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RESUMEN

En este estudio se determind la composicion quimica y la actividad
antibacteriana del extracto acetonico obtenido de las partes aéreas (hojas)
de la especie Lepechinia conferta (Benth.) Epling. El extracto fue obtenido
mediante el método de maceracion en frio con el solvente (acetona) por
triplicado, las soluciones se concentraron hasta sequedad. La determinacion
parcial de metabolitos secundarios se realiz6 mediante screening fitoquimico
identificando la presencia de esteroles y compuestos fendlicos. El extracto de
acetona se analizd por medio de Cromatografia de Capa fina (TLC). La
actividad antibacteriana se evalu6 mediante el método modificado de Kirby-
Bauer (difusion en agar en pozo) frente a cepas Gram positivas y Gram
negativas, donde dicho extracto presenté actividad frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), Pseudonoma
aeruginosa (ATCC 27853).

Palabras claves: Lepechinia conferta, extracto, screening fitoquimico,
esteroles, actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

Desde la prehistoria se conoce y se estudia el poder curativo de las
plantas, constituyendo un punto de partida importante para la quimica y la
farmacologia actual. Ademéas curanderos tradicionales han usado por mucho
tiempo las plantas para prevenir o curar enfermedades infecciosas (Cowan,
1999).

El valor medicinal de las plantas curativas procede de sustancias
guimicas o principios activos que se localizan en el tejido de la planta, los
cuales producen diferentes efectos fisiologicos. La mayoria de estos
principios activos son sumamente complejos y desconocidos en su totalidad,
sin embargo han podido ser aislados, sintetizados o limitados por la quimica
actual en la elaboracion de medicamentos. Dentro de dichos principios
activos encontramos: aceites esenciales o esencias, alcaloides, glucosidos,
gomas o resinas, aceites grasos y sustancias antibiéticas (Primo, Rovera,
Zanon, Oliva, Demo y Daghero, 2001).

Es importante destacar que los agentes antibioticos de origen
sintético, es decir los que se producen en un laboratorio a través de procesos
de sintesis quimica, han tenido un crecimiento significativo, por lo tanto
resulta de interés el ensayo de actividad antibacteriana de productos
naturales, cuya diversidad genética propicia alternativas novedosas con
eficacia terapéutica. En la actualidad el tratamiento terapéutico con aceites
esenciales resulta una buena opcién en la medicina natural, porque son
utilizados en una forma farmacéutica definida y con una dosis precisa, lo que
los convierte en medicamentos (Marcano y Hasegawa, 2002).

La medicina tradicional no solo es empleada para el diagnéstico
clinico sino también para la prevencion y supresion de trastornos fisicos,
mentales o sociales (Albornoz, 1980).

El abuso y el uso inapropiado de las sustancias antibiticas en el

tratamiento de cualquier proceso infeccioso, ha traido como consecuencia un



incremento de la prevalencia de patégenos resistentes, permitiendo alguna
especulacion de que estamos cerca del fin de la era antibiética (Katzung,
1996).

A pesar de los avances cientificos logrados en el presente siglo en lo
referente a sustancias medicinales de origen sintético, la busqueda de
sustancias con actividad antimicrobiana en fuentes no tradicionales como las
plantas superiores es importante. En tal sentido, se estan haciendo esfuerzos
para encontrar principios activos que tengan actividad sobre la poblacion
bacteriana resistente a los antibidticos, asi como, otras propiedades que
permitan su utilizacibn como agentes quimioterapéuticos, desinfectantes,
preservativos antimicrobianos en productos farmacéuticos o en alimentos
(Mantilla y Sanabria, 1985)

Lamiaceae es la designacion atribuida a una familia de Angiospermas,
gue se encuentra en el orden Lamiales, perteneciente a la clase
Magnoliopsida. Anteriormente esta familia era conocida por Labiatae o
Labiadas, sufriendo alteracion debido a las recientes reglas de nomenclatura.
Los miembros de la familia Lamiaceae se caracterizan por la presencia de
aceites, que les proporcionan un olor caracteristico. ESos mismos aceites
hacen que los miembros de esta familia sean muy importantes, pues son
frecuentemente utilizados en la produccion de infusiones o incluso para usos
medicinales, como por ejemplo para aliviar dolores de estdmago o tos.
Algunas especies poseen también caracteristicas antibacterianas y
antiviricas, lo que las hace importantes para la medicina alternativa (Primo y
cols, 2001).

Este Proyecto ha sido ordenado en 3 capitulos: El primero, titulado: El
Problemas, subtitulado de la siguiente manera: Planteamiento del Problema,
Justificaciéon del Problema, Objetivos, Alcances y limitaciones. EI Segundo
capitulo, titulado: Marco Tedrico, con varios subtitulos: Trabajos Previos,
Bases Tedricas, Definicion de Términos y Operacionalizacion de las

Variables. El tercero, descrito como: Marco Metodoldgico, presentado de la



siguiente manera: Tipo de Investigacion, Disefio de Investigacion, Poblacion
y Muestra, Sistema de Variables, Procedimientos de la Investigacion y
Disefio de Analisis.

En el presente trabajo se determiné la presencia y tipo de metabolitos
del extracto de acetona, obtenido a partir de las hojas secas de Lepechinia
conferta (Lamiaceae) y su actividad antibacteriana contra bacterias de tipo
ATCC.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La actividad antibacteriana es el ataque a los microorganismos por
parte de los antibacterianos presentes en la planta, un antibacteriano es una
sustancia que mata o inhibe el crecimiento de bacterias. Una planta
medicinal es considerada como un complejo laboratorio de sintesis y
degradaciones en el que generalmente existen componentes con diversas
estructuras quimicas, y su efecto en muchas ocasiones se debe a varios de
estos componentes, como lo son los metabolitos existentes en ellas con
buena actividad antibacteriana frente a bacterias resistentes a antibiéticos y
otras propiedades que permitan su utlizacion como agentes
guimioterapéuticos, desinfectantes o como preservativos antimicrobianos en

productos farmacéuticos o en alimentos (Tortora, Funke y Case, 2007).

La resistencia bacteriana es un fendmeno biolégico natural, de modo
gue cada vez que sSe pone en uso un nuevo agente antibacteriano se
detectan cepas resistentes. Una cepa resistente es aquella que es capaz de
multiplicarse en presencia de concentraciones de antibiético mayores que las
alcanzadas con dosis terapéuticas. Los mecanismos de resistencia se
modifican en la naturaleza sea por transferencia de genes de resistencia o
por mutaciones. Por tal razén se mantiene la investigacion de nuevos
agentes antibacterianos con el fin de superar las dificultades de resistencia

bacteriana (Ruiz y Guillén, 2005).



En los extractos hay presencia de terpenos, especificamente mono y
sesquiterpenos, que pueden estar asociados 0 no a otros componentes, por
la complejidad de su composicién casi siempre se reportan los compuestos
mayoritarios que tiene actividad antibacteriana, antifingica, antiséptica y
como relajante del sistema nervioso central. La relacion hombre-germen se
ha visto alterada por dos hechos trascendentales:El descubrimiento y
desarrollo de los antibacterianos, lo que ha permitido reducir
extraordinariamente la principal causa de mortalidad. Y la creacion de

resistencias a los antibacterianos por las bacterias (Albornoz, 1980).

El modelo tedrico que respalda esta investigacion es el modelo
molecular de la resistencia a los antibacterianos que expresa lo siguiente: las
propiedades antibacterianas de un compuesto son consecuencia de su
estructura molecular. Establecer las caracteristicas estructurales permite
comprender los mecanismos de su accion y constituye la premisa en el
disefio de comprender los mecanismos de su accion y constituye la premisa

en el disefio racional de nuevos farmacos (Tortora y cols., 2007).

La medicina tradicional ha venido empleando los extractos de diversos
géneros para tratar algunas afecciones es por ello que, mediante la presente
investigacion delimitamos el siguiente enunciado holopraxico:¢,Cual es la
relacion de la actividad antibacteriana y la composicion quimica del extracto

de acetona de la planta Lepechinia conferta?

Justificacion del Problema

Debido a los grandes cambios socioecondmicos, las diferentes
poblaciones humanas se van haciendo cada vez mas urbanas hasta
convertirse en metrépolis modernas, adquiriendo un modo de vida rutinario,

alejado del equilibrio con el entorno natural. En la actualidad, el gran desafio



para los paises ricos en biodiversidad es poder vincular y convertir los
recursos bioldégicos en compuestos, procesos, métodos, herramientas o
productos utiles como parte del aprovechamiento y la explotacion de la
diversidad bioldgica en beneficio de la sociedad (Tortora y cols., 2007).

El estado Mérida posee plantas medicinales cuyas propiedades no han
sido estudiadas por completo, y con el objetivo de obtener conocimiento en
cuanto a las posibles propiedades farmacolégicas se ha seleccionado la
planta medicinal Lepechinia conferta perteneciente a la familia Lamiaceae
gue posiblemente pueda tener propiedades antibacterianas ya que especies
de su misma familia y género han sido estudiadas preliminarmente por tener

principios activos bactericidas (Garcia y Rangel, 2000).

Esta investigacion se basa en confirmar la actividad antibacteriana del
extracto de acetona de la planta medicinal Lepechinia conferta para
demostrar la capacidad inhibitoria que ejercen las sustancias obtenidas de
esta planta contra los microorganismos patogenos. Asi formar parte del
desarrollo cientifico de la sociedad. Estudiar microbiolégicamente las
propiedades terapéuticas de plantas resulta imprescindible para el
descubrimiento de nuevas sustancias con capacidad antibidtica frente a
microorganismos resistentes y con alta actividad infectiva, aumentando la

calidad de vida del hombre.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Confirmar la actividad antibacteriana y la composicion quimica de los
metabolites secundarios del extracto de acetona de la planta Lepechinia
conferta. En el Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.



Objetivos especificos

1. Recolectar las hojas de la planta Lepechinia conferta en el Paramo de
La Negra, via pregonero a orillas de la carretera, en las cercanias de
la poblacion de Bailadores.

2. Obtener el extracto de las hojas de la planta Lepechinia conferta
mediante maceracion en frio con acetona.

3. Determinar la composicion quimica del extracto acetonico de las hojas
de la planta de Lepechinia conferta utilizando el tamizaje fitoquimico.

4. Confirmar la actividad antibacteriana del extracto de acetona de las
hojas de la planta Lepechinia conferta mediante el método de difusion
en agar en pozo(Kirby Bauer).

Alcances de la Investigacion

Analizar la composicion quimica del extracto de acetona de la planta
Lepechinia conferta, profundizando los conocimientos sobre el tema de
investigacion, para asi de esta manera poder motivar al uso de la medicina
tradicional en la sociedad y aportar el estudio de un extracto con propiedades

antibacterianas a las ciencias de la salud.

Limitaciones de la Investigaciéon

Las limitaciones iniciales fueron durante la recoleccion de la planta
Lepechinia conferta, debido a que esta ubicada en el Paramo de La Negra,
via Pregonero; lo cual queda retirado de la Ciudad de Mérida y hoy en dia
debido a la falta de transporte, gasolina, entre otros medios; se nos dificultd

un poco la recoleccién de la misma.



Las fallas eléctricas ocasionadas en nuestro Pais, se convirti6 en una
limitacion para nuestro trabajo de grado, causandonos dafios totales en los
medios de cultivo con las respectivas bacterias a estudiar; que trajeron
consigo tanto perdidas econdémicas, asi como también dificultdndonos en el

avance de nuestra investigacion.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Pérez, Vivas, Rojas, Usubillaga, y Chataing, (2014) publicaron en la
Revista de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes un articulo relacionado con el Estudio fitoquimico y determinacion de
la actividad antibacteriana de las hojas de Lepechinia bullata (Kunth) Epling.
Los terpenoides carnosol y acido ursolico (aislado como 3-acetil-ursolato de
metilo) fueron obtenidos de las hojas de Lepechinia bullata (Kunth) Epling, a
partir de los extractos de hexano y acetona respectivamente. Adicionalmente,
por reacciones de hemisintesis, a partir de estos productos se obtuvo 11,12-
diacetil-carnosol y ursolato de metilo. Las estructuras fueron determinadas
mediante analisis espectroscopicos, incluyendo técnicas de resonancia
magnetica nuclear (RMN) uni y bidimensionales. El carnosol y 3-acetil-
ursolato de metilo presentaron actividad contra Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) a una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 10 pg/mL,
mientras que el 11,12-diacetil-carnosol no fue activo frente a ninguna de las
bacterias evaluadas. El ursolato de metilo mostré actividad contra Bacillus
subtilis (ATCC 19433), S. aureus (ATCC  25923) vy Enterococcus
faecalis (ATCC 19433), con una CIM de 10 pg/mL, y 100 pg/mL,
respectivamente. Es este el primer reporte sobre estos compuestos en L.

bullata.



Cérdova-Guerrero y cols., (2016) publicaron en la Revista Argentina de
Microbiologia una investigacion titulada: Actividad antibacteriana y
antifingica de un extracto de Salvia apiana (Lamiaceae) frente a
microorganismos de importancia clinica; este estudio evalué el efecto
antibacteriano y antifingico de un extracto hexanico proveniente de la raiz
de Salvia apiana pertenecientea la familia Lamiaceae. Los extractos de salvia
a las concentraciones de 27; 13,5; 6,8 y 3,4 mg/mL causaron inhibicién del
crecimiento  de Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  pyogenes,
Enterococcus faecalis y Candida albicans. Sin embargo, no presentaron
efecto significativo sobre Escherichia coli y Candida tropicalis al compararse
con los valores del vehiculo en las valoraciones de difusion en pozo. Se
demostré que S. apiana tiene un efecto antimicrobiano significativo sobre
patdogenos de gran importancia clinica, lo que abre el campo para continuar
evaluando a esta lamiacea en vistas a su posible empleo en el futuro como

un agente terapéutico.

Benitez Vivar, (2018) public6 en Ecuador en la Universidad Técnica
Particular de Loja un Trabajo de grado de Bioquimico Farmaceéutico titulado
Aislamiento, identificacion y actividad antibacteriana de metabolitos
secundarios a partir de las especies Lepechinia paniculata (Kunth) Epling y
Piper lanceifolium Kunth. La presente investigacion se baso en el estudio
fitoquimico de las especies Lepechinia paniculata y Piper lanceifolium, se
obtuvieron extractos de acetato de etilo y metanol a partir de las hojas. Los
compuestos fueron identificados mediante técnicas espectroscopicas RMN y
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) y
comparados con reportes en literatura. Se aislaron 3 compuestos de L.
paniculata conocidos como Ledol, Guaiol y Carnosol, y dos compuestos de
P. lanceifolium, éster metilico del &cido lanceaefolico y éster metilico del
acido ciclolanceaefolico. Se determiné la actividad antibacteriana mediante

concentracion minima inhibitoria (CMI).De L. paniculata el extracto de acetato

10



de etilo presento actividad frente a Proteus vulgaris (62,5ug/mL), el extracto
de metanol actividad frente a Klebsiella pneumoniae (500ug/mL) y el
compuesto Ledol actividad frente a Klebsiella pneumoniae (125ug/mL) vy
Staphylococcus aureus (500ug/mL).El extracto metandlico de P. lanceifolium

fue inactivo frente a las cepas utilizadas en el ensayo.

Bases Teodricas

Familia Lamiaceae

Las Lamiaceas (Lamiaceae), son una familia de plantas con flores del
orden Lamiales que comprende unos 245 géneros y alrededor de 7.900
especies taxondmicamente admitidos, lo que la convierte en uno de los

mayores grupos del actual Reino vegetal (Stevens, 2001).

Tipicamente encontrada en regiones sujetas a climas calidos estacionales,
especialmente en areas rocosas abiertas, en matorrales, riveras y lechos del
rio y en regiones tropicales y subtropicales en habitat montafiosos. En
regiones templadas del norte puede ser encontrada en bosques. Mientras
muchas especies herbaceas ocurren en habitats himedos, otras son tipicas
de areas semiaridas. Varias herbaceas o especies anuales son muy
comunes a lo largo de caminos y bordes de las carreteras y en pastizales y
en areas cultivadas o perturbadas. So6lo algunos géneros se presentan en
selvas tropicales. Sus caracteristicas botanicas son: Hierbas, arbustos,
ocasionalmente arboles o enredaderas; tallos usualmente cuadrangulares;
hojas usualmente decusadas o verticiladas, usualmente simples, aromaticas;
flores usualmente zigomorfas; corola frecuentemente bilabiada; frutos
usualmente consistiendo de 4 mericarpos (Judd, Campbell, Kellogg, Stevens
y Donoghue, 2007).
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Muchas especies de Lamiaceae son econOmicamente importantes como
ornamentales, especias, perfumes, objetos religiosos o medicinales. En los
Neotropicos, las especies de Lamiaceae son particularmente importantes
localmente por proveer medicinas baratas. Algunas son cultivadas
comercialmente a grandes escalas como Mentha arvensis subespecie
haplocalix que produce el aceite de menta para saborizar, y especies de
Lavandula como Lavandula angustifolia, de donde se destila el aceite de
lavanda, muy usado en el comercio de perfumeria. Muchas especies de
Lamiaceae de importancia econémica son originalmente importadas del
Hemisferio Este, por ejemplo albahaca (Ocium basilicum), y especialmente
de la region Mediterranea, como menta (Mentha), orégano (Origanum),
romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus) y salvia (Salvia officinalis).
Los tubérculos de algunas especies de Stachys son
comestibles. Tectona (teca) es un importante arbol maderable (Judd y cols.,
2007).

Género Lepechinia

El género Lepechinia pertenece a la familia Lamiaceae la cual presenta
por lo menos 38 especies. Se las encuentra en las montafias a una altura de
1600 — 3800 msnm. Siendo este un arbusto aromatico, de color verde, los
tallos presentan una altura de 20 a 40 cm de largo, las hojas son elongadas,
deltoides, agudas teniendo cada una de estas un largo de 4 a 6 cm de largo
por 2 cm se ancho. La superficie superior es rugosa, se puede encontrar
peciolos en las partes basales de las hojas y tienen una dimension de 6 cm

de largo (Ciccio, Soto, y Poveda, 1999).

El uso tradicional de esta especie acapara varios ambitos entre esos
encontramos contra las afecciones gastricas e intestinales concretamente
contra sus procesos inflamatorios, también es util en la inflamacion de las

vias respiratorias, tos y tuberculosis, de igual manera se le atribuyen
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propiedades tonicas, estimulantes, diuréticas, antiespasmodicas y
reguladoras de las funciones menstruales. Se le ha utilizado de igual manera
contra la excesiva transpiracion especialmente la nocturna producida por
fiebres altas debido a la presencia de tuyona (compuesto con estructura
similar al alcanfor formado por una cetona y un monoterpeno presente en el
aceite esencial) que bloquea las terminaciones nerviosas de las glandulas
(Ciccid y cols., 1999).

Externamente se le ha utilizado para inflamaciones de la cavidad bucal y
garganta, en gargarismos para anginas, dolor de muelas y periodontitis. Se
usa como desinfectante de la piel en afecciones de origen micatico, Ulceras y
llagas. Las formas de consumo reportadas son infusion, decoccion, tintura,

vino entre otros (Saavedra y Gomez, 2011).

Composicion quimica del género

Estudios fitoquimicos realizados sobre algunas especies han repotado el
aislamiento de diterpenos de la serie del abietano, por ejemplo: de la L.
bullata se aislaron quinonas diterpénicas como la 7-o-metilhorminona (1)
(Jonathan, 1989), de la L. meyeni y L. hastata (Bruno y cols., 1991)se han
aislado el carnosol (2), isosalvicanol (3) y salvicanol (4), de la L. caulescens
se aislaron acidos abietanoicos como el acido 7-hidroxi-abieta-8(5)-en-18-
0ib-9, 13-endoperoxido (5) (Delgado y cols., 1992) (Ver Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de diterpenos

También se han separado e identificado triterpenos el acido ursdlico (6) de

la L calcyna, como se puede observar en la Figura 2 (Lawrence y Morton,
1979).

Figura 2: Triterpeno de &cido ursolico (6).

Algunos representantes de este género presentan actividad farmacolégica,
ejemplo: L. bullata presenta actividad antitumoral (Jonathan, Chun-Tao,
Pezzuto, Fong, y Fansworth, 1989), la L. caulescens, de la cual se aislaron
acidos abietanoicos, presenta actividad hipoglicemiante. Por otra parte en

México comprobaron que el carnosol (2) aislado de la L. hastata tienen
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actividad antibiotica (Dimayuga, Keer Garcia, Per Halfdan, y Christophersen,
1991)

De algunas especies de este género se han aislado aceites esenciales,
entre las que podemos mencionar tenemos: L. chamaedryoides, L.
floribunda, L. calycina L. chalepensis, L. graveolens, L salviae, L. speciosa y
L. urbaniana. Algunos de los componentes reportados son: monoterpenos
como a-pineno (7), limoneno (8), 1,8-cineol (9), timol (10), alcanfor (11),
acetato de bornilo (12), borneol (13), linalol (14), como se observa en la
Figura 3 (Rios y cols., 2015).

(7) (8) (¢
| |

Figura 3: Monoterpenos aislados en aceites esenciales de L.
chamaedryoides, L. floribunda, L. calycina L. chalepensis, L. graveolens, L
salviae, L. speciosa y L. urbaniana y sesquiterpenos como cedrol (15), ledol

(16), globulol (17), a-guaieno (18), espatulenol (19), viridiflorol (20), el
teucladiol (21) aislado de la L. urbaniana (Rios y cols., 2015), a-cadineno
(22), cadinol (23), etc. (Figura 4)
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(21) (22) (23)

Figura 4: Sesquiterpenos

Como se puede apreciar los componentes de los aceites esenciales
(monoterpenos y sesquiterpenos) presentes en este género son nucleos
comunes para ellas como mentanos (8), pinanos (7), canfanos (13, 11, 12),
cadinannos (22, 23) guaianos (18, 21) y aromadendranos (16, 17, 19, 20).
Esto puede ayudar en la determinacion quimiotaxonomica de las
especies(Alarcon-Aguilera, Roman-Ramos, Perez-Gutierrez,  Aguilar-

Contreras, Contreras-weber y Flores-Saénz, 1998).

Distribucion geogréfica del Genero Lepechinia

En Venezuela el género Lepechinia se asocia a pisos altitudinales entre
los 1.500 a 3.500 msnm (Cegarra, Soriano, y Costa, 2006). Representados
por las especies: Lepechinia bullata (Kunth) Epling, Lepechinia conferta
(Benth) Epling Lepechinia salviaefolia (Kunth); las cuales se distribuyen en
los estados Anzoategui, Lara, Mérida, Miranda, Sucre, Tachira, Truijillo, y el

Distrito Federal. (Velasquez, 1997)
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Lepechinia conferta
Perteneciente a la familia Lamiaceae, corresponde a hierbas que
normalmente pueden ser cultivadas o se producen como malas hierbas, se

encuentran a una altitud mayor a 1600 metros (Manrique y Mosquera, 1997).

Arbusto, medio arbusto o pequefios arboles con hojas ampliadas, elipticas
lanceoladas hasta codiforme y truncadas en la base, flores pequefas,
verticiladas, los verticilos multitudinarios y en panicula; caliz dentado
mayormente deltoides, obtuso, estambres mayormente incluidos.
Inflorescencia espigada, aglomerada, paniculadas, ramas verticiladas y
seésiles, estambres incluidos o levemente excertos. Flores usualmente 3 o
mas en las axilas de las bracteas, mas frecuentemente en multitudes y
aglomeradas, los glomérulos frecuentemente espigados (Cegarra y cols.,
2006)

Figura 5: Planta Lepechinia conferta

La preferencia por su uso puede estar relacionada tanto a su fécil

disponibilidad ya que son comunes en diferentes partes del mundo y son las
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mas utilizadas en medicina tradicional debido a las glandulas con aceites de
terprenos que se encuentran en sus células epidérmicas con propiedades
organolépticas y actividades tanto antioxidantes como antibacteriana. La
planta ha tenido gran popularidad y se ha extendido por casi toda América
Latina (Manrique y Mosquera, 1997).

Tabla 1: Clasificacion Botanica.

Plantae

Clase: Magnoliopsida

Familia: Lamiaceae

Especie: Conferta

(Manrique y col 1997).

Extractos vegetales

Los extractos vegetales permiten presentar, bajo una forma facilmente
utilizable, los componentes activos de las plantas, flores, corteza y raiz. Se
define como extracto vegetal el producto liquido, semisdlido o sdélido,
obtenido a partir de plantas o parte de ellas con varios procedimientos y con
varios solventes. Gracias al proceso de maceracion, los principios activos

(que son la parte activa de la planta, la que tiene accidon “terapéutica”) del
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vegetal pasan al disolvente. De esta forma, pueden ser utilizados con mucha

mas facilidad y precision tanto en la industria farmacéutica, como en la

alimenticia (Dewick, 1991).

Tipos de extractos vegetales:

Por su consistencia:

Liquidos (extractos fluidos o tinturas). Se encuentran en diferentes
diluciones

Semisolidos (extractos blandos o densos). Suelen ser extractos
concentrados, lo que se consigue evaporando parte del disolvente. No
es comun encontrarlos en las herboristerias.

Solidos (extractos secos). El disolvente ha sido completamente
evaporado. Se suelen vender como capsulas que contienen dentro el
extracto en polvo. Son los mas utilizados en la medicina natural, ya

gue contienen muchos principios activos en poco volumen.

Por el disolvente utilizado:

Hidroalcoholicos: El alcohol parece ser el disolvente mas eficaz y, por
eso, este es el tipo de extracto mas comunmente utilizado en
perfumeria y en la industria farmacéutica, ya que permiten obtener
extractos ricos en sustancias mucilaginosas, taninos, sales,
flavonoides, entre otros.

Oleados: Son obtenidos de plantas con principios liposolubles, tales
como esencias, carotenos y pigmentos. Necesitan de la adicién de
estabilizadores y antioxidantes ya que son sensibles a la oxidacién.
Secos: se obtienen por la concentracion de los licores extractivos,

mediante evaporizacion al vacio o por atomizacién (Lopez, 2010).
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Usos de los extractos vegetales

El uso de extractos de origen vegetal se remonta a la época prehistorica, y
es una de las formas mas desarrolladas de medicinas, presente en todas las
culturas conocidas. La industria farmacéutica actual se ha basado en los
conocimientos tradicionales para la sintesis y elaboracion de farmacos (un
ejemplo clasico es la aspirina, originalmente un extracto del sauce, y luego
sintetizada) y el proceso de verificacion cientifica de estas tradiciones
contina hoy en dia, descubriéndose constantemente nuevas aplicaciones
(Dewick, 1991).

Los extractos de plantas medicinales se utilizan por el hombre desde la
antigliedad para la cura de multiples dolencias. Se obtienen mediante la
separacion de porciones biolégicamente activas presentes en los tejidos de
plantas, con el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro
solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado. Para la industria
farmacéutica las plantas medicinales son una fuente de nuevas moléculas
con efectos farmacoldgicos, que son utilizables directamente y que permiten
obtener productos farmacéuticos con menores efectos secundarios y
satisfacer las necesidades crecientes del uso de productos naturales
(Dewick, 1991).

Técnicas de obtencidon de los extractos.

Para la elaboracion de medicamentos a base de material vegetal se debe
tomar en cuenta que existen diferentes métodos para extraer los principios
activos contenidos en dicha planta, los cuales necesitan de un liquido
extractivo que va a depender del procedimiento técnico y de la naturaleza
guimica del principio activo. A continuacién se citardn los métodos de
extraccion mas importantes:

e Percolacion: Es el método oficial de extraccion, descrito en la

Farmacopea Americana, USP. Es un método que consiste en que el
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menstruo (generalmente alcohdlico o mezcla hidroalcohdlica)
atraviesa la masa de droga pulverizada siempre en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes de tal modo que el equilibrio
entre el solvente dentro y fuera del marco nunca se alcanza, por lo
gue la droga bafiada siempre por nuevas proporciones de menstruo
acaba por ceder todos sus componentes solubles de manera
progresiva. (Carrion Jara y Garcia Gomez, 2010) Este tipo de
extraccion se realiza en recipientes (percoladores) cilindricos o
conicos que poseen dispositivos de carga y descarga,lograndose una
extraccion total de los principios activos (practicamente se obtiene
hasta el 95% de sustancias extraibles); se debe tomar en cuenta que
el tiempo en el que la droga permanece en contacto con el menstruo y
la relacion existente entre la droga y el liquido extractivo (cantidad de
disolvente), son dos factores decisivos dentro de la percolacién. “La
percolacion es el método extractivo menos adecuado en el caso de
gran gelificacion o si las drogas son muy voluminosas” (Voigt y
Bornschein, 1982).

Maceracion Se entiende por maceracion al contacto prolongado
durante cierto tiempo de la droga con el menstruo constituyendo un
conjunto homogéneamente mezclado en el cual el menstruo actua
simultAneamente sobre todas las proporciones de la droga, circulando
a través en todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus
principios activos hasta producirse una concentracién en equilibrio con
la del contenido celular (Carrién Jara y Garcia Gomez, 2010). Es el
procedimiento de extraccibn mas simple, al conjunto de droga mas
solvente se lo protege de la luz, para evitar posibles reacciones y debe
agitarse continuamente (tres veces por dia, aproximadamente); el
tiempo de maceracion es diverso, las distintas Farmacopeas
prescriben tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias. A partir de

este método no se consigue el agotamiento de las sustancias
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extraidas. “Cuanto mayor sea la relacién entre el liquido extractivo y la
droga, tanto mas favorable sera el rendimiento” (Voigt y Bornschein,
1982).

e Decoccion: Llamada también cocimiento, este procedimiento consiste
en llevar a la mezcla de droga mas menstruo a la temperatura de
ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura durante un periodo
variable que suele oscilar de 15 a 30 minutos (Carrion Jara y Garcia
Gomez, 2010).

e Infusién: Es el proceso en cual se somete a la droga previamente
humedecida al contacto con el solvente a una temperatura igual a la
de ebullicion del agua por cinco minutos, se deja enfriar hasta
temperatura ambiente y se prepara al 5% (Carrion Jara y Garcia
Gomez, 2010)

e Digestion: “Es 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 hace que éste
pueda ingresar mas rapidamente al interior de las células y asi extraer

los principios activos (Carrion Jara y Garcia Goémez, 2010).

Remocion o evaporacion del solvente.

El extracto obtenido anteriormente, se filtra. El filtrado se concentra para
reducir su volumen; al evaporar el solvente, queda un residuo no volatil. Para
gue se cumpla la evaporacion se necesita proveer el calor necesario para
aumentar la energia cinética de las moléculas para que abandonen la
superficie del liquido. La concentracion puede lograrse mediante dos

modalidades: evaporacion simple y evaporacion al vacio (Albornoz, 1980).
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Evaporacion al vacio: la evaporacion a presion reducida, ofrece las
ventajas de que se puede recuperar gran parte del solvente y es mas rapida,
asimismo, cuando el volumen del solvente es considerable, la evaporacién
simple resulta inadecuada. Se utilizan los rotavaporadores, donde el balén
contentivo de la mezcla, rota en angulo sobre agua caliente, lo cual permite
gue el solvente se desparrame sobre las paredes del balon, ofreciendo

mayor superficie de evaporacién (Albornoz, 1980).

Técnicas de separacion e identificacion de los constituyentes quimicos

de los extractos vegetales.

Entre las técnicas utilizadas para separar los constituyentes de una

esencia, mencionaremos el empleado para este estudio:

Cromatografia de en capa fina, por sus siglas em ingles (TLC):

La TLC es una técnica analitica y tiene como objetivo el analisis de una
mezcla de componentes. En la cromatografia en capa fina (TLC) la fase
estacionaria consiste en una capa delgada de un adsorbente (como por
ejemplo gel de silice, alimina o celulosa) depositada sobre un soporte plano
como una placa de vidrio, 0 una lamina de aluminio o de plastico (Angurell y
cols., 2014).

El proceso es similar a la cromatografia de papel con la ventaja de que se
desarrolla mas rapidamente, proporciona mejores separaciones y se puede
elegir entre diferentes adsorbentes. La TLC es una técnica estandar en el
laboratorio de quimica organica. Debido a su simplicidad y velocidad, la TLC
se utiliza a menudo para monitorizar las reacciones quimicas y también para

el analisis cualitativo de los productos de una reaccion, puesto que permite
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conocer de manera rpida y sencilla cuantos componentes hay en una

mezcla (Angurell y cols., 2014).

e Técnicas de identificacion de los componentes quimicos de los
extractos vegetales mediante la método de Screening Fitoquimico o

tamizaje fitoquimico:

El screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
guimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés. El tamizaje fitoquimico consiste en someter a los extractos a ciertos
ensayos de reaccion de color y/o precipitacion. Debe de permitir la
evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.
Los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen Gdnicamente una
orientacion de los metabolitos secundarios presentes en la especie vegetal
(Lock, 1994).

Entre los ensayos mas importantes se encuentran:

e Ensayo de Lieberman-Bourchard (triterpenos y/o esteroides): se basa
en la formacion de un compuesto coloreado por la accion del acido
sulfurico concentrado sobre los esteroles y triterpenos en medio
anhidro. El medio anhidro se consigue con acido acético y el producto
final obtenido es un compuesto de color verdoso en el caso de los
esteroles, y color rojo o violeta para los triterpenos (Tamayo, Verdecia,
y Mojera, 2011).

e Ensayo de espuma (saponinas): Debido a que las soluciones de

saponinas presentan actividad 6ptica, es comun medir el contenido de
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soélidos solubles en solucion utilizando un refractometro (Tamayo y
cols., 2011).

Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): se basan
generalmente en la combinacion de los alcaloides con metales
pesados. Se llevan a cabo en solucion acuosa acida. Los reactivos
mas utilizados para la precipitacion de los alcaloides son acidos de
elevado peso molecular. Como el reactivo yodado de Dragendorff
(yodo bismutato potasico, precipitado rojo-naranja); el reactivo de
Mayer (mercurio tetrayoduro potasico, precipitado blanco- amarillento)
y el reactivo Wagner (yoduro de potasio, precipitado marrén)
(Dominguez, 1973).

Ensayo de Hidroxido de amonio (cumarinas): se basa en la apertura y
solubilizacion en medio basico. Las cumarinas se caracterizan por su
intensa absorcion de la region ultravioleta (UV) del espectro, las
cuales al ser examidas a la luz ultravioleta presenta coloracion

exaltada en presencia de amoniaco (Tamayo y cols, 2011).

Ensayo de Borntrager (quinonas): la naftoquinonas y antraquinonas
libres al ser tratadas con la solucion de hidroxido amonico forman
complejos de color rojo cereza. Esta reaccidn es utilizada para la
deteccion directa de quinonas en los extractos vegetales (Tamayo y
cols, 2011).

Ensayo de Shinoda (flavonoides): el zinc en polvo reacciona con acido
clorhidrico concentrado. El hidrégeno generado produce por reduccion

el ion flavilio de color rojo escarlata (varia desde el rosa muy débil
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hasta el rojo escarlata). Todos los flavonoides, excepto chalconas,

auronas e isoflavonas dan positiva esta reaccion (Dominguez, 1973).

Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares, con movilidad
propia y que ostentan un muy pequeio tamafo y diversidad en su forma:
esferas, barras, hélices, entre otras. Las caracteristicas distintivas de las
procariotas son su tamafo relativamente pequefo, casi siempre del orden de
1um de didmetro, y la ausencia de una membrana nuclear. El Acido
desoxirribonucleico (ADN) de casi todas las bacterias es un circulo con una
longitud aproximada de 1mm; este es el cromosoma procariotico (Brooks,

Butel, Carroll, Morse, y Mietzner, 2014).

La mayor parte de las células procariotas posee un solo cromosoma. El
ADN cromosémico se debe doblar mas de 1000 veces para acomodarse
dentro de la membrana celular procariotica. Existe evidencia considerable
gue sugiere que quiza estos dobleces se realizan en forma ordenada,
acercando ciertas regiones del ADN. La region especializada de la célula que
contiene al ADN se denomina nucleoide y se puede observar con un
microscopio electronico o un microscopio Optico después de someter a la
célula a un tratamiento especial para poder realizar la observacion,
permitiendo asi ver las caracteristicas mas importantes que lo constituyen
(Brooks y cols., 2014).

Caracteristicas Generales de las Bacterias.
e Bacterias Gram positivas:
Posee una pared celular gruesa formada principalmente por una capa de
peptidoglicano (mureina) y dos clases de &cidos teicoicos: acido lipoteicoico

estd en la superficie empotrado en la capa de peptidoglicano y unido a la
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membrana citoplasmética; y acido teicoico de la pared que esta en la
superficie y se une solo a la capa de peptidoglicano (Murray, Rosenthal y
Pfaller, 2009).

Los miembros del género Staphylococcus son catalasa positivos y hasta
hace poco formaban parte de la familia Micrococacceae junto a los géneros
Planococcus y Stomacoccus. Tentativamente el género Staphylococcus se
coloc6 dentro de la familia Bacillaceae junto a otros géneros, Bacillus,
Gamella, Listeria, Planococcus, entre otros. Los Staphylococcus son cocos
Gram positivos, catalasa positivo y el diaminoacido en el peptidoglicano es la
L-lisina. El género Staphylococcus posee alrededor de 30 especies, de las

cuales destacaremos S. aureus (Seija, 2006).

Existen gran variedad de bacterias Gram positivas pero se describiran a
continuacion las empleadas para este estudio o las mas importantes desde el
punto de vista clinico.

Staphylococcus aureus se destaca como un importante patégeno humano,
produce infecciones tanto en la comunidad como a nivel hospitalario. En la
comunidad, las infecciones por S. aureus son a menudo agudas, piogénicas
y superficiales, aunque también puede producir, con menor frecuencia,
infecciones profundas como osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A
nivel nosocomial S. aureus es un importante agente de infecciones de herida
quirdrgica, de prétesis y otras. También S. aureus es causa de una serie de
infecciones producidas por toxinas como el sindrome del shock toéxico, la

intoxicaciéon alimentaria y el sindrome de piel escaldad(Seija, 2006).

El Enterococcus faecalis es una bacteria Gram positiva comensal, que
habita el tracto gastrointestinal de humanos y otros mamiferos. Sin embargo
puede causar infecciones comprometidas en humanos, especialmente en

ambiente hospitalario. La existencia de Enterococcus se potencia porque ha
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tenido la habilidad de adquirir resistencia a practicamente todos los
antibidticos en uso. El habitat normal de estos es el tubo digestivo de
animales de sangre caliente. Son indicadores de contaminacion fecal, por lo
gue su presencia en los alimentos indica falta de higiene o defectuosas
condiciones de conservacion, excepto en alimentos en los que interviene
como flora bacteriana natural de procesos fermentativos, como es el caso de
guesos, embutidos crudos e incluso productos carnicos. Son muy resistentes
a condiciones adversas (congelacion, desecacion, tratamiento térmico, entre

otros (Murray y cols., 2009).

E. faecalis es una bacteria inmovil, anaerobia facultativa y fermenta la
glucosa sin producir gas. No presenta una reaccion con la catalasa en
presencia de peréxido de hidrogeno, puede producir una reaccion
pseudocatalasa si se cultiva en agar sangre, sin embargo ésta es muy
débil.E. faecalis puede vivir en ambientes extremos que incluyen pH
altamente alcalino de 9,6 y elevadas concentraciones de sal (Murray y cols,,
2009).

Existe gran variedad de bacterias Gram negativas pero se describiran a
continuacion las empleadas para este estudio.La familia Enterobactereoceae
son bacilos cortos Gram negativos que miden entre 0,5y 1,5 ym de ancho
por 24 uym de largo. La mayoria aerobios facultativos y crecen en medios
nutritivos sensibles, son flora habitual del tracto gastrointestinal. En medios
de cultivos forman colonias mucoides o secas relativamente grandes cuyo
habitad es el tubo intestinal del hombre y los animales. La familia incluye
muchos géneros entre ellos: Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter,

Klebsiella, Serratia y otros (Urbina y Villamizar, 2012).
La familia Enterobactereoceae son anaerébicas o aerébicas facultativas,

antigénicas complejas y producen diversas toxinas y otros factores de

virulencia. Se caracterizan desde el punto de vista bioquimico por la
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capacidad de sus miembros para reducir los nitratos a nitritos y para
fermentar la glucosa para la produccion de &cidos o &cido y gas (Urbina y
Villamizar, 2012).

La familia Pseudomonadaceae, son bacilos especialmente capaces de
degradar muchos compuestos distintos, sin embargo no pueden degradar
polimeros a mondmeros. Son bacterias mesofilas que poseen
megaplasmidos de 600 Kb, son megaplasmidos degenerativos porque es en
ellos donde se encuentran los genes que se utilizan para degradar los
diferentes compuestos. Las bacterias del género Pseudomonas son muy
ubicuas y se encuentran en suelos, aguas, y ambientes intrahospitalarios.
Son muy resistentes a antibidticos lo que origina que los pocos patégenos

gue se dan en este género sean muy peligrosos (Murray y cols, 2009).

La Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica
dentro del género bacteriano Klebsiella, compuesto por bacterias Gram
negativas de la familia Enterobacteriaceae, que desempefian un importante
papel como causa de las enfermedades infecciosas oportunistas. Dentro de
este género bacteriano, estd implicada principalmente infecciones
nosocomiales. Es el agente causal de infecciones del tracto
urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones de
herida quirdrgica. Son especialmente susceptibles los pacientes ingresados
en unidades de cuidados intensivos, neonatos, diabetes

mellitus o alcohdlicos (Murray y cols, 2009).

La Escherichia coli forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal
de animales homeotermos, como por ejemplo el ser humano.Es un bacilo
gramnegativo, no exigente, oxidasa negativo, catalasa positivo, anaerobio
facultativo, cuya temperatura de crecimiento preferentemente es 37 °C

(mesotermo), fimbriado y cominmente es mévil por flagelos peritricos. E. coli
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es la bacteria anaerobia facultativa comensal mas abundante de la
microbiota del tracto gastrointestinal, donde ésta y otras bacterias son
necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de
la produccién de las vitaminas B y K (Murray y cols, 2009). .

Mecanismos de resistencia a los antibacterianos.

El uso de los antibacterianos para el tratamiento de las infecciones ha sido
relacionado, practicamente siempre, a la aparicion de cepas resistentes a
ellos. Los conocimientos disponibles sobre los diferentes mecanismos de
resistencia, tanto fenotipicos (resistencias cruzadas y resistencias asociadas)
como bioquimicos y genéticos, han permitido establecer unas buenas bases
para la terapéutica, asi como para la busqueda de nuevos antibacterianos
(Ruiz y Guillén, 2005).

La importancia de estos conocimientos en el ambito terapéutico se hace
evidente cuando en los estudios sistematicos de sensibilidad in vitro que se
utilizan habitualmente en los laboratorios de microbiologia no se detecta la
resistencia a un antibacteriano a pesar de que el microorganismo objeto de
estudio posee la dotacidbn genética necesaria para expresar dicha
resistencia. En estas situaciones el conocimiento de los mecanismos de
resistencia y la eleccién de los antibacterianos mas idoneos para detectar
dichas resistencia resulta vital para evitar fracasos terapéuticos (Ruiz y
Guillén, 2005).

La interpretacién conjunta de la resistencia a varios antimicrobianos de la
misma familia o de diferentes familias, la deduccién del posible mecanismo
de resistencia y la posterior generacion del informe con el antibiograma
(patrén de sensibilidad a los antibacterianos) es lo que se ha denominado

antibiograma interpretativo (Ruiz y Guillén, 2005).
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Los microorganismos presentan dos tipos de resistencia que pueden ser
naturales, adquiridas o terapéuticas. La resistencia natural esta asociada a
una via de biosintesis natural presente en el microorganismo, no todos estos
son inicialmente sensibles a todos los antibacterianos, sino que un
determinado microorganismo puede ser resistente a un antibacteriano sin

necesidad de que medie ninguna adquisicion (Ruiz y Guillén, 2005).

La resistencia adquirida se refiere, cuando en una especie que es
naturalmente sensible a un antibacteriano aparecen cepas de la misma
especie con resistencia a dicho antibacteriano. La resistencia terapéutica
esta influida por muchos factores, como los dependientes del hospedador,
los relacionados con el antibacteriano, los relacionados con el paciente y los
relacionados con los microorganismos por tal motivo, el fracaso terapéutico
de un tratamiento puede deberse a la resistencia bacteriana ya sea natural o
adquirida (Ruiz y Guillén, 2005).

Puede existir el origen no genético de la farmacorresistencia ya que en la
mayor parte de las acciones antibacterianas es necesaria la replicacion de
las bacterias. Por lo tanto los microorganismos que carecen de actividad
metabodlica (no se multiplican) son fenotipicamente resistentes a los
farmacos. Sin embargo, su progenie es sensible. Por otra parte, la mayor
parte de los microorganismos resistentes a farmacos emerge como resultado
de algun cambio genético y una serie de procesos de seleccion por los

antibacterianos (Brooks y cols., 2014).

Resistencia cromosOmica: surge como resultado de una mutacion
espontanea en un locus que regula la sensibilidad a determinado
antibacteriano. La presencia del antibacteriano sirve como mecanismo de
seleccion para suprimir a los microorganismos sensibles y fomentar la

proliferacion de los mutantes resistentes. Constituyen una causa rara de
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resistencia clinica a los farmacos. Los mutantes cromosomicos por lo general
son resistentes gracias a un cambio en un receptor estructural para un
farmaco. Por lo tanto, la proteina P 12 en la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano sirve como receptor para el enlace de la estreptomicina. La
mutacion en el gen que regula a esa proteina estructural provoca resistencia
a la estreptomicina. La mutacion también puede provocar la pérdida de PBP,
lo que hace que estos mutantes sean resistentes a los B-lactamicos (Brooks
y cols., 2014).

Resistencia extracromosOmica: con frecuencia las bacterias contienen
elementos genéticos extracromosomicos Illamados plasmidos. Algunos
plasmidos transportan genes de resistencia a uno, y con frecuencia a varios,
antibacterianos. Los genes de los plasmidos para resistencia antibacteriana
suelen regular la formacion de enzimas que pueden destruir a los
antibacterianos. Asi, los plasmidos establecen la resistencia a las penicilinas
y cefalosporinas al transportar genes para la formacion de B-lactamasas. Los
plasmidos codifican las enzimas que acetilan, adenilan o fosforilan diversos
aminoglucosidos, para enzimas que determinan el transporte activo de las
tetraciclinas a través de la membrana celular, y para otras. El material
genético y los plasmidos se pueden transferir a través de transduccion,

transformacion y conjugacion (Brooks y cols., 2014).

e Transduccién: es una recombinacion genética en las bacterias
mediada por bacteriéfagos. En términos simples, una particula de
transduccion puede considerarse como el acido nucleico bacteriano
en un fago cubierto. Incluso una poblacién de fagos liticos puede
contener algunas particulas en las cuales la cubierta del fago esta
rodeada por ADN derivado de la bacteria mas que del propio fago. Tal
poblacién se ha utilizado para transferir genes de una bacteria a otra.

Los fagos atemperados son los vehiculos preferidos para la
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transferencia genética porque la infeccion de las bacterias receptoras
bajo condiciones que favorecen la lisogenia reduce la lisis celular y por
tanto favorece la supervivencia de las cepas recombinantes (Brooks y
cols., 2014).

Transformacion: la captacion directa de ADN donador por bacterias
receptoras depende de su competencia para la transformacion. La
competencia natural es poco comun entre bacterias y algunas de
estas cepas son transformables so6lo en presencia de factores de
competencia, que se producen en un punto especifico en el ciclo de
crecimiento. Otras cepas sufren transformacion natural con rapidez y
esos organismos ofrecen una promesa para la ingenieria genética por
la facilidad con la cual incorporan ADN modificado a sus cromosomas.
Se encuentran bacterias transformables competentes naturalmente en
varios geéeneros, lo que incluye Bacillus subtilis, Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis vy

Streptococcus pneumoniae (Brooks y cols., 2014).

Conjugacion: los plasmidos son los elementos genéticos que mas a
menudo se transfieren por conjugacion. Las funciones genéticas
necesarias para la transferencia estan codificadas por los genes tra,
gue son transportados por plasmidos autotransmisibles. Estos ultimos
pueden movilizar otros plasmidos o porciones del cromosoma para su
transferencia. En algunos casos se logra la movilizacién porque los
genes tra proporcionan las funciones necesarias para la transferencia
de un plasmido por lo demas no susceptible de transmision. En otros
casos, los plasmidos autotransmisibles se integran con el ADN de otro
replicon y, como una extension de si mismo, aportan cadenas de ADN

a la célula receptora (Brooks y cols., 2014).
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e Resistencia cruzada: algunos microorganismos que son resistentes a
cierto farmaco también son resistentes a otros farmacos que
comparten un mecanismo de accion. Este tipo de relacién existe
principalmente entre farmacos con similitud quimica o que tienen un
modo similar de enlace o accion. En determinadas clases de
farmacos, el nucleo activo de la sustancia quimica es tan similar entre
distintos congéneres que la resistencia cruzada es extensa (Brooks
ycols., 2014).

Antibidticos.

Los antibioticos son una sustancia producida por microorganismos que en
pequefias cantidades inhiben a otro microorganismo. Por consiguiente, las
sulfamidas completamente sintéticas no son antibiéticos desde el punto de
vista técnico aunque en la practica a menudo se ignora esta distincion. Son
relativamente sencillos, producidos por bacterias u hongos que atacan
especificamente a las bacterias. Interfiriendo en algun paso del metabolismo

donde encuentran un blanco adecuado (Murray y cols., 2009).

Mecanismos de accion de los antibacterianos
Los antibacterianos actian de diversas formas: por toxicidad selectiva,
inhibiendo la sintesis, y funcién de la membrana celular, inhibiendo la sintesis
de proteinas o inhibiendo la sintesis de acidos nucléicos (Brooks y cols.,
2014).

e Toxicidad selectiva: el antibacteriano ideal exhibe toxicidad selectiva,
lo que significa que el farmaco es nocivo para el microorganismo
patdgeno sin dafiar al hospedador. La toxicidad selectiva a menudo es
relativa y no absoluta. Esto implica que un farmaco a la concentraciéon
gue tolera el hospedador es nocivo para el microorganismo infeccioso.

La toxicidad selectiva es una funcién de un receptor especifico
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necesario para la fijacion del farmaco o bien depende de la inhibicidén
de algun acontecimiento bioquimico indispensable para la bacteria
patégena pero no para el hospedador. Los mecanismos de accion de
los antibacterianos se pueden describir bajo cuatro encabezados:

Inhibicion de la sintesis de la pared celular: las bacterias poseen una
capa externa rigida, llamada pared celular. La pared celular conserva
la forma y el tamafio del microorganismo, cuya presién osmética
interna es elevada. Cuando la pared celular se lesiona, o su formacion
se inhibe, la célula se lisa. En un ambiente hipertonico, la formacion
dafada de la pared celular provoca la formacion de “protoplastos”
bacterianos esféricos en los microorganismos Gram positivos 0
“esferoplastos” en los microorganismos Gram negativos; estas
variedades estan limitadas por una membrana citoplasmatica fragil. Si
estos protoplastos o esferoplastos se colocan en un ambiente con
tonicidad ordinaria, captan liquidos rapidamente, se edematizan y se
explotan. Las muestras obtenidas de pacientes que reciben
tratamiento con antibioticos que actian sobre la pared celular a
menudo exhiben bacterias edematosas o con formas raras (Brooks y
cols., 2014).

Inhibicién de la funcion de la membrana celular: el citoplasma de las
células vivas esta limitado por la membrana citoplasmatica, que sirve
como barrera selectiva de permeabilidad, lleva a cabo funciones de
transporte activo y, por lo tanto, regula la composicion interna de la
célula. Cuando se altera la integridad funcional de la membrana
citoplasmatica, las macromoléculas e iones salen de la célula y la
célula se dafia o muere. La membrana citoplasmatica de las bacterias

tiene una estructura distinta a la de las células animales y es dafiada
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con mas facilidad por ciertos farmacos. Por lo tanto, es posible la

guimioterapia selectiva (Brooks y cols., 2014).

3. Inhibicién de la sintesis de proteinas: las bacterias poseen ribosomas
70S, mientras que las células de mamiferos tienen ribosomas 80S.
Las subunidades de cada tipo de ribosoma, su composicion quimica y
sus especificidades funcionales son lo suficientemente distintas como
para explicar la razon por la que los antimicrobianos inhiben la sintesis
de proteinas en los ribosomas bacterianos sin tener efectos
importantes en los ribosomas de mamiferos. En la sintesis normal de
proteinas microbianas, el mensaje del ARNm se “lee”
simultAaneamente en diversos ribosomas que se encuentran dispersos
en la tira de ARNm. Estos se denominan polisomas (Brooks y cols.,
2014).

4. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: puede producirse
mediante la inhibicion de la proliferacion bacteriana al unirse
fuertemente con la polimerasa de ARN dependiente del ADN de las
bacterias, también mediante la inhibicion microbiana del ADN
bloqueando a la ADN girasa, asi como la inhibicion competitiva por el

centro activo de ciertas enzimas (Brooks y cols., 2014).

Actividad antibacteriana
El crecimiento acelerado de la poblacién trae con ella enfermedades como
por ejemplo las infecciosas, producidas por bacterias, virus, hongos entre
muchos otros microorganismos. A pesar de que existen muchos
antibacterianos para su control o tratamiento, el uso irracional de estos viene
generando resistencia microbiana y otros efectos, llamados secundarios que
no son beneficiosos para la salud. La biodiversidad vegetal ofrece

alternativas antibacterianas; algunas especies con excelentes resultados,
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debido a sus constituyentes quimicos, los cuales pueden tener mas de 150
componentes. En tal sentido, la actividad antibacteriana es la capacidad de
destruir, inactivar microorganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su

accion patogena (Urbina y Villamizar, 2012).

Esta diversidad de componentes brinda la oportunidad de encontrar
nuevos agentes activos desde el punto de vista farmacolégico, a partir de
una materia prima mas econdémica y natural: las plantas medicinales. La
actividad biologica puede variar desde la inhibicion completa o parcial del
crecimiento microbiano hasta la accion bactericida (Urbina y Villamizar,
2012).

Varios métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro
la susceptibilidad de bacterias ante agentes antibacterianos. En muchos
laboratorios de microbiologia clinica el test de difusion en agar es usado en
forma rutinaria para bacterias de rapido crecimiento y algunas bacterias
patdgenas. Los ensayos de susceptibilidad basados solamente en la
presencia o ausencia de una zona de inhibicién sin importar su tamafio, no
son aceptables. Resultados confiables solo se pueden obtener con disco de
ensayo de difusion que use el principio de metodologia estandarizada y con
medidas de diametro de zonas correlacionadas con la determinacion de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) con cepas conocidas susceptibles y

resistentes a varios antibioticos (Urbina y Villamizar, 2012).

Métodos para evaluar la actividad antibacteriana
Las pruebas de sensibilidad bacteriana se llevan a cabo mediante el
antibiograma que sirve para medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a
uno o varios antibioticos. El estudio de la sensibilidad in vitro es uno de los
requisitos previos para la eficacia in vivo de un tratamiento antibiético.

También es importante para realizar estudios sobre la evolucion de las
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resistencias bacterianas que permite revisar los protocolos de la

antibioticoterapia empirica (Picazo, 2000).

Segun Koneman, Allen, Janda, Schereckenberger, y Winn, (2005) existen
varios métodos para determinar la actividad antimicrobiana de un extracto
gue pueden mostrar cuales agentes son mas eficaces contra un patégeno, y
a la vez pueden dar una estimacion de la dosis terapéutica adecuada. Entre
estos métodos se destacan:

1. Pruebade sensibilidad por dilucién

En este método se incorporan cantidades escalonadas de antibacterianos
a un medio bacteriolégico liquido o sdlido. La finalidad de este método es
determinar la concentracion mas baja del antibacteriano ensayado que es
capaz de inhibir el crecimiento de la bacteria analizada (concentracion
minima inhibitoria, que normalmente se expresa en mililitros o
miligramos/litro). Sin embargo, la CIM no siempre representa un valor
absoluto, ésta es un punto que se encuentra entre la concentracion mas baja
del ensayo que inhibe el crecimiento de la bacteria y la siguiente
concentracion mas baja del ensayo. Por tanto, se puede considerar que las
determinaciones de la CIM utilizando una serie de diluciones tienen una

variacion inherente de una dilucion (Koneman y cols., 2005).

El rango de los antibacterianos deberia abarcar tanto los criterios de
interpretacion (sensibilidad, valor intermedio y resistencia) para una
combinacién especifica entre bacteria y antibiético como los
microorganismos de referencia apropiados para el control de calidad

(Koneman y cols, 2005).

Los métodos para determinar la sensibilidad a los antibacterianos que se

basan en diluciones parecen ser mas reproducibles y faciles de cuantificar
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gue los basados en difusién. Las ventajas de las pruebas de microdilucién en
caldo es que permiten obtener un resultado cuantitativo, indicando la
cantidad necesaria de determinado farmaco para inhibir o aniquilar al
microorganismo investigado (Koneman y cols, 2005).

Cualquier laboratorio que pretenda usar un método de dilucién y utilizar
sus propios reactivos y diluciones de antibioticos deberia tener la capacidad
de obtener, preparar y mantener un stock de soluciones de antibacterianos
con una pureza adecuada y generar diluciones de trabajo de modo regular
para asegurar la precision y estandarizacibn en sus procedimientos

(Koneman y cols, 2005).

2. Dilucion en caldos de cultivo

La dilucién en medio liquido es una técnica en la que se prueba una
suspension de bacterias de una concentracion predeterminada, optima y
apropiada frente a varias concentraciones de un agente antibacteriano
(normalmente mediante diluciones seriadas dobles) en un medio liquido de
formulacion documentada y predeterminada. El método se puede realizar
tanto en tubos con un contenido minimo de 2 mL (macrodilucion) como en
voliumenes mas pequeiios, utilizando placas de microtitulacion (microdilucion)
(Picazo, 2000).

Debido a que en la actualidad la mayor parte de las pruebas para
antibacterianos mediante microdilucion en medio liquido se preparan
comercialmente, este método es menos flexible que el basado en la dilucién
en medio sélido o en la difusién en disco en cuanto a su capacidad para
admitir cambios necesarios derivados del programa de control y seguimiento
(Picazo, 2000).
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3. Dilucién en medio sélido

La dilucion en medio sdlido implica la incorporacion de concentraciones
variadas de agentes antibacterianos, en un medio solidificado con agar,
utilizando generalmente diluciones seriadas dobles y la aplicacion de un
in6culo bacteriano definido a la superficie de la placa que contiene el agar. A
menudo, los resultados derivados de estos ensayos se consideran como los
mas fiables para la determinacion del valor CMI para una determinada
combinacién bacteria/antibacteriano en una prueba concreta (Picazo, 2000).
La dilucion en medio soélido se recomienda a menudo como un ensayo
estandarizado para medir la sensibilidad a los antibacterianos de
microorganismos dificiles de cultivar como es el caso de los anaerobios y las

especies Helicobacter y Campylobacter (Picazo, 2000).

4. Prueba de sensibilidad por Difusion en Agar (Kirby- Bauer)

Este método incorpora el antibacteriano a discos de papel de filtro. Su
introduccion permitié agilizar la determinacion de la sensibilidad de las cepas
bacterianas frente a un nuamero importante de antibacterianos de forma
simultanea. ElI empleo de los discos de papel de filtro para las pruebas de
sensibilidad esta estandarizado y se correlaciona con la CMI. Durante
muchos afos, y a pesar de ser una técnica puramente cualitativa, el método
de difusién por disco (o método Kirby-Bauer), en funcién sobre todo de su
comodidad, economia y fiabilidad, ha sido uno de los mas utilizados en los
laboratorios (Malbran, 2012).

Se coloca un disco de papel filtro que contiene determinada cantidad de
un farmaco, en la superficie de un medio sélido en el que se ha sembrado el
microorganismo investigado, el microorganismo a investigar se inocula en
una o varias placas de agar y sobre su superficie se disponen los discos
correspondientes a varios antibiéticos. Se incuban las placas durante 16-24

horas y se estudia el crecimiento en ellas. Se valora el diametro de la zona
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de inhibicion que se forma alrededor de cada disco como poder de inhibicién
qgue tiene el farmaco contra dicho microorganismo y se compara con las
referencias oportunas publicadas por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI). De esta manera se sabe si el microorganismo es
Sensible, Intermedio o Resistente a cada uno de los antibi6ticos (Malbran,
2012).

5. Antibiograma Atb Rapid
También conocidos como métodos automatizados, generalmente
producidos por la empresa bioMerieux, la mayoria de estos novedosos
métodos utilizan sistemas de microdilucion en medio liquido sobre
microplacas con pocillos en “U” e interpretan el crecimiento bacteriano en
diferentes pocillos por medio de un autoanalizador (mediciones por turbidez o
fluorescencia) o, en el caso de los sistemas mas sencillos, por simple lectura

Optica a través de un visor invertido de espejo (Urbina y Villamizar, 2012).

Su manipulacion suele ser facil y rapida, generalmente automatizada o
semiautomatizada, lo que los convierte en métodos ideales para grandes
volumenes de trabajo. Una de sus grandes limitaciones es que solo ofrecen
garantias para investigar microorganismos de crecimiento rapido y que no

tengan requerimientos especiales (Urbina y Villamizar, 2012).

6. Método de la Cinta o Epsilometro Etest®
Es un método reciente, resulta de una combinacion de caracteristicas de
los métodos de difusion en agar y de dilucion. Se trata de una técnica
cuantitativa en placa que permite obtener una lectura directa de CMI en
Mg/mL, ya que se emplean tiras plasticas impregnadas en concentraciones

crecientes de antibiético (Malbran, 2012).
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El microorganismo se inocula en una placa y sobre ella se deposita la tira
del antibiético (o antibiéticos) a ensayar. Se incuba durante 16-24 horas a 35
°C y se valora la zona de inhibicion alrededor de cada tira. La CMI se lee
directamente observando el punto mas bajo de la elipse que presente el
crecimiento (Malbran, 2012).

Definicién de términos

Resistencia Antibacteriana
Se denomina resistencia antibacteriano a la perdida de la sensibilidad de
un microorganismo a un antibacteriano al que originalmente era sensible
(Ruiz y Guillen, 2005).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI 6 CIM)

Es la concentracibn mas baja de un antibacteriano que inhibe el
crecimiento de un microorganismo después de su incubacion. La
concentracion inhibitoria minima es importante en diagnésticos de laboratorio
para confirmar la resistencia de microorganismos a un agente antibacteriano
y ademas para monitorizar la actividad de los nuevos agentes

antimicrobianos (Ruiz y Guillén, 2005).

Infeccion
Es un término clinico que indica la contaminacion, con respuesta
inmunoldgica y dafio estructural de un hospedero, causada por un
microorganismo patdégeno, es decir, que existe invasion con lesion tisular por
esos mismos gérmenes (hongos, bacterias, protozoos, virus, priones), sus

productos (toxinas) o ambos a la vez (Tortora y cols., 2007).
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Operacionalizacion de las Variables

Tabla 2. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion

guimica del extracto de acetona de la especiel. conferta.

Composicion  quimica  del
extracto de acetona de
L. conferta

-Pruebas quimicas cualitativas
también conocidas ~ como
Tamizaje fitoquimico.

-Cromatografia de Capa Fina
(TLC) usando reveladores de
tipo fisico como la lampara
ultravioleta y guimicos
utilizando reactivos
determinados dependiendo de
las caracteristicas quimicas de
los metabolitos secundarios.

Independiente
Cualitativa
Discreta

Para las pruebas quimicas
cualitativas puede haber
presencia y ausencia de:
-Alcaloides.

-Esteroles y/o triterpenos.
-Saponinas.
-Compuestos
simples.
-Taninos.
-Flavonoides.
-Quinonas y Antraquinonas.
-Glicosidos, cardioténicos vy
cumarinas.
-Sesquiterpenlactonas.

Para la cromatografia de capa
fina:

-Revelador fisico: Compuestos
organicos insaturados que
absorben radiaciones
ultravioletas.

-Reveladores quimicos:
Sustancias  incoloras  que
forman complejos coloreados.

fendlicos

Metabolito secundario 0
Producto natural que se usa
como sinénimo, 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 (Tamayo y
cols, 2011).

-Alcaloides: La aparicion de
turbidez o precipitados.
-Esteroles y/lo triterpenos:
Coloracién azul o verde para
esteroides; coloracion rosa,
roja, magenta o violeta para
triterpenos.

-Formacion de abundante
espuma para saponinas.
-Compuestos fendlicos:
Coloracion de azul a negro.
-Un precipitado blanco indica
presencia de taninos.
-Flavonoides: Coloracion
naranja a roja, para flavonas;
si es rojo flavonoles y magenta
flavononas.

-Para antraquinonas y
guinonas una coloracion roja.
-Glicosidos cardioténicos:
Coloracién puarpura o violacea.
-Las coloraciones roja, violeta
0 rosa para
sesquiterpenlactonas.

Fuente: Obregon, Pérez y Cordero de Rojas, 2019.
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Tabla 3. Operacionalizacion de

la variable dependiente:

Actividad

antibacteriana presente en el extracto de acetona de la especie L. conferta.

Actividad antibacteriana del
extracto de acetona de la
especie L. conferta .

Se puede medir por la
actividad antibacteriana:
-Método modificado de
pozos de agar.

Independiente
Cuantitativa
Discreta

Cepas Grampositivas:
-Staphylococcus aureus.
-Enterdcoccus faecalis.
Cepas Gramnegativas:
-Escherichia coli.

-Pseudomonas aeruginosa.

-Klebsiella pneumoniae.

Actividad antibacteriana, es
la propiedad de ciertas
sustancias que forman un
compuesto, 0 que se hallan
en una muestra capaces de
eliminar agentes
bacterianos o la inhibicién

de su crecimiento sin
incurrir en el dafio del
objeto, ambiente u

organismo que las porta.
Son en esencia farmacos
como es el caso de los
antibiéticos u otros agentes
quimicos capaces de
combatir estos

cuerpos(Urbina y Villamizar,
2012).

- Sensible.
-Sensibilidad intermedia
-Resistente

Presencia o ausencia del
halo de inhibicién frente a
cepas Grampositivas vy
Gramnegativas.

Fuente: Obregon, Pérez y Cordero de Rojas, 2019.
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Hipotesis
Dado que muchas especies de la familia Lamiaceae presentan actividad
contra bacterias, hongos y algunos parasitos, es de esperar que el extracto
proveniente de la planta Lepechinia conferta, presente actividad inhibitoria
frente a bacterias ATCC como Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella neumoniae y Pseudomonas aeruginosa.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun (Hurtado, 2010) los tipos de investigacién estan relacionados con el
logro esperado durante el proceso de investigacion. Especificamente pueden
ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva,
proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. Por tal razon, esta
investigacion es de tipo confirmatoria ya que se confirmara el evento de
estudio relacionado con: la Actividad Antibacteriana del extracto de acetona
de la planta Lepechinia conferta, en el Instituto de Investigaciones de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Disefio de la Investigacion
El disefio de la investigacion se refiere a las diferentes estrategias que
utilizara el investigador para responder a la pregunta de investigacion.
Adicionalmente, refirié que el disefio tiene relacion con el donde y cuando se
recopilara la informacion necesaria y la amplitud de la misma, con el fin de
responder la interrogante planteada (Hurtado, 2010). Al respecto esta
investigacion tendra un disefio: de campo y laboratorio, contemporaneo,

longitudinal y bivariable.
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion de este estudio estuvo representada por la
planta Lepechinia conferta perteneciente a la familia Lamiaceae, recolectada
en el Paramo de La Negra, via Pregonero a orillas de la carretera, en las

cercanias de la poblacién de Bailadores (aproximadamente a 25 Km).

Seleccion del Tamafio Muestral

El tamafio de la muestra estuvo representada por las hojas frescas de la
planta en estudio, se recolectaron 2.500 gramos de hojas, tomando en
cuenta que el porcentaje de humedad forma parte del peso total, el cual se

disminuira después del secado.

Sistema de Variables

Variable independiente:

e Composicion quimica del extracto aceténico obtenido de la especie

Lepechinia conferta.
Variable dependiente:

e Actividad antibacteriana del extracto acetonico de la especie
Lepechinia conferta frente a bacterias Gram positivas y Gram

negativas.

Instrumento de recoleccion de datos
En la investigacion los datos fueron recolectados a través de tablas de
resultados considerando las bases teoricas y la operacionalizacion de las

variables.
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Procedimientos y/o metodologias

Recoleccion de la Muestra

Las muestras de la planta Lepechinia conferta, fue recolectada en el
Paramo de La Negra, via Pregonero a orillas de la carretera, en las cercanias
de la poblacion de Bailadores (aproximadamente a 25 Km). Tomandose
aproximadamente 2.500 gramos de la misma, posteriormente fueron
almacenadas a temperatura ambiente, para su posterior pretratamiento y
obtencion del extracto en el Instituto de Investigaciones de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Preparacion de los extractos vegetales

Se separaron las hojas de la planta, aproximadamente 400 gramos de
material botanico fresco, luego se secé en una estufa durante 3 dias a 40 °C;
una vez secas se muelen. El material seco se colocé en una columna y
mediante la técnica de maceracion en frio, la cual consisti6 en remojar el
material vegetal seco y pulverizado, con el solvente correspondientes
(acetona) por un periodo de una semana, con la finalidad de que éstos
penetraran la estructura celular, y disolviera las sustancias y compuestos, al
cabo del cual se decant6 el liquido, se filtr0 y se exprimié el material foliar
residual, obteniendo un extracto con un peso de 400 gramos, el cual se le
realizo un tamizaje Fitoquimico y la Cromatografia de Capa Fina (TLC).como

se describe en la Figura 5.
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Recoleccion del material botanico fresco de L. conferta

'

Determinacion del peso (400 gramos)

'

Secado de hojas en la estufa

!

Pulverizacion del material seco

'

Maceracion en Frio con solvente acetona cada 2 dias por 3 veces

'

Decantacion vy filtracion del material foliar residual

|

Se dejo secar a temperatura ambiente y se peso nuevamente
para obtener el mismo del extracto de acetona de L. conferta

¢

'

'

‘Tamizaje Fitoquimico

TLC

Actividad Antibacteriana

Figura 6. Disefio experimental para la obtencion del extracto de acetona de la

especie L. conferta.
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Screening fitoquimico o Tamizaje

Se realiz6 mediante reacciones quimicas destinadas a determinar la

presencia de metabolitos secundarios en el material vegetal, siguiendo el

procedimiento segun (Miranda y Cuellar, 2000). En tal sentido se realizarén

los siguientes ensayos:

- Identificacién de esteroles y triterpenos.
Reaccién Lieberman Bourchard: en 1 tubo de ensayo limpio, seco y
debidamente identificado, se tomo una pequefia cantidad del extracto
seco de acetona y se adiciond diclorometano al tubo hasta que se
disolviera la muestra, posteriormente se coloco en el bafio ultrasonico,
y se les afadié 0,5 mL de anhidrido acético, y luego se adiciono
cuidadosamente por las paredes del tubo 2 gotas de acido sulfdrico
concentrado. La reaccion se interpreta positivo cuando aparecen
coloraciones violeta, verde o azul. Al formarse una coloracion azul o
verde en la interfase hay presencia de esteroles; si la coloracion es

rosa, rojo, magenta o violeta habra presencia de triterpenos.

- Identificacion de cumarinas:
Reaccion con hidréxido de amonio: Se concentré otra porcion del
extracto y se le adiciono 0,5 mL de etanol y dos gotas de hidréxido de
amonio concentrado. Se considera positiva la prueba si se presenta

una fluorescencia azul- violeta bajo la luz ultravioleta.

- Identificacién de flavonoides
Para realizar la determinacién de flavonoides fue necesario realizar el
siguiente ensayo. Se disolvid una porcion del extracto en 6 mL de
etanol y se dividié en 2 tubos. El primer tubo se usé para la reaccion

de Shinoda y el segundo se utilizé como blanco.
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e Reaccién de Shinoda: se adicionaron 2 gotas de &cido clorhidrico
concentrado, si se obtiene una coloracion roja indica la presencia de
auronas o chaiconas. Luego se coloc6 un trozo de magnesio metélico,
si se forma una coloracion naranja indica la presencia de flavonas, si

es rojo flavonoides y si es magenta flavononas.

-ldentificacién de compuestos fendlicos.
e Reaccién de cloruro férrico:Una pequefia porcion del extracto de
acetona fue disuelto en etanol, posteriormente al mismo se le adicion6
1 gota de cloruro férrico al 10 %, la formacion de coloraciones indica la
presencia de compuestos fenolicos: de azul a negro derivados del

acido galico y coloraciones verdes derivados del catecol.

Cromatografia de capa fina (TLC):

Se utilizé una lamina de aluminio recubierta con una capa delgada de un
sélido adsorbente (gel de silice). Luego se depositdé una pequefia cantidad de
la muestra problema en disolucion en un punto en la parte inferior de la
placa. Posteriormente la placa se introdujo en una cubeta cromatografica, de
forma que sélo la parte inferior de la placa quedara sumergida en el liquido.
Este liquido o eluyente hexano:acetato (8:2) es la fase mévil y asciende por

la placa de TLC por capilaridad.

Cuando el eluyente llego a la parte superior de la placa, se retir6 de la
cubeta, luego se seco, y los componentes separados de la mezcla se
visualizaron con la lampara de luz ultravioleta; como se describe en la Figura
6.
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Soporte Solido: Lamina de aluminio

5 | Gelde Silice

}

Se Coloco la Muestra Problema

En disolucion en un punto

}

Se introdujo en Cubeta Cromatografia

La parte inferior de la placa quedara sumergida
en el eluyente

|

Eluyente asciende hasta la parte superior

)

Retir6 de la cubeta

Secar

Cada Componente —_—

Visualizar UV

Figura 7. Cromatografia de capa fina.
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Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto de acetona de

la planta Lepechinia conferta.

La actividad antibacteriana se realizé por el método de Kirby Bauer en
pozo con agar. Esta prueba se desarroll6 en el Laboratorio de
Investigaciones de Bioquimica General y el Laboratorio de Actinomicetos
Patégenos y del Suelo de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes.

Bacterias estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies que pertenecen a las bacterias Gram positivas y tres pertenecientes
a las bacterias Gram negativas de referencia internacional de la Coleccion de
Cultivos Tipo Americano (ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del
cepario del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis.

Las Bacterias empleadas para el estudio de la actividad antibacteriana de la

planta L. conferta fueron:

v' Cepas Gram positivas: v' Cepas Gram negativas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Preparacioén de las placas

En placas de Petri se prepar6 el medio de cultivo colocAndose 20 mL de
agar Mueller Hinton (HIMEDIA®) estéril, dejandose solidificar a temperatura

ambiente.

Preparacién de los pre-inéculos bacterianos

Se emple6 un medio de cultivo Mueller Hinton. Para la determinacién de la
actividad antibacteriana las cepas fueron repicadas 12 horas antes
provenientes del Area de Medios de Cultivos y Esterilizacion del Laboratorio
de preparacion de practicas bacteriolégicas de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis del Estado Mérida.Posteriormente fueron utilizadas para preparar
el pre-inoculo los cuales se incubaron a 37 °C por 18 horas, ya que es en ese
tiempo donde las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su
crecimiento, especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de

multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano.

Preparacion de los inGculos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas se
preparé el inoculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de
esta manera una pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas
en una solucion de NaCl al 0.85% (5 mL en tubos 13x100 previamente
estéril, hasta que alcanzé una turbidez equivalente al patron 0,5 de Mac

Farland (Koneman y col., 2005).
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Inoculacién de las placas

Una vez preparada las placas se inocularon en forma homogénea la
superficie de cada una de ellas con los inGculos bacterianos, utilizando para
ello un hisopo de algodon estéril.

Método de Kirby Bauer en pozos de agar.

Se hizo el frotis del inéculo sobre cada una de las superficies de los
agares selectivos estipulados para éste método. Posteriormente, se hicieron
los pozos sobre la superficie de los agares con ayuda de la parte posterior de
una pipeta pasteur de 6 mm de diametro, y en cada uno de ellos se vertieron
25 pL de cada uno de los extractos, estandares y blancos por triplicado. Se
dejé reposar por 30 minutos.Seguidamente, se incubaron y leyeron las

placas de igual forma que el método Kirby Bauer.Ver Figura?.
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Se realizo inoculo del Frotis

En cada superfi

cies del agar MH

Seguido, se elaboraron los pozos sobre la
superficie

|

Con sacabocados estéril de 6 mm de diametro

|

En cada uno se vertieron 25 |L del extracto de
acetona por triplicado

|

reposar por 30 minutos

seinc

ubaron

leyeron las placas

Figura 8.Método de Kirby Bauer en pozos
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Tabla 4: Diluciones empleadas para la determinacion de la actividad

antibacteriana del aceite y los extractos de la planta L. conferta.

Solucidn 500ppm

madre

(ppm)

Preincubacion e incubacién de las placas

Después de haber colocado los pozos en las placas con agar Mueller
Hinton estas se dejaron en la nevera a una temperatura de 4 °C
aproximadamente durante 30 minutos (preincubacion) con la finalidad de que
los pozos impregnados con el extracto en sus diferentes diluciones
difundieran a través del agar para luego llevarlas a la estufa durante 24 horas

a 37 °C en posicion invertida en atmosfera aerdbica.

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 milimetrada. Donde se considerd un resultado positivo o sensible
(actividad antibacteriana), cuando se observé un halo de inhibicion alrededor
del pozo, y se tomé como un resultado negativo o resistente (sin actividad
bacteriana), la ausencia de dicho halo.

El diametro de la zona de inhibicibn, producto de la actividad
antibacteriana del extracto de acetona de la especie L. conferta se expreso

en mm.
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Disefio de Anéalisis

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: Cualitativo y cuantitativo.
La metodologia cualitativa, es aquella que consiste en la recoleccion de
informacion basada en la observacion de comportamientos naturales y
repuestas abiertas para la posterior interpretacion de significados; mientras
gue la metodologia cuantitativa se basa en métodos de recoleccion de datos
con medicién numérica y analisis matematico (Hurtado, 2010). Por lo tanto,
esta investigacion tendra tanto un enfoque cualitativo el cual fue empleado
en la realizacion del tamizaje fitoquimico del extracto de acetona, como un
enfoque cuantitativo ya que se realizaron numéricamente los datos
recolectados de la unidad de estudio con el fin de medir la actividad

antibacteriana del extracto de la especie L. conferta.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Determinacion de compuestos quimicos mediante screening

fitoquimico:

Los resultados obtenidos del proceso de screening fitoquimico, realizado
al extracto de acetona de la especie L. conferta, mostraron la presencia de
los siguientes metabolitos secundarios: positivo la presencia de esteroles,
triterpenos y compuestos fendlicos, ver tabla 6.

En relacion a los metabolitos secundarios como cumarinas, flavonoides (-)

citar figura 9y 10.

Tabla 5:Metabolitos identificados mediante el ScreeningFitoquimico.

Lieberman Bourchard Esteroles y Triterpenos ++
Hidréxido de amonio Cumarinas -
Reaccion de Shinoda Flavonoides -

Cloruro ferrico Compuestos ++

Fendlicos

Saponinas Solidos solubles NE
Dragendorff Alcaloides *
Wagner Alcaloides *
Mayer Alcaloides *

(+): Positivo, (++): Abundante, (-): Negativo, (*): No determinado ya que los

solventes no permiten extraer los alcaloides; NE: No ensayado.
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Figura 9. Identificacion de esteroles y triterpenos: Prueba de Lieberman
Bourchard

Figurall. Prueba de flavonoides.
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Figura 12. Identificacién de compuestos fendlicos: Reaccion de Cloruro
Férrico.

Cromatografia de Capa Fina (TLC)

Se utilizé luz ultravioleta (UV) para observar la placa. Observandose un
fluorescente en todas partes excepto donde hubo la presencia de una
mancha correspondiente a un compuesto organico. Procedimos a determinar
para la mancha el valor de Rf (factor de retencion), o la distancia que el
compuesto se desplazaba en la placa. Cada compuesto tiene un Rf
caracteristico que depende del disolvente empleado y del tipo de placa de
CCF utilizada, pero es independiente del recorrido del disolvente. De esta
manera se pudo identificar el compuesto en la mezcla al comparar su Rf con

el de un compuesto conocido.

R distancia recorrida por el compuesto
f =
distancia recorrida por el disolvente
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Con la TLC detectamos la presencia de sustancias que absorben luz UV

lo cual podria corroborar la presencia de los fenoles. Ver figura 12 y 13.

Figura 13. Camara cromatografica Figura 14. Visualizacion en la

lampara de luz ultravioleta (UV).

Actividad antibacteriana del extracto de acetona de la especie L.

conferta

Para el estudio microbiolégico de la actividad antibacteriana de las cepas
ATCC ensayadas, se tomO en cuenta para la eleccibn de los grupos
controles positivos las recomendaciones que establece el Instituto de
Estandares de Laboratorios Clinicos por sus siglas en inglés CLSI 2017, la
cual determina qué tipo de antibiético debe usarse con cada especie de las
cepas bacterianas, seleccionando asi para las dos cepas ATCC Gram
positivas: Enterococcus faecalis el antibiético ampicilina de 10ug de tipo B-
lactamico donde el halo de inhibiciéon para este control es = 17 mm, para
Staphylococcus aureus el control positivo fue la eritromicina de 15 ug
antibiotico de tipo macrélido donde el halo de inhibicidn para este control es =

23 mm.
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Para las cepas ATCC Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli, el control positivo fue piperacilina de 100 ug
de tipo B-lactamico, donde el halo de inhibicion para estas especies debe ser
segun el control = a 21mm.

Con respecto a las mediciones y observaciones realizadas en el laboratorio a
los halos de inhibicion de los controles positivos para las especies ATCC
Gram positivas las lecturas de estos fueron las siguientes para
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis la lectura fue de 32mm para
ambas cepas. Mientras que para las cepas ATCC Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, la
lectura fue de 27 mm para las tres especies bacterianas. Medidas que son
aceptadas para estas especies ATCC segun las recomendaciones del CLSI
2017. Tabla 6.

Tabla 6: Halos de inhibicion de los controles positivos usados como

referencia en las cepas bacterianas.

Piperacilina | Eritromicina Ampicilina
100ug 15ug 10pg
CLSI | CE CLSI |CE CLSI | CE
Staphylococcus aureus - - =223 32 - -
ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - - 217 | 32
Escherichia coli ATCC 25922 221 | 27 - - - -
Klebsiella pneumoniae 221 | 27 - - - -
ATCC 23357
Pseudonoma aeruginosa 221 27 - - - -
ATCC 27853

mm: milimetros; CLSI: Lectura de los halos de inhibiciébn recomendados por el
Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos, CE: (cepas ensayadas) lectura de
los halos de inhibicién de los antibitticos realizados en el laboratorio frente a las
cepas ATCC.

63




Tabla 7. Resumen de la actividad antibacteriana de los extractos de la

especie L. conferta frente a bacterias de referencia internacional.

S. aureus ATCC 25923 (S)
E. faecalis ATCC 29212 (S)
E. coli ATCC 25922 (R)
P.aeruginosa ATCC 27853 (S)
K.pneumoniae ATCC 23357 (R)

(S): Sensible (Presento actividad antibacteriana), (R): Resistente (No

present0 actividad antibacteriana).

Discusiones

En la actualidad existe la necesidad por parte del hombre de desarrollar
nuevas estrategias para combatir las bacterias y su resistencia a los
antibacterianos, lo que ha llevado a estudiar nuevas fuentes de antibioticos o
sustancias que sirvan para eliminar microorganismos patdégenos. Uno de
estos recursos es la fitoterapia, que desde la antigliedad ha sido utilizada
como fuente inagotable de recursos terapéuticos por médicos que por
empirismo o tradicidbn han creado compuestos a base de plantas para curar
todo tipo de enfermedades. Esta sabiduria popular ha sido recientemente
puesta en el ojo de la ciencia, puesto que cientificos alrededor del mundo
estdn empleando variadas técnicas para conocer los secretos terapéuticos
gue se esconden en las plantas (Rueda y col, 2014). En este sentido, en el
presente trabajo se determiné la composicion quimica y se evalud la
actividad antibacteriana del extracto de acetone de la plante L. conferta

frente a bacterias de referencia internacional.

64



Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura, en el caso de
fenoles los encontramos en las especies L.meyeni y L. hastata(Bruno y cols.,
1991), con los compuestos carnosol (2), isosalvicanol (3) y salvicanol (4).
También coinciden los triterpenos los acuales han sido detectados en la
especie L. ralcyna (Lawrence y cols., 1979), con los compuestos &cido
betulinico y acido ursélico (6).

En relacion a la composicion quimica detectada podemos mencionar que
Pérez y cols (2014) publicaron un articulo relacionado con el estudio
fitoquimico y determinacion de la actividad antibacteriana de las hojas de
Lepechinia bullata (Kunth), en el mismo detectaron los terpenoides carnosol
y acido ursolico (aislado como 3-acetil-ursolato de metilo) los cuales fueron
obtenidos de las hojas de Lepechinia bullata (Kunth), a partir de los extractos
de hexano y acetona respectivamente. Estos resultados se asemejan a los
obtenidos en el presente estudio en relacion a la composicion quimica de los
extractos de acetona aun cuando las especies estudiadas en ambas
investigaciones sean diferentes pero de igual género. Coincidiendo entre si
especialmente por la presencia de terpenoides y fenoles.

Cordova-Guerrero 'y cols.,, 2016 (Argentina) Evaluaron el efecto
antibacteriano y antifingico de un extracto hexanico proveniente de la raiz
de Salvia apiana pertenecientea la familia Lamiaceae. Los extractos de salvia
a las concentraciones de 27; 13,5; 6,8 y 3,4 mg/mL causaron inhibicién del
crecimiento  de Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  pyogenes,
Enterococcus faecalis y Candida albicans. Sin embargo, no presentaron
efecto significativo sobre Escherichia coli y Candida tropicalis al compararse
con los valores del vehiculo en las valoraciones de difusion en pozo. Estos
resultados tienen correlacién con la presente investigacion donde también se
observo inhibicion frente a las bacterias Gram positivas. Sin embargo es
importante acotar que el presente estudio determiné actividad antibacteriana

también frente a bacterias Gram negativas, lo cual es de interés ya que estas
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bacterias producen una variedad de infecciones como resultado de la

resistencia a antibiéticos clasicos que han desarrollado.

Asi mismo Benitez Vivar, (2018) publicé en Ecuador un Trabajo de grado
titulado Aislamiento, identificacién y actividad antibacteriana de metabolitos
secundarios a partir de las especies Lepechinia paniculata (Kunth) Epling y
Piper lanceifolium Kunth. La presente investigacion se bas6 en el estudio
fitoquimico de las especies Lepechinia paniculata y Piper lanceifolium, se
obtuvieron extractos de acetato de etilo y metanol a partir de las hojas. Se
determiné la actividad antibacteriana mediante concentracion minima
inhibitoria (CMI).De L. paniculata el extracto de acetato de etilo presento
actividad frente a Proteus vulgaris (62,5ug/mL), el extracto de metanol
actividad frente a Klebsiella pneumoniae (500ug/mL) y el compuesto Ledol
actividad frente a Klebsiella pneumoniae (125ug/mL) y Staphylococcus
aureus (500ug/mL).El extracto metandlico de P. lanceifolium fue inactivo
frente a las cepas utilizadas en el ensayo. En tal sentido, esta investigacion
se correlaciona con el presente estudio, debido a que el extracto de acetona
obtenido de L. conferta produjo inhibicion en bacterias Gram positivas (S.
aureus y E. faecalis), y ademas también sobre bacterias Gram negativas ( P.
aeruginosa) lo que resulta de gran interés por la multiresistencia que

presentan dichas bacterias a antibiéticos clasicos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Una vez analizados los resultados y planteada la discusion, Los
componentes quimicos encontrados en el tamizaje fitoquimico fueron:
Compuestos fendlicos y esteroles. Estos tienen un amplio uso por sus
propiedades. Los esteroles sirven como precursores para una variedad de
productos con actividades biologicas especificas (por ejemplo, las hormonas
esteroides). Los compuestos fenolicos han demostrado tener un efecto

protector frente a las enfermedades cardiovasculares.

El extracto de acetona de la especie L. conferta, inhibio el desarrollo de
las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Gram negativa como P. auriginosa
ATCC 27853.Lo que contribuye a ampliar la posibilidad del desarrollo de
nuevos farmacos antibacterianos que puedan mejorar el proceso salud
enfermedad debido a la multiresistencia de estas bacterias en la sociedad

mundial actual.

Recomendaciones
Los resultados obtenidos de actividad antibacteriana que presento el extracto

de acetona de las partes aéreas (hojas) de la especie L. conferta, sugiere la

posibilidad de realizar futuros estudios encaminados a determinar su
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actividad sobre un espectro bacteriano mayor, asi como sobre hongos

patégenos.

De igual forma resultaria de interés el estudio sinérgico del extracto de
acetona de la especie L. conferta y antibioticos comerciales sobre las
bacterias Gram positivas y Gram negativas estudiadas en el presente trabajo;

asi como sobre otros microrganismos (hongos).
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