, generalmente
dehiscente, pluriseminado conocido como legumbre. De hecho, es la
caracteristica que le da el nombre también de familia Leguminosae y ademas
por eso se denomina comunmente “‘legumbres” a las especies con frutos
comestibles (Llamas y Acedo, 2016).

Sumado a ello, esta compuesta por unos 770 géneros y 19.500 especies
e integrada por seis subfamilias: Cercidoideae, con 12 géneros Yy
aproximadamente 355 especies, Detarioideae, con 84 géneros y 760
especies aproximadamente. Duparquetioideae, subfamilia monotipica.
Dialioideae, la cual abarca 17 géneros y cerca de 85 especies.

Caesalpinioideae, consta de 148 géneros y 4400 especies aproximadamente
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y Papilionoideae, con 503 géneros y 14000 especies (Tabla 1) (Tarazona,
Valdez Lezama, 2022).

De acuerdo a la necesidad de esta clasificacion de subfamilias se
plantean importantes temas sobre el mejor enfoque para nombrar los clados
dentro de las mimas. Las nuevas filogenias de muchos grupos de
leguminosas han demostrado inequivocamente las insuficiencias de las
clasificaciones tribales (Lewis, Schrire, Mackinder y Lock, 2005) debido a la
no monofilia de la mayoria de las tribus tradicionalmente reconocidas (The
Legumene Phylogeny Working Group, 2017). Ademas, sigue habiendo dudas
sobre la monofilia y la ubicacion de varios géneros, con una incertidumbre
considerable en torno a la delimitacion genérica y las relaciones. Sin
embargo, se estan realizando numerosos estudios filogenéticos y se
revisaran las clasificaciones tribales de subfamilias en un futuro proximo. Por
lo tanto, dado que los principales grupos dentro de las subfamilias antes
mencionadas siguen estando mal resueltas, los autores de esta nueva
clasificacion se abstienen de establecer una nueva clasificacion tribal y/o por
clados (The Legumene Phylogeny Working Group, 2017).

Del mismo modo, las Fabaceas se encuentran distribuidas de forma
cosmopolita en todos los biomas (menos regiones articas y antarticas),
formando un importante componente ecolégico de climas templados,
mediterraneos, tropicales, aridos, ecosistemas de sabana, selvas tropicales y

estacionalmente secas (Foresto, 2021).
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Tabla 1. Descripcion taxondmica de la familia Fabaceae

Reino Division Clase
Plantae Magnoliophyta Magnoliopsida
Orden Familia Subfamilias:
Fabales Fabaceae Caesalpinioideae,

Cercidoideae, Detarioideae,
Dialioideae,, Duparquetioideae,

Papilionoideae

Tribus: Inespecifficas.

Tomado y modificado de Tarazona y cols., 2022.

En efecto, algunos autores sugieren que poseen numerosos fitoquimicos
en pequefias cantidades como: fenoles [1], flavonoides [2], isoflavonoides
[3], taninos [4], cumarinas [5], derivados de acidos fendlicos y ademas de
alcaloides [6] (Ver figura 1), los cuales presentan actividades biolégicas
como antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana y anticolesterolémica
(Simbafa, 2022; Gdémez, Espino, Guerrero, Moran, Loépez, Montenegro,
Olmedo, y Gupta, 2014). En definitiva, la presencia de numerosas sustancias
bioactivas de diversa naturaleza quimica en las cortezas, hojas y raices
comprenden un potencial farmacolégico como antimicético, antibacterial,
analgésico, antiinflamatorio y sobre todo antidiabético (Martinez, Ocampo,
Galvis y Valencia, 2011).
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Figura 1. Compuestos aislados de la Familia Fabaceae

Género Platymiscium

El Platymiscium es un género neotropical de arboles forestales que
incluye unas 19 especies (29 taxones), 4 de estas especies son
morfologicamente variables y geograficamente extendidas, 15 son mas
restringidas, algunas de ellas endémicas (Klitgaard, 2005). Este género,
pertenece a la tribu Dalbergieae, la cual agrupa Unicamente géneros lefiosos

con frutos indehiscentes con una o0 pocas camaras seminales (Xena y
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Angostini, 1987; Klitgaard, 2005). A su vez, la tribu forma parte de la Familia
Leguminosae (Xena y Angostini, 1987). El Platymiscium se define de forma
Unica dentro de las Leguminosae por la siguiente combinacién de
caracteristicas: hojas opuestas, estipulas interpetiolares, y flores amarillas
papilionoides en racimos axilares (Figura 2). Ademas, varias especies tienen
entrenudos huecos y muestran una asociacién con las hormigas (Klitgaard,
2005).

Figura 2: Flores del Género Platymiscium

Tomado y modificado de Xena y Angostini., 1987.

Por otra parte, econdbmicamente el género es de gran importancia pues ha
sido ampliamente explotado por su madera, conocida en el mercado
maderero como “Panama redwood". Esta madera es de color pardo rojizo o
blanco grisaceo, muy dura, pesada de grano muy fino, resistente, facil de
trabajar y de pulir (Xena y Angostini, 1987) razén por la cual se ha empleado
para la fabricacion de muebles, gabinetes, ebanisteria, molduras e
instrumentos musicales. (Lopez y Cardenas, 2002). Por otra parte son
arboles, frecuentemente cultivados, para sombra en plantaciones y como

ornamental en plazas, jardines y avenidas (Xena y Angostini, 1987).
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En Venezuela es comunmente conocido como roble, roble colorado y
roble blanco (Xena y Angostini, 1987). En Colombia, es comunmente
conocido como granadillo o guayacan trébol (Lépez y Cardenas, 2002), A su
vez, en Panama y Costa Rica como Quira. Finalmente en El Salvador y
México como aceituno montés y granadillo (Huber, 1909).

No obstante este género, se distribuye en la regién Neotropical,
cubriendo desde México, Guatemala, Costa Rica, Panama, Venezuela, hasta
el sur de Brasil y Bolivia. Asimismo, se han identificado dos centros de
diversidad: México con seis especies (6 taxones) y el este de Brasil con cinco
especies (12 taxones) (Klitgaard, 2005), mientras que en Venezuela, el
género Platymiscium esta ampliamente distribuido en diversos ecosistemas
del pais. Su rango altitudinal va desde pocos metros sobre el nivel del mar
(Anzoategui, Falcén) hasta aproximadamente unos 1500 msnm (Cordillera de
La Costa, Sierra de San Luis) (Xena y Angostini, 1987).

Desde el punto de vista quimico, la especies mas estudiadas hasta la
fecha son: P. yucatanum, P. floribundum Vogel Var, y P. ftrinitaris
(Sannomiya, y cols.,, 2018). Pues bien, los estudios en sus diferentes
organos vegetales mostraron la presencia de metabolitos secundarios de
tipo; flavonoides [7], isoflavonoides [8], pterocarpanos [9] y cumarinas [10]
en sus extractos (Figura 3) (Sannomiyaa y cols, 2018; Cuellar y cols, 2020).
Por consiguiente, la literatura ha reportado una variedad de actividades
biologicas en este género, como:. estrogénicas, antiangiogénicas,
antioxidante, quimioprevencion de la osteoporosis, prevencion de otros
trastornos posmenopausicos, actividades cardiovasculares, antigastritis,
anticancerigenas, antidiabética y anti-VIH (Sannomiyaa, y cols., 2018). Sin
embargo, lamentablemente la explotacion maderera y su uso intensivo han
reducido drasticamente la poblacién de especies de Platymiscium. Por lo

tanto, existen pocos estudios sustentables sobre su composicién quimica,

18



propiedades bioldgicas y farmacoldgica (Falcdo y cols., 2005; Veloso y cols.,
2012; Vila-Nova y cols., 2013;).
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Figura 3. Compuestos aislados del Género Platymiscium

Platymiscium pinnatum

Es un arbol de 7 a 30 metros de altura y diametros de hasta un metro, la
especie crece a bajas y medianas elevaciones, en bosques secos o
himedos (Roméan y cols., 2012). El fuste es recto, cilindrico, con un fuerte
olor a frijol, sin ramas en los dos tercios basales, de base alargada o con
raices tabloides concavas (Devia, Moncaleano y Nifio, 2014; Lopez y
Cardenas, 2002). Su copa es obovada o redondeada, follaje verde oscuro y
denso, con ramas grandes y ascendentes (Figura 4). Asimismo, presenta una
corteza de color gris claro o blanco grisaceo, aspera, fisurada

longitudinalmente e inerte (Figura 5) (Devia y cols., 2014). Ademas, sus hojas
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son compuestas, opuestas de 4 a 7 foliolos de 5 a 20 cm de largoy 2,5a 8
cm de ancho y presenta flores numerosas, de color amarillo o naranja, de 11-
14 mm de largo (Figura 6), a veces con tenue guia de néctar marrén en el
estandarte, poco perfumadas (Lépez y Cardenas, 2002; Klitgaard, 2005;
Deviay cols., 2014).

Figura 5. Corteza del Platymiscium pinnatum

Tomado de Lopez y Cardenas., 2002.
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En referencia, los frutos corresponden a vainas indehiscentes y aplanadas
que contienen una sola semilla de forma arrifionada, con testa de color café
oscuro, lisa o ligeramente rugosa. A su vez, las semillas son grandes de 2,5-
3,5 cm de largo, 1-1,5 cm de ancho, reniforme, plana comprimida de color
pardo y cominmente dispersadas por el viento (Xena y Angostini, 1987;
Devia y cols., 2014; Réman y cols., 2012) Sin embargo, el Platymiscium
pinnatum se diferencia de otras especies del género existentes en el pais por
el tamafio de sus flores (1-1,4 cm de largo), el color amarillo claro de sus
pétalos, el color verde claro del caliz y por presentar 5-7 foliolos ovado-

elipticos mas o menos abruptamente acuminados. (Xena y Angostini, 1987).

Figura 6: Disposicion de las Flores

Tomado y modificado de Devia y cols, 2014

En efecto, es endémico del Neotrépico y su ambito de distribucion va
desde Meéxico hasta Venezuela, en el pais, se encuentra ampliamente
distribuido en diversos ecosistemas. Sin embargo, aun cuando no se ha
reportado en los Territorios Federales, no se descarta su existencia en ellos
(Roman y cols., 2012). Asimismo, es un importante componente del bosque

tropdfilo, del cual se encuentra formando parte a lo largo del pais y de donde
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han sido algunas de las especies largamente explotadas. Ademas es
frecuente observarlo como componente de los bosques de galera de
nuestros Llanos y como un verdadero &rbol sabanero, de baja altura, tronco
retorcido, localizado Unicamente en el Oriente del pais (Xena y Angostini,
1987).

El Platymiscium pinnatum se ha descrito como una especie variable y
extendida. Pues, Jacquin en 1788 lo describio como Amerimnon pinnatum de
Colombia. No obstante, fue transferida por primera vez a Platymiscium
desde el tratamiento de Bentham en 1860 y Dugand (Klitgaard, 2005).
Posteriormente en 1938 se reconocié como Platymiscium pinnatum. En la

tabla 2, se muestra la clasificacion botanica de esta especie vegetal.

Tabla 2. Descripcién taxonomica del Platymiscium pinnatum

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Papilionoidae
Tribu Dalbergieae
Genero Platymiscium
Especie Pinnatum
Autor (Jacqg.) Dugand

Tomado y modificado de Xena y Angostini., 1987; Klitgaard., 2005.
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Productos Naturales

Un tejido vegetal, como toda materia viva, se encuentra en un estado
dinamico desde el punto de vista quimico. Hay una constante sintesis y
degradacion de biomoléculas o metabolitos que determina el dinamismo de
los sistemas bioldgicos, pero a su vez, al estar en equilibrio, las
concentraciones de los mismos se mantienen aproximadamente constantes.
De manera que los compuestos quimicos celulares (metabolitos) pueden ser
clasificados en primarios y secundarios. Por lo tanto, los compuestos
primarios son todos aquellos necesarios para el funcionamiento de toda
materia viva, responsables de su estructura y de todas las reacciones
esenciales para mantener el estado vital y posibilitar el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccién, comprendidos por los hidratos de carbono, los
lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos (Ringuelet y Vifia, 2013).

Mientras tanto, los compuestos secundarios cumplen funciones que no
resultan estrictamente importantes en los tejidos y representan en ocasiones
compuestos de desecho del metabolismo. Es decir, no estan involucrados
directamente con el crecimiento y desarrollo, ni en la obtencion de energia.
Muchos de ellos son aprovechados por la planta que los sintetiza para
relacionarse con el medio, ya sea para atraer insectos, repeler predadores,
impedir la competencia con otras plantas, adaptarse a condiciones adversas
de suelo o clima. En pocas palabras, cumplen funciones ecolbgicas
(Ringuelet y Vina, 2013).

Sin embargo, gran variedad de metabolitos secundarios han sido y son
utiizados por el hombre para aplicarlos en la industria farmacéutica,
terapéutica de cultivos, perfumistica y alimenticia (como suplementos,
aditivos o colorantes). Estos son los comlnmente llamados productos
naturales vegetales y representan moléculas con variadas estructuras,

diferentes propiedades de solubilidad y distintos origenes biosintéticos. En
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muchos casos los metabolitos secundarios pueden ser materia prima para
sintetizar otros compuestos Utiles, originando productos de semisintesis. La
utilidad de los mismos esta solamente limitada por la imaginacion humana o
por el avance de los conocimientos cientificos (Ringuelet y Vifia, 2013).

Los metabolitos secundarios se pueden dividir en varios grupos
principales basados en sus estructuras quimicas, siendo los mejores
estudiados los terpenoides, glucosidos cianogénicos Yy glucosinolatos,
alcaloides y compuestos fenélicos (Buchanan, Gruissem, y Jones, 2015). Las
principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono. La ruta del &cido maldnico es una fuente
importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco empleada en las
plantas vasculares. La ruta del &cido shikimico es responsable de la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de las plantas. A partir
de eritrosa-4-fosfato y de acido fosfoenolpirvico se inicia una secuencia de
reacciones que conduce a la sintesis de acido shikimico y, derivados de éste,
aminodcidos arométicos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) (Kasote, Katyare,
Hegde y Bae, 2015).

Fenoles: Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios
que contienen un grupo fenol (Martin, 2018), conformados con al menos un
grupo hidroxilo unido a uno o mas anillos aromaticos en su estructura
quimica, la mayoria hidrosolubles y derivados biosintéticamente del acido
shikimico (Ringuelet y Vifia, 2013). Ellos constituyen una de las familias mas
importantes de metabolitos secundarios en las plantas, en su mayoria, son
derivados de la fenilalanina y en menor cantidad, de la tirosina, con
diferentes actividades metabolicas (Figura 7). A su vez, los tres grupos mas
importantes de compuestos fendlicos son: flavonoides, acidos fendlicos vy

polifenoles (Soriano, 2020). Asimismo, poseen caracteristicas asépticas y
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citotoxicas; ya que aquellos que son clorados pueden atravesar la membrana

celular (Avalos y Pérez, 2009).
OH

Figura 7. Estructura quimica del Fenol

Flavonoides: son los compuestos polifendlicos mas numerosos, estos
comprenden quince atomos de carbono, con dos anillos aromaticos
conectados por un puente de tres carbonos (Figura 8). Los polifenoles se
encuentran en todo el reino vegetal, estan presentes en altas
concentraciones en la epidermis de las hojas y cascaras de las frutas
(Crozier, Jaganath y Clifford, 2006). Las principales clases de flavonoides
son: flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas y antocianidinas (Patra y
Saxena, 2010). En las plantas, algunos flavonoides confieren resistencia
contra la fotooxidacion de la luz ultravioleta del sol, ademas, resistencia a las

infecciones fungicas y virales (Avalos y Pérez, 2009).

I

Figura 8. Estructura quimica de Flavonoides

Terpenos: también llamados terpenoides, o isoprenoides, se forman por la
polimerizacion de unidades de isoprenos (Figura 9) y esteroides, son
liposolubles, y biosintéticamente asociados a la via del &cido mevalbnico o a

la via gliceraldehido fosfato - acido pirdvico (Sarin, 2005; Ringuelet y Vifia,
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2013). Se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y esteroles (Shilpa, Varun y Lakshmi, 2010).
También es importante mencionar, que de acuerdo al nimero de unidades
de isopreno que contengan, los terpenos se clasifican en monoterpenos, con
dos unidades; en sesquiterpenos, con tres; en diterpenos, con cuatro; en
triterpenos, con seis; en tetraterpenos, con ocho, y en politerpenos con mas
de 20 wunidades (Ringuelet y Vifia, 2013). Muchos terpenos son
comercialmente interesantes por su uso, como aromas Yy fragancias, en
alimentacion y cosmética o por su importancia en la calidad de productos
agricolas. Asimismo, tienen importancia medicinal por sus propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas (Avalos y
Pérez, 2009).

A

Figura 9. Estructura quimica del Isopreno

Saponinas: Son compuestos bioactivos encontrados principalmente en
plantas, pero también en algunos organismos marinos e insectos. De
acuerdo al caracter quimico de la aglicona (conocido como sapogenina) las
saponinas se dividen en esteroides Yy triterpenoides. Este Ultimo es el mas
encontrado especialmente en leguminosas (Vélez, Campos y Séanchez,
2014). Las saponinas (Figura 10) ofrecen una alta actividad superficial
debido a la combinacion estructurada de un grupo polar (aztcar) y uno no
polar (esteroide o triterpeno), propiedad que permite Su uso como un
detergente natural, agente estabilizante, emulsificador en productos de

limpieza y cosméticos (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 10. Estructura quimica de la Saponina

Alcaloides: son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios
que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al
menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad bioldgica.
La mayoria son heterociclicos aungue algunos son compuestos nitrogenados
alifaticos (no ciclicos). Se encuentran en el 20% aproximadamente de las
plantas vasculares. En humanos, los alcaloides generan respuesta
fisiolégicas y psicoldgicas la mayoria de ellas consecuencia de su interaccion
con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides (Figura 11)
son muy téxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico
como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos. Se
sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos
como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Avalos y
Pérez, 2009).

0
N
H

Figura 11. Estructura quimica del Indol
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Taninos son polimeros polifendlicos solubles en agua, de alto peso
molecular que se unen a proteinas desnaturalizdndolas. Se pueden
encontrar en arbustos y arboles forrajeros, leguminosas, frutas, cereales y
granos (Patra y Saxena, 2011; Makkar y Becker, 2007). Los taninos se
dividen en dos grupos: hidrolizables (TH) y condensados (TC) (Figura 12).
Los Taninos hidrolizables son moléculas complejas con un poliol como
nucleo central (glucosa, glucitol, acidos quinico, quercitol y siquimico); los
cuales son esterificados parcial o totalmente con un grupo fendlico (Vélez y
cols., 2014).

on (L
OH

Figura 12. Estructura quimica de los taninos condensados
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Extractos Vegetales

Son preparaciones liquidas o en polvo obtenidas por la retirada de los
principios activos de fuentes vegetales (raices, hojas, corteza, flores y
semillas) por algunas metodologias (Do Nascimento, Diniz, Mezquita, Martins
y Costa, 2008). Dichos principios activos son también conocidos como
metabolitos secundarios, los cuales forman parte de las estrategias
defensivas de las plantas, y que pueden ser agrupados en compuestos
nitrogenados, fendlicos y terpenoides. Estos compuestos le proporcionan
importantes caracteristicas a los extractos, como son antialimentarios,
antivirales, antimicrobianos, repelentes e inhibidores de germinacion de

semillas (Alvaro, Mendoza, y Pachdn, 2009).

Preparaciéon de los Extractos

Principalmente se debe extraer los principios activos de: raices, hojas,
flores y tallos, de acuerdo a la metodologia encontrada. Sin embargo, la
manera mas sencilla, puede ser por medio de una infusion o decoccién. En
cambio, para analizar las propiedades medicinales de una droga vegetal, se
debe recurrir a métodos de extraccion mas complejos, que permitan lograr
metodologias reproducibles, con cuantificacion de principios activos en lo
posible. Los métodos extractivos mas empleados son: (Rivas, Oranday y
Verde-Star, 2016):

Maceracion: es un método de extraccion solido-liquido donde el material
vegetal que se pretende extraer contiene compuestos solubles en el liquido

de extraccion. Para realizar este proceso el material vegetal se corta en
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pequefios pedazos, molido, fresco o seco y se coloca en recipientes
adecuados, afadiendo el solvente seleccionado por polaridad: hexano,
cloroformo y finalmente metanol o etanol en reposo, a temperatura ambiente

durante 5 dias cada extraccion (Rivas y cols., 2016).

Reflujo en caliente: Es una técnica que se encarga de extraer y preservar
los compuestos activos de las especies vegetales, para ello se utiliza un
equipo de reflujp que consta de un balon de destilacion (que contiene el
material a extraer mas el disolvente) el cual tiene acoplado un refrigerante.
Durante este proceso, el material fragmentado disuelto en un disolvente
convenientemente escogido, se calienta, el disolvente evaporado se
condensa sobre las paredes interiores del condensador, donde se refrigera
con el agua que fluye por una camisa envolvente a su alrededor y vuelve a
mezclarse con el material vegetal. La temperatura elevada del disolvente
permite una mejor extraccion de los componentes deseados ya que la
solubilidad de la mayoria de las sustancias aumenta con la temperatura
(Lamarque, Zygadlo, Labuckas, Lopez, Torres y Maestri, 2008; Canales,

Carazo y Centeno, 2011).

Lixiviacion: En este método se produce el desplazamiento de sustancias
solubles por medio de un disolvente liquido, este proceso se utiliza
industrialmente para preparar elixires. EI material vegetal fresco se coloca en
un recipiente a temperatura ambiente, durante unos 3 dias, con acetona o
algun otro solvente. Después de este tiempo se decanta y se evapora la

acetona en un rotavapor (Rivas y cols., 2016).

Digestién: consiste en el aumento gradual de la temperatura, lo que permite

un mayor rendimiento de la extraccion, disminuyendo la viscosidad del
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solvente lo que hace éste pueda ingresar mas rapidamente al interior de las

células y asi extraer los principios activos (Carrion y Garcia, 2010).

Infusion: proceso mediante el cual se somete a la droga previamente
humedecida al contacto con el solvente a una temperatura equivalente a la
de ebullicibn del agua por cinco minutos, se deja enfriar a temperatura

ambiente y se prepara al 5 % (Carrion y Garcia, 2010).

Decoccion: consiste en mezclar la droga mas el disolvente, posteriormente

se lleva a 100 °C, manteniendo esta temperatura durante un periodo de

tiempo de entre 15 a 20 minutos (Carrion y Garcia, 2010).

Ensayo Fitoquimico

El ensayo fitoquimico o “screening” fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica. Pues bien, permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una planta, a partir de alli, orientar al aislamiento e identificacién de
compuestos biolégicamente activos, especialmente dirigidos a atacar
dolencias que afectan a toda la humanidad y que cobran a diario mas vidas
(Sharapin, 2000 ;Marcano y Hasegawa, 2002). Este método debe permitir la
evaluacion rapida con reacciones sensibles reproducibles y de bajo costo.
Los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen Unicamente una
orientacion y deben interpretarse en conjunto con los resultados de un
screening farmacolégico. Entre las distintas pruebas quimicas de

identificacion tenemos (Sharapin, 2000).
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Determinacién de Alcaloides; a través de la prueba de Wagner; Mayer y
Dragendorff; fundamentada en la capacidad que tienen los alcaloides en
estado de sal de combinarse con el yodo y metales pesados formando

precipitados (Dominguez, 1979).

Determinacién de Saponinas; se lleva a cabo por la prueba de altura de la
espuma, este método esta basado en la propiedad fisico-quimica que
presentan las soluciones acuosas de las saponinas, de disminuir la tensién
superficial de los liquidos acuosos, provocando abundante espuma por

agitacion (Valencia, MacDonald, Cuyos y Duefias, 2005).

Determinacién de Flavonoides; a través de la prueba de Shinoda; se basa
en la oxidacion del magnesio metalico por el HCI concentrado, provocando el
desprendimiento de H, en forma de gas y el MgCl, que es el que forma
complejos con los flavonoides. Si en estas condiciones se observa la
aparicion de coloracion rojiza, violeta o naranja, se considera positivo para
(flavonas, flavanonas, flavonoles, isoflavonoides, flavanonoles y xantonas)
(Dominguez, 1979).

Determinacién de Fenoles; es por la prueba de tricloruro férrico; se debe al
ataque producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo
induciendo una ruptura de enlace y la union del grupo fenoxido al hierro,

permitiendo una precipitacién (Dominguez, 1979).

Determinacién de Triterpenos; mediante la prueba de Lieberman-
Burchard, la presencia de color se debe al grupo hidroxilo (-OH) del
colesterol, lo que provoca un aumento en la conjugacion de la instauracion

del anillo, fusién adyacente (Dominguez, 1979).
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Determinacién de Taninos: se lleva a cabo por la prueba de la gelatina al 1
%, se basa en la capacidad de los polifenoles para unirse a las proteinas
presentes en la gelatina y precipitarlas. La presencia de taninos se observa

por un precipitado blanco (Carvajal, Hata, Sierray Rueda, 2009).

Determinacién de Quinonas: es por la prueba de H,SOyg4; las quinonas son
dicetonas insaturadas, que por reduccion se convierten en polifenoles los
que facilmente las regenera por oxidacion. Esta reacciébn provoca una

coloracién de amarilla a roja (Dominguez, 1979).

Determinacién de Cumarinas: es por la prueba de NH,OH (Hidréxido de
amonio concentrado), se fundamenta en la apertura y solubilizacion en medio
basico, se determina por su intensa absorcion en la region ultravioleta del
espectro, las cuales al ser inspeccionadas a la luz ultravioleta presentan una

coloracién en presencia de amoniaco (Dominguez, 1979).

Generalidades de las Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares que poseen
un tamafio medio que oscila entre 2-10 micras, se reproducen mediante
fision binaria y presentan tres formas basicas: las bacterias esféricas o
cocos, las alargadas o bacilos y las bacterias curvadas o espiroquetas. Sin
embargo, existen cocos denominados cocobacilos por ser achatados
(Vargas y Kuno, 2014). Asimismo, el citoplasma de las bacterias esta repleto
de ribosomas; el material genético, constituido por acido desoxirribonucleico
(ADN), forma un conglomerado compacto (nucleoide) carente de membrana

nuclear. La membrana citoplasmatica esta rodeada externamente por una
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pared dura y elastica, de peptidoglicano (glicopéptido, mureina), que confiere
la forma a la célula (Prats, 2012).

En este sentido, es importante mencionar que el organismo humano esta
habitado por miles de especies bacterianas distintas; mientras algunas se
encuentran de forma temporal, otras habitan en el ser humano de manera
permanente. También se encuentran bacterias en el ambiente y en los
alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son relativamente
inofensivas, otras son capaces de provocar enfermedades potencialmente
mortales (Musto e Iserte, 2013). Por lo tanto, para el oportuno diagnostico
etiolégico de las infecciones, dependen en gran medida de las caracteristicas
biologicas de los microorganismos que se pretende detectar. Algunas
bacterias pueden ser observadas individualmente a través de un microscopio
mediante tinciones bacteriolégicas o a simple vista si estas estan en conjunto

al formar colonias en medios de cultivos (Prats, 2012; Vargas y Kuno, 2014).

Distincién Macroscépica

Las bacterias crecen en colonias y cada una de ellas equivaldria a una
ciudad con un millbn o mas de organismos. La suma de sus caracteristicas
condiciona los rasgos que definen a una colonia, como su color, tamafio,
forma u olor. Al igual que, la capacidad de resistir frente a determinados
antibioticos, de fermentar azlcares especificos, de lisar eritrocitos o de
hidrolizar los lipidos, estas caracteristicas se pueden determinar mediante el
uso de los medios de cultivo adecuados. Por lo tanto, el crecimiento
bacteriano fuera de su habitat natural se denomina crecimiento en cultivo. Un
cultivo es una poblacion de microorganismos que crece en un ambiente
artificial, y el soporte que permite su crecimiento fuera de su habitat se llama

medio de cultivo (Musto e Iserte, 2013).
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Distincién Microscépica

El aspecto microscdpico incluye el tamario, la forma y la disposicion de las
bacterias (cocos, bacilos, curvos, espirales) al igual que la capacidad de
captar un colorante (Gram). Todas estas caracteristicas son herramientas
que se utilizan para la identificacién. De esta forma, una bacteria esférica,
como Staphylococcus es un coco, mientras que una bacteria en forma de
baston como Escherichia coli, es un bacilo. Asimismo el Treponema, que

adopta una forma serpenteante es un espirilo (Musto e Iserte, 2013).

Tincion de Gram

Esta tincion es un procedimiento de gran utiidad empleado en los
laboratorios donde se manejan pruebas microbiolégicas. Es definida como
una tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes vy clasifica a las bacterias
en dos grandes grupos: bacterias Gram Negativas y bacterias Gram
Positivas. Fue desarrollada por el cientiffico danés Hans Christian Gram en
1884; hoy en dia, sigue siendo una de las tinciones mas utlizadas
universalmente debido a lo econdmico, sencillo y eficaz que resulta. Los
principios de la tincion de Gram estan basados en las caracteristicas de la
pared celular de las bacterias, la cual le confiere propiedades determinantes
a cada microorganismo (Lopez, Hernandez, Colin, Ortega, Ceron y Franco,
2014).

En la primera parte de la tincidon la preparacion se bafa con violeta de
genciana, quedando todas las bacterias tefiidas de color violeta intenso. Al
cubrir posteriormente la preparaciéon con una mezcla de alcohol y acetona
algunas bacterias conservan dicha coloracion, mientras que otras se
decoloran y la pierden totalmente. Las que conservan la coloracion violeta se

denominan Gram Positivas, y las que la pierden, Gram Negativas. En la
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segunda parte de la tincibn se hace actuar un colorante que contraste
notablemente con el primero para tefiir las bacterias Gram Negativas que
han quedado decoloradas. Se utiliza safranina, por lo que adquieren el color
rosado (Prats, 2012).

Bacterias Gram Positivas

En este orden de ideas, las Gram Positivas poseen una pared celular
gruesa constituida por peptidoglicano a modo de malla entrelazada que
rodea a la célula (Figura 13). Sin embargo, no cuentan con membrana
celular externa (LOpez y cols.,, 2014). El peptidoglicano constituye
aproximadamente un 60 % de dicha pared mientras que un porcentaje
relativamente bajo las componen los acidos teicoico y teicuronicos (Barrios,
1996).

Bacterias Gram Negativas

La pared celular de las bacterias Gram Negativas esta constituida por una
capa fina de peptidoglicano con un espacio periplasmico (Figura 13).
Ademas cuenta con una membrana celular externa constituida por una doble
capa de fosfolipidos y lipopolisacaridos. Sin embargo, esta membrana
externa es soluble a la accién de solventes organicos, por lo cual no retiene

el complejo violeta de genciana-yodo (Barrios, 1996; Lépez y cols., 2014).
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Figura 13. Pared celular de las bacterias Gram Paositivas y Gram Negativas.

Tomado y modificado de Lopez y cols., 2014.

Microorganismos Patdgenos

Staphylococcus aureus: Es un coco Gram Positivo coagulasa y catalasa
positiva, inmovil, anaerobio facultativo, no capsulado con un didmetro de 0,5
a 1,5 ym, agrupado como célula unica, en pares, cadenas cortas o formando
racimos de uva (Figura 14) (Cervantes, Garcia y Salazar, 2014). Asimismo,
este microorganismo es un habitante normal de la piel y las mucosas,
alrededor del 20% de la poblacion es portadora permanente del
microorganismo en las fosas nasales y un 30% lo es de manera intermitente.
Sin embargo, causa gran variedad de infecciones, desde lesiones cutaneas
como fordnculos, ampollas y abscesos cutaneos; hasta lesiones a nivel

pulmonar como la neumonia estafilocécica primaria, la neumopatia bullosa
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estafilococica de los nifios, endocarditis, sindrome del shock tdxico y sepsis.
Por lo tanto, es importante acotar que existen ciertos grupos poblacionales
como el personal sanitario, residentes en instituciones, adictos a las drogas
parenterales, y diabéticos que son mas propensos a la portacion de S.

aureus (Musto e Iserte, 2013).

Figura 14. Staphylococcus aureus en microscopia electrénica

Tomado y modificado de Musto e Iserte 2013

Enterococcus faecalis: son cocos Gram Positivos (Figura 15), que bajo el
microscopio pueden observarse en cadenas 0 parejas cortas, no tienen
capsula ni forman esporas y son anaerobios facultativos. Estos, forman parte
de la microbiota gastrointestinal del ser humano y animales, esencialmente
en yeyuno e ileon. Tienen la capacidad de causar infecciones dentro y fuera
de sitios hospitalarios. Evidentemente, las infecciones nosocomiales son las
mas comunes, por lo que los pacientes que estan sometidos a
procedimientos intrahospitalarios (dialisis, hemodidlisis, cirugias), asi como a
largas estancias hospitalarias, son los mas afectados (Arredondo,

Echeguren, Arzate y Medina, 2018).
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Figura 15: Frotis con tincion de Gram de E. facalis

Tomado y modificado de Arredondo y cols., 2018

Klebsiella pneumoniae: Es un bacilo Gram Negativo, no movil, fermentador
de la lactosa (Figura 16), perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
Usualmente desarrolla una capsula que actla como factor determinante en la
virulencia de la bacteria. Por esta razon, es el agente causal de infecciones
del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e
infecciones de herida quirdrgica. Son especialmente susceptibles los
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, neonatos, Yy
pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica, diabetes mellitus o
alcohdlicos. Ademas, estd implicada principalmente en infecciones

nosocomiales (Lopez y Echeverri, 2010).

Figura 16. Cultivo de Klebsiella pneumoniae en Agar MacConkey

Tomado y modificado de Lopez y Echeverri., 2010
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Escherichia coli: Es un bacilo Gram Negativo (Figura 17) anaerobio
facultativo prevalente de la microbiota intestinal del hombre y los animales de
sangre caliente. Sin embargo, este microorganismo tiene caracteristicas que
le permiten vencer las defensas del huésped, ganar la competencia con otras
bacterias de la microbiota intestinal y sobrevivir al medio colénico. Logra asi
establecer infecciones ya sea a nivel intestinal, extraintestinal o bien
intrahospitalarias. E. coli posee numerosos factores de virulencia que no
estan presentes en todas las cepas, asi la mayor parte no representa peligro
para el ser humano. Aquellas cepas que si tienen esos factores pueden
causar infecciones urinarias, intestinales, intrabdominales, intrahospitalarias,

sepsis, meningitis y bacteriemias (Musto e Iserte, 2013).

Figura 17. Escherichia coli en microscopia electrénica

Tomado y modificado de Musto e Iserte., 2013

Pseudomonas aeruginosa: es un patdégeno ubicuo, oportunista, moévil y
bastante persistente en el medio ambiente. Esta bacteria tiene forma de
baston aproximadamente de 0,5-1 um de diametro (Figura 18). Se considera
como una bacteria aerobia facultativa por lo que puede llegar a persistir en
el ambiente de manera eficaz y se caracteriza por crecer entre 20-43 °C,

ademas de ser del grupo de no fermentadores. Cabe mencionar que las
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capacidades para persistir en condiciones medio ambientales adversas y sus
mecanismos de patogenicidad la han convertido en el microorganismo
responsable aproximadamente de 10 a 15 % de las infecciones
nosocomiales mundiales. De igual forma a nivel comunitario, puede
ocasionar afectaciones en el tracto respiratorio e infecciones corneales y
queratitis (Zarza, Mangwani, Martinez, Alvarez, Solano, y Vazquez, 2019).

Figura 18. Pseudomonas aeruginosa en microscopia electronica

Tomado y modificado de Zarza y cols., 2019

Antibiéticos

Los antibiéticos son sustancias quimicas que inhiben el crecimiento de
bacterias (bacteriostaticos) o matan bacterias (bactericidas), estas sustancias
son producidas por una variedad de organismos tales como bacterias y
hongos. Desde el descubrimiento de la penicilina, hace ya casi tres cuartos
de siglo, se han venido produciendo numerosos antibiéticos para el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Esto ha dado como resultado una

importante disminucién de este tipo de enfermedades y, en consecuencia,
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del nimero de muertes por esta causa (Mufioz, Arango, y Jaramillo, 2004).
Por lo tanto, los mecanismos por el cual un antibiotico es capaz de inhibir el

crecimiento o destruir una célula bacteriana, se divide en:

Antimicrobianos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana: Los
antibioticos que inhiben la sintesis de la pared necesitan para ejercer su
accion que la bacteria se halle en crecimiento activo, y para su accion
bactericida requieren que el medio en que se encuentre la bacteria sea
isotonico o hipotonico, lo que favorece el estallido celular cuando la pared
celular se pierde o se desestructura. Suelen ser mas activos sobre las
bacterias Gram Positivas por su mayor riqueza en peptidoglucano. Los [3-
lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos, y monobactamicos)
actian a nivel de las PBP (penicillin-binding-protein) por sus siglas en inglés,
los glucopéptidos interfieren en la sintesis del peptidoglicano, y la bacitracina
gque actla en la sintesis y transporte de los precursores del peptidoglicano
(Calvo y Martinez, 2009).

Antibidticos inhibidores de la sintesis proteica: La sintesis proteica es
uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la accion de los
antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es posible gracias a las diferencias
estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Este proceso es
llevado a cabo por un gran grupo de antibidticos; los aminoglucésidos,
tetraciclinas, cloranfenicoles, macrélidos, clindamicina, oxazolidinonas vy

streptograminas (Calvo y Martinez, 2009).

Inhibicion de los acidos nucleicos: Dentro de este grupo incluimos las
rifamicinas y las quinolonas que actlan en enzimas que participan en los
procesos de transcripcion y replicacion, y los nitroimidazoles y nitrofuranos

que actian directamente sobre el ADN, dafiandolo. La mayoria de los
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antibioticos que acttan sobre el ADN son bactericidas rapidos y normalmente
independientes del in6culo y de la fase de crecimiento bacteriano (Calvo y
Martinez, 2009).

Inhibicion de la membrana externa: Las sustancias que alteran esta
estructura modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio,
elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a
altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal, lo que
provoca la muerte de la bacteria. A este grupo pertenecen las polimixinas,

como la colistina (Calvo y Martinez, 2009).

Actividad Antibacteriana de las Plantas

Los productos naturales tales como los extractos de plantas y/o sus
compuestos puros proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de
nuevas drogas que puedan ser utilizadas para el control microbiano (Rivas y
cols., 2016). Esto se debe a que las plantas tienen la capacidad ilimitada de
sintetizar compuestos, la mayoria relacionadas con el fenol y sus derivados.
Los cuales tienen la capacidad de lograr una defensa frente a los a ataques
de microorganismos, insectos y otros animales (Domingo y Lopez, 2003).

Aunado a ello, existen pruebas estandarizadas in vitro conocidas como
bioensayos de susceptibilidad antimicrobiana, las cuales son técnicas
esenciales en la busqueda de actividades biolégicas de nuevos compuestos
naturales. Dentro de los principales métodos de evaluacion preliminar de la
actividad antimicrobiana se encuentran los métodos de difusion en disco y
difusion del pozo en agar, mediante los cuales se determina en forma
cualitativa el efecto antimicrobiano de los extractos de plantas sobre los
microorganismos de interés, los resultados obtenidos se expresan midiendo

el didmetro de los halos de inhibicion producido por los extractos. Por otro
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lado los métodos de dilucibn son apropiados para la determinacion
cuantitativa de la actividad antimicrobiana, la técnica mas utilizada es la
denominada concentracion minima inhibitoria (CMI), con la cual se define la
concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento Vvisible del
microorganismo (Rivas y cols., 2016).

Por otra parte, los ensayos de sensibilidad deben estar estandarizados y
sujetos a procesos de control que aseguren su reproducibilidad. A pesar de
gue no existe una estandarizacion de la metodologia para la evaluacién de la
capacidad inhibitoria de los extractos de plantas, como esta establecido para
los antibiodticos, la mayoria de los métodos estan basados en los utilizados
para evaluar la resistencia y/o susceptibilidad a antibiéticos. Los métodos
para evaluar la actividad de extractos sobre bacterias y hongos suelen ser
similares, variando la preparacion del inéculo, medio de cultivo, temperatura

y el tiempo de incubacion (Cowan, 1999).

Método de Difusion en Agar por Disco (Kirby-Bauer)

El método de difusidén en agar presenta la ventaja que sus resultados son
altamente reproducibles, la técnica estd basada en el método originalmente
descrito por Bauer y colaboradores. Este método de difusion en disco o en
pozo fue estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de
Ensayos de Susceptibilidad, por sus siglas en inglés, NCCLS, de Estados
Unidos. No obstante, el fundamento de esta determinacion es establecer, en
forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados
individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos
infecciosos (Ramirez y Castafio, 2009). En este sentido, el método se basa
en la relacién entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir

una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de
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una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado
un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se ha sembrado en pozo
impregnado con una cantidad conocida de la sustancia. A continuacion se
procede a su incubacion a la temperatura adecuada por 24 horas, luego se
mide el halo de inhibiciobn y se comparan los efectos de las distintas
sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el antibiético control. La
lectura de los resultados representa la actividad in vitro de la sustancia

(Ramirez y Castafio, 2009).

Métodos de Dilucién

El método de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida
(CMB) y la concentraciéon minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la
concentracion mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible
de un microorganismo después de incubar por 24 horas, mientras que la
(CMB) es la concentracién mas baja que puede prevenir el crecimiento de un
organismo después de subcultivar en un medio libre del compuesto
evaluado. En la técnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o
microplacas (microdiluciébn) que contienen concentraciones crecientes del
extracto vegetal. EI organismo en estudio es inoculado en los diferentes
tubos o pozos de las microplacas y la CMI es determinada después de la
incubacion (Ramirez y Castafio, 2009).

De tal manera, en el método de dilucién en caldo, las cajas se siembran
por profundidad con una determinada concentracidn de extracto vegetal,
luego se inoculan con el microorganismo en estudio y se incuban por 24

horas, después de ésta, se examina si el microorganismo crece 0 no en cada
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una de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad
necesaria de muestra a evaluar. Sin embargo, la ventaja sobre los métodos
de difusiéon radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades
pequefias, lo cual es importante cuando se trabaja con productos naturales,
ademas permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico

(Ramirez y Castario, 2009).
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Definicion Operacional de Términos

Dehiscente: es la facultad que tienen algunos frutos, especialmente los
secos pluriceminados, de abrirse de forma mas o menos especializada para
permitir que salgan las semillas. Este proceso se produce por la abertura de
poros en la parte superior del fruto (dehiscencia foraminal) por el hendimiento
longitudinal de tejidos diferenciados (dehiscencia longitudinal) o por una linea
transversal al fruto (dehiscencia transversal) (Troiani, Prina, Muifio, Tamame
y Beinticinco, 2017).

Entrenudo: se denomina a la porcion de tallo comprendida entre dos nudos

consecutivos, portadora de una yema basal (Troiani y cols., 2017).

Foliolo: Cada uno de los segmentos en los que componen una hoja
compuesta, puede ser sésil o peciolado, pero presenta siempre una
articulacion en su base y la morfologia de los mismos es similar en la misma

hoja (Troiani y cols., 2017).

Fuste: denominado también tronco, el cual es un elemento estructural del
arbol que soporta las ramas y todo el resto del mismo (hojas, flores, frutos).
Ademas, actia como canal de los nutrientes, distribuyéndolos por todo el

sistema hasta la copa (Troiani y cols., 2017).

Infeccibn nosocomial: se denomina a las infecciones contraidas por
pacientes ingresados en un recinto de atencion a la salud (no soélo
hospitales). Debido a que el personal de salud, en muchos casos es también
propagador de enfermedades, como en el caso de la sepsis puerperal
(Bafios, Somonte y Morales, 2015).
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PBP: Las PBPs (protein binding penicillin) son proteinas fijadoras de (-
lactamicos, las cuales se encuentran en la membrana citoplasmatica de las
bacterias. Se han descrito numerosas PBPs, de las cuales 6 son las més
conocidas, y de ellas son cuatro: 1a, 1b, 2 y 3 las que aparentemente son
responsables del mecanismo de accion antimicrobiano de los B-lactamicos.
Este mecanismo parece ser comunmente el responsable de la resistencia en
bacterias Gram  Positivas y  especialmente  en Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina, las cuales producen PBP estructuralmente

alteradas con baja afinidad por este antibiotico (Martin, 2002).

Peptidoglicano: es un heteropolimero constituido por largas cadenas

glucidicas entrecruzadas por cadenas peptidicas cortas que constituyen una
macromolécula con forma de malla, integra y elastica que rodea por

completo la célula (Silhavy, Kahne y Walker, 2010).

Pluriseminado: Es un fruto con varios o numerosos Owulos 0 sacos

embrionarios, que originan a su vez, varias semillas (Troiani y cols., 2017).
Reniforme: Se refiere a un tipo de hojas simples cuya ldmina tiene forma de

frijol o rifion. De este Ultimo término deriva su nombre; reniformis (Troiani y
cols., 2017).
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Operacionalizacion de las Variables

Las variables son caracteristicas, que puede sufrir cambios; es objeto de
andlisis, medicidon o control en una investigacion, pueden clasificarse segun
su funcion en dependiente e independiente. La variable independiente (Tabla
3), son las causas que generan y explican los cambios de la variable
dependiente. Mientras que la dependiente (Tabla 4), son aquellas que se
modifican por accion de la variable independiente, constituyen los efectos o
consecuencias que se miden y que dan origen a los resultados de una

investigacion (Arias, 2004).
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Tabla 3. Operacionalizacion de la Variable Independiente

Variable Tipo Definicion conceptual ¢Qué
es?
Composicion quimica del | Independiente Son compuestos de

extracto etandlico de la
corteza de Platymiscium

pinnatum

Cualitativa

naturaleza quimica diversa
sintetizados por las plantas
cuya funcién principal es
protegerla frente a distintos
tipos de estrés, tanto bidtico
como  abidtico  (Gasaly,
Riveros y Gotteland, 2020).

Definicion Operacional

¢,Cémo se mide?

Dimensiones

Indicador

Mediante pruebas quimicas
cualitativas, reacciones de
coloracion, = precipitaciéon, vy

fluorescencia.

Alcaloides
Saponinas
Flavonoides
Fenoles
Taninos
Polifenoles
Esteroles
Triterpenos
Quinonas

Antraquinonas

¢ Prueba de Wagner, Mayer y
Dragendorff.  presencia de
precipitado.

e Prueba de altura de Ia
espuma: espuma que perdura
en tiempo y tamafio.
e Prueba de Shinoda:
presencia de color

¢ Prueba de Tricloruro Férrico:
cambio de color.

e Prueba de la gelatina 1 %:
precipitado blanco

e Prueba de Lieberman-
Burchard: cambio de color e
Prueba de H,SO,: coloracién
de amarillo a rojo

Hidroxido de

amonio: presencia de un color

e Prueba

rosado

Fuente: Abreu y Hernandez (2023).
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Tabla 4. Operacionalizacion de la Variable Dependiente

Variable

Tipo

Definicion conceptual

,Qué es?

Actividad antibacteriana del
extracto etandlico de la

corteza de Platymiscium

Dependiente Cualitativa

Es la propiedad que tienen
los productos naturales tales

como los extractos de las

pinnatum plantas de poseer
fitoquimicos  capaces de
producir efectos inhibitorios
frente a un determinado
microorganismo (Rivas,
Oronday y Verde-Star, 2016)
Definicion Operacional | Dimensiones Indicador

¢Como se mide?

La actividad antibacteriana
se mide por la técnica del
Método de difusion en agar

por disco (Kirby-Bauer).

Bacterias Gram Positivas:

e S. aureus ATCC 25923
e E.faecalis ATCC 29212

Bacterias Gram Negativas:

e K. pneumoniae ATCC
23357

e E. coli ATCC 25922
P. aeruginosa

27853

ATCC

Presencia o ausencia del
halo de inhibicion (en mm)
Gram

frente a cepas

Positivas y Gram Negativas

Fuente: Abreu y Hernandez (2023)
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Hipodtesis

De acuerdo a los diferentes estudios reportados sobre la variedad de
actividades biolégicas de compuestos organicos presentes en diferentes
organos vegetales del género Platymiscium spp.; es de esperar que los
metabolitos secundarios encontrados en la corteza de la especie P. pinnatum

posean actividad antibacteriana frente a las diferentes cepas bacterianas
empleadas.
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CAPITULO I
MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigaciéon

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacién estan relacionados con
el logro esperado durante el proceso de investigacion. Especificamente,
existen diferentes tipos de investigacion: exploratoria, descriptiva, analitica,
comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y
evaluativa. Al respecto, una investigacion de tipo confirmatoria requiere de
una explicacion previa 0 una serie de hipotesis o conjeturas. Su finalidad es
verificar una o mas hipdtesis emanadas de una teoria, a partir de la
experiencia directa. En tal sentido, esta investigacion es de tipo
confirmatoria, ya que su objetivo fue confirmar la actividad antibacteriana y la
composicion quimica del extracto etanolico de la corteza de Platymiscium

pinnatum en cepas bacterianas Gram Positivas y Gram Negativas.

Disefio de la Investigacion

Para la recoleccion de los datos se requiere un disefio de investigacion
representado por las estrategias pertinentes. Al respecto, Hurtado (2010)
refirid que tales estrategias estan representadas por el donde, cuando y la
amplitud de la informacién que se quiere recolectar. Especificamente, el
donde en ésta investigacion estuvo representado por el Instituto de
Investigaciones “Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” en la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes; por lo tanto, el
disefio es de laboratorio. Respecto al cuando, es de disefio contemporaneo y

transeccional ya que, la recoleccion sucedid durante el desarrollo de la
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investigacion y porque la muestra se tom6 una sola vez. En cuanto a la
amplitud de la informacién, el disefio fue univariable, ya que el evento de

estudio estuvo constituido por el objeto y un solo sujeto de estudio.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

Para Arias (2004), la unidad de investigacion, es un conjunto finito o
infinito de elementos con caracteristicas comunes para los cuales seran
extensivas las conclusiones de la investigacion. Por lo tanto, la unidad de
estudio estuvo representada por la corteza de Platymiscium pinnatum,
situada en la Ciudad de Upata, ubicada al nor-este del Edo. Bolivar,

Venezuela.

Seleccion de Tamafio Muestral

La muestra estuvo representada por la corteza de Platymiscium pinnatum
que fue recolectada en los alrededores de la Ciudad de Upata, ubicada al

nor-este del Edo. Bolivar, Venezuela.

Sistema de Variables

Segun Arias (2004) define las variables como una caracteristica o
cualidad; magnitud o cantidad, que pueden sufrir cambios, y que es objeto de
analisis, medicion, manipulacion o control de una investigacion. Estas a su
vez se clasifican en variables dependientes e independientes. En un estudio

experimental; la variable dependiente es la caracteristica que se investiga y

54



que siempre debe ser evaluada: mientras que, la variable independiente es la
caracteristica que se puede medir por separado y que puede ser causa de la
variable dependiente. En tal sentido, las variables de esta investigacion
estuvieron representadas por la variable dependiente: Actividad
antibacteriana del extracto etanolico de la especie P. pinnatum vy la variable
independiente: Ensayo fitoquimico del extracto etandlico en la corteza de P.

pinnatum.

Instrumento de Recoleccién de Datos

Un instrumento de recoleccion de datos no es mas por cualquier recurso,
dispositivo o formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener, registrar
o almacenar informacion (Arias, 2004). Del mismo modo, Palella y Martins
(2004) mencionan que para dicha recoleccion de los datos se utilizan
técnicas como la observacion, la entrevista, encuestas, entre otros. En
consecuencia, en este proyecto de investigacion fue empleada la
observacion estructurada como técnica, cuyo proposito fue observar la
presencia 0 ausencia de los diferentes compuestos quimicos presentes en
los extractos de la planta; mediante reacciones quimicas cualitativas. Al
mismo tiempo, de describir la presencia o ausencia de los halos de inhibicién

frente a las concentraciones de los extractos de Platymiscium pinnatum.

Procedimientos de la Investigacion

Recoleccién de la muestra: se recolectd la corteza en la poblacion de
Upata, estado Bolivar, Venezuela.

Preparacion del material vegetal: Luego de la recoleccion del material
botanico, la corteza se llevd hacia una carpinteria para ser cortada y molida a

un polvo fino para su posterior extraccion, llevandose a cabo las medias
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pertinentes para evitar la contaminacién de la muestra. Posteriormente, se
verific6 que el polvo fino se encontrara limpio y que cumplia con las

caracteristicas exigidas.

Obtencién de los extractos de la especie vegetal: se pesaron 200 g de
polvo fino de la corteza, los cuales se trasvasaron en un balén junto con 2
litros de etanol. Luego, se coloco el balon en una manta eléctrica, conectado
a un refrigerante, a una temperatura de 50° C, cuando comenz6 a ebullir y
gotear, se bajo la temperatura a 40° C por 1 hora aproximadamente.
Posterior a este proceso, se dejo enfriar y se filtrd la solucion.
Consecutivamente se coloco el extracto en un balon de 1000 mL, se llevo a
cabo la concentracion del mismo en el rotavaporador, a una temperatura de
60° C a 200 rpm. Finalmente, el extracto se colocO en un envase pequefio y

se llevd a secar a una estufa a 40 ° C durante cinco dias.

Determinacion Cualitativa de los Metabolitos Secundarios Presentes en

el Extracto Etandlico de P. pinnatum

Una vez que se obtuvieron los extractos se realizd el respectivo ensayo
fitoquimico cualitativo para la determinacion de la presencia de los
metabolitos secundarios en la corteza; en el cual se emplearon diferentes

técnicas. A continuacion:

Prueba de Wagner, de Mayer y de Dragendorf: Prueba cuya utilidad es la

determinacion de alcaloides, para ello se tomd una porcion del extracto
etandlico, y se adicionaran 5 mL del HCI al 10 %. A continuacion, se calentd

la solucion en bafio de maria por 10 minutos y se dejé enfriar a temperatura
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ambiente. Luego, se tom6 una alicuota de la solucion para cada ensayo con
los reactivos Wagner, Mayer y de Dragendorff, cada uno por separado. Se
considera como positiva las pruebas que formen un precipitado de naranja a
rojo en caso del reactivo de Wagner y el de Mayer. Asimismo, un precipitado

naranja con Dragendorff (Dominguez, 1979).

Prueba altura de la espuma: Esta prueba es utilizada para detectar la
presencia de saponinas. En definitiva, consistié en agregar una porcién del
extracto a un tubo de ensayo y disolverlo afiadiendo agua caliente,
posteriormente se dejé reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y
se agitd enérgicamente por 2 minutos. La prueba se considera positiva con la

formacién de espuma con apariencia de panal de abejas (Dominguez, 1979).

Prueba Shinoda: Es empleada para la deteccién de flavonoides, la prueba
consistira en mezclar trozos de cinta de magnesio, HCI concentrado y el
extracto de la planta. La formacién de una coloracion naranja a rojo indica la
presencia de flavonas, si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas
(Dominguez, 1979).

Prueba de FeCls: Es una prueba utilizada para determinacién de fenoles. Se
llevd a cabo disolviendo una pequefia porcion de la muestra en 1 mL de
disolvente y se afadio unas gotas de cloruro férrico al 5 %. La presencia de
una coloracion verde oscura 0 negra indica la positividad de la prueba
(Dominguez, 1979).

Prueba de la Gelatina 1%: Su utilidad reside en la deteccién de taninos y

polifenoles, por lo cual consistié en disolver una pequefa porcion del extracto

y tomar una alicuota de 1 mL. Finalmente, se le afadié 4 gotas de dilucion
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acuosa de gelatina al 1 % y se mezcl6. Se considera positiva la aparicion de

un precipitado (Dominguez, 1979).

Prueba de Lieberman-Burchard: Esta prueba es empleada para la
determinacion de esteroles y triterpenos. Por consiguiente, se agregd 2 mL
de anhidrido acético y 2 mL de cloroformo al extracto de la planta. La mezcla
que resulté se dejo enfriar y se afiadid6 H,SO,4 concentrado. El color verde,
azul, violeta o rosa indica la presencia de esteroles y el color rojo o pardo

indica la presencia de triterpenos (Dominguez, 1979).

Determinacion de la Actividad Antibacteriana de los extractos en la

corteza de Platymiscium pinnatum

En este estudio se utlizaron cinco cepas bacterianas obtenidas del
cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis. Dos de ellas Gram Positivas; Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y tres Gram Negativas;
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853). La actividad antibacteriana se
evalué mediante el método de difusion en agar con discos de Kirby-Bauer, de
acuerdo a la metodologia descrita por Velasco, Rojas, Salazar, Rodriguez,
Diaz, Morales y Rondon (2007).

Seguidamente, cada inoculo se disemin6 con un hisopo estéril en la
superficie de las placas que contengan Agar Mueller-Hinton, posteriormente
se coloco un disco de papel filtro, impregnado con 10 uL del extracto a una
concentracion de 10 mg/mL, junto con los disco de control positivo y el disco

de control negativo (DMSO) segun el microorganismo en estudio. Las placas
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se dejaron alrededor de 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
incubaron a 37 °C en aerofilia durante 24 horas. La actividad antibacteriana

se vio evidenciado por halos de inhibicion alrededor de los discos.

Preparacion de pre-inéculos bacterianos: las cepas a ensayar se
incubaron en agar Mueller-Hinton a 37 °C en aerofilia por 16 a 18 horas antes
de efectuar el ensayo microbiano, debido a que durante ese tiempo las
bacterias adquirieron los nutrientes necesarios para su crecimiento,
concretamente en su fase exponencial (European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2003).

Preparacion del inéculo bacteriano: una vez que se obtuvieron las cepas
bacterianas frescas y purificadas se prepard el inGculo bacteriano con la
ayuda de un asa en aro estéril, cerca de un mechero encendido, se tomé una
pequefia asada de la colonia para preparar una suspension en solucién
salina fisiolégica estéril (0,85 %) hasta que se obtuvo una turbidez
visualmente comparable con el patron 0,5 Mc Farland, equivalente a 1,5 x
108 UFC (Unidades Formadoras de Colonias) (European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2003).

Preparacion de las placas: Esto consistio en colocar 20 mL de Mueller-
Hinton el cual fue previamente preparado y esterilizado en cada placa, a una
temperatura no mayor a los 40 °C, luego se dejé solidificar a temperatura
ambiente (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing,
2003).

Preparacion de los discos: Aqui se utlizaron discos de papel filtro
Whatmann N° 1 (6 mm de diametro), los cuales se esterilizaron con luz

ultravioleta (LUV) durante toda una noche. Antes de la preparacion del
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indbculo se impregnd los discos de papel con 10 yL del extracto con una
concentracion de 10 mg/mL. Por consiguiente, se usaron los estandares
(Controles positivos y negativos), para ello, se emplearon discos de
antibioticos comerciales de Eritromicina, Ampicilina y Piperacilina para el
control positivo, con la finalidad de medir la sensibilidad de los
microorganismos a estudiar y como control negativo, discos impregnados con
10 uL del solvente dimetilsulféxido (DMSQO) para verificar que el halo de
inhibicion es provocado por el extracto y no por el solvente (European

Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2003).

Disefio de Anéalisis de los Datos

Los datos fueron recolectados durante la fase interactiva de la
investigacion y analizados a travées de los enfoques cuantitativos y
cualitativos. El enfoque cuantitativo utilizé el analisis y la recoleccion de datos
para contestar preguntas de investigacion y probar hipétesis establecidas
previamente. Por lo tanto, en el presente estudio este tipo de datos estuvo
dado por la actividad antibacteriana, en cuanto a la medicion, a la presencia
0 la ausencia de los halos de inhibicion. No obstante, en el andlisis de los
datos de la investigacion no se emplearon métodos estadisticos, puesto que
los datos que se obtuvieron en las pruebas preliminares fueron compilados
de forma cualitativa. Del mismo modo, el enfoque cualitativo se basé en
meétodos de recoleccion de datos, sin conteo, sin medicion numérica, fueron
mas utilizas las descripciones y observaciones. De manera que, este

enfoque estuvo dado por el ensayo fitoquimico y sus diferentes pruebas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

La corteza molida de Platymiscium pinnatum fue sometida a un proceso

de reflujo en caliente con un solvente organico: etanol, obteniéndose un

extracto (Tabla 5). El extracto presenté un color marron oscuro, olor

caracteristico y aspecto condensado.

Tabla 5. Peso de la corteza de la planta, junto al peso del extracto, para

obtener el porcentaje de rendimiento

19,319

Partes de la Planta Peso Peso del Rendimiento
Extracto del Extracto
Corteza molida 200g Extracto Etanol:

9.655%

Elaborado por Abreu y Hernandez (2023).
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Ensayo Fitoquimico Preliminar

El extracto etanoldéico de Platymiscium pinnatum fue sometido a las
pruebas quimicas preestablecidas para conocer el grupo de metabolitos
secundarios presentes en la corteza; siendo de forma cualitativa la revelacion
de cada uno de los componentes por fendbmenos quimicos de reaccion como:
turbidez del medio, viraje de color, produccion de espuma, precipitados y
florescencia por exposicion a la luz ultravioleta (UV). Dichos fenémenos
fueron los indicadores principales para exhibir la presencia de los metabolitos

presentes en la especie (Tabla 6).

Tabla 6. Reporte de los resultados del ensayo fitoquimico del extracto de la

corteza P. pinnatum.

Metabolitos Prueba EEC
Alcaloides Wagner +
Mayer +
Dragendorf ++
Triterpenos Lieberman/Burchard +
Fenoles Tricloruro férrico ++
Saponinas Altura de la espuma -
Taninos Prueba de Gelatina -
Flavonoides Shinoda +
NaOH -
Cumarinas NH,OH [ ] +
Antraquinonas NH,OH -

Leyenda: (+): Positivo, (++): Moderado, (+++): Abundante, (-): Ausente

EEC: Extracto Etandlico Corteza.

Elaborado por Abreu y Herndndez (2023).
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Continuacién Tabla 6. Reporte de los resultados del ensayo fitoquimico del

extracto de la corteza P. pinnatum

Metabolitos Prueba EEC
Quinonas H,SO,[] -
Lactonas sesquiterpenicas NaOH +HCI -

Leyenda: (+): Positivo, (++): Moderado, (+++): Abundante, (-): Ausente
EEC: Extracto Etandlico Corteza.

Elaborado por Abreu y Hernandez (2023)

Tabla 7. Reporte ilustrado de los resultados positivos del ensayo fitoquimico

del extracto de Platymiscium pinnatum

Prueba Reporte

Prueba: Wagner, Mayer y

Dragendorf
Metabolito determinado: Alcaloides

Reporte: Positivo, formacion de

precipitado.

Prueba: Lieberman Burchard

Metabolito determinado: Triterpeno

Reporte: Positivo, interface marrén.

o

Elaborad(;por Abreu y Hernandez (2023)
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Continuacién Tabla 7. Reporte ilustrado de los resultados positivos del

ensayo fitoquimico del extracto de Platymiscium pinnatum

Prueba

Reporte

Prueba: Tricloruro férrico (FeCls)
Metabolito determinado: Fenoles

Reporte: Positivo.

Prueba: Shinoda
Metabolito determinado:
Flavonoides

Reporte: Positivo, cambio de color.

Prueba: Hidréxido de amonio
concentrado NH4OH [ ]
Metabolito determinado: Cumarina

Reporte: Positivo.

Elaborado por Abreu y Hernandez (2023)

64




Evaluacién de la Actividad Antibacteriana

En la presente investigacion se determind la actividad antibacteriana
mediante el método de difusibn en disco en agar (Kirby-Bauer), en un
extracto etandlico de corteza, en concentraciones madres de 10 mg/mL,
frente a las diferentes cepas bacterianas ATCC: dos especies Gram Positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212),
dos especies Gram Negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357,
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Los

resultados de dicha actividad se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la determinaciéon de la actividad antibacteriana del

extracto etandlico de la corteza de Platymiscium pinnatum.

Muestras S. aureus E. faecalis K. pneumoniae E. coli P.
ensayadas [] 10 ATCC ATCC 29212 ATCC 23357 ATCC aeruginosa
mg/mL 25923 25922 ATCC 27853
EEC (0 0* 7* * 7*
Controles
Positivos
Eritromicina®
© 32*
Ampicilina®
(AMP) 32
Piperacilina® 27* 27* 27*
(PIP)

Leyenda: EEC: Extracto Etanol corteza *: Halos de inhibicibn en mm.
Elaborado por Abreu y Hernandez (2023).
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Tabla 9. Reporte ilustrado de los de los resultados de la actividad

antibacteriana del extracto etandlico de la corteza de Platymiscium pinnatum

Prueba Reporte

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:
Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Reporte:

EEC: Resistente

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Reporte:

EEC: resistente

Leyenda: EEC: Extracto Etandlico de la Corteza
Elaborado por Abreu y Hernandez, 2023
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Tabla 9. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana del

extracto etandlico de la corteza de Platymiscium pinnatum

(Continuacion)

Prueba Reporte
Prueba: Kirby-Bauer
Especie en estudio:
Escherichia coli ATCC 25922.
Reporte:

EEC: Sensible

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357.
Reporte:

EEC: sensible

Leyenda: EEC: Extracto Etandlico de la Corteza
Elaborado por Abreu y Hernandez, 2023

67



Tabla 9. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana del

extracto etanolico de la corteza de Platymiscium pinnatum

(Continuacion)

Prueba Reporte

Prueba: Kirby-Bauer

Especie en estudio:
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Reporte:

EEC: sensible

Leyenda: EEC: Extracto Etandlico de la Corteza
Elaborado por Abreu y Hernandez, 2023
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Discusiones

La presente investigacion dio como resultado un extracto etandlico de la
corteza de Platymiscium pinnatum por la técnica de reflujo en caliente; el cual
evidencié a través de diferentes pruebas quimicas cualitativas la presencia
de algunos metabolitos secundarios tales como: alcaloides, triterpenos,
fenoles, flavonoides y cumarinas (Tabla 6). Asimismo se pudo determinar su
efecto antibacteriano mediante el método de difusién en disco de agar con
las cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa,
obteniendo halos de inhibicibn de 7 mm para las Udltimas tres cepas
bacterianas, a una concentracién de 10 mg/mL (Tabla 8).

Respecto a la actividad antibacteriana y la composicién quimica del
extracto etandlico de Platymiscium pinnatum no se encontr@ ningun registro
hasta la fecha, siendo esta investigacion un primer reporte para esta especie;
estudios anteriores han evaluado la actividad antibacteriana de los géneros
Pterocarpus también pertenecientes a la familia Fabaceae y se alcanzo
encontrar un registro sobre el estudio del Platymiscium gracile Benth, con lo
cual se pudo hacer un estudio comparativo, mostrado a continuacion.

La investigacion realizada por Okoli, Umaru y Olawale (2022), indicé que
el extracto etanodlico de la corteza de Pterocarpus erinaceus, reveld la
presencia de flavonoides, alcaloides, esteroides y taninos. A su vez, la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de dicha corteza se llevo a
cabo por el método de difusion en pozo de agar frente a las bacterias
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli, con concentraciones de 0,1; 0,15 y 0,2 mg/mL,
obteniéndose como resultado halos de inhibicion de 2,80; 8,10; 8,83 y 7,10
mm respectivamente todos a la concentracion de 0,2 mg/mL del extracto

etandlico. De manera que, nuestra investigacion refleja en el extracto
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etandlico de la corteza la presencia de flavonoides, alcaloides Yy triterpenos,
difiriendo en la ausencia de taninos. Asimismo, dicho extracto con una de
concentracién de 10 mg/mL, presenté una actividad antibacteriana favorable
frente a las cepas bacterianas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
con halos de inhibicibn de 7 mm de diametro cada uno, excepto en
Staphylococcus aureus en la cual no hubo halo de inhibicion.

En este orden de ideas, Mphande, Kataba, Muzandu y Gono-Bwalya
(2022), demostraron mediante métodos fitoquimicos cualitativos la presencia
de metabolitos secundarios como fenoles, flavonoides, taninos y saponinas
en sus extractos de hexano, cloroformo y metanol de la corteza de
Pterocarpus tinctorius, atribuyéndole a dichos compuestos activos efectos
bactericidas sobre Shigella dysenteriae, Salmonella typhi y Escherichia coli,
puesto que el extracto de metanol a una concentracion de 100 mg/mL mostro
actividad antibacteriana con halos de inhibicion de 12.3; 11,9 y 8,3 mm,
respectivamente. En definitiva, en nuestra investigaciéon también se logré
identificar fenoles y flavonoides presentes en el extracto etandlico de la
corteza de Platymiscium pinnatum, los que pueden ser los responsables de
la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ya que origind un halo de
inhibicion de 7 mm de diametro. Sin embargo, teniendo en cuenta los
resultados de los autores, se puede considerar que la concentracion del
extracto también afectdé la actividad antibacteriana, pues se observd que
cuanto mayor es la concentracion del extracto metandlico o de cualquier
extracto en general, mayor es la actividad antibacteriana; por tanto, la
actividad es dependiente de la concentracion del mismo.

Finalmente, Cuellar, Martinez, Rojano, Gil y Durango (2020), evaluaron la
composicion quimica en los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol
presentes en la corteza de Platymiscium gracile Benth, asi como también la
actividad antibacteriana de Platymiscium gracile Benth, frente a Bacillus

cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus faecalis
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obteniendo como resultado, que el extracto de hexano de la corteza a al 1%,
provocd halos de inhibicion con diametros de 11 mm para E. coli; 12 mm
para S. aureus; 9 mm para B. cereus y 7 mm para E. faecalis. Ademas, en
cuanto a la investigacion fitoquimica de los extractos de la corteza condujo a
la identificacion de una chalcona, una flavanona, un triterpeno, una
isoflavona y tres pterocarpanos. Por consiguiente, los metabolitos
secundarios identificados en el extracto etanolico de la corteza de
Platymiscium pinnatum (alcaloides, triterpenos, fenoles, flavonoides vy
cumarinas) tuvieron una accion antibacteriana frente a E. coli con halos de
inhibicién de 7 mm de diametro, no obstante, frente a las especies S. aureus
y E. faecalis no mostraron actividad.

Bajo esta perspectiva, al comparar nuestros resultados con los estudios
previos de diferentes articulos; se demuestra que esta investigacion confirma
la actividad antibacteriana y la composicion quimica del extracto etandlico de
la corteza de Platymiscium pinnatum en cepas bacterianas Gram Negativas.
Por consiguiente, esto se debe a que la membrana externa de
lipopolisacaridos de las bacterias Gram Negativas estan constituidas por
porinas, las cuales son las principales estructuras proteicas que controlan la
permeabilidad de la membrana bacteriana y hacen que las mismas sean mas
permeables a los metabolitos secundarios de mediana y alta polaridad
presentes en los extractos vegetales, extraidos con disolventes polares. Esto
implica que los compuestos no polares extraidos con solventes como el
hexano o cloroformo no tienen o tienen muy poca actividad antibacteriana
contra cepas Gram Negativas (Khameneh, Iranshahy, Soheili y Fazly,
2019).

Asimismo, los resultados de varios estudios han sugerido que los
compuestos fendlicos y sus derivados provenientes de extractos de ciertas
plantas son responsables del efecto antibacteriano frente a una amplia gama

de bacterias, ya que pueden comportarse como activadores e inhibidores del
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crecimiento  bacteriano dependiendo de su estructura quimica 'y
concentracion. Ademas, estos interfieren en el metabolismo del
microorganismo, al inhibir o retardar la reproduccién, respiracion y cualquier
funcion vital del mismo. Estas acciones la realizan mediante mecanismos
como la inactivacién de sistemas enzimaticos que impiden funciones vitales,
la destruccion de la pared y la membrana, produciendo apoptosis celular
(Velasco y cols., 2019; Mphande vy cols., 2022).

De la misma forma, los alcaloides también poseen mecanismos de accion
inhibitorios de crecimiento de los microorganismos patdégenos, basado en su
capacidad de intercalarse con el ADN, detener la sintesis de proteinas,
inducir la apoptosis e inhibir enzimas del metabolismo de los carbohidratos.
Por estas razones, se le atribuyen actividades bactericidas o bacteriostaticas,
considerando asi que los compuesto fenolicos y los alcaloides tienen el
mismo mecanismo de accion que el cloranfenicol solo que con una actividad
mas débil (Velasco y cols., 2019).

Finalmente es importante acotar que la distribucion geografica de esta
especie podria afectar la composicion quimica y las dosis de los metabolitos
presentes en la misma, ya que se tiene antecedentes que factores
geoclimaticos como la radiacion solar, la humedad y la fertilidad del suelo

pueden afectar la sintesis de metabolitos secundarios.
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CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Considerando la interpretacion de los resultados en esta investigacion la

autora menciona las siguientes conclusiones:

1. Se confirmd la composicion quimica preliminar del extracto de P.
pinnatum por medio del ensayo fitoquimico, logrando la identificacion
de los siguientes metabolitos secundarios como: fenoles, alcaloides,
triterpenos, flavonoides y cumarinas.

2. El extracto de etanol present6 actividad antibacteriana contra las
cepas de E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa con halos de
inhibicién de 7 mm de didmetro a una concentracion de 10 mg/mL

3. El extracto etandlico no revelé actividad antibacteriana contra las
cepas bacterianas de S. aureus, y S. faecalis pues sus halos de

inhibicién fueron de 0 mm de didmetro.
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Recomendaciones

Probar con mayores concentraciones del extracto o aplicar la técnica
de concentracion minima inhibitoria (CMI) para evaluar si hay mayor
actividad antibacteriana.

Efectuar pruebas con solventes como hexano, cloroformo, metanol u
otros y comparar la variabilidad del efecto antibacteriano frente a las
ya antes probadas cepas bacterianas.

Realizar pruebas con extractos de las raices, frutas, hojas o semillas
de Platymiscium pinnatum para confirmar si presentan actividad
antibacteriana.

Llevar a cabo estudios antibacterianos frente a otras cepas patdégenas.
Emplear técnicas cromatogréaficas para aislar e identificar metabolitos
secundarios nuevos que posiblemente estén presentes en el extracto
de la corteza de la especie Platymiscium pinnatum, de la misma forma
como lo hicieron los investigadores con el Platymiscium gracile Benth.
Analizar si el extracto de la corteza de P. pinnatum presenta otro tipo
de actividad bioldgica como antifingica o antioxidante.

Priorizar investigaciones de actividad biolégica en otras especies poco
estudiadas del Género Platymiscium, sobre todo en aquellas en
peligro de extincién, para que se concientice sobre la posible pérdida

permanente de farmacos potenciales.
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