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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue confirmar la relaciéon entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica de las hojas de Acnistus
arborescens en cepas de referencia internacional. La planta fue recolectada
en el Jardin de Plantas Medicinales Doctor Luis Ruiz Teran, ubicado en la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, su identificacion botanica se realiz6 en el
herbario MERF; en el laboratorio del Instituto de Investigacion de la misma
Facultad, las hojas secas y molidas fueron sometidas a reflujo en caliente
con hexano y etanol con el fin de separar los metabolitos secundarios en dos
grupos: polares y apolares. Partiendo de los extractos obtenidos, se
realizaron pruebas de identificacion por medio del tamizaje fitoquimico,
logrando la identificacion de compuestos como: alcaloides, triterpenos,
esteroles, y flavonoides. Y por dltimo, se comprobdé la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas, utilizando el método de
difusion en disco (Kirby Bauer), a una concentracion de 10 mg/mL 6 10.000
ppm; donde se demostrd que los extractos fueron activos y mostraron halos
de inhibicién frente a Staphylococcus aureus (8 mm) Enterococcus faecalis (8
mm), Pseudomonas aeruginosa (7 mm) y Klebsiella pneumoniae (8 mm); por
su parte en Escherichia coli fue indeterminado pues la bacteria ho mostré
crecimiento.

Palabras claves: Acnistus arborescens, composicién quimica, actividad

antibacteriana.
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INTRODUCCION

A través de los afios las plantas han constituido la base de los sistemas
de medicina tradicional, que han permitido mantener la salud y la calidad de
vida del hombre (Prieto, Garrido, Gonzalez y Molina, 2004). La medicina
herbaria ha sido utilizada desde tiempos remotos para curar o aliviar los
padecimientos, puesto que las plantas contienen compuestos quimicos que
se dan por si solos en la naturaleza y que tienen una fuerte actividad

biologica (Pascual, Pérez, Morales, Castellanos y Gonzalez, 2014).

Las plantas cumplen un importante papel para el buen funcionamiento del
planeta tierra, sin ellas el resto de los seres vivos no podrian sobrevivir,
ademas el ser humano con el pasar de los afios aprendio a seleccionarlas y
cultivarlas para su uso y provecho, es por ello, que la mayor parte de los
medicamentos que utilizamos en la actualidad proceden de las mismas. Hoy
en dia, los compuestos biolégicamente activos de las plantas se extraen de
las mismas a través de métodos y técnicas, teniendo que existe un gran
namero de especies vegetales que son sometidas a diversos procesos,
dando lugar a una enorme variedad de productos (Fernandez, Bellet y
Garcia, 2012).

En las Ultimas décadas se han realizado innumerables estudios sobre
sustancias con actividad antibacteriana provenientes de plantas superiores,
con la finalidad de encontrar alternativas terapéuticas efectivas contra las
infecciones producidas por microorganismos resistentes a los antibiéticos. La
accion antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha
revelado el potencial que estas poseen, permitiendo de esta manera un
avance al uso empirico de las especies vegetales medicinales, con una base

cientifica (Ramirez y Diaz, 2007).



Es por ello, que la necesidad que llevo a realizar la investigacion se baso
en el hecho de la observacion cada vez mas, de la gran resistencia
presentada a farmacos por parte de microorganismos, como lo es el caso de
la resistencia a los antibidticos por bacterias.

Por lo tanto, la investigacion plantea como objetivo general: confirmar la
actividad antibacteriana y la composicion quimica de las hojas del Acnistus
arborescens en cepas de referencia internacional.

La investigacion se encuentra sistematizada por la Asociacién Psicolégica
Americana (APA) estando estructurada por cinco capitulos. El capitulo I: El
Problema, que consta de: Planteamiento del Problema, Justificacion e
Importancia de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion, Alcances y
Limitaciones. El capitulo II: titulado Marco Teorico, estara formado por: los
Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Teoricas, Definicion
Operacional de Términos, Operacionalizacion de las Variables y Las
Hipotesis. El capitulo llII: titulado Marco Metodoldgico contempla: Tipo de
Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacién y Muestra, Unidad de
Investigacion, Seleccion del Tamafo de la Muestra, Sistema de Variables,
Instrumento de Recoleccion de Datos, Procedimiento de la Investigacion y
Disefio de Andlisis. El capitulo IV esta titulado y conformado por Resultados
y Discusiones y el capitulo V denominado y compuesto por, Conclusiones y

Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En los dltimos afios se ha observado una importante resistencia a los
farmacos por parte de gran cantidad de microorganismos, motivo por el cual
se realiza una serie de seguimientos a estudios sobre la actividad
antibacteriana, que se conoce como la capacidad o propiedad que posee un
agente, bien sea un compuesto quimico, natural o sintético, de eliminar o
inhibir el crecimiento de bacterias (Usano, Pala y Diaz, 2014).

La resistencia a los antibidticos es considerada entre una de las
principales amenazas de salud publica a la que se enfrenta la poblacion, y
ésta surge cuando las bacterias dejan de responder a los medicamentos,
haciendo dificil el tratamiento de las infecciones y aumentando el riesgo de
propagacion de enfermedades; muchos medicamentos disponibles
actualmente se vuelven ineficaces debido a la aparicion de patégenos
oportunistas multirresistentes, originando una alta morbilidad y mortalidad,
ademas de los altos costos por estancias hospitalarias y complicaciones
(Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

Cabe destacar, que las bacterias se hacen resistentes a los antibidticos
desarrollando mecanismos que impiden que el antibidtico ejerza su
mecanismo de accién, dentro de los cuales existentes tres principalmente;
alteracion en las barreras de permeabilidad, inactivacion del antibiético, y
alteracion del sitio blanco (Pérez y Robles, 2013).

El uso de las plantas como tratamiento para la cura de enfermedades es

muy antiguo, siendo muy utilizado actualmente. Estudios han demostrado



gue las plantas producen metabolitos activos, que presentan actividades
antibacterianas, antihelminticas, antifingicas, antivirales, antiinflamatorias,
entre otras, que han permitido el desarrollo de nuevos farmacos, es por ello,
gque los productos naturales han adquirido nuevas perspectivas en la
busqueda de compuesto antimicrobianos (Poffo, Siebert, Tenfen, Mendes,
Alberton y Guedes, 2020).

Entre el grupo de plantas con gran utilidad para el hombre se encuentra la
Familia Solanaceae, de amplia distribucion en el mundo. Algunos de los
miembros de esta familia son utilizados en la industria farmacéutica, ademas
de los usos medicinales, ornamentales y alimenticios donde los frutos de
muchas de sus especies son comestibles (Cuevas, 2018).

Después de describir la situacion actual del problema de estudio, la autora
plantea el siguiente enunciado holopréaxico:
¢,Cudl es la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicidon
guimica de las hojas del Acnistus arborescens en cepas de referencia

internacional?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

Las plantas se utilizan desde tiempos remotos como fitofarmacos, siendo
utilizadas por sus bajos costos y reducidos indices de toxicidad en
comparacién con los productos de sintesis; éstas constituyen una fuente de
metabolitos secundarios, los que le otorgan sus propiedades terapéuticas
caracteristicas, las cuales son de gran importancia para el control de muchas
enfermedades (Gallegos, 2016).

En la actualidad son muchas las investigaciones que se realizan en
busqueda de nuevos compuestos con actividades biologicas a partir de
fuentes naturales, como los estudios que evaltan la actividad antibacteriana
en extractos y aceites esenciales de plantas medicinales, dado la sencillez y
reproductividad de las mismas; esto motivado a encontrar nuevas
alternativas terapéuticas a los tratamientos con antibidticos conocidos,
debido a la alta tasa de patogenos resistentes en el mundo (Hernandez y
Rodriguez, 2001).

Por otra parte, las posibilidades terapéuticas se ven afectadas por falta de
nuevos medicamentos que actuen frente a diversos patdgenos, y a pesar de
la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de estas infecciones, se
presentan otros problemas como la restriccion en el espectro de accion,
costos y efectos adversos en el paciente como hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, fototoxicidad, ademas, en las poblaciones rurales el acceso a
los farmacos es restringido por multiples razones, por lo que siempre optan
por la medicina herbaria que esta a su alcance (Torres, Leén, y Tomas,
2017).

Esto genera nuevos intereses en la busqueda de posibles soluciones a
este problema, motivo por el cual es cada vez mas relevante el uso de
productos naturales como las plantas, a fin de encontrar en sus moléculas

organicas dicha solucién (Stella y Marin, 2009).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicién
guimica de las hojas del Acnistus arborescens en cepas de referencia
internacional.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de las hojas del A. arborescens por la técnica de

reflujo en caliente usando hexano y etanol como solventes organicos.

e Analizar la composicion quimica de los extractos de las hojas del A.

arborescens mediante tamizaje fitoquimico.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico del A.
arborescens en cepas de referencia internacional, por medio de la

prueba de difusion en agar con discos empleando el método de Kirby-
Bauer.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El estudio permiti6 confirmar la relacion existente entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica de las hojas del Acnistus
arborescens en cepas de referencia internacional. Aportando nuevos
conocimientos relacionados a los compuestos biol6gicamente activos que se
aislaron de la misma, incluyendo la actividad antibacteriana que manifesto de
acuerdo a los halos de inhibicion, al realizar la prueba de difusion en agar
con discos por medio del método de Kirby-Bauer, puesto que es el primer
reporte de ello en Venezuela.

Limitaciones de la Investigacién

Las limitaciones que se presentaron durante el desarrollo de la
investigacion estuvieron dadas por la falla en cuanto a la disponibilidad del
servicio de agua al momento de realizar el extracto vegetal, ademas, al
instante de recolectar la planta se observo la falta de material vegetal ya que
en el lugar recolectado (Jardin de plantas “Doctor Luis Ruiz Teran” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis) no se presentaba la cantidad suficiente
del Acnistus arborescens y se tuvo que esperar un tiempo determinado para
el crecimiento de la misma. Vale destacar la falta del servicio eléctrico e

internet para redactar e investigar informacion relevante del trabajo.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Cano y Saucedo (2023), realizaron un trabajo titulado “Actividad
antibacteriana de diferentes concentraciones del extracto metandlico de
hojas de “Pajaro bobo” Tessaria integrifolia y “Chamico” Datura stramonium
de interés acuicola”. El objetivo de dicha investigacion fue evaluar la
actividad antibacteriana del extracto metandlico de hojas de Tessaria
integrifolia y Datura stramonium. La actividad antibacteriana se determino
mediante el Método de Kirby — Bauer, en una camara de flujo laminar, se
emplearon los cultivos de Vibrio spp, Edwarsiella spp, Aeromonas spp vy
Pseudomonas spp, las cuales se sembraron en placas con agar Mueller
Hinton; para los grupos controles se utilizé discos con antibiético comercial,
tetraciclina como control positivo y discos de papel filtro cargado del solvente
como control negativo; la concentracion minima inhibitoria se evalu6 a los
extractos que evidenciaron inhibicion frente a las bacterias utilizadas, se
realizd por el método de dilucién seriadas en medio liquido usando caldo
BHI. Obtuvieron como resultados que la mas alta actividad antibacteriana
observada frente a Vibrio spp. fue con el extracto metandlico de D.
stramonium a la concentracion de 50 mg/mL obteniéndose un halo de
inhibicion de 18 mm, la concentracion minima inhibitoria fue 70 mg/mL.
Llegaron a la conclusion que el extracto metandlico de D. stramonium genero
mayor halo de inhibicibn con 18 mm frente a Vibrio spp, y el extracto
metandlico podria ser empleado con fines terapéuticos para caso de vibriosis

en organismos acuaticos.



Vilchez, Olortegui y Alvia (2023), publicaron en la Revista Cubana de
Medicina Militar una investigacion titulada como: “Efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum Dunal (cocona) sobre
Streptococcus mutans”. Tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano
del extracto de Solanum sessiliflorum Dunal sobre Streptococcus mutans. El
extracto hidroalcohdlico se obtuvo mediante el método de maceracion en
1500 mL de etanol al 70 % con 550 g del pulverizado; la deteccién de
metabolitos secundarios se ejecutd mediante el andlisis fitoquimico preliminar
por técnicas quimicas de precipitacion y coloracion, se utilizé el método de
difusion con discos descrita por Kirby — Bauer, la cepa empleada fue
Streptococcus mutans ATCC 25175. Obtuvieron como resultados que en el
ensayo fitoquimico se detectaron compuestos fendlicos, antocianinas,
guinonas y glicésidos cardiotonicos. Se comprobo el efecto antibacteriano del
grupo VI (Solanum sessiliflorum Dunal al 75 %) con 19,831 + 0,0553 mm
(99,37 %), comparable con el de clorhexidina al 0,12 % sobre Streptococcus
mutans. Y concluyeron que las especies vegetales como Solanum
sessiliflorum Dunal son una alternativa interesante porque podrian aumentar
la eficacia de los tratamientos terapéuticos convencionales.

El trabajo realizado por Garcia, Laos, Vega, Bendezu, Yarasca, Guillermo
y Surco (2020), titulado como: Actividad antioxidante y antimicrobiana del
extracto etandlico de las partes aéreas de Solanum radicans L.F.
“huallpachaqui”. Su objetivo fue determinar la actividad antioxidante y
antimicrobiana del extracto etanodlico de Solanum radicans. El extracto se
llevd a sequedad, se fraccioné y determiné la presencia de metabolitos
secundarios por reacciones de precipitacion y/o coloracién; se efectué la
caracterizacion del extracto mediante determinacién de pH, sdlidos totales,
sélidos solubles, cenizas, color y aspecto; la actividad antioxidante fue
evaluada por el método de inhibicién del radical 2,2-difenill-picrilhidrazil
(DPPH) y el método del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica (FRAP); la



actividad antimicrobiana se prob6 en cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis. Los
resultados demostraron la presencia de metabolitos secundarios como:
flavonoides, grupos fendlicos libres, alcaloides, catequinas, triterpenos y/o
esteroides. La actividad antioxidante por el método DPPH obtuvo un ICso de
2,77 mg/mL de extracto y por el método FRAP obtuvo un TEAC de 6,59
mg/mL de extracto, ademas se aprecia que el extracto etandlico al 50 %
presentd una gran actividad antibacteriana contra S. aureus mostrando una
zona de inhibicion de 15 mm y una menor actividad sobre P. aeruginosa con
12 mm, sin embargo, no mostr¢é actividad frente a E. coli y P. mirabilis. El
control positivo (Ciprofloxacino 5 ug/mL) mostro una zona de inhibicion que
vario de 20 a 24 mm contra las bacterias ensayadas. Concluyeron que el
extracto etandlico al 50 % presenta actividad antibacteriana contra S. aureus
y P. aeruginosa con un halo de inhibicién ligeramente superior al 50 % del

control positivo.

Antecedentes Histéricos o Epistemoldgicos

Los extractos vegetales han sido utilizados desde la prehistoria por los
hindles, chinos, griegos y romanos con fines pesticidas e insecticidas.
Considerando que estos se caracterizan por la presencia de determinados
metabolitos secundarios que forman parte de las tacticas defensivas de las
plantas y pueden ser agrupados en compuestos nitrogenados, fendlicos y
terpenoides, estos compuestos proveen importantes caracteristicas a los
extractos como son antivirales, antimicrobianos, repelentes, entre otros
(Kagale, Marimuthu, Thayumanavan, Nandakuman, y Samiyappan, 2004;

Philogene, Regnault y Vincent, 2004).
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Cabe destacar que la fitoterapia o terapéutica con plantas, se define como
la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con
finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un
estado patoldgico; desde la antigledad ésta ha sido un medio fundamental
para el hombre en el manejo de enfermedades, y es empleada por miles de
personas en el mundo entero. La necesidad del hombre por curar sus
enfermedades lo ha dirigido a las plantas y a su capacidad curativa; practica
gue se ha mantenido a lo largo de los siglos (Ramirez, Isaza y Pérez, 2013).

Por otra parte, las plantas se han utilizado como materia prima para la
elaboracién de preparaciones tradicionales (infusiones o jugos), usadas para
controlar la prevalencia de ciertas enfermedades infecciosas, resolver
problemas de resistencia de los microorganismos y los efectos colaterales de
algunos antibacterianos sintéticos, ademas las plantas constituyen un
recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del 80 % de
la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales se basan en el uso de extractos de plantas o sus
principios activos. Ultimamente se han incrementado los estudios para
evaluar la actividad antibacteriana de las plantas debido a que han mostrado
ser eficaces cuando los antibioticos convencionales fallan (Centurion,
Espinosa, Mayo, Frias y Velazquez, 2013).

Desde el punto de vista farmacolégico, la familia Solanaceae posee gran
importancia, ya que desde la antigiiedad existen referencias acerca de su
uso en la medicina popular. Tal es el caso de Datura, que tiene propiedades
alucinégenas y anticolinérgicas. Solanum, propiedades antimalaricas.
Nicotiana glauca, utilizada para el tratamiento de hemorroides (Benitez,
1974). Algunas especies de Withania han demostrado actividad antitumoral,

citotoxica, antiinflamatoria y antifngica. En el caso de Acnistus ha sido
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usado en el tratamiento de tumores, ademas de tener un efecto
inmunosupresor (Kupchan, Andreson, Bollinger, Doskotch, Smith, Renauld,
Schnoes, Burlingame y Smith, 1969; Luis, Echeverri, Garcia 'y Rojas, 1994).

Bases Tedricas

Familia Solanaceae

Aspectos botanicos

La familia se encuentra asignada al orden Solanales, junto con
Convolvulaceae, Hydroleaceae, Montiniaceae y Sphenocleaceae (Eckart,
2008). Las Solanaceae lincluyen arboles, arbustos, lianas y plantas
herbaceas a veces epifitas o0 provistas de espinas, con hojas simples y
alternas, enteras o mas o menos divididas; las flores pueden ser solitarias o
aparecen reunidas en inflorescencias, son hermafroditas y pentameras,
presentan un caliz con 4 0 5 sépalos soldados en la base y una corola
integrada por 4 0 5 pétalos de morfologia variable (Izco, Barreno, Brugués,
Costa, Devesa, Fernandez, Gallardo, Llimona, Prada, Talavera y Valdéz,
2004). Ademas, presentan estambres tanto como los I6bulos de la corola y
alternan con ellos epipétalos; ovario supero, generalmente bilocular, 6vulos
frecuentemente numerosos, estigma pequefio y cuyo fruto es una baya
(Aristeguieta, 1973).

Distribucion geogréafica

Solanaceae contiene aproximadamente 147 géneros y 2930 especies a
nivel mundial (Izco y cols., 2004). Su distribucién geografica es cosmopolita
(Figura 1), se encuentran representantes en todos los continentes, con
mayor diversidad en las regiones tropicales y subtropicales, ausentes
Unicamente en las regiones articas (Dupin, Marzke, Sarkinen, Knapp,

Olmstead, Bohs, y Smith, 2017). Aunque la mayoria de los especialistas en
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la familia opinan que su centro de origen se ubica en América del Sur (Long,
2001), algunos de sus géneros se desarrollaron ampliamente en otros
paises, de manera que actualmente se mencionan varios centros de
diversificacién, entre ellos Australia, los Himalaya y México (Sierra, Siqueiros,
Flores, Moreno y Arrendo, 2015).

En Africa se encuentran algunas especies de los géneros Discopodium,
Triguera, Solanum y Lycium. Australia presenta una gran riqueza en
especies de esta familia siendo los géneros Datura, Nicotiana y Solanum los
mas ricos en especies (D"arcy, 1976). En el continente americano, en
Norteamérica, encontramos géneros como Solanum, Qincula, Oryctes,
Datura, entre otros. En Sudamérica existen 60 géneros 32 de los cuales son
endémicos entre los cuales estan Nicandra, Dunalia, Solanum, Physalis,
entre otros (Hunziker, 1976).

Ahora bien, esta familia se encuentra muy bien representada en la flora
venezolana, estando constituidas por trepadoras, hierbas y arbustos sélo los
géneros Acnistus, Cestrum, Cyphomandra y Solanum, que tienen algunos
representantes arboreos (Aristeguieta, 1973). El género Cestrum, tiene unas
22 especies ampliamente distribuidas en el pais. El género Cyphomandra,
cuenta con 6 especies, existentes en Guayana y selvas nubladas y humedas
del norte y occidente del pais. Y el género Solanum tourn, formado por
numerosas especies generosamente distribuidas en el pais (Aristeguieta,
1973).
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Figura 1. Distribucion de la familia Solanaceae

Tomado y modificado de:
(https://www.thecompositaehut.com/www tch/webcurso spv/familias pv/sola

naceae.html)
Clasificacion taxonémica
Taxonomicamente la familia se clasifica de la siguiente manera (Tabla 1):

Tabla 1. Taxonomia de la familia Solanaceae

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae

Tomado y modificado de tropicos.org

Metabolitos secundarios aislados

Cuenta con la presencia de alcaloides como la atropina y su isémero la
hiosciamina, la escopolamina y solasodina éstos se encuentran presentes en
raices, tallos, hojas, frutos y semillas, aunque su distribucion no es la misma
en todos los vegetales (Font, 1962). Sin embargo, como parte de la familia

Solanaceae se encuentra el género Nicotiana, el cual tiene derivados de la
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piridina (nicotina); en el Solanum hay glicosidos esteroalcoloides (solanina) y
en las Daturas, Atropa y Socopolia derivados del tropano como la atropina
(Figura 2) (Dominguez, 1979). Cabe destacar ademas la presencia de
withandlidos restringida a la subfamilia Solanoideae (Misico, Nicotra, Oberti,
Barboza, Gil y Burton, 2011).

Figura 2. Algunos metabolitos aislados de la familia Solanaceae

H
|
(Nj &Hs
Nicotina

Atropina

Tomado y modificado de Dominguez, 1979

Usos etnobotanicos

Muchas especies de esta familia constituyen la base de alimentacion
humana a nivel mundial, entre ellas se encuentran: La "papa” (Solanum
tuberosum L.), el "tomate” (Solanum lycopersicum L.), la "berenjena”

(Solanum melongena L.) y diversas especies de Capsicum que agrupan a los
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“ajies”. (Novara, Barboza, Bernardello, Cocucci y Matesevach, 2012).
Medicinales o toxicos estan: Atropa belladonna L. (Belladona), Datura
stramonium L. (Toloache), Nicotiana tabacum L. (Tabaco), Brugmansia spp.
(Floripondio), Hyoscyamus spp. (Belefio); y ornamentales, en los cuales se
reportan mas de 30 géneros entre los que destacan Brunfelsia spp (Galan de
noche), Cestrum spp (huele de noche), Petunia spp (Petunia), Physalis spp
(Alquequenje), Solandra spp (Copa de oro), Solanum spp (Dulcamara), entre
otros (Cuevas, 2018).

Actividades farmacologicas

La familia Solanaceae, posee gran importancia debido a que existen
numerosas referencias acerca de su utilizacion en la medicina tradicional
(Grasourdy, 1864; Hartwell, 1971). Dentro de estas actividades se
encuentran:

% Analgésicas: como el Cestrum dumetorum (Orcajuda) y Cestrum
nocturnum (Orcajuda negra) son utilizados para el tratamiento del
dolor de cuerpo y bronquitis (Alonso y Maldonado, 2012); los extractos
de la Datura stramonium (Toloache), son utilizados como anestésicos
en varios problemas dentales (Rosas, 2012).

% Antineoplésicas: como Capsicum annuum (chile verde poblano), el
cual ha demostrado poseer propiedades anticancerigenas (Ramirez,
Guzméan, Espinosa y Murillo, 2001); Physalis philadelphica Lam.
(tomatillo), el cual posee propiedades quimiopreventivas contra el
cancer (Choi, Murillo, Su, Pezzuto, Kinghorn, y Mehta, 2006); Solanum
pinnatisectum posee propiedades que inhiben la proliferacion de las
células de cancer de higado y cancer de colon (Wang, Chen, He, Mir,
Su, y Yang, 2011).

16



% Hipoglucemiantes: como Margaranthus solanaceus, es utilizada
para el tratamiento de diabetes y bilis, para ello se usan las hojas con
las que se elabora un té que se toma en ayunas (Canales, 2005).

% Antibacterianas: como el uso de Datura stramonium (Toloache),

L)

para el tratamiento de la gingivitis, la caries y la periodontitis,
enfermedades bucales ocasionadas por bacterias, que residen en la
cavidad bucal, especialmente el Streptococcus mutans (Rosas, 2012);
también Margaranthus solanaceus comudnmente conocida como
Totomache y la Solanum rostratum Dunal o Diente de perro, las cuales

son utilizadas para curar la diarrea (Hernandez, 2003).

*

% Antifungicas: se ha utlizado Solanum chrysotrichum para tratar
hongos asociados con enfermedades cutaneas, ya que en sus
extractos se ha encontrado actividad frente a dermatofitos (hongos
filamentosos y levaduras), se ha observado que esta planta presenta
el mismo efecto antimicotico que el ketoconazol pero en menores
porcentajes de erradicacion micoldgica (Herrera y Jiménez, 2009); otra
especie evaluada es Capsicum chinese, en la cual se ha reportado la
presencia de péptidos antimicrobianos que presentan alta actividad
antifangica contra Candida albicans (Anaya, Lopez, Baizabal, Cano y
Ochoa, 2006).

% Antiparasitarias: como lo es el caso de Solanum nudum que
muestra efecto antiparasitario contra Plasmodium falciparum, agente
causal de la malaria (Lopez y Segura, 2008); asi mismo, Solanum
lycocarpum en la cual estan presentes alcaloides con actividad en
contra de la esquistosomiasis, enfermedad parasitaria causada por
helmintos (Miranda, Magalhaes, Tiossis, Kuehn, Rodriguez,
McChesney y Bastos, 2012).

Del mismo modo, Solanum mammosum es una fuente principal de

Solasodina, un alcaloide conocido por sus efectos diuréticos,
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anticancerigenos, antifangicos, cardiotonicos, antiespermatogenéticos,
antiandrogénicos, inmunomoduladores y antipiréticos en el sistema nervioso
central (Patel y Singh, 2013).

Género Acnistus

Aspectos botanicos

Arboles o arbustos pequefios, pubescencia de tricomas simples y/o
ramificados; corteza suberosa, braquiblastos a menudo presentes; hojas
simples, elipticas a lanceoladas, de margen entero; inflorescencias
dispuestas en fasciculos agregados axilares, pedicelos alargados; flores
actinomorfas, pentadmeras; caliz campanulado, 5-lobulado; corola simpétala
tubular, por lo general blanca, 5-lobulada, I6bulos de prefloracion valvada;
estambres 5, filamentos capilares, insertos en el tubo de la corola, anteras
puntiagudas en el apice, de dehiscencia longitudinal; ovario bilocular, 6vulos
numerosos, estigma bilobado o capitado, erecto; fruto en forma de baya
anaranjada o amarilla; semillas humerosas, comprimidas, embrion enrollado

(Martinez, Montero, Dean, Bye, Cavazos, Medina, y Rzedowski, 2020).

Distribucion geogréafica

Cerca de 40 especies distribuidas desde México hasta la Patagonia; en
Venezuela se encuentra en los estados Sucre y Mérida (Aristeguieta, 1973).
La delimitacion de Acnistus ha variado a lo largo de los tiempos. En la
actualidad se le acepta como género monotipico de distribucién neotropical
(Martinez y cols., 2020).

Clasificacién taxondmica

Se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera (Tabla 2):
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Tabla 2. Taxonomia del género Acnistus

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Acnistus

Tomado y modificado de trépicos.org

Metabolitos secundarios aislados
Se han aislado del género Acnistus metabolitos secundarios como:
alcaloides, taninos, esteroles; ademas de withandlidos (Ronddn, Moncayo,

Cornejo, Santos, Villalta, Siguencia y Duche, 2018).

Usos etnobotanicos

De este género es utilizado los troncos para lefia y cercas y las ramas
para colocar orquideas. Ademas, se cultiva para sombra del café. En Costa
Rica, se hace referencia a la especie arborescens donde el zumo de los
tallos, asi como las hojas, se usan externamente contra las almorranas
(hemorroides). Las hojas en remojo se han utilizado contra la caspa. Los
frutos hervidos se han empleado para las inflamaciones de la garganta
(Fernandez, 2009).

Actividades farmacoldgicas

El Acnistus ha sido utilizado en el tratamiento de tumores, ademas de

tener un efecto inmunosupresor (Kupchan y cols., 1969; Luis y cols., 1994).
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Especie Acnistus arborescens

Aspectos botanicos

Se trata de arbustos o arboles pequeiios, que pueden medir hasta 8 m de
alto (Figura 3) con una corteza suberosa. Sus hojas son solitarias, simples,
elipticas o lanceoladas de 7-20 cm de largo y de 3-8 cm de ancho; con un
apice agudo, base cuneada o atenuadas, enteras. Sus inflorescencias son
numerosas de fasciculos agregados a lo largo de 5-25 cm del tallo lefioso,
con muchas flores en brotes cortos de 1-5 mm de largo. Las flores son
fragantes, actinomorfas, con céaliz campanulado o cupuliforme de 2-4 mm de
largo. Sus frutos son en forma de baya, de 5-6 mm de largo, jugosa, de color
anaranjado o amarillo. Posee semillas numerosas, discoides, de 1,5-2 mm de
ancho (Stevens, Ulloa, Pool y Montiel, 2001).

Figura 3. Planta de Acnistus arborescens

iﬁh T i '._‘ t s v "
Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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Distribucion geogréfica

Se encuentra distribuido en América Central, las Antillas y norte de
América del Sur. En Venezuela en la Cordillera de Mérida y en la Cordillera
de la Costa, entre unos 1500 y 2500 metros sobre el nivel del mar (Schnee,
Leal y Benitez, 2010).

Clasificacion taxondmica

Taxondémicamente se clasifica de la siguiente manera (Tabla 3):

Tabla 3. Taxonomia de la especie Acnistus arborescens

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Acnistus
Especie: arborescens

Tomado y modificado de trépicos.org

Metabolitos secundarios aislados

Estudios cromatograficos muestran que los principales metabolitos
secundarios encontrados son: esteroles, terpenos, flavonoides, vy
withandlidos (Morantes, Paez, Cordero, Rincon y Aristizabal, 2006); de estos
ultimos, fueron los primeros en ser aislados las acnistinas A (Figura 4) y E
(Usubillaga, De Castellano, Khouri, Zabel y Watson, 1980). Ademas,

presentan alcaloides y taninos (Rondén y cols., 2018).

21




Figura 4. Estructura quimica de la Acnistina A

H
Tomado y modificado de Usubillaga y cols., 1980

Usos etnobotanicos

Los principales usos etnobotanicos de esta planta son: tratamiento de
contusiones y torceduras o esguinces, afecciones del higado y bazo y
tratamiento de crecimientos cancerosos (Morantes y cols., 2006). Las ramas
y tronco presentan crecimiento de corcho en la corteza, por lo que se
emplean para el crecimiento de orquideas. Las flores son polinizadas por
colibries y abejas dado que les brindan néctar para su alimentacion; y sus
frutos maduros son comestibles y constituyen una fuente de alimento para

los pajaros (Mongue y Loria, 2023).

Actividades farmacologicas

Los withandlidos reportados en esta especie presentan actividad
citotoxica sobre diferentes lineas celulares tumorales (Rondon y cols., 2018).
En estudios realizados donde se aislaron withandlidos se reportaron
actividades citotoxicas (Morantes y cols., 2006; Minguzzi, Barata, Shin,
Jonas, Chai, Park, Pezzuto, Cordell, 2002; Roumy, Biabiany, Hennebelle,
Aliouat, Pottier, Joseph, Joha, Quesnel, Alkhatib, Sahpaz y Bailleul, 2010).

Actividad antifungica contra Pneumocystis carinii (Roumy y cols., 2010), y
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actividades anti trypanosoma, leishmanicida y antibacteriana (Misico y cols.,
2011).

Productos Naturales

Se conoce como producto natural vegetal a toda la diversidad de
compuestos que el hombre extrae de un vegetal, con la finalidad de
aprovechar y darle alguna utilizacién; representan moléculas con variadas
estructuras, diferentes propiedades de solubilidad y distintos origenes
biosintéticos (Ringuelet y Vifia, 2013). Estos compuestos son el resultado de
la actividad metabdlica y es por ello que se denominan metabolitos; los
mismos pueden dividirse en dos tipos principales: primarios y secundarios
(Ramos, 2016).

Los metabolitos primarios son los mas abundantes y su nombre se debe a
gue forman parte de la base fundamental de los procesos vitales, ya que
intervienen en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas.
Por el contrario, los metabolitos secundarios se dan de manera restringida,
generalmente en pequefias cantidades a diferencia de los primarios (Ramos,
2016). Los mismos tienen funciones ecoldgicas especificas como, atrayentes
o0 repelentes de animales, algunos forman parte de los pigmentos que
proporcionan el color a las flores y frutos, otros tienen un papel esencial en la
reproduccion, atrayendo a insectos polinizadores o animales que van a

utilizar los frutos como fuente de alimento (Avalos y Pérez, 2009).

Clasificacion de los Productos Naturales
Se clasifican en cuatro grandes grupos terpenos, compuestos fendlicos,

glicésidos y alcaloides:
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% Terpenos

Estdn formados por la unién de un numero entero de unidades de
isopreno (C5) (Figura 5), segun ese numero se clasifican en monoterpenos (2
unidades de isopreno = C10), sesquiterpenos (3 unidades de isopreno =
C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), carotenos (C40), politerpenos (Cn)
(Bruneton, 2001). Estos son insolubles en agua y se sintetizan a partir de
metabolitos primarios. Los terpenos incluyen, hormonas, que contienen
diterpenos como la giberelinas y acido abscisico; pigmentos carotenoides
como carotenos y xantofilas; esteroles que contienen triterpenos como el
ergosterol, sitosterol, colesterol; derivados de los esteroles conocidos como

glicésidos cardiacos (Avalos y Pérez, 2009).

Figura 5. Estructura quimica de un hemiterpeno

)\/\QH

Tomado y modificado de Bruneton, 2001.

% Compuestos fendlicos

También Illamados polifenoles o fenilpropanoides; son productos
secundarios que contienen un grupo fenol, es decir, un anillo aromatico con
un grupo hidroxilo (Figura 6). Comprenden desde moléculas sencillas como
los &cidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos, que son
compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizandolas. Y también se encuentran pigmentos flavonoides que
contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un

puente de tres carbonos (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 6. Estructura quimica del fenol

H

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009

% Glicésidos

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando
una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo (Figura 7). Existen tres grupos de interés: saponinas, son
triterpenoides o esteroides que contienen una 0 mas moléculas de azucar
en su estructura; se pueden presentar como agliconas, es decir, sin el
azlcar, en cuyo caso se denominan sapogeninas. Los glicésidos
cardiotonicos, semejantes a las saponinas esteroideas, tienen también
propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona. Y por
ultimo los glicésidos cianogénicos, que son compuestos nitrogenados, no
toxicos por si mismos, pero se degradan cuando las plantas son
aplastadas liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de
hidrogeno. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se degradan vy
desprenden sustancias volatiles responsables del aroma, el olor y el

gusto de condimentos (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 7. Estructura quimica de isoquercitina

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009

% Alcaloides

Tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al
menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biologica.
La mayoria son heterociclicos (Figura 8) aunque algunos son compuestos
nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como la mescalina o la colchicina (Avalos
y Pérez, 2009). En los vegetales, estos se encuentran formando
combinaciones solubles al estado de sales como citratos, maleatos, tartratos,
isobutiratos, benzoatos, entre otros; o0 sales mas especificas como
meconatos, quinatos, aconitatos, entre otros. Estos se localizan en tejidos
periféricos como tegumentos de la semilla, capas externas de cortezas, tallos

y raices, epidermis y capas subepidérmicas de las hojas (Bruneton, 2001).

Figura 8. Estructura quimica de la cafeina
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Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009
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Rutas biosintéticas

El metabolismo primario proporciona un gran numero de moléculas
simples, como el acido shiquimico, el acetato y los aminoacidos, los cuales
constituyen el punto de partida para las rutas biosintéticas del metabolismo
secundario. Se conocen tres grandes vias o rutas que permiten la biosintesis
de los diferentes tipos de productos naturales (Garcia, 2004).

% Ruta del &cido shikimico: a partir de él se forman los aminoacidos y
desde ellos los otros compuestos aromaticos mas complejos
(fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides)

% Ruta del acido mevalénico: a partir de él se forman unidades de
prenilo que tras uniones sucesivas conducen a isoprenoides
(terpenoides, esteroides, carotenoides).

% Ruta del acetato-malonato: a partir del malonato y acetato se
forman los policétidos (acetogeninas) y acidos grasos (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Extractos vegetales

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida
o intermedia. Derivados de material vegetal desecado, que se obtienen al
evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de
origen vegetal. Segun su consistencia y concentracion de principio activo se

clasifican en fluidos, secos y blandos (Carrién y Garcia, 2010).

Métodos de obtencion

Para la obtencion de los extractos se utiliza la extraccion de sustancias a
partir de material solido o liquido, que consiste en una técnica basada en el
uso de disolventes contiguo con la aplicacién de calor y agitacion para

favorecer la solucion de los compuestos de interés en el disolvente; dicha
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técnica es sencilla y econémica de realizar ya que nos permite la obtencién

de los extractos naturales y sus metabolitos secundarios (Vazquez, 2015)

El

constituyente mas importante para realizar una extraccion es la

seleccion del disolvente ideal, es decir, un disolvente en el que los

compuestos de interés tengan alta solubilidad, los disolventes adecuados

son fracciones derivadas del petréleo tales como: el hexano, éter de petréleo

u otros disolventes organicos como el diclorometano (Vazquez, 2015).

Dentro de estos métodos encontramos:

7
L X4

*

Maceracion: es una extraccion solido- liqguido donde el material
vegetal a extraer contiene compuestos solubles en el liquido de
extraccion. El material vegetal se corta en pequefios trozos, fresco o
seco y se coloca en recipientes adecuados, afadiendo el solvente
seleccionado por polaridad: hexano, cloroformo y finalmente metanol,
en reposo 0 en un equipo de agitacion continla a temperatura
ambiente durante 5 dias cada extraccion (Star, Gonzalez y Morales,
2016).

Lixiviacion: en este meétodo se produce el desplazamiento de
sustancias solubles por medio de un disolvente liquido. EI material
vegetal fresco se coloca en un recipiente a temperatura ambiente
durante 3 dias, con acetona o algun otro solvente, después de este
tiempo se decanta y se evapora la acetona en un rotavapor (Star y
cols., 2016).

Digestion: consiste en una maceracion realizada a una temperatura
suave que oscila alrededor de los 50 o 60 °C. Al aumentar
medianamente la temperatura se consigue un mayor rendimiento de la

extraccion, puesto que disminuye la viscosidad del solvente lo que
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hace que éste pueda ingresar mas rapidamente al interior de las

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

L)

% Infusién: proceso en el cual se somete a las partes tiernas de las
plantas (flores, hojas) con agua caliente, pero sin someterlas a
ebullicion; el agua se vierte sobre éstas manteniendo bien cerrado el

recipiente durante 30 minutos (Albornoz, 1980).

% Decoccion: en esta el material crudo (corteza, raices o tallos

L)

relativamente duros) se someten a ebullicion con agua, habiéndose
colocado previamente en un recipiente apropiado para impedir que
este se derrame (Albornoz, 1980).

Tamizaje Fitoquimico

Es una técnica que se utiliza para determinar metabolitos secundarios de
manera cualitativa, presentes en especies vegetales; se basa en la
realizacion de reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la
aparicion de un determinado color o precipitado coloreado 0 no, es muestra
de la presencia de un determinado metabolito. Sin embargo, esto no brinda
un criterio absoluto y confirmativo de la presencia de estos compuestos,
puesto que se pueden producir numerosas interferencias producto de la
presencia en el medio de otras sustancias capaces de reaccionar en forma
similar, provocando reacciones falsas positivas (Martinez, Hung, Hernandez
y Audivert, 2006).

29



Pruebas quimicas

7
L X4

/7
L X4

Reconocimiento de alcaloides: se fundamenta en la capacidad que
tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos) de
combinarse con el yodo y metales pesados formando precipitados con
reactivos como el mercuriyoduro de potasio (Mayer) y yoduro de
bismuto (Dragendorff) (Coy, Parra'y Cuca, 2014).

% Reaccion de precipitacion con reactivo de Mayer: Este
reactivo precipita la mayoria de los alcaloides en medio acido
favoreciendo la formacion de precipitados cristalinos de color
blanco. Cuando el yoduro de potasio reacciona con el cloruro
de mercurio forma un precipitado rojo de yoduro de mercurio, el
cual es soluble en exceso de iones de yoduro dando la

formacion de un anion complejo incoloro (Coy y cols., 2014).

% Reaccion de precipitacion con reactivo de Dragendorff:
Este reactivo contiene yoduro de bismuto potasio, donde al
reaccionar Bi(NOgz); con HCl y con yoduro de potasio, forma

complejos de color naranja (Coy y cols., 2014).

Reconocimiento de saponinas: la prueba utilizada para su deteccién
es la formacién de espuma, que consiste en agitar vigorosamente la
solucion acuosa obtenida de la muestra en un tubo de ensayo y
observar la espuma formada, ésta debe ser estable por lo menos 30
minutos (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009). Al ser un grupo de
glicésidos se disuelven en agua caliente disminuyendo la tension
superficial de ésta, por lo tanto, al sacudir o agitar la muestra se forma

una espuma abundante y relativamente estable (Dominguez, 1979).

30



7
L X4

L)

Reconocimiento de flavonoides: la identificacion de estos
metabolitos se realiza por medio de la prueba de Shinoda (Zn/HCI), la
cual se fundamenta en que, al poner en contacto 4cido clorhidrico con
magnesio metalico se genera hidrogeno, el cual reduce al flavonoide
desarrollando coloraciones que van del rojo anaranjado al violeta
(Delporte, 2010).

Reconocimiento de taninos y fenoles: en el caso de taninos los
meétodos de deteccion se basan en la propiedad que tienen para
precipitar proteinas, haciéndose la reaccion mas sensible por la
salificacion del complejo proteina-tanino; la prueba utilizada para ellos
es la precipitacion de proteinas con gelatina-sal (NaCl), formandose
un precipitado. La prueba de cloruro férrico es la mas utilizada para
fenoles. Si hay desarrollo de una coloracién rojo vino sera un
compuesto fendlico en general, ahora si se forma un precipitado azul
oscuro, verde o azul-verdoso, se debe a la reaccion entre el cloruro
férrico y los grupos fendlicos del tanino (Albornoz, 1980; Orantes
2008)

Reconocimiento de triterpenos: la prueba utlizada para su
identificacion es la de Liebermann-Burchard que consiste en una
reaccion donde el esterol se oxida por la presencia del acido sulfdrico
gue forma una molécula que contiene un doble enlace adicional. En la
etapa inicial ocurre la protonacién del grupo OH del esterol habiendo
perdida de agua y obtencion del ion carbonio 3,5 colestadieno
(Orantes 2008; Ardila, 2014).
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Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariontes, es decir,
microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias,
aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmico, que se reproducen por division
asexual, la pared celular que las rodea es compleja y existen dos formas
basicas: una pared celular grampositiva con una gruesa capa de
peptidoglicano y una pared celular gramnegativa con una delgada capa de
peptidoglicano, asi como una membrana externa. Uno de los métodos mas
utilizados para la identificacion y diferenciacion de las bacterias es la tincion

de Gram, que las divide en dos grupos (Tortora, Funke y Case, 2007).

Clasificacion de las Bacterias

La pared celular bacteriana esta compuesta por una red macromolecular
llamada peptidoglicano conocido también como mureina, que puede ser una
estructura solitaria o estar combinada con otras sustancias; dependiendo del
namero de capas que formen la pared celular de la bacteria y del color que
tomen con la tincion de Gram éstas se clasifican en dos grupos (Tortora y
cols., 2007)

% Bacterias grampositivas

Su pared celular esta compuesta por varias capas de peptidoglicano que
forman una estructura gruesa y rigida, contiene acidos teicoicos compuestos
principalmente por alcohol y fosfato, entre ellos se encuentran el &cido
lipoteicoico que abarca toda la capa de peptidoglicano y esta unido a la
membrana plasmatica (Figura 9) y el acido teicoico mural unido a la capa de
peptidoglicano, estos acidos contribuyen al desarrollo celular, ya que

previenen la ruptura de la pared celular y reducen el riesgo de lisis. Con la
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tinciéon de Gram éstas conservan el color violeta oscuro después de haberles

agregado el alcohol para decolorarlas (Tortora y cols., 2007).

Figura 9. Pared celular de Bacterias grampositivas
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% Bacterias gramnegativas

La pared celular de estas bacterias estd compuesta por una capa o por
pocas capas de peptidoglicano y una membrana externa, compuesta por
lipopolisacaridos, lipoproteinas y fosfolipidos (Figura 10); su pared no
contiene acidos teicoicos y el hecho de que tenga poca cantidad de
peptidoglicano incrementa la susceptibilidad a la ruptura mecénica. Luego de
agregar el alcohol en la tincibn de Gram éstas no retienen el color violeta
oscuro, por lo que se tifien con un colorante de contraste, adquiriendo un

color rosado (Tortora y cols., 2007).

33



Figura 10. Pared celular de Bacterias gramnegativas
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Mecanismos de Resistencia

Se trata de mecanismos mediante los cuales la bacteria puede disminuir
la accion de los agentes antimicrobianos. La resistencia se produce a traves
de mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y por la

trasmision de material genético extracromosOmico procedente de otras

bacterias (Cordiés, Machado y Hamilton, 1998).

Dentro de los mecanismos de resistencia encontramos:

« Inactivacion del antibidtico por destruccion o modificacion de la

estructura _quimica: es un proceso molecular caracterizado por la

produccién de enzimas que van a llevar a cabo esta funcion, las mas
conocidas, son las beta-lactamasas que se caracterizan por hidrolizar

el ndcleo beta-lactdmico rompiendo el enlace amida (Pérez y Robles,

Alteracion del sitio blanco del antibidtico: consiste en la modificacién

de algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la pared
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celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales,
entre otras (Pérez y Robles, 2013).

+»+ Alteracion en las barreras de permeabilidad: este mecanismo se debe

a los cambios que se dan en los receptores bacterianos especificos
para los antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los
componentes de envoltura de la célula bacteriana (membrana o pared
celular) (Pérez y Robles, 2013).

«+ Bombas de eflujo: en la membrana celular se encuentran las llamadas

*

bombas de eflujo que llevan a cabo la internalizacion y expulsion de
los antimicrobianos. Una amplia variedad de bombas provee
resistencia tanto en bacterias grampositivas como en gramnegativas
(Pérez y Robles, 2013).

Caracteristicas de las bacterias a usar durante el estudio

Para realizar el estudio, se utlizaron bacterias grampositivas como:
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis; del mismo modo bacterias
gramnegativas como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y

Escherichia coli.

% Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos, dispuestos en forma aislada, en pares o en
forma similar a racimos de uvas irregulares, no son formadores de esporas,
anaerObicos facultativos, catalasa variable por lo comdn positivos
temperatura Optima de crecimiento: 30-37 °C; sensibles a la lisis por la
lisostafina, pero resistentes a la lisozima; algunos contienen pigmentos

carotenoides de color naranja o amarillo (MacFaddin, 2004; Singleton, 2004).

35



% Enterococcus faecalis

Son cocos grampositivos en pares, cadenas cortas o en formas aisladas
en medios liquidos, no formadores de esporas, anaerdbicos facultativos,
catalasa negativos, movilidad variable, escasos flagelos, temperatura optima
de crecimiento: 37 °C; sin embargo, crecen en caldo a 10 °C y 45 °C a pH
9,6, todos insolubles en bilis (MacFaddin, 2004).

% Klebsiella pneumoniae

Son bacilos gramnegativos, que forma parte de la familia
Enterobacteriaceae; células aisladas, pareja, cadenas cortas, encapsulado,
inmovil; se encuentran en tierra, agua y como parasitos patdégenos del

hombre y animales (Singleton, 2004).

% Pseudomonas aeruginosa

Son bacilos gramnegativos, rectos o ligeramente curvos, no helicoidales,
no formadores de esporas, son aerobios, catalasa positivos, presentan
movilidad variable debido a flagelos polares y rara vez inmdviles, lipasa
positivo sélo P. aeruginosa; la temperatura optima de crecimiento: 30-37 °C
(MacFaddin, 2004).

% Escherichiacoli
Son bacilos gramnegativos, que forma parte de la familia
Enterobacteriaceae, cuyas células se presentan aisladas o en parejas,
frecuentemente moviles (flagelo peritricomal), temperatura optima: 37 °C; se
caracteriza por la capacidad de fermentar la lactosa con produccion de acido
y gas; se encuentra en el intestino del hombre y de los animales (Singleton,
2004; Pascual y Calderén, 2000).
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Antibiéticos

Se define como antibidticos, aquellos metabolitos secundarios producidos
por ciertos microorganismos que son capaces de inhibir el crecimiento de
otros microorganismos o0 aun de destruirlos. Para que un antibi6tico sea ideal
debe presentar ciertas caracteristicas dentro de las cuales se encuentran:
solubilidad en agua, no debe ser téxico, ser activo en el medio comun de las
enfermedades infecciosas, debe tener amplio espectro antibacterial, ser
activo a pH neutro, no ser proteico y no debe inducir resistencia en los

microorganismos infecciosos (Barrios, 1988).

Clasificacion de los Antibidticos
Estos se clasifican de acuerdo a diferentes criterios, segun el organismo
gue lo produce, estructura quimica, mecanismo de accion y espectro de

actuacion (Barrios, 1988).

% Segun el organismo que lo produce:
% Bacterianos: cuando son producidos por bacterias como la Colimicina
y Gramicidina.

% Micaticos: producidos por hongos como la Penicilina.

e

*

Antimicoticos: producidos por antinomicetales como la Eritromicina y

Cloranfenicol.

% Segun su estructura quimica:
% Polipéptidos

% Aminoglucésidos

% Tetraciclinas

% Cloranfenicol

« Macrolidos
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Lincomicina
Penicilinas
Cefalosporinas
Rifampicinas
Sulfonamidas
Cicloserina
Vancomicina

Novobiocina

Segun el espectro de accion:

De amplio espectro: cuando tienen actividad contra una amplia gama
de bacterias, tanto grampositivas como gramnegativas.

De pequefio espectro: cuando tienen accion sobre un grupo reducido

de microorganismos, algunas veces una sola especie bacteriana.

Segln el mecanismo de accion:

Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana: este mecanismo
actta inhibiendo la sintesis del peptidoglicano, compuesto
fundamental para la integridad de la pared celular bacteriana. Son
efectivos cuando la bacteria se encuentra en divisiobn y se esta
sinterizando la pared celular (Barrios, 1988). Estos antibiéticos son
llamados Betalactamicos, ya que comparten una estructura comun de
anillo beta lactamico. Generalmente actian como farmacos

bactericidas (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Inhibidores de la sintesis proteica: estos antibioticos afectan las etapas
fundamentales en el proceso de sintesis proteica como: la
transcripcion del mensaje genético del ADN para formar el ARN

mensajero o la traduccion de dicho mensaje y formacién de la cadena
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polipeptidica, llevada a cabo en los ribosomas, en la cual intervienen
las subunidades 30S y 50S del ribosoma. (Barrios, 1988).

% Antibioticos que bloquean la sintesis de &cidos nucleicos: los
antibidticos que afectan la funcion y replicacion del ADN son agentes
antimicrobianos muy eficaces. Sin embargo, su uso es limitado puesto
que alteran el ADN de las células eucariotas, lo cual se traduce en
dafios severos al organismo. Estos pueden interactuar con las bandas
de ADN impidiendo su replicacion o con las enzimas que intervienen

en este proceso. (Barrios, 1988).

% Antibidticos que alteran la permeabilidad de la membrana: como es
una estructura esencial para la célula bacteriana, los antibioticos que
la lesionan ocasionan su muerte por pérdida de sustancias nutritivas o

acumulacion de productos téxicos. (Barrios, 1988).

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana, se conoce como la capacidad o propiedad
gue posee un agente, bien sea un compuesto quimico, natural o sintético, de

inducir la muerte o inhibir el crecimiento de bacterias (Usano y cols., 2014).

Técnicas para determinar actividad antibacteriana
s Método de difusidén en agar: cuando se colocan discos impregnados
de antibidticos en un agar en donde previamente se ha inoculado la
bacteria objeto de prueba, el disco capta humedad y el antibiético
difunde radialmente hacia afuera a través del agar, produciendo un
gradiente de concentracion del antibiético. A medida que aumenta la

distancia desde el disco, disminuye la concentracion del antibiético, y
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sblo los patdgenos mas sensibles resultan dafiados. Si el agente
inhibe el crecimiento bacteriano, en torno al disco se forma un anillo
claro. Cuanto mas ancha es la zona que rodea al disco, mas sensible

es el patdgeno (Prescott, Harley y Klein, 2004).

% Método de dilucibn en caldo: se emplea para determinar
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). En esta se preparan una serie
de tubos de caldo de cultivo (caldo Mueller-Hinton) que contienen
concentraciones de antibioticos entre 0,1 y 128 pug/mL y se inocula con
cantidades estandar del microorganismo objeto de la prueba. La
concentracion minima de antibidético a la que no se produce
crecimiento tras 16 a 20 horas de incubacion sera la CMI (Prescott y
cols., 2004).

Definicion Operacional de Terminos
Agar

Es un polisacarido complejo proveniente de un alga marina que se utiliza
como agente para producir la solidificacion en los medios de cultivo (Tortora
y cols., 2007).

Cepas

Las cepas son células genéticamente diferentes dentro de un clon, es
decir una poblacién de células derivadas de una Unica célula parental, que
en algunos casos en los cultivos puros de la misma especie no son idénticos
en todos los aspectos; estas suelen identificarse por numeros, letras, o

nombres que siguen al epitelio especifico (Tortora y cols., 2007).
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Concentracién Minima inhibitoria (CMI)

Se define como la menor concentracién del antibidtico que evita el

crecimiento bacteriano visible (Tortora y cols., 2007).
Etnobotanica

Se puede definir como el estudio de las interrelaciones entre los grupos
humanos y las plantas; ésta abarca muchas areas, incluyendo: botanica,
guimica, medicina, farmacologia, toxicologia, nutricidbn, agronomia, ecologia,
sociologia, antropologia, linguistica, historia y arqueologia, entre otras; lo
cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones (Bermudez, Oliveira

y Velazquez, 2005).
Fitofarmacos

Se definen como compuestos cuya sustancia activa contiene el extracto
de una determinada planta e igualan el nivel de los farmacos de sintesis

(Azuero, Jaramillo, San Martin y D’Armas, 2016).
Principios Activos

Son sustancias que se encuentran en distintas partes de las plantas, que
alteran o modifican el funcionamiento de o6rganos y sistemas del cuerpo
humano y animal. Estos se clasifican segun su estructura quimica en dos
grupos, uno proveniente del metabolismo primario y el otro derivado del

metabolismo secundario (Bruneton, 2001).
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Disolvente

Son compuestos organicos Vvolatiles que se utlizan solos o en
combinacién con otros agentes, para disolver materias primas, productos o
materiales residuales, para modificar la viscosidad, como agente tensoactivo,

como conservante o como portador de otras sustancias (Garzén, 2004).
Precipitado

Es el sélido que se produce en una disoluciéon por efecto de cristalizacion
0 de una reaccion quimica (Garzon, 2004).

Operacionalizacion de las Variables

Las variables son conceptos abstractos que se operacionalizan para
transformarlos en empiricos (Pérez, 2009). Por esta razon, se operacionalizé
la variable dependiente, actividad antibacteriana y la variable independiente,
composicion quimica de los extractos de las hojas del Acnistus arborescens
(Tabla 4 y 5)
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Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad

antibacteriana de los extractos de Acnistus arborescens.

Variable Tipo de Variable Definicién conceptual
Es la propiedad de ciertas
sustancias que forman un
Actividad Dependiente compuesto, o que se hallan en
antibacteriana Cuantitativa unas muestras capaces de

de los extractos de
Acnistus arborescens

eliminar agentes bacterianos o
la inhibicion de su crecimiento
sin incurrir en el dafio del objeto,
ambiente u organismo que las
porta. (Romero, 2007)

Definicién Dimensiones Indicador
operacional
La actividad | -Staphylococccus -Sensible
antibacteriana se | aureus ATCC 25923 -Resistente
puede medir por | -Enterococcus faecalis | -Presencia o ausencia del halo
medio del método de | ATCC 29212 de inhibicion frente a cepas

difusion en agar con

disco (Kirby-Bauer)
(Prescott 'y cols.,
2004).

-Escherichia coli ATCC
25922

-Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

-Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

grampositivas y gramnegativas.

Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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Tabla 5. Operacionalizacién de la variable independiente: Composicion

guimica de los extractos del Acnistus arborescens.

Variable

Tipo de Variable

Definicibn conceptual

Composicion quimica
de los extractos del
Acnistus arborescens

Independiente
Cualitativa
Discreta

Metabolito secundario o
producto natural que se usa
como sindénimo, aquel que
es propio de una especie, se
le conoce también como
producto quimico y en la
mayoria de los casos no
tiene utilidad aparente para

el ser que lo sintetiza
(Marcano 'y Hasegawa,
2002).
Definicion operacional Dimensiones Indicador
Alcaloides: reactivo de | Aparicion de turbidez o
Tamizaje fitoquimico. | Wagner, Mayer y | precipitado.
Dragendorff
Saponinas: formacion de | Formacién de abundante
espuma espuma.
Taninos: prueba con | Presencia de precipitado
gelatina- sal (NaCl) blanco.

Flavonoides: prueba de
Shinoda

Coloracién naranja a rojo
para flavonas; rojo para
flavonoles y magenta para
flavononas.

Fenoles: prueba de | Coloracion de azul a negro

cloruro férrico

Triterpenos: prueba de | Coloracion azul o verde para

Liebermann-Burchard esteroles; coloracion rosa,
rojo, magenta o violeta para
triterpenos.

Glicosidos Coloracion purpura 0

cardioténicos violacea.

Cumarinas Fluorescencia azul- violeta

Quinonas y | Coloracion roja

Antraquinonas

Sesquiterpenlactonas

Coloraciones roja, violeta o
rosa
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Hipotesis
Estudios anteriores han confirmado la presencia de metabolitos
secundarios en el Acnistus arborescens que poseen diversas actividades
biolégicas, por lo cual, es de esperar que los extractos del Acnistus

arborescens en estudio, presenten actividad antibacteriana frente a cepas de

referencia internacional grampositivas y gramnegativas.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

La investigacion confirmatoria involucra una explicacion previa o una serie
de hipotesis, las cuales se desean confirmar, ya que manifiestan una relacion
causa-efecto (Hurtado, 2015). En este caso, la investigacion es de tipo
confirmatoria, ya que se quiso confirmar la relacion que existe entre la
composicion quimica y la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos
de Acnistus arborescens frente a cepas bacterianas de referencia
internacional.

Disefno de la Investigacion

El disefio de la investigacion es experimental, de campo, laboratorio,
contemporaneo, transversal y bivariable. Debido a que las hojas de la planta
de Acnistus arborescens se recolectaron en el Jardin Botanico de Plantas
Medicinales Doctor Luis Ruiz Teran, ubicado en la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis; las mismas fueron llevadas al laboratorio del Instituto de
Investigacion “Alfredo Nicolds Usubillaga del hierro” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, empleando la técnica de extraccién de reflujo en
caliente para la obtencién del extracto vegetal. Ademas, el disefio es
contemporaneo, transversal y bivariable, ya que los datos se obtuvieron en el
presente y en un solo momento e incluye dos tipos de variables (Hurtado,
2015).
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion estuvo representada por la especie de
Acnistus arborescens, situada en el estado Mérida, Municipio Libertador,
especificamente en el Jardin Botanico de Plantas Medicinales Doctor Luis
Ruiz Teran, ubicado en la Facultad de Farmacia y Bioandlisis.

Seleccion del Tamaino de la Muestra

La “n” muestral no probabilistica estuvo representada por 700 gramos de

hojas de la especie Acnistus arborescens.

Sistema de Variables

Debido a que la investigacion es de tipo confirmatoria las variables
existentes se encuentran sistematizadas en dependiente e independiente,
fundamentandolo en el marco tedrico y la hipotesis planteada. La variable
dependiente es la actividad antibacteriana y la variable independiente es la

composicion quimica de los extractos del Acnistus arborescens.
Instrumento de Recoleccion de Datos
Los instrumentos representan la herramienta con la cual se va a recoger,
filtrar y codificar la informacién, es decir, el con qué (Hurtado, 2015). La

investigacion realizd una observacion directa para identificar los metabolitos

secundarios presentes en el extracto vegetal del Acnistus arborescens de
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acuerdo a las pruebas preliminares, por medio de reacciones quimicas
cualitativas; ademdas se registr6 el comportamiento que presentan las
bacterias conocidas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli frente a
la composicion quimica de los extractos de la especie en estudio.
Considerando que los datos de ambas variables fueron agrupados en base a
tablas e imagenes ejemplificando lo expuesto.

Procedimientos de la Investigacion

1. Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron las hojas de la planta de Acnistus arborescens en el
Jardin Botanico de Plantas Medicinales Doctor Luis Ruiz Teran de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la misma manera, se llevd una
muestra testigo al herbario MERF para su identificaciéon botanica y fue
almacenada bajo el N° de Vaucher 01 (Figura 11).

Figura 11. Identificacién botanica de Acnistus arborescens

f

Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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2. Obtencion de los extractos

Las hojas recolectadas de Acnistus arborescens fueron llevadas a la
estufa, donde se secaron a 40 °C, luego, se procedi6 a realizar una molienda
o triturado de las mismas, haciendo uso de una balanza analitica se conocio
la cantidad del material molido que fue 200 gramos. Posteriormente, se llevo
a cabo el proceso de extraccion mediante la técnica de reflujo en caliente a
una temperatura de 40 °C (Figura 12). Cabe destacar que luego que ocurre
el proceso de ebullicion del material vegetal junto con el solvente, se cuenta
una hora después de caer la primera gota, el primer extracto obtenido se
mezcla con 600 mL de hexano siendo este un solvente apolar y el segundo
extracto, se realizd con 600 mL de etanol conocido como un solvente apolar.

La técnica de reflujo en caliente, es similar a la extraccion por digestion,
ya que es una forma de maceracién donde se aplica calor moderado a una
temperatura inicial de 50 °C y luego que el material macerado pasa por un
proceso de ebullicion se disminuye la temperatura a 40 °C, lo que permite
aumentar el poder del disolvente y por tanto el solvente pueda emplearse
continuamente de reciclaje, a él se adaptara un condensador al balén

aforado donde se efectuara el reflujo (Albornoz, 1980).

Figura 12. Equipo de extraccion por reflujo

|

Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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La idea de esta técnica es que el solvente se pueda usar continuamente
por reciclaje, ademas, de acuerdo al solvente utilizado podra caracterizar los
metabolitos secundarios de la planta, unos afines al solvente apolar y otros
afines al solvente polar (Escudero, 1999).

Finalmente, luego del proceso de extraccién, se dejan enfriar los
solventes utilizados junto con el extracto obtenido, y se procedio a filtrar cada
uno por separado utilizando para ello papel filtro, para posteriormente llevar a
cabo la concentracion en el rotavapor (Figura 13) a presion reducida y
temperatura controlada no mayor a 45 °C. Los extractos se colocaron en

frascos de color ambar y se llevaron a secar a la estufa.

Figura 13. Concentracion del extracto en el rotavapor

Fuente: Rivas y Obregon, 2023

3. Tamizaje fitoquimico

Se procedié a realizar el tamizaje fitoquimico o pruebas preliminares para
caracterizar compuestos biolégicamente activos contenidos en las plantas
(Marcano y Hasegawa, 2002) las cuales constan de las siguientes pruebas

agrupadas en la siguiente Tabla 6.
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Tabla 6. Pruebas preliminares para realizar el tamizaje fitoquimico

Metabolitos
secundarios

Pruebas quimicas de laboratorio

Alcaloides

Se tom6 una porcién del extracto etandlico y se
adicion6 5 ml de acido clorhidrico (HCI) al 10 %, se
calent6 en bafio de Maria por 10 min, se dejo enfriar
y se filtr6, para luego tomar una alicuota del filtrado
para cada ensayo a analizar con el reactivo de:
- Dragendorff: ocurre la aparicion de un color
naranja-rojizo.
- Wagner: los alcaloides van a precipitar con un
color marron.
- Mayer: los alcaloides son detectados por la
formacion de un precipitado de color blanco.

Saponinas

Tomar una porcion del extracto y agregar a un tubo
de ensayo, disolver agregando agua Yy agitar
vigorosamente. Se manifiesta por la formacion de
una espuma persistente

Fenoles

Se disolvié la muestra (1-2 mg) en 1 mL de etanol
afadiendo unas gotas de cloruro férrico al 5 %. Una
coloracion verde oscura o negra indica la positividad.

Taninos

Se tomo 1-2 mg de la muestra y se disolvié en 2 mL
de solucién de gelatina al 1 %. Si se observa la
presencia del precipitado blanco indica la positividad
de la prueba.

Flavonoides

Reaccion de shinoda: para ello se mezclaron virutas
de Magnesio, HCI concentrado y el extracto de la
planta. Una coloracion naranja a rojo para flavonas;
rojo para flavonoles y magenta para flavononas.
Hidroxido de sodio al 10 %: Se adicionan 0,5 mL de
NaOH si se forma una coloracién de amarillo a rojo
indica la presencia de xantonas y flavonas, de café a
naranja flavonoles; de purpura a rojizo chalconas y
azul de antocianidas

Esteroles y
triterpenos

Se realizd6 mediante la prueba de Liebermann
Burchard. Se disolvié una porcién del extracto con
diclorometano, se mezclé con 0,5 mL de anhidrido
acético y se adicion6 cuidadosamente por la pared
del tubo, dos gotas de &cido sulftrico concentrado.
Se observo los cambios de coloracién, azul o verde
para esteroles; coloracién rosa, rojo, magenta o
violeta para triterpenos.
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Tabla 6. Pruebas preliminares para realizar el tamizaje fitoquimico

(Continuacién)

Cumarinas

Se disolvi6 la muestra en 1 mL de etanol, se
agregaron unas gotas de hidroxido de amonio
concentrado, luego se llevé el tubo a la lampara de
luz ultravioleta (UV) a 365 nm, debe observarse
fluorescencia azul-violeta.

Quinonas y
Antraguinonas

Se colocaron 5 mL del extracto hexano y etandlico
en una capsula de porcelana y se concentr6 a
sequedad, posteriormente se dividié el extracto en 2
porciones. Se agregd 1 gota de hidroxido de amonio
concentrado a una parte del extracto y 1 gota de
acido sulfarico concentrado a otra porcion de los
extractos, una coloracion roja indica positividad.

sesquiterpenlactonas

En una céapsula de porcelana o tubo de ensayo
disolver una porcion del extracto en etanol o
diclorometano, luego adicionar una gota de hidréxido
de potasio 2 N en metanol. Calentar la mezcla a
ebullicién de 1 a 2 minutos, enfriar y llevar a pH de 1
con acido clorhidrico 0,5 N. adicionar una gota de
cloruro férrico 1 %. Las coloraciones roja, violeta o
rosa indican que la prueba es positiva.

Tomado y modificado de: Marcano y Hasegawa, 2002

4. Determinacion de la actividad antibacteriana

Se realizé por medio del método de difusion en agar con disco (Kirby-

Bauer). Cabe destacar que este método permite ahorrar tiempo y medios de

cultivo cuando se esta estudiando un patégeno aerobio de crecimiento rapido

o facultativo, tal es el caso de Staphylococcus o Pseudomonas (Prescott y

cols., 2004). La misma se llevé a cabo en el Laboratorio de Actinomicetos del

Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la

Universidad de Los Andes (ULA), bajo la asesoria de las Profesoras Yndra

Cordero e Ysbelia Obregoén.
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Bacterias estudiadas

Para el estudio se seleccionaron cinco cepas de referencia internacional
de la Coleccién de Cultivos Tipo Americano (ATCC); de las cuales dos de
ellas fueron cepas bacterianas grampositivas y tres especies bacterianas
gramnegativas; las mismas fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes a cargo de la Licenciada Maria Eugenia Nieves (Tabla 7).
Ademas, se tom6 como controles positivos los discos de antibidticos
comerciales eritromicina, ampicilina y piperacilina, con el fin de medir la

sensibilidad de los microorganismos a estudiar (Tabla 8).

Tabla 7. Cepas de referencia internacional de la Coleccién de Cultivos
Tipo Americano (ATCC)

Bacterias grampositivas (ATCC)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias gramnegativas (ATCC)

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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Tabla 8. Halos de inhibicién de los controles positivos usados como
referencia en las cepas bacterianas

Halos de Inhibicion en mm

E AMP PIP
Cepas Bacterianas (15 pg) (10 pg) (100 pg)
ATCC CLSI CE CLSI CE CLSI CE
Staphylococcus aureus =223 32 - - - -
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - - =217 32 - -
ATCC 29212
Escherichia coli - - - - 221 27
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa - - - - =222 27
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae - - - - =221 27
ATCC 23357
Leyenda: Lectura de los halos de la inhibicién de los antibiéticos realizados
en el laboratorio frente a cepas ATCC: Eritromicina (E), Ampicilina (AMP),
Piperacilina (PIP), Milimetros (mm), Lectura de los halos de inhibicién
recomendados por el Instituto de Estandares de Laboratorio Clinicos (CLSI),

Halos de Cepas ensayadas obtenidos (CE).

Fuente: Rivas y Obregon, 2023
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Preparacién de las Muestras
El extracto de etanol de las hojas de Acnistus arborescens fue evaluado
inicialmente en concentraciones de 10.000 ppm.

Preparacién de Placas
Las placas de Petri se prepararon colocando aproximadamente 18 mL de
Agar Mueller Hinton (Merck ®) estéril, dejandose solidificar a temperatura

ambiente.

Preparacion de Pre-inéculos Bacterianos

Las cepas a ensayar se incubaron en agar Mueller Hinton a 37 °C por 16
a 18 horas antes de hacer el ensayo microbiano, ya que en ese tiempo las
bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento,
especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de multiplicacion en

la curva de crecimiento bacteriano (Anon, 2003).

Preparacion de los In6culos Bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas,
se preparo el inéculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose
una pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas en tubos
13x100 previamente estéril que contenian 5 mL de una solucién de Cloruro
de Sodio (NaCl) al 0,9 % hasta que alcanz6 una turbidez equivalente al
patron de Mac Farlan (10 ®® UFC/mL) (Anon, 2003).

Inoculacién de las Placas
Una vez preparadas las placas, se inocularon en forma homogénea en la
superficie de cada una de ellas con cada uno de los in6culos bacterianos en

solucion de NacCl al 0,9% utilizando para ello un hisopo de algodoén estéril.
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Preparacién de los Discos
Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro
para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz

ultravioleta (LUV), durante toda una noche.

Colocacién de los Discos Impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller Hinton previamente inoculados
con cada cepa en estudio, se colocaron los discos impregnados con 10
microlitros (uL) a una concentracion de 10 000 ppm de los extractos a
ensayar, ademas de los discos de antibioticos comerciales como control
positivo con el fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a estudiar
y como control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil

sulféxido (DMSO); usando una pinza metalica previamente esterilizada.

Pre-incubacion e Incubacion de las Placas

Después de haber colocado los discos en las placas con Agar Mueller
Hinton previamente inoculadas, estas se dejaron en la nevera a temperatura
de 4 °C aproximadamente durante 30 min (pre-incubacién), con la finalidad
de que los discos impregnados con sus diferentes muestras difundieran a
través del Agar, para luego llevar las placas a la estufa durante 24 h a
temperatura de 37 °C en posicidn invertida en atmosfera aerdbica

(incubacion).

Lectura de las Placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de
24 horas estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con
una regla milimétrica. Donde se consider6 un resultado positivo o sensible
(presencia de actividad antibacteriana) cuando se observé un halo de

inhibicion alrededor del disco, y se tomé como resultado negativo o resistente
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(sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El diametro de la
zona de inhibicién producto de la actividad antibacteriana de las muestras en
estudio se expresé en milimetros (mm) (Anon, 2003).

Disefio de Andalisis

La investigacion cuantitativa requiere el uso de instrumentos de medicién
y comparacion que proporcionan datos cuyo estudio necesita la aplicacion de
modelos matematicos y estadisticos. Mientras que el enfoque cualitativo no
se basa en mediciones ni expresiones numéricas, sino en caracteristicas de
la unidad de investigacion (Palella y Martins, 2012). Esta investigacion
presentd un enfoque cualitativo y cuantitativo; ya que se determind la
actividad antibacteriana mediante la medicion de halos de inhibicion, al
expresar numeéricamente los resultados. Sin embargo, no se utilizaron
métodos estadisticos, estos datos obtenidos en las pruebas preliminares
fueron recopilados de maneras cualitativas y expresadas a través de tablas,

por medio del tamizaje fitoquimico y sus diferentes pruebas.

57



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Resultados
Las hojas de Acnistus arborescens fueron sometidas a un proceso de
extraccion mediante la técnica de reflujo en caliente con dos solventes
organicos: hexano y etanol cada uno por separado, obteniéndose dos

extractos con su debido peso y rendimiento (Tabla 9).

Tabla 9. Descripcion del peso de los extractos y su rendimiento

porcentual.
Parte de la Peso Peso del Rendimiento
planta extracto del extracto
Hexano: 0,87 g 0,435 %
Hojas 200 g
Etanol: 0,25 g 0,125 %

Elaborado por Rivas y Obregén, 2023

Analisis fitoquimico preliminar

Los extractos obtenidos del Acnistus arborescens fueron sometidos a
pruebas quimicas preestablecidas para conocer los metabolitos secundarios
presentes en los mismos, esto por medio del tamizaje fitoquimico, empleando
técnicas simples, rapidas y selectivas, como: viraje de color, precipitados,
turbidez del medio, produccion de espuma y fluorescencia por exposicion a la

luz ultravioleta (UV); tal como se puede evidenciar en la Tabla 10.
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Tabla 10. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las hojas de Acnistus arborescens.

Pruebas quimicas

Extracto hexano

Extracto etanol

Alcaloides:
Dragendorff
Wagner
Mayer

Triterpenos/ esteroles
Liebermann - Burchard

+
Verde
Esteroles

+
Rojo
Triterpenos

Compuestos fendlicos
FeCI3

ND

Saponinas
Espuma

ND

Taninos
Gelatina

ND

Flavonoides
Shinoda
NaOH 10%

+ (ligero naranja)

Cumarinas
NH4OH [ ]

Antraquinonas
NH,OH [ ]

Quinonas
H,SO4 [ ]

Lactonas
sesquiterpenicas

Glicésidos
cardiotdnicos

Leyenda: (-) Negativo, (+) Positivo, (ND) No Determinado

Elaborado por Rivas y Obregén, 2023
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de

Acnistus arborescens.

Prueba

Reporte

k

i

i ‘ L

=4

i kY | :
1 1 Dragendorff +

Precipitado
|

Triterpenos y
esteroles +

Prueba: Reactivos de Dragendorff,
Wagner y Mayer.

Metabolito determinado: Alcaloides
Reporte: Positivo para Dragendorff,
formacién de precipitados, Wagner y
Mayer negativos

Tubos: extracto de etanol (E) y

hexano (H).

Prueba: Liebermann - Burchard
Metabolito determinado: Triterpenos
y esteroles.

Reporte: Positivo, viraje de color
verde para esteroles en el extracto de
hexano y viraje rojo para triterpenos
solo en el extracto de etanol.

Tubos: extractos de hexano (H) y
etanol (E).

Compuestos
fendlicos -

Prueba: Tricloruro férrico (FeCls)
Metabolito determinado:
Compuestos fendlicos.

Reporte: Negativo para compuestos
fendlicos.

Tubo: extracto de etanol (E).
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de

Acnistus arborescens (Continuacion)

Prueba

Reporte

CONTROL + .

8 |
N

—
f

Prueba: Espuma

Metabolito determinado: Saponinas
Reporte: Negativo

Tubo: extracto de etanol (E).

Prueba: Gelatina

Metabolito determinado: Taninos
Reporte: Negativo

Tubo: extracto de etanol (E).

Prueba: Shinoda

Metabolito determinado: Flavonoides
Reporte: Negativo

Tubos: extractos de etanol (E) y

hexano (H).
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de

Acnistus arborescens (Continuacion)

Prueba

Reporte

CONTROL
+

Prueba: NaOH

Metabolito determinado: Flavonoides
Reporte: negativo en extracto de
hexano y positivo en extracto de
etanol, ligero color naranja.

Tubos: extractos de etanol (E) y

hexano (H).

Prueba: Fluorescencia UV

Metabolito determinado: Cumarinas
Reporte: Negativo, no hay presencia
de fluorescencia azul.

Tubos: extractos de hexano (H) y
etanol (E).

‘

Prueba: Sesquiterpenlactonas
Metabolito determinado: Lactonas
sesquiterpenicas

Reporte: Negativo

Tubos: extractos de hexano (H) y
etanol (E).

Elaborado por Rivas y Obregoén, 2023
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Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se realiz6 a través del método de difusiébn en agar con disco (Kirby-
Bauer), en el extracto etandlico de las hojas, a una concentracion de 10 mg/
mL o 10.000 ppm, frente a dos especies grampositivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212), y tres especies
gramnegativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC
25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Los resultados se
observan en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados obtenidos de la actividad antibacteriana del

extracto etandlico de las hojas de Acnistus arborescens

Halos de inhibicion (mm)
Microorganismos Extracto  Antibi6ticos de referencia

Etandlico E AMP PIP DMSO
mm C()
S. aureus 8 32 - - 0
(ATCC 25923)
E. faecalis 8 - 32 - 0
(ATCC 29212)
E.coli ND - - 27 0
(ATCC 25922)
K.pneumoniae 8 - - 27 0
(ATCC 23357)
P.aeruginosa 7 - - 27 0

(ATCC 27853)

Leyenda: mm: Milimetros. DMSO: dimetil sulfoxido, (C-): Control negativo,
ND: no determinado

Elaborado por Rivas y Obregén, 2023
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Tabla 13. Reporte ilustrado de

resultados de la actividad

antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Acnistus

arborescens

Prueba

Reporte

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Staphylococcus aureus ATCC
25923

Disco nro. 9

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Enterococcus faecalis ATCC
29212

Disco nro. 9

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

Disco nro. 9
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Tabla 13. Reporte ilustrado de los
antibacteriana del extracto etandlico

arborescens (Continuacién)

resultados de la actividad

de las hojas de Acnistus

Prueba

Reporte

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio: Klebsiella
pneumoniae ATCC 23357

Disco nro. 9

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Disco nro. 9

Elaborado por Rivas y Obregon, 2023
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Discusiones

En la presente investigacion se obtuvieron los extractos de hexano y
etanol de las hojas de Acnistus arborescens por medio de la técnica de
reflujo en caliente, a los mismos se les realizaron pruebas quimicas
cualitativas que permitieron la determinacién de metabolitos secundarios
como: alcaloides en ambos extractos, triterpenos y flavonoides en el de
etanol y esteroles, en el de hexano. Asi mismo, se demostré6 que no hubo
presencia de compuestos fendlicos, saponinas, taninos, cumarinas, quinonas
y antraquinonas, lactonas sesquiterpenicas, ni glicésidos cardiotonicos. Por
otra parte, se evaluo la actividad antibacteriana al extracto de etanol; cabe
resaltar, que, al comparar los resultados obtenidos con estudios anteriores
respecto al tamizaje fitoquimico de la especie recolectada en otros paises, se
observo una composicion quimica similar.

El estudio realizado por Rondon y cols., 2018 demostré que el extracto
etandlico de las hojas de Acnistus arborescens tiene mayor contenido de
alcaloides y taninos, y esteroles en menor proporcion, relacionando esta
investigacion con la nuestra, pues se identifico la presencia de algunos de
estos metabolitos como alcaloides y esteroles, del mismo modo, se evalud la
actividad antibacteriana mediante el método de difusion en disco contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus, a una
concentracion de 200 ppm, sin embargo, resulto inactivo frente a las cepas
bacterianas ensayadas.

Por otra parte, el andlisis fitoquimico de fracciones aisladas del extracto
etandlico total de las hojas de Acnistus arborescens, realizado por Morantes
y cols., 2006, en Colombia, permitié determinar la presencia de esteroles y
triterpenos en todas las fracciones, withanolidos en la fracciébn en
diclorometano, ésteres y acidos grasos en la fraccion hexanica y flavonoides

en la fraccion butandlica, estos Ultimos no descritos antes para esta especie.
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Por tal motivo, guarda relacion con la investigacion presente, pues se
identificaron triterpenos, esteroles y flavonoides.

Por su parte, Gracia, Correa y Rojas, 1995 en un estudio fitoquimico
preliminar, demostraron la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos,
esteroles y triterpenos en extractos etanodlicos de las hojas, flores y tallos de
Acnistus arborescens. Asi mismo, en este estudio se evalud la actividad
antibacteriana, mediante el método de dilucién en agar, empleando como
medio Agar Peptona Caseina. Se consideraron activas si inhibieron
totalmente el crecimiento o si hubo reduccién notable del crecimiento,
mostrando la especie en estudio buena actividad frente a Staphylococcus
aureus, S. epidermides Enterococcus faecalis y Shigella sonnei. Por lo cual
coincide con la investigacion presente, ya que se identificaron alcaloides,
flavonoides, triterpenos y esteroles. Ademas, la actividad antibacteriana
concuerda con el resultado de esta investigacion, ya que el extracto etandlico
demostro tener efecto inhibitorio frente a S. aureus y E. faecalis.

Se debe tomar en cuenta, que aun cuando no se cuenta con suficientes
trabajos sobre la actividad antibacteriana y composiciéon quimica de la
especie en estudio, cabe mencionar que la familia Solanaceae, exhibe un
amplio espectro de entidades quimicas con diferentes actividades biolégicas,
importantes desde el punto de vista, econémico, agricola y farmacéutico, tal
es el caso del género Solanum uno de los mas grandes de esta familia; este
género presenta gran riqueza y diversidad de propiedades farmacoldgicas,
como actividad citotdxica, anticancerigena, antiinflamatoria, antimicrobiana y
antioxidante. Es por ello, que Soto, 2014, en un estudio realizado sobre la
actividad antinociceptiva y antibacteriana de los alcaloides de las hojas de
dos especies del género Solanum (Solanum multifidum Lam., y Lycianthes
lycioides (L.) Hass); empled la técnica de difusibn en agar con discos
impregnados, basada en el método de Kirby- Bauer para la determinacion de

la actividad antibacteriana, a concentraciones de 2 mg/mL y 4 mg/mL; se
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demostr6 la presencia de alcaloides en ambos, presentando actividad
antinociceptiva y antibacteriana, frente a las tres cepas ensayadas
Staphylococcus aureus; Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa.

En otro estudio realizado por Garcia y cols., 2020, sobre el extracto
etanodlico de las partes aéreas de Solanum radicans L. F, se identifico la
presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, grupos fendlicos,
alcaloides, catequinas, triterpenos y esteroles, asi mismo, dicha especie
demostré actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus mostrando
un halo de inhibicion de 15 mm y Pseudomas aeruginosa, de 12 mm
mediante el método de difusién en agar, concluyendo que existe una fuerte
correlacion entre la presencia de metabolitos secundarios y la actividad
antibacteriana.

Por otra parte, Valderrama y Galeano, 2020, realizaron un estudio sobre
actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos metandlicos de hojas de
plantas del genero Solanum, utilizando el método de difusion en agar, a una
concentracion de 20 mg/mL; donde quedd demostrado, el contenido de
alcaloides y flavonoides totales presentes, siendo los extractos de Solanum
mammosum y Solanum barbeyanum los que mostraron actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli, con halos de inhibicion de 2 mm,
concluyendo que el extracto de S. mammosum es una fuente principal de

compuestos bioactivos.
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L)

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los extractos de hexano y etanol, obtenidos de las hojas de
Acnistus arborescens, se identificaron mediante el tamizaje
fitoquimico, metabolitos secundarios como alcaloides, en ambos
extractos, triterpenos y flavonoides en el de etanol y esteroles en el

de hexano.

En ambos extractos, se demostro la ausencia de cumarinas, quinonas,

antraquinonas y lactonas sesquiterpenicas.

El extracto etanodlico presentd actividad antibacteriana contra las
cepas en estudio, Staphylococcus aureus (8 mm) Enterococcus
faecalis (8 mm), Pseudomonas aeruginosa (7 mm) y Klebsiella

pneumoniae (8 mm) a una concentracion de 10 mg/mL.

El extracto etandlico de las hojas de Acnistus arborescens fue
indeterminado contra Escherichia coli, pues la bacteria no mostro

crecimiento.
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Recomendaciones

«» Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Acnistus
arborescens frente a otras cepas patdégenas

% Realizar estudios antimicrobianos frente a otros microorganismos

como hongos y parasitos.

% Analizar otras partes de la planta, para conocer si presentan alguna
otra actividad biolégica.
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