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INTRODUCCION

Las plantas se han utilizado desde tiempos remotos como agentes
terapéuticos. En el continente americano, los nativos, por su curiosidad
innata, conocieron e hicieron uso de los productos naturales. Supieron de
muchas plantas nativas de su ambiente natural productoras de sustancias
que emplearon como digestivos, febrifugos, antiinflamatorios, sedantes,
analgésicos, estimulantes, condimentos, etc., y hoy en dia ésta practica

terapéutica continda vigente (Albornoz, 1980).

Los asirios conocian poco mas de 250 hierbas medicinales, en la Grecia
antigua se usaban, entre otras, la canela, el ruibarbo, la genciana y la
mostaza; de expediciones por Africa, Persia y la India, Alejandro Magno
introdujo en Europa un sinnimero de plantas con propiedades curativas
(Hernandez y Gally, 1981).

La estructura quimica singular y la actividad biolégica diversa que
caracterizan a los constituyentes de los productos naturales, abre nuevos
campos de exploracion en sus aspectos quimico - farmacologico,
farmacocinético y clinico. No todas las especies vegetales cuentan con este
tipo de estudio, hay muchos aspectos que permanecen empiricos, lo cual es
una limitante para seleccionar los constituyentes bioactivos y su aplicacion

terapéutica (Mufoz y col., 1999).

Hoy la medicina se vale de drogas sintéticas para aliviar todas las
enfermedades, muchas de estas drogas son benéficas, pero muchas por
mal uso o abuso, han perdido su eficacia, especialmente los antibioticos, y
en incontables casos han provocado efectos secundarios nocivos
(Hernandez y Gally, 1981).

Sin embargo; es importante saber que en las ultimas décadas, se ha
intensificado la investigacion cientifica para extraer y separar sustancias con

actividad bioldgica o terapéutica, tal es el caso de la familia Valerianaceae, la



cual se ha utilizado desde la antigua Grecia y China para inducir el suefio,
debido a sus propiedades ansioliticas. Hoy en dia, aun cuando no es un
producto aprobado por la Agencia de Administracion de Drogas y Alimentos
de Estados Unidos (FDA) para el tratamiento del insomnio, se utiliza en

diferentes paises con esta finalidad (Medina y col., 2008; Albornoz, 1980).

Ademas, algunas especies pertenecientes a la familia Valerianaceae, se les
ha descrito actividad antibacteriana, anticancerosa, antiespasmaodica debido
a los componentes presentes en los aceites y extractos que se encuentran
en diferentes partes de las plantas, tal es el caso de Valeriana pavonii Poepp
la cual presenta un gran efecto ansiolitico (Olaya y col., 2010).

En esta investigacion, se plantea el andlisis del potencial antibacteriano de
los extractos de Valeriana triplinervis (Turcz), una especie endémicas del
Estado Mérida en Venezuela; la cual hasta el momento, no ha sido estudiada
por lo que no existen reportes en la literatura cientifica. Con los resultados
gue se obtengan a partir de esta investigacién se espera contribuir con el
estudio de la capacidad antibacteriana de los extractos crudos de una de las
especies del género Valeriana L, que crecen en los paramos andinos
venezolanos y que se inicié con el analisis de los extractos de V. parviflora,
V. rosaliana y V. phylicoides. El proceso metodologico que se desarrollara
estd destinado a la obtencion de los extractos de Valeriana triplinervis, asi
como la evaluacion de la actividad antibacteriana de los mismos, y la
determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) en aquellos

extractos que presenten dicha actividad.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En la actualidad, la busqueda de nuevos medicamentos provenientes de
productos naturales que resulten utiles para el control de enfermedades
infecciosas (virus, bacterias, hongos o parasitos), son una de las prioridades

en la industria farmacéutica.

Las enfermedades infecciosas constituyen la primera causa de muerte en el
mundo, tanto en adultos como en nifios. Mas de 13 millones de personas
mueren anualmente por enfermedades infecciosas emergentes vy
reemergentes, tales como la malaria, la tuberculosis, el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el sindrome respiratorio agudo grave
(SARS) y el dengue. Solo tres de estas infecciones el sida, la tuberculosis y
la malaria cobraron 5,7 millones de vidas durante el afio 2001, la mayor
parte de ellas en paises en desarrollos (Manual de Antibi6ticos en Pediatria,
2007).

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias siguen siendo una
causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, sobre todo en los paises
tropicales y Venezuela no escapa de esta situacion. En parte, el hecho se
debe en primer lugar, a la resistencia que han mostrado las bacterias a los
antibidticos, y en segundo lugar a la aparicion de enfermedades emergentes
que derivan en parte a la resistencia a farmacos, o a la aparicion de nuevas

infecciones en humanos (Mahady, 2005).



La incidencia de la resistencia a los antibiéticos por parte de las bacterias,
tanto Gram positivas como Gram negativas, ha ido en aumento a pesar de
los intentos de emplear los antibiéticos de una manera mas adecuada y
racional (Sutcliffe, 2005). Esta resistencia a farmacos vy la aparicion de
nuevos patdgenos, exige la estricta necesidad de describir nuevas clases de
antibiéticos inhibidores de los mecanismos por los cuales las bacterias se
han hecho resistentes, o bien con nuevos mecanismos de accion que

puedan tener ventajas sobre los antibacterianos conocidos (Gibbons, 2005).

Desde hace afos, el empleo de plantas medicinales y de productos
derivados de las mismas esta aumentando de manera importante. Esto se
debe a una serie de factores, entre los cuales se puede destacar en muchos
casos, el conocimiento preciso de su composicion quimica, y el hecho de que
en la actualidad dicha utilizacion se fundamenta en numerosos ensayos
farmacolégicos tanto in vivo como in vitro, asi como en ensayos quimicos.
De este modo, los productos naturales han cobrado gran interés en los
altimos afos debido a la creencia popular que son eficaces y mas seguros
gue los medicamentos de sintesis o por recientes tendencias en salud que
buscan suplementar la alimentacién. Entre las especies vegetales con mayor
namero de autorizaciones de comercializacion son la alcachofa (Cynara
scolymus), seguida de la caléndula (Calendula officinalis), valeriana
(Valeriana officinalis L.), ajo (Allium sativum L.) y ginkgo (Ginkgo biloba),

entre muchas otras. (Guevara, y col., 2010).

Ademas, ciertos restos arqueolégicos y estudios histéricos muestran que la
utilizacion de las plantas medicinales ha sido una constante a lo largo de la
historia, la practica empirica, probablemente basada en el desarrollo del
instinto animal, que sefiala la eleccion de una planta determinada frente a
una dolencia, basandose en la observacion de los resultados, han ido
constituyendo un elenco de informacion y que en la mayoria de los casos,

estas observaciones han permitido a la ciencia dilucidar y justificar los



mecanismos a través de los cuales los remedios o0 medicamentos naturales

son efectivos (Roldan, 1997).

Es por ello que los investigadores hoy en dia descubren propiedades vy
principios activos a partir de las plantas medicinales, que constituyen
importantes aportaciones innovadoras que no tienen una clara extrapolacion
terapéutica debida tal vez, a la falta de recursos econdmicos o de
informacion. Mayormente, en el terreno de la oncologia y la antibioterapia es
donde surgen con mayor frecuencia los descubrimientos a partir de
productos naturales; concretamente, en el caso de la oncologia, existen
nuevas estrategias para el desarrollo de medicamentos a partir de plantas
gue incluyen mecanismos no lesivos para las células sanas (Lorenzo y col.,
2008).

Tomando en cuenta que un estimulo muy importante para la investigacién en
el area de los productos naturales, proviene de la etnofarmacologia, lo cual
arroja pistas muy valiosas sobre el uso de plantas medicinales, ya que
aumenta la probabilidad de encontrar sustancias de interés farmacolégico,
donde se emprendi6 la presente investigacion basada en las caracteristicas
qguimicas y farmacologicas que se les atribuye a algunas de las especies del

género Valeriana.

Bajo este enfoque, se pretende explorar nuevas alternativas terapéuticas de
origen natural a través de los extractos crudos obtenidos de las partes
aéreas de la especie Valeriana triplinervis Turcz, que crecen en los paramos
de Los Andes venezolanos, frente a organismos patdégenos para determinar

la efectividad de los mismos frente a los microorganismos seleccionados.



Justificacion de la Investigacion

Las plantas poseen una gran variedad de principios activos, que estan
asociadas a los procesos vitales basicos, y los metabolitos secundarios
participan activamente en el ajuste del vegetal a las condiciones ambientales
asi como con la interrelacion con parasitos y simbiontes. Para el humano,
los metabolitos secundarios, especialmente aquellas de origen vegetal,
poseen diversas aplicaciones siendo utilizadas en salud, alimentacion,

perfumeria e higiene personal. (Piedrasanta, 2007).

Valeriana officinalis L., (Valerianaceae), es una de las plantas mas utilizadas
para el tratamiento de la ansiedad y el insomnio. (Gallo, y col., 2012). Varios
de los miembros del género Valeriana L., se utilizan en la medicina
tradicional de algunos paises. En Colombia, existen diversas especies
reportadas, tales como Valeriana arborea Killip & Cuatrec; V. alophis Graebn;
V. pyrolaefolia Decne; V. clematitis Kunth y V. pavonii Poepp, entre otras. De
estas, la especie V. pavonii se comercializa en la actualidad con fines
terapéuticos. Esta planta se caracteriza morfolégicamente por poseer tallos
largos y rizomas, este Ultimo se utiliza con fines terapéuticos, principalmente
en casos de insomnio y de ansiedad, pero no existe suficiente informacién

cientifica que soporte su uso etnobotanico. (Celis, y col., 2007).

Recientemente, el extracto crudo y los aceites esenciales extraidos de las
especies Valeriana wallichii y V. dioscorides, han demostrado actividad
antibacteriana y/o antimicética lo que incentiva a explorar la actividad
antibacteriana que pudieran presentar las especies de Valeriana L.,
endémicas de los paramos andinos, tal es el caso de V. triplirvis Turcz, en la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el control de

enfermedades infeccionas.

Es importante destacar que la composicion quimica de esta especie, a

excepcion de Valeriana officinalis es poco conocidas, particularmente V.



triplinervis Turcz, nunca antes ha sido investigada. Es por ello que esta
investigacion aportard nuevos datos cualitativos sobre de la composicion
quimica de los extractos crudos de esta especie, y sobre el potencial

antibacteriano de los mismos.



Objetivos de la Investigacién

Objetivo General
Determinar la actividad antibacteriana de los extractos crudos de la especie

Valeriana triplinervis Turcz recolectada en el estado Mérida.

Objetivos Especificos
1. Recolectar e identificar la especie Valeriana triplinervis Turcz.
endémica del estado Mérida.

2. Preparar diferentes extractos de dicha especie empleando para ella

disolventes en orden de polaridad creciente.

3. Determinar cualitativamente mediante el Tamizaje Fitoquimico la

presencia de algunos metabolitos secundarios en la especies en estudio.

4. Analizar cualitativamente la composicion quimica del extracto
metandlico obtenido de la especie en estudio mediante Cromatografia en
capa fina (CCF).

5. Comparar la presencia de metabolitos de tipo valepotriatos del
extracto metandlico obtenido de la especie en estudio con el extracto de
Valeriana officinalis que se expende bajo la forma farmacedtica de tintura y

capsula.

6. Determinar la actividad antibacteriana frente a las cepas
Enterococcus faecalis ATCC (29212), Staphylococcus aureus ATCC (25923),
Escherichia coli ATCC (25922), Klebsiella pneumoniae ATCC (23357) y
Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853).



7. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos
crudos de la especie, V. triplinervis Turcz frente a los microorganismos que

mostraran sensibilidad.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Usos etnobotanicos.

Valeriana L., es una planta ampliamente distribuida por toda Europa, en
donde crece incluso de forma silvestre. Por ello, no es de extrafiar que
Valeriana L., esté profundamente unida a la cultura Europea, sus
propiedades terapéuticas sedantes son conocidas desde tiempos muy
antiguos. De hecho, su nombre proviene del latin, ya que los romanos
conocian esta planta como valerium (<sentirse bien>). Ademas; el famoso
médico griego, Hipdcrates, ya describié en el siglo V A.C. el uso del efecto
tranquilizador y anticonvulsivo de  Valeriana L. Dioscoérides y Plinio
recomendaron su aplicacion en los estados de ansiedad o insomnio. En el
renacimiento también se usé ampliamente. Asi, Fabio Colonna en su
Phystobasanos, asegura que la raiz de Valeriana L., silvestre, pulverizada
es excelente contra la epilepsia, no solo vio diversos epilépticos que curaron
con el polvo de aquella raiz, sino que él mismo, habiendo padecido epilepsia,

sano con éste remedio (Haya, 2007).
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Durante afios, los cientificos creian que solamente dos constituyentes de
Valeriana L., los valepotriatos y los ésteres de bornilo, producian el efecto
sedante de la hierba. Pero un estudio italiano mas reciente destaca que otras
sustancias quimicas de esta hierba, la valeranona y el éster  kessillo,
contribuyen también a su eficacia para inducir el suefio.

Los investigadores concluyeron que el efecto sedante de Valeriana L.,
proviene de los efectos de sus muchos elementos constitutivos que trabajan

en armonia unos con los otros (sinergismo) (Duke, 1998).

Actividad farmacoldégica.

Dentro de las actividades farmacolégicas atribuidas a ésta familia, resalta la
propiedad hipnética que presentan algunas especies, lo cual las hacen utiles
en estados de agitacion nerviosa y en los casos donde existe dificultades
para conciliar el suefio. Ademas; se ha empleado con fines terapéuticos
siendo utilizada bajo la forma de infusién. El extracto, extracto fluido y la
tintura se prepara a partir de los rizomas de la planta. La literatura describe el
valor farmacolégico de Valeriana L., pero no esta exenta de contradicciones.
La actividad que tiene sobre el sistema nervioso central se le atribuye a la
presencia de los valepotriatos, pero trabajos experimentales in vivo
demuestran que estos resultados dependeran de la especie estudiada
(Mufioz, y col., 1999).

Es una planta utilizada tradicionalmente como sedante, favorecen el suefio y
son empleadas como tranquilizantes. Es posible que funcione para casos
moderados de agitacion (Ruiz, 2005). También se utiliza la raiz como
antipirético, para combatir la fiebre, sobre todo cuando va acompafada de
agitacion o intranquilidad del enfermo; frecuentemente aparece también en el
tratamiento de las palpitaciones del corazén por exceso de tension nerviosa
(Roldan, 1997).

11



Son muchas las preparaciones farmacéuticas de origen natural de las cuales
el hombre se ha valido para el tratamiento o prevencion de numerosas
dolencias o enfermedades. En el caso de Valeriana wallichi DC., cuyos
principios activos son valepotriatos y dihidrovaltrato, se ha utilizado con éxito
en los sistemas tradicionales de la medicina adyurvédica contra la
leishmania, enfermedades de los ojos, higado, histeria, hipocondria, en
estados de agitacion nerviosa y shock emocional (Katoch, y col., 2012).

Uno de los estudios realizados con esta especie, consistio en utilizar el
extracto de la planta liofilizado, el cual se disolvi6 en agua doblemente
destilada para obtener la concentracion deseada. El extracto acuoso de
Valeriana wallichi DC., contiene hesperidina como uno de sus principales
constituyentes, y se evalu6 por su capacidad para proteger a la células frente
a la radiacion, especialmente al &cido desoxirribonucleico (ADN) y sobre las
células de fibroblastos en humanos (Katoch, y col., 2012). Otros estudios han
determinado que el extracto del rizoma de la V. wallichi DC, a diferentes
concentraciones fueron evaluados por su actividad antihelmintica in vitro
(Potdar, y col., 2010).

Por otra parte; cabe destacar que algunos trastornos nerviosos como la
ansiedad surgen en los individuos a través de diversas causas, por ejemplo:
consecuencia de cambios hormonales, deficiencia en la dieta, estrés,
envejecimiento y derivados de problemas genéticos, entre otras. Ademas, la
ansiedad esta estrechamente relacionada con otros problemas de salud
mental, especialmente la depresion. Afortunadamente, se ha demostrado
gue existen algunos componentes de origen natural que pueden ayudar a
controlar la ansiedad, tal es el caso de V. officinalis L. Los componentes que
se encuentran en la raiz de Valeriana L., han demostrado que aumentan la
sintesis de GABA y disminuyen la recaptacion de GABA sinaptica
(Alramadhan y col., 2012).

12



Otra especie de Valeriana L., que ha sido estudiada es la V. harwickii Wall,
original de Pakistan, Birmania y Ceilan, donde tradicionalmente se utiliza
como antiespasmodico y antidiarreico, ademas de uso culinario como
especia. El extracto crudo acuoso-metandlico de V. harwickii, mostro
propiedades como espasmolitico y antidiarreico sobre el ileon de ratones a
una concentraciéon entre 0,01-1 mg/mL, similares al verapamilo, sugerente de
bloqueo de los canales de calcio. Adicionalmente, el extracto acuoso-
metanolico de V. harwickii, caus6 inhibicion de la contraccion inducida al
yeyuno de conejo, mostrando asi una accion antiespasmaodica (Bashir, y col.,
2011).

Dua y col., (2008), mencionan que el extracto de la raiz de V. jatamansi
Jones, presentd actividad contra diferentes especies de mosquitos en su
estado adulto y larvario, tal es el caso de anopheles, aedes vy culex,

respectivamente.

Bases Teodricas

Aspectos botanicos y geogréaficos de la familia Valerianaceae
(Caprifoliaceae).

1. Clasificacion taxonémica.

La version mas reciente del sistema de clasificacion de angiospermas
basado en criterios filogenéticos (APG Il 2009) incluyé a los géneros de la
familia Valerianaceae dentro de la familia Caprifoliaceae, pertenecientes al
Orden Dipsacales (Kutschker, 2011) . Se observa en la tabla 1.

13



Tabla 1: Clasificacion taxonémica de la familia Valerianaceae Batsch.
Fuente: Delucchi, 2013.

Reino:

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Dipsacales
Familia: Caprifoliaceae
Género : Valeriana

2. Caracteristicas botanicas.

La Familia Valerianaceae la componen plantas herbaceas, anuales,
trepadoras, con hojas opuestas a menudo pinnadas y sin estipulas. Las
inflorescencias por lo general son cimosas, unisexuales o hermafroditas, con
flores sin ningun plano de simetria, fruto seco y una sola semilla. Son
especies tipicas que al secarse se caracterizan por un olor fuerte y
persistente (Giraldo, 2010).

3. Distribucién geogréfica.

Incluye alrededor de 400 especies que se distribuyen en todo el mundo
(Figura 1), a excepcion de Australia y las Islas del Pacifico. EI género
Valeriana L., es el mas diversificado y de mayor distribucion dentro de esta
familia, estando muy bien representado en la region Andina de América del
Sur (Kutschker, 2011).

Las Valerianaceas estan representadas en la flora argentina por
géneros: Valerianella Mill, Valeriana L y Stangea Graebn; presentando el
género Valeriana un total de 48 especies. En Chile, esta familia incluye los
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monocasiales escorpioides. Flores pequefas, blancas, cremosas o rosadas
(Figura 2) (Xena, 1992).

Figura 2: Valeriana officinalis L.

Fuente:http://www.pirineodearagon.com/flora/paginas/VALERIANA_OFFICIN
ALIS.HTML.

2. Distribucidn geogréfica en Venezuela.

En Venezuela el género Valeriana esta representado por 16 especies, las
cuales se localizan a partir de los 700 msnm, algunas de estas especies
superan los 4000 msnm (Figura 3). Dentro de las descritas para Venezuela,
14 especies forman parte de los Paramos Andinos venezolanos, de las
cuales, 11 especies son arbustivas y dentro de éstas, 9 son endémicas y 3
especies son herbaceas. Las otras 2 especies descritas, son trepadoras, y
tienen una distribucion mas amplia en el pais, especificamente en boques
montafiosos. Dentro del analisis de caracteres de las especies descritas en
el pais, destaca la presencia de taxa de anteras tetra- o bioesporangiadas y

de frutos con o sin papus (Xena, 1993).
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heterosidicos, son ésteres lipdfilos de trioles derivados del iridano
(Bruneton, 2001).

X E\ ~
(1) (2)

CHO COOH

=
OH
(®)

(6)

NN
4)
CH,OH

Figura 4: valerenal (1), 4cido valerénico (2) valeranona (3), Valerenol (4), kessano
(5) y elemol (6) (Fuente: Bruneton, 2001).

Por lo tanto, los sesquiterpenos mayoritarios presentes en la especie de
Valeriana officinalis son de tres tipos de estructuras basados en los
esqueletos del kessano, valeranona y el acido valérico. Estos compuestos
varian considerablemente dentro de la misma especie. En un estudio
quimico comparativo realizado a partir de extractos de las raices de
Valeriana colectada en una misma &rea localidad, se caracterizo
principalmente por la presencia o ausencia del alcohol kessilico y por
variacion de las cantidades de valerenol, la valeranona y elemol. Trabajos
similares muestran que tales variaciones fueron independientes de las
diferencias morfolégicas de las plantas examinadas. Hansel, Schultz y col.,
(1982) investigaron el contenido de los acidos valerenicos y encontraron que

estos compuestos estaban presentes solamente en Valeriana officinalis.
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1. Iridoides (valepotriatos).

Son monoterpenos que toman su nombre del iridodial, un constituyente de
las secreciones defensivas de la hormiga Iridomyrmex, existen alcaloides
iridoideos, por ejemplo, la gentianina y los alcaloides iridoideos de V.
officinalis L., que ademd&s contiene epoéxidos iridoideos (valepotriatos,
valtratos) que son sedantes. Son ademas sustancias amargas que pueden
repeler a los depredadores, pero que también atraen a algunos organismos

especialistas (Anaya, 2003).

En el caso de las plantas del género Valeriana se han aislado iridoides
conocidos como valepotriatos dienos y valepotriatos monoenos; entre los que
destacan el valtrato, isovaltrato, homovaltrato, entre otros como los

componentes mayoritarios del género Valeriana (Figura 5) (Houghton, 1988).

Valepotriatos dienos

R1 R2 R3
v Ac v Valtrato
v v Ac Isovaltrato
v Ac Ac 7-desisovaleroil-7-acetilvaltrate
v IC Ac Homovaltrato |
IC IC Ac Homovaltrato Il
AclV v Ac Acelvaltrato
Valepotriatos monoeno
OR,

R1 R2 R3 R4

Rs

X3 v Ac H Ac Dihidrovaltrato
A 1 v V-1V OH Ac Isovaleroxidihidrovaltrato
0" OR,

Figura 5: Estructura quimica de Valepotriatos aislados del género Valeriana, fuente:
(Anaya, 2003).
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Los valepotriatos son inestables a la humedad, el calor y la acidez y cuando
son degradados se genera compuestos como el baldrinal (Figura 6) que son
por si mismos reactivos. La tintura de Valeriana al conservarse dos semanas
a 20 °C solo conserva 1/3 de los valepotriatos inicialmente presentes
(Bruneton, 2001).

OHC
Figura 6: Estructura del Baldrinal. Fuente:

http://www.chemfaces.com/natural/Baldrinal-CFN90525.html.

2. Alcaloides.

Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas superiores
y se han encontrado en mas de 100 familias de fanerégamas, en menor
proporcion en criptdgamas (licopodios), microorganismos (ergot) y animales
(peces, sapos). Su actividad fisiol6gica, principalmente es a nivel del sistema
nervioso. Algunos se han manifestado como altamente téxicos, y otros en
dosis apropiadas, son drogas comunmente usadas en medicina (€j.,
morfina). Estos compuestos son casi siempre incoloros (berberina es
amarillo y sanguinarina es rojo), solidos cristalinos, Opticamente activos,
generalmente levorrotatorios (cinconina y laudanosina son dextrorrotatorios)
y el nitrégeno, casi siempre, forma parte de uno o varios ciclos (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Giraldo (2010), menciona que se ha reportado también el aislamiento de
actinidina e isovaleramida a partir de un extracto cloroférmico de las raices
de V. officinalis, reconociéndolos como principios activos de esta especie.

Ademas; la actividad farmacolégica de los alcaloides también ha sido
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estudiada in vitro. Se ha demostrado que la actinidina, que representa
alrededor del 0.015% del total de los alcaloides de V. officinalis, es un
inhibidor altamente activo de la colinesterasa (Figura 8). Ademas, Celis y
col., (2007) demostraron que estudios fitoquimicos de V. pavonii evidencian
la presencia de alcaloides, esteroles y terpenos, entre sus principales
metabdlitos, destacando la fraccion correspondiente a los alcaloides por su
relativa y significativa presencia (0,44%), a diferencia de varias especies del
mismo género, incluida V. officinalis (0,05% - 0,1%).

CH,R

X R

L -
)

OH Valerianina, R=CH20CH3
H Actinidina, R= CH3

PPy
oI

Figura 8. Alcaloides aislados de V. officinalis. (Tomado de: Giraldo 2010).

Caracteristicas Botanicas y Distribucion Geogréfica de la especie

Valeriana triplinervis (Turcz).

Se caracteriza por ser un arbusto de grandes dimensiones de 3-4 metros,
ginodioico ramas densamente foliadas, pubescentes al nivel de la
inflorescencia, con entrenudos cortos (5-12mm de largo); hojas
membranosas asi como sus hojas tipicamente grandes y angostas, peciolos
corto (3-5 mm de largo), inflorescencias terminales, en cimas corimboides (8-
12 cm. largo); cupula calicinal corta, enteriza, oblicua, pubescente al interior
flores hermafrodita (1 cm de largo) o femeninas (0,7 cm largo), corola blanca,
tubular, campanulada, gibosa, 5 lobulada, garganta vellosa, filamentos
blancos, fruto (3-4 mm largo) sin papus. Relacionada con Valeriana quirorana
Xena pero, esta Ultima es una planta mas pequefia, con hojas de bordes

crenados, y los entrenudos mas corto , por lo cual las hojas se superponen
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visiblemente sobre el tallo, lo cual no sucede en V. triplinervis, (Figura 9)
(Xena, 1992).

Es endémica de los paramos meridefos, ubicAndose hacia la Sierra Nevada,
3350 msnm, también Los Granates, Palmira, Mucuchies, entre los 3000 y
3500 msnm (Xena, 1992).
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Extractos vegetales
Pardo, J. (2002), describe a los extractos vegetales como una mezcla
compleja, con variedad de compuestos quimicos, obtenidos por procesos
fisicos, quimicos a partir de una fuente natural y utilizable en cualquier
campo de la tecnologia. Son ademés una mezcla compleja de compuestos
con actividad farmacolégica, compuesta por un principio activo (con la
supuesta actividad) dentro de una matriz, en principio, sin actividad

terapéutica.

Técnicas de extraccion.

1. Maceracion.

En esta técnica el material vegetal es fragmentado para luego ser remojado
en el solvente y este pueda penetrar en la estructura vegetal y disuelva las
sustancias contenidas. El material se agita esporadicamente por un periodo
minimo de dos dias, al cabo del cual se decanta el liquido filtrado

exprimiendo el residuo (Albornoz, 1980).
2. Lixiviacion.

El material es pulverizado y colocado en un precolador, por el que se hace
pasar continuamente un solvente que al atravesar sucesivamente las capas
del material, empujado por su propio peso y la por la presion de la columna

liquida, el solvente es saturado por los principios solubles (Albornoz, 1980).
3. Decoccion.

En este procedimiento se hierve el material vegetal a 100°C en agua por
espacios de 15 a 60 minutos (segun sea la planta o el principio activo a
extraer) utilizando un recipiente apropiado para impedir que se derrame
(Albornoz, 1980).
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4. Extraccidén continla mediante soxhlet.

Utilizado como una de las técnicas méas antiguas para la extraccion de
compuestos organicos a partir de muestras solidas. ElI material a extraer,
previamente molido y pesado se coloca en un cartucho de vidrio o celulosa,
el cual se introduce dentro de la camara de extraccion, la cual esta
conectada por una parte a un balon de destilacibon y por otra a un
refrigerante. El balon que contiene el disolvente se calienta a ebullicion, el
vapor asciende por el tubo lateral y se condensa en el refrigerante cayendo
sobre el material, cuando alcanza un volumen conveniente este se sifona por
el tubo y regresa al balon, este proceso se repite tantas veces hasta que se
obtiene la extraccion deseada (Lamarque y col., 2008).

Cromatografia

Definida como un método de analisis en el cual el flujo de un disolvente o gas
favorece la separacion de sustancias por migracion diferencial a partir de una
estrecha zona inicial en un medio poroso adsorbente (Tyler y col., 1979).

En donde la separacion de los componentes de una mezcla, se basa en las
diferencias especificas de sus propiedades fisicas, se han descrito varias
técnicas cromatograficas entre ellas las de, intercambio idnico, filtracion en
gel, sistema gas-liquido, sistema liquido-liquido, cromatografia en papel, en

capa preparativa y la cromatografia en capa fina (Diaz, y col., 1997).

Técnicas cromatograficas.

1. Cromatografia en capa fina.

Resulta particularmente Util para el analisis de pequefias cantidades de
sustancias. Se caracteriza por la aplicacion de un adsorbente seco y
finalmente pulverizado en una capa delgada y uniforme, sobre una lamina de
vidrio. La identificacion positiva de un componente se efectia comparando
las manchas resultantes que tienen idéntico valor Rf e igual magnitud, que

representan a la muestra y a la sustancia patron (Tyler y col., 1979).
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2. Cromatografia gaseosa- espectrometria de masas.

La fase movil es un gas relativamente no reactivo como el helio, nitrogeno o
el hidrogeno; en donde el resultado es casi siempre un cromatograma, mas
que una serie de muestras eluidas. El cromatograma muestra cuando se
eluye cada soluto con solventes y las areas de los picos sefialan cuanto hay
de cada componente (Atkins y Jones, 2006).

La cromatografia de gases- espectrometria de masas, produce un espectro
de masas de cada componente al igual que su masa y ubicacion en el
cromatograma. Este medio efectivo de deteccion puede utilizarse cuando no
se dispone de muestras estandares que ayudan a determinar las identidades

de los solutos (Atkins y Jones, 2006).

3. Cromatografia en columna (CC).

Es una variedad de la cromatografia en la que la fase movil es liquida y pasa
a través de la fase estacionaria, la cual es sélida o liquida, la cual esta
retenida en un recinto cilindrico. La modalidad clasica de la CLC consiste en
hacer pasar mediante gravedad la fase liquida sobre el sélido o activo
retenido en una columna de vidrio (Valcarcel y Gomez, 1988).

4. Cromatografia liquida de alta resolucion de sus siglas en inglés (high
performance liquid chromatography).

En esta técnica se requieren presiones de varios centenares de atmosferas
para conseguir caudales razonables con los modernos empaquetados de
cromatografia de liquidos, que constan de particulas cuyo diametro es igual
o inferior a los 10um, es por ello y a consecuencia de estas grandes
atmosferas, el equipo de cromatografia liquida de alta resolucion tiende a
hacer mas elaborado a diferencia de los demas (Skoog y col., 2001).
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Infecciones bacterianas

Constituyen una causa importante de morbilidad y eventualmente de
mortalidad, sobre todo en la poblacion infantil y en ancianos. Aunque,
afortunadamente la mayoria de las infecciones son procesos auto limitados,
ya que son en su mayoria de etiologia viral. Para que un tratamiento
antibacteriano se considere éptimo debe ser tanto efectivo como seguro, por
su parte, la efectividad depende no solo de la sensibilidad del patégeno al
antibiotico, sino de algunas propiedades farmacoldgicas que permitan que se
logren concentraciones adecuadas, tanto en el nivel alcanzado, como en el
tiempo de permanencia en el sitio de la infeccion (Manual de Antibidticos en
Pediatria, 2007).

Bacterias.

Las bacterias son células sin nucleo definido, con un solo cromosoma
circular. Estan provistas de membrana y pared celular y algunas de ellas
poseen flagelo para movilizarse. Dependiendo de la especie, puede tener
uno o un grupo de flagelos en los extremos o rodeando la célula. Las
paredes celulares en la mayoria de las bacterias estan cubiertas por material
viscoso, el cual se le denomina capsula, cuando es denso y grueso, o0 capa
mucilaginosa cuando es delgado. Estos microorganismos tienen forma de
barras, esferas, elipsoides, espirales, comas o filamentos (Rivera, 2007).
Dentro de la clasificacion bacteriana, podemos conseguir:

1. Bacterias Gram positivas.

Posee una pared celular gruesa que consta de varias capas y esta formada
principalmente por peptidoglucano (150A) que rodean la membrana
citoplasmatica (figura 10). El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma
de malla con una funcion semejante al de los insectos, es un elemento clave
para la estructura, la replicacion y la supervivencia de la célula en las
condiciones normalmente hostiles en las que proliferan las bacterias (Murray
y col., 2006).
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Antibiéticos / antibacteriano

Son sustancias producidas por microorganismos vivos (bacterias u hongos)
que suprimen el crecimiento de otro microorganismo vivo, (en este caso
bacterias), mientras que los antibacterianos aunque también suprimen el
crecimiento bacteriano, son sustancias sintetizadas en el laboratorio, tal
como ocurre en el caso de las sulfonamidas y de las quinolonas (Manual de
Antibioticos en Pediatria, 2007).

Dentro de esta linea farmacologica, cabe mencionar que hay ciertos
antibiéticos que llegan a inhibir o eliminar el crecimiento de microorganismos
sensibles a los mismos, denominados antibidticos bactericidas o
bacterioliticos, por otro lado existen antibiéticos que no destruyen a los
gérmenes, sino, que impiden su crecimiento y multiplicacién, a ellos se les
denomina antibiéticos bacteriostaticos, mientras que si se aumenta su

concentracion pueden actuar como bactericidas (De Ahumada, y col., 2002).

Resistencia microbiana.

La resistencia microbiana se adquiere por diferentes mecanismos. Uno es
cuando una bacteria de una generacion a otra adquiere informacion
especifica que le permite resistir. Otro mecanismo es cuando hay un abuso
en el consumo de antibidticos, es decir cuando se expone una cepa
bacteriana innecesariamente, con la posibilidad de que sobreviva alguna
bacteria y estas generen resistencia al antibiotico. Y por ultimo, cuando se
usa un antibiético en un caso que no se requiera, por ejemplo en las
infecciones virales, ya que las bacterias presentes en el organismo pueden
crear resistencia durante la administracion de los mismos (figura 11)
(Romero, 2007).

La clasificacion de los antibioticos estd dada principalmente por el

mecanismo de accion sobre los microorganismos, como por ejemplo:
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Evaluacion de la actividad antibacteriana
Varios son los métodos empleados para la evaluacién que tienen diversos

antibioticos sobre algunas cepas bacterianas.

1. Dilucién en Agar con discos o pozos (macrodilucion/ microdilucion).

Se diluye el antimicrobiano en el medio de cultivo donde va estar contenido
el microorganismo a ensayar. Se inocula el microorganismo, se incuba y se
determina la concentracion del antimicrobiano que produce la inhibicion del
crecimiento del microorganismo definida como Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM). Este método puede realizarse en microescala, usando
microplacas de pocillos (Murray y col., 2009).

2. Dilucién en agar con discos.

Con esta técnica se dispersa el microorganismo a ensayar previamente
estandarizado sobre el agar, seguidamente se colocan los discos ya
impregnados con la sustancia a evaluar (antibiético) sobre el agar ya
inoculado. Transcurrida la incubaciéon del microorganismo, se observara el
area de inhibicién del crecimiento que rodea a los discos. El tamafio del area
de inhibicién correspondera a la actividad ejercida por el antimicrobiano,
entre mas susceptible sea el microorganismo mayor sera el area (Murray y
col., 2009).

3. Microdilucion.

Para esta prueba el volumen de caldo utilizado va de los 0,05 — 0,1 mL,
debido a que la mayoria de las baterias para las pruebas de sensibilidad
requieren la evaluacion de diversos antibioticos a varias concentraciones
diferentes, el menor volumen usado con la microdilucion permite realizar la
prueba de manera practica en una sola placa de microtitulacién. Una de las
partes mas importantes de esta prueba es la preparaciéon y dilucion de los

antimicrobianos que se incorporaran en el medio liquido, es por ello que ya
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se disponen de placas o paneles comerciales en donde ya se ha agregado
previamente la concentracion adecuada del antimicrobiano al caldo. En casi

todos los casos los agentes antimicrobianos presentan diluciones al medio
(Forbes y col., 2009).
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Hipodtesis.
Algunas de las especies de la familia Valerianaceae, han presentado
actividad antibacteriana, es por ello que se espera que los extractos crudos
obtenidos de la especie recolectada en el Estado Mérida, V. triplinervis Turcz,

presenten actividad frente a las diversas cepas bacterianas de referencia
internacional.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

La metodologia es el area del conocimiento que estudia los métodos
generales de las disciplinas cientificas, incluyendo los métodos, las técnicas,
las tacticas, las estrategias y los procedimientos que utilizara el investigador
para lograr los objetivos de su estudio (Hurtado, 2007). El plan de trabajo

disefiado para llevar a cabo la presente investigacion, consistio:

Recoleccion e Identificacion del Material Botanico

El material boténico se recolectd en su hébitat natural: Parque Nacional
Sierra Nevada, bosque aledafo a la Laguna La Fria, municipio Libertador,
estado Mérida (Venezuela), a una altitud de 3572 msnm, identificado por el
Prof. Luis Enrique Gamez de la Facultad de Ciencias Forestales y
Ambientales (Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela) conjuntamente
con John Parra, en el afio 2013. En donde una muestra de la Valeriana en
estudio se depositd bajo el nUmero de voucher: 945458, en el herbario de la

facultad de Ciencias Forestales y ambientales.

Preparacién de los extractos para evaluacion de la actividad biologicay

ensayos cualitativos

El material vegetal fresco (630 gr) de las partes aéreas de V. triplinervis
Turcz, fueron desecados en estufa a 40 °C durante 48 horas.

Posteriormente, se molieron, obteniéndose 350 gr del material seco.
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Tabla 2. Test cualitativos practicados sobre los extractos secos de V.

triplinervis Turcz.

Alcaloides

Flavonoides

Esteroides

Triterpenos

Saponinas

Dragendorff

NaOH al 10%

Salkoswki

Vainillina

Agua destilada

Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Precipitado color rojo, amarillo o
anaranjado

Coloracion  amarilla  a  rojo
(xantonas y flavonas), de café a
purpura rojizo (chalconas).

La formacion de un color marron
rojizo en la interfase indicara la

presencia de un anillo esteroideo.

La formacién en la interfase de un
color violeta mostrara la presencia
de saponinas triterpenoides.

La altura de la espuma, en caso
que se presente, se considerara
positiva a una altura de 8 a 10 mm

estable por 30 minutos.

Los extractos fueron sometidos a la técnica de cromatografia en capa fina o

delgada (CCF/ CCD) utilizando placas de aluminio, cubiertas de silicagel

(cromatofolios AL TLC silicagel 60 F,s4 Merck®), dichas placas se

desarrollaron con diferentes solventes (n-hexano, diclorometano, acetato de

etilo y metanol) y fueron observadas en la lampara de luz ultravioleta ya que

la presencia de valepotriatos se evidencia por la capacidad que tiene estos

compuestos de absorber radiacion ultravioleta empleando reveladores de

uso comun para la deteccion de alcaloides, valepotriato, entre otros. Se dejo
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correr la fase mévil al menos 8 cm, teniendo en cuenta que en esta fase,
pueden emplearse: el tolueno: acetato de etilo (75:25); n-hexano:
metiletilcetona (80:20). Y para la deteccion de los componentes: acido
clorhidrico y acido acético (8:2). Si se observan zonas azules o moradas
indica la presencia de valtratos y acevaltratos, zonas cafés indican
dihidrovaltratos. Irradiando con luz ultravioleta a 254 nm y empleando como
revelador una solucién de 2,4- dinitrofenilhidrazina en H,SO,, y calentando a
100 °C; se observan zonas verdes gris 0 azules; y si hay calor excesivo se

observan zonas cafés-amarillas (Contreras, 2009).

Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos de la V.

triplinervis Turcz

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se empled el método de
difusion en agar con discos frente a bacterias de referencia internacional
ATCC (American Type Culture Collection). Ademas; se emplearon
antibioticos como controles positivos segun cada microorganismo, de
acuerdo a lo establecido por el CLSI 2015 (Tabla 3). Este procedimiento se

llevo a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por Velasco y col., 2005.
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7. Lectura de los ensayos realizados.

Se realizaron las lecturas de los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas, el
diametro de la zona de inhibicion producto de la accion antibacteriana de los
extractos ensayados, fue expresado en milimetros (mm). Las pruebas se
realizaron por duplicado considerando como resultado positivo o sensible la
presencia de halo de inhibicion del crecimiento microbiano alrededor del
disco impregnado con los extractos y en caso de ausencia del halo como

negativo o resistente.
8. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM).

Solo se determiné la CIM contra los microorganismos que mostraron
susceptibilidad a los productos ensayados. Para determinar la CIM se
prepararon diluciones de los extractos con el solvente a diferentes rangos de
concentracion, luego se impregnaron discos de papel de filtro con 20 pL de
cada dilucion. La CIM es definida como la concentracion mas baja capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano visible (CLSI, 2015). Los ensayos se
realizaron por triplicado, y posteriormente se realizé un calculo, (empleando
las respectivas férmulas, figura 18 y 19), a los ensayos que presentaron
actividad frente a cepas de referencia internacional, donde los calculos
fueron, media, la cual es definida por Harris (2006), como la suma de los
valores medidos, divididos entre el n nimero de medidas; y la desviacion
estandar que se refiere a una medida del grado de proximidad de los datos
en torno al valor de la media, cuanto menor es la desviacion estandar, mas

estrechamente se agrupan los datos alrededor de la media.
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Como se pude observar en la Figura 20-A el extracto de Valeriana triplinervis
(VT) mostr6 un compuesto mayoritario que al ser revelado con 2,4
dinitrofenilhidrazina y calentado a 100°C se observéd de coloracién violeta la
cual se puede atribuir a la presencia de compuestos del tipo valepotriatos
(valtratos) tal como lo describe la metodologia de Stahl, 1969 y Laufer, 1970.
Al realizar el andlisis comparativo de los extractos de ambas especies de
Valeriana L., objeto de esta investigacion con respecto a dos formas
farmacéuticas que se consumen en el pais, como lo son la tintura y las

capsulas de V. officinalis L.

Con respecto a la tintura de V. officinalis L. (TVo0), llamo la atencién observar
la carencia de esta clase de compuestos los cuales son los responsables de
la actividad terapéutica sedante y/o inductora del suefio atribuida a estas
formulaciones farmacéuticas. Sin embargo; al consultar la bibliografia,
existen evidencias experimentales que demuestran que la estabilidad de los
valepotriatos, es alterada por la presencia de alcohol en dicho preparados
farmacéuticos, por lo que la reputacion del uso de las valerianas bajo la
forma farmacéutica de tintura ha estado entre dicho en la comunidad
cientifica (Houghton, 1988).

Adicionalmente, en las capsulas de V. officinalis L., se observo el compuesto
referido aunque en baja proporcion. Esta Ultima observacion se basa en el
hecho de que los compuestos del tipo valepotriatos sufren una degradacion a
través del tiempo por lo que es aconsejable que estos preparados
farmacéuticos deben ser consumidos al poco tiempo de su preparacion;
segun la bibliografia se ha observado disminucion en la calidad de esta
forma farmaceéutica luego de transcurrido dos afios de su elaboracion
(Bos, y col., 1996).
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En la Figura 20-B se muestran los mismos extractos pero empleando una
mezcla de disolventes de mayor polaridad para la fase movil con la intencion
de observar los compuestos retenidos en la base de la primera cromatografia
en capa fina. En este caso empleando la polaridad n-hexano: acetato de etilo
en proporcion 1:1, se pudo observar que en el extracto de V. triplinervis,
existe la presencia dos compuestos mas polares, los cuales dieron una
coloraciéon azul intensa y marron, ésta ultima posiblemente debido a la
presencia de compuestos de degradacion, en este caso a los compuestos de
tipo baldrinales (Bos, y col., 2002).

Lépez y col.,, 2010, en su investigacion titulada: Fitoterapia: Valeriana,
seflalan que la composicibn quimica de los extractos de la familia
Valerianeacea, pueden variar, en su mayoria se agrupan en: iridoides
(valepotriatos e isovalepotriatos) los cuales alcanzan su concentracion
maxima en invierno y se encuentran Unicamente en la planta fresca o cuando
esta ha sido disecada a temperaturas inferiores a 40° C ya que son muy
inestables y se transforman con facilidad a baldrinales (aldehidos
deshidratados), que también son activos. Aungque la planta en estudio no
presenta investigaciones previas, los resultados arrojados mediante la
técnica anteriormente descrita corrobora la presencia de este componente
(valepotriatos) el cual se le atribuye en investigaciones realizadas, una

actividad sedante.

2. Determinacion cualitativa de diversos componentes en los extractos

obtenidos de V. triplinervis Turcz.

Los extractos obtenidos se sometieron a diversos ensayos (tamizaje

fitoquimico), cuyos resultados se presentan a continuacion, Tabla 4.
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anillo triciclico obtenido a partir del extracto etandlico de V. hardwickii. Por
otro lado, fuentes literarias mencionan a los esteroides como componentes
y uno de los principios activos de V. officinalis (Ciarlotti, F. y Golberg, H.,
2015).

Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos de la V.
triplinervis Turcz.
A continuacion en la tabla 6, se muestran los resultados de los ensayos
realizados por triplicado a los extractos obtenidos con solventes en
polaridad creciente (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol) de
V. triplinervis Turcz Figura 23. Todos los extractos ensayados, a excepcion
del extracto en acetato de etilo (E3) Figura 24, presentaron actividad
antibacteriana frente a S. aureus ATCC (25923) (Figura 25, 26 y 27). Donde
los valores de la CIM oscilaron entre 150 mg/mL y 300 mg/mL. Los célculos
estadisticos (media y desviacion estandar) obtenidos para los extractos que

presentaron actividad frente a S. aureus se agrupan en la misma tabla.

Estos resultados preliminares sugieren que los extractos de V. triplinervis a
las concentraciones evaluadas presentaron un limitado espectro de actividad
antibacteriana. Sin embargo es importante resaltar que estos son los
primeros reportes de la actividad antibacteriana de esta especie endémica
de los Andes venezolanos. Al respecto, se han realizado estudios de
actividad antimicrobiana en otras especies de este género sobre todo en los
aceites esenciales; mientras que, a partir de extractos, son escasos los

trabajos publicados hasta el momento.

Investigadores como Fletes y Rosas, 2015, en su investigacion, mencionan
que el uso de nanoparticulas de plata (NPsAQ) sintetizadas con extracto
acuosos de V. officinalis L, presentaron actividad frente a cepas de E. coli,
cuyo halo de inhibicion en tres discos fue de: 9.75; 10 y 9.25 mm

respectivamente, teniendo en cuenta estos resultados se puede deducir que
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no se correlacionan con los obtenidos en la presente investigacion; ya que
los extractos de la Valeriana en estudio no presentaron actividad frente a las
bacterias gram negativas (E. coli, K. pneumoniae y P. aeuroginosa). Lopez y
col.,, 2010, sefalan que algunos principios activos de la raiz (como la
valerina, el isovaltrato) y extractos alcohdlicos obtenido de las flores
mostraron actividad antimicrobiana in vitro frente especies como S. Typhi y

hongos como A. fumigatus, C. albicans.

Por otro lado, resultados obtenidos en la investigacién de Morocho y Cuevas
(2011), donde obteniendo el extracto etandlico (70% v/v en agua) de las
partes areas (tallos, hojas y flores) de V. chaerophylloides y utilizando cepas
de referencia internacional: S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922),
P. aeruginosa (ATCC 25853), K. pneumoniae (ATCC 13883) y C. albicans
(ATCC26790), empleando a su vez la técnica difusién en agar con discos,
mostraron resultados  negativos de V. chaerophylloides., para los

microorganismos utilizados.

Por su parte, Khuda y col., 2012, mencionan que extractos obtenidos a partir
de Valeriana wallichii DC, cuyas fracciones cloroférmica y en n- hexano
exhibieron  una significativa actividad contra S. aureus y B. subitilis,
respectivamente. Donde la fraccion en cloroformo presenté una CIM de 0,27
mg/ml frente a S. aureus, y para B. subtilis la fraccion en n- hexano su CIM

fue de 0,31 mg/ml.

Otros investigadores determinaron, que a partir de la biomasa y raices de V.
laxiflora, se cuantificd la CIM de los compuestos aislados de dicha planta, en
donde el -1-hidroxi-2,6-bis-epi-pinoresinol y el acido ursoélico presentaron
actividad contra M. tuberculosis, con una CIM de 15,5 a 127 pg/mL (Gu y
col., 2004 ).

Otro caso reportado es el de la V. wallichii DC cuyos extractos en n-hexano,

cloroformo, metanol y agua fueron ensayados contra bacterias patoégenas por
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el método de difusion de agar con discos obteniéndose resultados
satisfactorios ya que el extracto acuoso resultd activo contra S. aureus (halo
de inhibicion 23+1.0 mm, CIM 250 pg/mL; CBM 500 pg/mL); seguido del
extracto metanolico frente B. subtilis (halo de inhibicion 20+1.0 mm, CIM 31.5
pg/mL; CBM 500 pg/mL), S. aureus (halo de inhibicion 19+0.8 mm, CIM 125
pug/mL; CBM 125 pg/mL) y el extracto en n-hexano contra B.subtilis (halo de
inhibicién 18+1.2 mm, CIM 125 pg/mL; CBM 125 pg/mL). (Sati, y col., 2011).

Teniendo en cuenta estas busquedas Yy con base a ellos se analizaron los
resultados presentados en la tabla 6, donde se puede establecer algunas
similitudes, ya que los extractos de V. triplinervis Turcz a excepcion del
extracto en acetato de etilo (E3) resultaron activos contra S. aureus al igual
que el reportado para V. wallichii DC. Y aunque la falta de investigaciones
con respecto a los extractos y su actividad antibacteriana hacen que no se
pueda determinar que compuesto en particular le atribuye la actividad
antibacteriana de los extractos obtenidos de V. triplinervis Turcz, se puede
deducir que los mismos presentan actividad frente a este microorganismo,
en donde la CIM al realizarse por triplicado sobre los extractos que
resultaron activos, la diferencia entre ellos fue de alrededor de una
concentracion de 30 mg/mL. A su vez los célculos estadisticos aplicados a
los ensayos activos frente a S. aureus, y basandose en la teoria descrita
por Harris (2006), se puede interpretar que los resultados obtenidos a partir
de los extractos que presentaron actividad (E1, E2 y E4), tienen una media
que resulta cercana a los tres valores que se obtuvieron para cada uno de
ellos respectivamente, y donde ademas la desviacion estandar arroja
resultados muy bajos para los tres ensayos, lo que correlaciona lo que

expone dicho autor:

“...mientras menor son los valores de la desviacion estandar, mas se
agrupan estrechamente los resultados obtenidos alrededor de la media”
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Tabla 5. Ensayos realizados de la actividad antibacteriana de los extractos vegetales de la especie V. triplinervis Turcz.

Microorganismos Zona de Inhibicién Antibiéticos de Referencia Media de la CIM de Desviacion
(mm) (mm) los ensayos Estandar
realizados por

triplicado
(mg/mL)

_ E2 E3 E4 OX VA NN AZT FEP E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4

Sthapylococcus aureos 13 NA 9 166 200 NA 316 288 433 NA 288
ATCC (25923) 26

Enterococcus faecalis NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
ATCC (29212) 25

Escherichia coli NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
ATCC (25922) 32

Klebsiella pneumoniae NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
ATCC (23357) 46

Pseudomonas NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
aeruginosa 36
ATCC (27853)

*mm de los halos de inhibicién (discos 6 mm de diametro).
El: Extracto en hexano; E2: Extracto en dicloro; E3: Extracto en acetato de etilo; E4: Extracto en metanol
OX: Oxacilina; VA: Vancomicina; NN: Tobramicina; AZT: Aztreonam; FEP: Cefepime.

NA: No activo CIM: Concentraciéon Inhibitoria Minima. Rango de concentracion de 100 a 500 mg/mL.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. El andlisis mediante cromatografia en capa fina a partir del extracto
metanodlico de V. triplinervis Turcz, permiti6 determinar la presencia de
valepotriatos, los cuales son uno de los componentes activos mayoritarios

dentro de la familia Valerianaceae.

2. El tamizaje fitoquimico empleado sobre los extractos de la especie en
estudio ayud6 a determinar de forma cualitativa la presencia de alcaloides,

flavonoides, triterpenos y esteroides.

3. El extracto obtenido a partir del acetato de etilo ante al ser sometido
al tamizaje fitoquimico, presentd una positividad para la presencia de

flavonoides en comparacion de los demas extractos.

4. Dos de los cuatros extractos (acetato de etilo y diclorometano)
presentaron positividad para la presencia de triterpenos, mientras que para

esteroides los extractos E1,E2,E3 y E4 presentaron una ligera positividad.

5. Los extractos (n-hexano, diclorometano y metanol) presentaron
actividad frente a S. aureus, mostrando halos de inhibicion para E1: 200,
150 y 150 mg/mL; E2: 250, 175 y 175 mg/mL y E4: 350,300 y 300 mg/mL,

respectivamente.

6. La CIM para cada extracto para S. aureus fueron: 166,6 mg/mL para
E1l (n-hexano), 200 mg/ mL para E2 (diclorometano) y 316 mg/mL para E4

(metanol). Cabe acotar que al realizarse por triplicado el ensayo se deben
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tomar en cuenta cada uno, realizando de esta forma un promedio de los
mismos.

7. Los extractos obtenidos no mostraron actividad antibacteriana frente a

las bacterias gram negativas incluidas en el estudio.
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