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RESUMEN

Se obtuvieron los extractos hexanoico, diclorometanoico y etandlico, de las partes aéreas de
Justicia secunda Vahl, familia Acanthaceae y se realiz0 el estudio fitoquimico de los
mismos. Se evaluaron sus efectos antibacteriano (técnica de difusiébn en pozo) y
antioxidante (método DPPH), ademas se valoré la toxicidad sobre Artemia salina. En el
extracto etanolico se determind la presencia de alcaloides, esteroles y compuestos
fendlicos; en el diclorometanoico esteroles y compuestos fendlicos y en el hexanoico se
comprobd la presencia de esteroles. Por otro lado, el extracto etanolico de J. secunda Vahl
no mostrd halo de inhibicion frente a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli ni Pseudomonas aeruginosa. Todos los extractos mostraron actividad
antioxidante, siendo el extracto etandlico el que presentdé mayor actividad, con un % de
inhibicion superior a 50 %. En cuanto a la toxicidad, el extracto etan6lico mostré un DLsy
entre 919,32 y 3781,9 ppm, siendo relativamente inocuo. En general, los resultados
obtenidos sugieren que los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl podrian ser
una alternativa para ser usados en la formulacion de farmacos a futuro, debido a su
potencial como antioxidante y su baja toxicidad.

Palabras claves: Justicia secunda, Acanthaceae, actividad biologica, Artemia salina.
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Introduccion
Desde tiempos antiguos, el ser humano ha utilizado los productos naturales como los
extractos vegetales para el tratamiento de diversas enfermedades. La importancia de los
productos naturales radica en la propia funcién bioldgica en la que son biosintetizados.
Pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como agentes terapéuticos, para la
preparacion de sustancias bioactivas 0 como materia prima para la sintesis de sustancias de
interés farmacoldgico ya que son capaces de realizar acciones Utiles para la salud en

procesos patologicos (Gutiérrez y Estévez, 2009).

En base al uso que se les da a los productos naturales surge lo que se denomina
medicina tradicional, que segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la suma
total de los conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas utilizadas para mantener la salud y prevenir,
diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales. Siendo este conocimiento,
para algunas poblaciones, una fuente accesible de atencidn sanitaria y en algunos casos la

Unica (OMS, 2013).

De esta forma, se conoce gran cantidad de plantas utilizadas dentro de la medicina
tradicional. Ejemplo de ello, son las plantas pertenecientes a la familia Acanthaceae. Esta
familia pantropical con 200 géneros y 4000 especies, cuenta con especies que han sido
reportadas con actividad medicinal, como son las pertenecientes al género Justicia

(Ezcurra, 1999).



Justicia secunda Vahl, es una de las especies con mayores propiedades medicinales
dentro de su género, es empleada para tratamientos en pacientes con anemia, diabetes y
para picaduras de insectos, entre otros usos (Gémez, Reyes y Aguilar, 2012). Al mismo
tiempo, estudios fitoquimicos de los extractos de Justicia secunda Vahl, han mostrado la
presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, antocianinas y leucoantocianinas que en
muchos casos justificarian las propiedades curativas que se le atribuyen (Gbenou, Tossou,
Dansou, Fossou y Moudachirou, 2006).

Por lo antes mencionado, en los ultimos afios ha surgido la interrogante sobre la
posible actividad biologica de J. secunda Vahl, debido a sus caracteristicas fitoquimicas
que sugieren esta posibilidad, no obstante, hay pocas investigaciones que han evaluado
dicha actividad (Corréa y Alcantara, 2012). Es por esto que la presente investigacion se
plantea realizar un estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Justicia
secunda Vahl y se determinara su actividad antibacteriana, antioxidante y toxicidad en
Artemia salina.

En el capitulo 1, se abarca la problematica, justificacion, objetivos y la
denominacion de las variables del estudio. En el capitulo 1l, se abordan los antecedentes
que acomparian el estudio y los fundamentos necesarios para la realizacion y comprension
de las variables, se establece la hipdtesis y la conceptualizacion de las variables. En el
capitulo 111, se describe el disefio, metodologia, técnicas necesarias para la investigacion,
ademas se define la poblacion y la muestra. En el capitulo IV, se presentan los resultados
obtenidos durante la investigacion, datos estadisticos, graficas y se discute sobre el

significado de cada resultado.



Capitulo |

El problema
Planteamiento del Problema.

Justicia secunda Vahl es una planta que se localiza en diferentes tipos de climas y
ambientes tropicales y templados. En Venezuela, esta planta se encuentra ampliamente

distribuida en zonas célidas (Gomez y col., 2012).

Justicia secunda Vahl es utilizada dentro de la medicina tradicional en muchos
paises de Ameérica como: Colombia, Guyana, Venezuela y también en paises del continente
africano (Gomez y col., 2012). Se le conoce por tener gran efectividad en el tratamiento de
diferentes tipos de anemia como la anemia falciforme por ello muchas veces recibe el

nombre comun de sanguinaria (Mpiana y col., 2010).

En distintos estudios fitoquimicos de la planta, se ha determinado que posee como
compuestos quimicos principales: alcaloides, flavonoides, taninos, antocianinas vy
leucoantocianinas (Gbenou y col., 2006). Los flavonoides particularmente se consideran
compuestos con actividad antibacteriana (Marcano y Hasegawa, 2002); Igualmente se ha
reportado presencia de compuestos fendlicos, los cuales se asocian con una posible
actividad antioxidante (Zambrano y Bustamante, 2017), todo esto sugiere que Justicia

secunda Vahl podria tener propiedades bactericidas.

A pesar de estos importantes hallazgos, son pocos los estudios que han evaluado la
actividad bioldgica de la planta. Las investigaciones sobre la planta se han centrado en la

actividad de la misma en patologias como la anemia, diabetes e hiperuricemia (Cantillo,



Guette, Baldiris, Jaramillo, y Olivero, 2007), existiendo pocos ensayos referentes a su

actividad antioxidante, antibacteriana y biotoxicidad.

Mediante la problemética presentada, se ha tomado la decision de formular la
siguiente interrogante: ¢Cudl es la relacion entre la composicion quimica de los extractos de

las partes aéreas de Justicia secunda Vahl y su actividad biolégica?
Justificacion e importancia de la investigacion.

Los objetivos de esta investigacion responden a la necesidad de ampliar los estudios
sobre las posibles propiedades antibacterianas, antioxidantes y de toxicidad sobre Artemia
salina de los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl. Como se ha dicho
anteriormente, a pesar de que se ha estudiado principalmente su actividad como tratamiento
alternativo de diferentes patologias principalmente metabdlicas, son pocos los trabajos

donde se ha evaluado su actividad biologica.

Ante este vacio en el conocimiento sobre la planta, se hace necesario realizar una
investigacion que permita confirmar la composicién quimica de los extractos de las partes
aéreas de J. secunda Vahl y la relacion que existe con la actividad biolégica de la misma y
de esta manera sentar las bases para préximos estudios, que pudieran en un futuro sugerir
su uso como tratamiento alternativo a diferentes enfermedades como las infecciosas

causadas por bacterias.



Objetivos de la investigacion.
Objetivo general.

Confirmar la relacién que existe entre la composicion quimica y la actividad

bioldgica de los extractos de las partes aéreas de Justicia secunda Vahl (Acanthaceae).
Obijetivos especificos.

e Determinar la composicion quimica preliminar de los extractos de las partes aéreas de

Justicia secunda Vahl. a través de pruebas especificas.

e Confirmar la actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de J. secunda

Vahl por el método DPPH.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos frente a bacterias grampositivas o

gramnegativas mediante pruebas de susceptibilidad.

e Valorar la toxicidad del extracto etandlico de las partes aéreas de J. secunda Vahl en

Artemia salina.
Alcances y limitaciones de la investigacion.

Con esta investigacion se busca ampliar los estudios sobre Justicia secunda Vahl,
que permitan confirmar la composicion quimica y actividad biologica de los extractos de
las partes aéreas de la misma y de esta forma sentar las bases para que en investigaciones
posteriores se profundice sobre su mecanismo de accion, asi como plantear la posibilidad

de un tratamiento alternativo en base a los extractos de las partes aéreas de la planta.



En relacion a las limitaciones de la investigacion, esta investigacion se plantea como
un estudio altamente viable y factible, sin embargo, podrian presentarse los siguientes

obstaculos:

Alto costo de los reactivos necesarios.

Fallas eléctricas

Dafio de algin equipo que impida culminar con éxito la investigacion.

Situacion pais, que dificulte el complimiento de los objetivos de la tesis.



Capitulo 11
Marco tedrico
Trabajos previos.

Zambrano y Bustamante (2017), realizaron una investigacion sobre Justicia secunda
Vahl en Ecuador, utilizando como método para el analisis fitoquimico, técnicas cualitativas
para la determinacion de los principales metabolitos presentes en los extractos de las hojas
y tecnicas gravimétricas para la determinacion de cenizas totales, solidos totales y
porcentaje de humedad. En su estudio, comprobaron la presencia de alcaloides, cumarinas y
glucosidos fendlicos en el extracto hidroalcoholico; alcaloides, taninos, glucosidos
fendlicos, triterpenos y esteroides en el extracto alcohdlico y alcaloides, triterpenos y
esteroides en el extracto etéreo. Esta investigacion se relaciona con el presente trabajo en

que ambas hacen un estudio fitoquimico de partes aéreas de la planta.

Onoja, Ezeja, Omeh y Onwukwe (2016) evaluaron la actividad antioxidante,
analgésica y antiinflamatoria in vitro del extracto metandlico de las hojas de Justicia
secunda Vahl, wusaron ratas como animales de experimentacién. La actividad
antiinflamatoria se evalu6 empleando el modelo inducido de carragenano y formalina de
edema de la pata, y la actividad analgésica mediante el reflejo de contorsion inducido por el
acido acético y el modelo examen del reflejo de la cola, mientras que la actividad
antioxidante se evalué a través del método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y de
poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). El estudio sugirié que J. secunda Vahl

posee actividad antiinflamatoria, analgésica y antioxidante, dicho trabajo tiene relacion con



nuestra investigacion en cuanto a la determinacién de la actividad antioxidante por el

método de DPPH.

Akibou y col. (2014) llevaron a cabo un estudio quimico de tres plantas (Tectona
grandis, Uvaria chameae y Justicia secunda Vahl) en Benin (Africa). Los métodos
utilizados para la caracterizacion de los grandes grupos quimicos presentes en el extracto
etandlico de las hojas y cortezas de estas plantas fueron el método de Folin y
espectrofotometria. J. secunda Vahl, mostro la presencia de varios metabolitos secundarios
como: saponinas, alcaloides, taninos, mucilagos, antraquinonas, leucoantocianina,
antocianinas y triterpenos. Al igual que la presente investigacion, este trabajo de Akibou y

col. abarco el anélisis fitoquimico de los extractos de partes aéreas de la planta.

Koffi y col. (2013) realizaron una investigacion que tuvo como objetivo obtener
extractos acuosos de Justicia secunda Vahl para el estudio fitoquimico de la planta. Los
extractos acuosos se procesaron mediante la técnica de extraccion-concentracion en tres
pasos: la extraccidén con agua asistida por ultrasonido, seguida de microfiltracion de flujo
cruzado del extracto crudo y su concentracion por 6smosis inversa y se determind la
presencia de polifenoles y flavonoides. Los compuestos polifendlicos encontrados podrian
explicar la actividad antioxidante observada en la planta y permite una mejor comprension

de sus propiedades farmacoldgicas.

Carrington, Cohall, Gossell-Williams y Lindo (2012), estudiaron el uso de J.
secunda Vahl en el tratamiento de infecciones por heridas en diabéticos, determinaron la
actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de la planta utilizando el método de

Kirby-Bauer modificado, evaluando la actividad de la planta frente a tres cepas bacterianas:



S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 278503 y E. feacalis (cepa clinica),
reportaron que no presentd actividad antibacteriana frente a dichas cepas. Dicha
investigacion coincide con el presente trabajo, debido a que ambas evallan la actividad

antibacteriana frente a cepas como S. aureus y P. aeruginosa.

Cantillo y col. (2007), realizaron un estudio sobre la concentracion letal media de
los extractos de Justicia secunda Vahl sobre Artemia franciscana (crustaceo) y su actividad
hemolitica. En este trabajo los autores determinaron que los extractos acuosos y en
diclorometano presentaron mayor toxicidad que los extractos metanolicos, esta
investigacion sugiere, de acuerdo con los resultados obtenidos, que solo el extracto
metanolico es el mas apropiado para ser utilizado terapéuticamente o con fines estéticos en
productos farmaceuticos por presentar la menor toxicidad. El trabajo de Cantillo y col. tiene
relacion estrecha con la presente investigacion, en ambos experimentos se evalud la
toxicidad de los extractos de J. secunda Vahl frente a crustaceos con caracteristicas

similares que pertenecen al mismo género.

Rojas, Ochoa, Ocampo y Mufioz (2006), investigaron la actividad antimicrobiana de
diez plantas usadas en la medicina tradicional colombiana entre las cuales destaca Justicia
secunda Vahl, evaluaron las concentraciones minimas inhibitorias de la misma frente a
microorganismos como Candida albicans (CMI=0,5 pg/mL), Escherichia coli (CMI= 0,6
ug/mL) y Pseudomonas aeruginosa (CMI= 1,3 ug/mL). En base a los resultados, los
autores refieren que la planta mostrd alta actividad contra C. albicans, E. coli y P.

aeruginosa. Esta investigacion se encuentra directamente relacionada con nuestro trabajo



ya que también muestra la actividad antibacteriana de los extractos de J. secunda Vahl

frente a cepas como E. coli y P. aeruginosa.
Antecedentes historicos o epistemoldgicos.
Familia Acanthaceae.

Se caracterizan por ser plantas herbaceas o erectas, raros arbustos o arboles pequefios,
poco incandescentes; presentan hojas opuestas, pecioladas y enteras, inflorescencias

axilares o terminales y frecuentemente cuentan con espigas (Montiel, 1991).

Es una gran familia pantropical, rara de zonas templadas. Esta familia posee
alrededor de 250 géneros y 4000 especies distribuidas a lo largo de los tropicos, de estos
géneros el mas grande es el género Justicia con 300 especies aproximadamente (Morhardt

y Morhardt, 2003).

Muchas especies de la familia Acanthaceae se cultivan como ornamentales por sus
flores llamativas, como: Acanthus mollis L., "cucaracha", Justicia floribunda (C. Koch),
Justicia rizzinii Wassh., "bandera espafiola”, Justicia brandegeana Wassh. & L.B.Sm., y
especies de los géneros Aphelandra, Fittonia, Pachystachys, Ruellia, etc. Algunas especies
también tienen importancia econémica como forrajeras de emergencia en épocas de escasez

de gramineas (Ezcurra,1999).
Caracteristicas de la familia Acanthaceae.

La familia Acanthaceae presenta las siguientes caracteristicas (Ezcurra,1999):
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b)

d)

9)

h)

Porte: plantas generalmente herbaceas, anuales o perennes, algunas lianas, a veces
arbustivas, rara vez arboles. Tallos herbéaceos o lefiosos geniculados erectos a veces

volubles, glabros o pubescentes, cilindricos y angulosos.
Hojas: opuestas, decusadas y simples.

Flores: perfectas desde actinomorfas hasta zigomorfas, generalmente bracteadas y
con bractéolas, a veces de vivos colores. Flores aisladas o en racimos, espigas o en

racimos de cimas.

Perianto: caliz persistente, profundamente 5-lobado (ocasionalmente 4-lobado);
corola gamopétala, tipicamente 5-lobada, frecuentemente bilabiada, con el labio

superior 2-lobado y el inferior 3-lobado.

Androceo: 4 estambres, didinamos, fijos al tubo de la corola o 2, y en este caso con

estaminodios. Disco nectarifero anular, hipdgino, craso.

Gineceo: ovario supero, 2 carpelos, 2 loculos, 6vulos anatropos, axilares pocos en
cada loculo (2-10), estilo simple, filiforme, persistente (como hilo pendiente después

de la antesis), con estigma a menudo bilobulado.

Frutos: capsula loculicida (drupa en algunos géneros), a menudo de dehiscencia

elastica, con valvas que se arquean y con jaculatores (retinaculos).

Semillas: con testa de varios tipos: glabras, verrugosas, hirsuto-mucilaginosas y
escamosas, pocas en numero y exalbuminadas, generalmente aplanadas, lenticulares,
con una escotadura en la base y sostenidas por el funiculo modificado en

protuberancia o en proyecciones en forma de gancho que son los jaculatores.
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i)  Distribucion y hébitat: principalmente nativas de los trépicos, aunque algunas se
extienden a las regiones templadas. Los grandes centros de dispersion son
Indomalasia, Africa, Brasil y América central. Existen los ejemplares resistentes a las

sequias y de biotopos semiacuaticos.

Composicion quimica reportada en la familia Acanthaceae y sus usos

farmacologicos.

Los géneros mas numerosos de esta familia son en el género Justicia y el género
Ruellia, ambos géneros han sido estudiados por sus posibles usos tradicionales como
medicamentos. En el género Ruellia se ha reportado presencia de D-glucoronico, de 7-
apigenina campesterol, colesterol, glicina, leucina, tirosina, valina, taninos y g-sitosterol
en todas las partes de la planta. En las raices contiene lupeol, saponinas, gomas, resinas y

acido galico (Cabrero, 2005).

Asimismo, el uso medicinal de las plantas del género Ruellia se basa en los
compuestos que posee: el acido galico al igual que los taninos son antisépticos y
astringentes empleado en el tratamiento de la disenteria cronica, diarreas, leucorrea,
menorragia, otras hemorragias. El lupeol es antirreumatico, también algunas especies de
Ruellias, son utilizadas como tratamiento para la gonorrea y como antiinflamatoria

(Cabrero, 2005).

Se ha registrado un total de 24 especies de la familia Acanthaceae, especificamente

del género Justicia, con propiedades medicinales. Tienen popular uso contra el cancer,
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bronquitis, cdlicos o dolores menstruales, infecciones de la piel, entre otras (Correa y

Alcéntara, 2011).
Generalidades del género Justicia.

El género Justicia fue propuesto por Carlos Linneo y publicado en especie
Plantarum en 1753. Un siglo mas tarde, en su tratado sobre Acanthaceae, Nees (1847)
delimitd el género Justicia en Asia y Africa. Ademas, cred varios nuevos géneros
relacionados con Justicia para ubicar a un gran numero de especies recientemente descritas
desde el nuevo mundo. Mas tarde, Bentham (1876) y Lindau (1893) ampliaron el concepto
de Justicia de Nees y redujeron a sinGnimos muchos géneros. Actualmente, se ha aceptado
lo propuesto por Graham (1998), que incluye entre 600 y 700 especies dentro del género

(Gomez y col., 2012).

De igual manera, el género Justicia L. de distribucién pantropical es uno de los mas
numerosos dentro de la familia Acanthaceae, ya que cuenta con mas de 600 especies
(Acosta, 2007). Se caracterizan por ser arbustos o subarbustos erectos o escandescentes con
hojas opuestas e inflorescencias generalmente en espigas o paniculas. Ademas, cuenta con

caliz de 4 a 5 cépalos y fruto en forma de capsula claviforme (Durkee, 1978).
Composicion quimica reportada en el género Justicia y usos farmacologicos.

El género Justicia se caracteriza por poseer metabolitos como alcaloides de tipo
quinazolinas como la vasicina aislado en J. adhatoda, ligninas, flavonoides como la
swertisina (1), cumarinas y terpenos. De igual forma, se ha aislado en varias especies

aceites esenciales, vitaminas, acidos grasos y acido salicilico. Posee esteroides como
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campesterol (2), estigmasterol (3), sitosterol (4), compuestos aislados de las raices de J.

flava, J. spicigera, y J. gendarussa (Garcia y Leon, 2013).

Por otro lado, en algunas especies se ha reportado la presencia de esteroides,
saponosidos y compuestos fendlicos. Estas plantas, ademés suelen contener lignanos como

la justidicidona (5) (Germosén, 2005).

En la Figura 1, se pueden observar las estructuras de algunos de los compuestos

reportados en plantas del género Justicia.

OH O

Sitosterol (4)

Justicidona (5)

Figura 1. Estructuras de algunos compuestos reportados en el género Justicia. Tomado y modificado de:
Garcia 'y Leon, 2013; Germosén, 2005.
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Actividad farmacoldgica reportada para este género.

Dentro de este género destacan especies como: Justicia pectoralis, Justicia
adhatoda, Justicia spicigera y Justicia secunda Vahl. Justicia pectoralis, es empleada
machacada o entera para golpes y torceduras, en decoccién para dolor de estomago y para
los nervios. Ademas, se han descrito efectos citotoxicos de J. pectoralis contra células

tumorales y leucémicas, esto atribuido a su alto contenido de lignanos (Germosén, 2005).

Mientras tanto, Justicia adhatoda L. se utiliza en infusion para tratar la bronquitis,
la diarrea y dafos del estbmago y en lavados como cicatrizante, desinfectante de heridas y
antifungica (Vera, 2014). De igual forma, los extractos de las hojas de especies como J.
reptans han mostrado efecto contra el VIH, mediante la inhibicion de la replicacion del
virus, el cual ha sido atribuido a la presencia de dos flavonoides glicosilados (Corréa y

Alcantara, 2012).

Finalmente, J. spicigera se utiliza en México en la medicina tradicional para curar
enfermedades como la disenteria, diabetes, leucemia y anemia, se utiliza también como
antipirético, antiespasmadico, antiinflamatorio, para aliviar trastornos menstruales, nervios,
insomnio, bronquitis, desordenes intestinales (nauseas, diarrea, vomito e infecciones). Esta
especie ha sido reportada con propiedades antioxidantes debido al contenido de flavonoides

en sus partes aéreas, especialmente en tallo (Navarrette y col., 2016).
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Generalidades de Justicia secunda Vahl.

En la Figura 2, se puede observar una planta madura de Justicia secunda Vahl.

Figura 2. Especie Justicia secunda Vahl.

Nombre Cientifico: Justicia secunda Vahl (\Vahl)

Nombres Comunes: Singamochila, cascajera, sanguinaria, yerba de la sangre, sangre
de cristo, insulina, la hoja de la vida, curatodo, canilla de pollo, entre otros (Zambrano y

Bustamante, 2017).

Justicia secunda Vahl, es un pequefio arbusto perenne de 0,5-1 m de altura, con
flores rojo-violeta que se agrupan en 5 pétalos sobre la corola. Proviene de regiones
tropicales y templadas, por lo que se encuentra ampliamente distribuida en varios paises

(Garcia 'y Ledn, 2013).
Zonas de distribucion (Gémez y col., 2012):

e Planta nativa de: Sur América.
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e Caribe: Barbados, Antillas Neerlandesas, Trinidad y Tobago; Islas Virgenes

(EEUU), etc.
e Mesoamérica: Panama.
e América del Sur: Guayana Francesa, Guyana, Surinam Venezuela y Colombia.
e Africa: El Congo.

Taxonomia:
En la Tabla 1, se puede observar la clasificacion taxonomica de la especie J.

secunda Vahl.

Tabla 1

Taxonomia de Justicia secunda Vahl.
Reino Plantae
Filo Scrophulariales
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliophyta
Familia Acanthaceae
Sub-familia Acanthoideae
Tribu Justicieae
Género Justicia
Especie Justicia secunda Vahl

Tomado y modificado de National Germplasm Resources Laboratory, 2010)

Compuestos quimicos reportados en Justicia secunda Vahl.

En la Tabla 2, se muestran los compuestos quimicos reportados segun la literatura en
diferentes extractos de Justicia secunda Vahl (Zambrano y Bustamante, 2017; Akibou y

col., 2014; Koffi y col. 2006).
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Tabla 2
Compuestos quimicos reportados en Justicia secunda Vahl.

Extracto Compuestos quimicos reportados
Extracto hidroalcoholico Alcaloides, cumarinas y glucosidos fendlicos.
s Alcaloides, taninos, glucésidos fendlicos, triterpenos

Extracto alcohdlico . g P y
esteroides.

Extracto etéreo Alcaloides, triterpenos y esteroides.
Saponinas, alcaloides, taninos, mucilagos, antraquinonas,

Extracto acuoso leucoantocianina, antocianinas y triterpenos, polifenoles y
flavonoides.

Actividad farmacologica reportada en Justicia secunda Vahl.

Justicia secunda Vahl, ha sido usada por las poblaciones latinoamericanas en
afecciones como anemia, dolores de rifiones, oidos, garganta, hipoglucemiante, energizante
e hipolipemiante, sin que se haya establecido aun su eficacia (Zambrano y Bustamante,

2017; Corréa y Alcantara, 2012).

En América Central y el norte de Sur América se utiliza en la medicina tradicional
para el tratamiento de calculos renales. En Venezuela se utiliza como antipirético, en
Colombia también se utiliza para los trastornos de la glicemia y para el tratamiento de
diferentes patologias infecciosas; también tiene aplicacion etnoveterinaria para lesiones por
mordeduras de serpientes y problemas de disenteria de perros de caza (Gomez y col.,

2012).

18



Bases tedricas
Productos naturales.

En sentido amplio un producto natural esta formado por todos los compuestos de la
naturaleza. En sentido mas restrictivo un producto natural comprende solo los metabolitos
secundarios que son especificos de las especies (Gutiérrez y Estévez, 2009). Muchos
productos naturales se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes, colorantes, entre otros (Avalos y Pérez,

2009).

Estos compuestos deben diferenciarse de los metabolitos primarios que son los
productos quimicos necesarios para la vida, resultantes del metabolismo vital de todo ser
vivo, son: los carbohidratos, los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos. En contraste a
los metabolitos primarios, los productos naturales o metabolitos secundarios son
subproductos de rutas metabdlicas normales que ocurren en ciertas especies, siendo
particulares dentro de un grupo taxondémico, estado de vida o tejido presentando una
distribucién restringida dentro del reino vegetal dando origen a la quimiotaxonomia

(Torres, 2004).
Metabolitos secundarios presentes en los productos naturales.
Fenoles y acido fendlico.

La denominacion de acido fenolico se puede aplicar a todos los compuestos
organicos que poseen como minimo una funcién carboxilica y un hidroxilo fendlico. Los

fenoles simples (catecol, guayacol, floroglucinol) son bastante escasos en la naturaleza
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salvo la hidroquinona que se encuentra en diversas familias, frecuentemente en forma de
glucésido del difenol o de su monometiléter. Los alquilfenoles y sus dépsidos, que
provienen del metabolismo de un poli-B-cetoéster, son caracteristicos de los liquenes

(Bruneton, 2001).

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los derivados del écido
benzoico que tienen un esqueleto formado por fenilpropanoides que han perdido un
fragmento de dos carbonos de la cadena lateral. Ejemplos de estos derivados son la
vainillina (6) y el acido salicilico (7) (Figura 3) actian como reguladores del crecimiento

vegetal, implicados en la resistencia de la planta frente a patogenos (Avalos y Pérez, 2009).

COOH

OH

O/CHS

OH

- Acido salicilico (7)
Vainillina (6)

Figura 3. Estructura de algunos compuestos fendlicos.

Quinonas.

Las quinonas son dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten en
polifenoles los que facilmente las regeneran por oxidacion. Contribuyen a la coloracion de
numerosos vegetales y animales, debido a sus pigmentos que van de amarillo a violeta.
Algunos como la vitamina K, la ubiquinona y las plastoquinonas contribuyen en la
respiraciéon donando electrones y por ende se encuentran en todos los seres vivos

(Dominguez, 1973)
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Dependiendo del sistema aromatico que dan al reducirse, las quinonas se clasifican
en benzoquinonas (8) (Figura 4), naftaquinonas, antraquinonas y fenantraquinonas. Si los
grupos cetonicos estan continuos se les llama orto y si estan separados por un grupo vinilo

(-C=C-) para (Dominguez, 1973).

Orto-benzoquinona (8)

Figura 4. Estructura de una orto-benzoquinona (8)

Cumarinas.

Las cumarinas naturales poseen oxigeno en una o0 mas de las seis posiciones
nucleares disponibles, ya sea como fenoles, éteres o grupos glicosidos. Salvo pocas
excepciones, se encuentran oxigenadas en C-7, en consecuencia, la 7-hidroxicumarina esta
biogenética y estructuralmente emparentada con las mas complejas cumarinas (Barata y

Debenedetti, 2007).

Es comln, en muchas de ellas la presencia de cadenas isoprénicas enlazadas a un
carbono del ndcleo, a un 4&tomo de oxigeno o a ambos. Estos grupos prenilos pueden
encontrarse como una simple unidad de 3-metil-2-butenil, pero muchas veces es encontrado
como su correspondiente epdxido o diol, o en una variedad de oxidaciones y formas

reacomodadas de estas cadenas isoprénicas (Barata y Debenedetti, 2007).

Un ejemplo de cumarina, es escopoletina (9) (Figura 5)
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o o) OH

Escopoletina (9)

Figura 5. Estructura de escopoletina (9)

Flavonoides.

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular producidas por casi todas las
plantas vasculares. Los flavonoides estdn compuestos de dos anillos fenilos, ligados
mediante un anillo pirano, lo cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6

comun en la mayoria de los flavonoides (Escamilla, Cuevas y Guevara, 2009).

La mayor parte de los flavonoides (a excepcion de las catequinas) esta presente en
las plantas y alimentos en forma de g-glicésidos. Los flavonoides una vez hidrolizados
(agliconas o flavonas) se conjugan por metilacion, sulfatacion o glucuronidacion
principalmente y debido a que tienen una capacidad de conjugacion alta su concentracion
en el plasma es por lo general baja. Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases,
dependiendo del sitio de unién del anillo B con el benzopirano: los flavonoides 1 (2-
fenilbenzopiranos), isoflavonoides 2 (3-benzopiranos) y los neoflavonoides 3 (4-

benzopiranos) (Estrada, Ubaldo y Araujo, 2012).

Se ha reportado que los flavonoides poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias,  antitromboticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales,
antiasmaticas e inhibidoras de enzimas como la transcriptasa reversa. Sin embargo, la
principal propiedad bioldgica de los flavonoides y la méas estudiada ha sido su actividad

antioxidante (Pérez, 2003).
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Un ejemplo de un compuesto flavonoide lo podemos observar en la Figura 6, donde

se muestra la estructura de la flavona apigenina (10).

Apigenina (10)

Figura 6. Estructura de la flavona apigenina (10).

Antocianinas.

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles,
estos pigmentos son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo hasta el
azul en varias frutas, vegetales y cereales. Estos compuestos son glucosidos de
antocianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides, compuestos por dos anillos
aromaticos unidos por una cadena de 3C. En la naturaleza, las antocianinas siempre
presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos

que incrementan su solubilidad (Garzon, 2008).

Un ejemplo de una antocianina lo podemos observar en la Figura 7, donde se

muestra la estructura de una pelargonidina (11).

OH

OH

@
HO )
~N
9
OH

Pelargonidina (11)

Figura 7. Estructura de la antocianina Pelargonidina (11).
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Taninos.

Los taninos son sustancias con propiedades similares a los de los agentes tanicos
comerciales los cuales precipitan alcaloides y proteinas. Se caracterizan por ser sustancias
astringentes, generalmente amorfos que pueden ser solubles en agua o soluciones
hidroalcohdlicas. Precipitan en soluciones acuosas con proteinas, especialmente albumina y
gelatina, son facilmente oxidables y se utilizan para el endurecimiento del cuero (Albornoz,

1980).
Los taninos se clasifican en:

a. Hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) aquellos que por tratamiento con acido o por
enzimas, se separan en la aglicona y en azucares (Marcano y Hasegawa, 2002).

b. Condensados, aquellos que por tratamiento no se degradan, polimerizan aun mas,
convirtiéndose en masas amorfas insolubles conocidas como flobafenos, estos son
polimeros derivados de 3-hidroxi y 3,4-dihidroxi-flavonas (Marcano y Hasegawa,

2002).

Un ejemplo de un compuesto tanino lo podemos observar en la Figura 8, donde se

muestra la estructura de la glucogalina (12).

HO
OH
OH
HO o o OH
HO
OH o
Glucogalina (12)

Figura 8. Estructura del tanino glucogalina (12).
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Alcaloides.

Los alcaloides son sustancias basicas que contienen nitrégeno en un anillo
heterociclico, son derivados de amino&cidos, presentan distribucion taxonémica limitada y
se encuentran en plantas superiores como sales de un cido orgéanico (Martinez, Valencia,

Jiménez y Galeano, 2008).

Atendiendo a su solubilidad, propiedad empleada para extraerlos y purificarlos, la
base del alcaloide es soluble en solventes organicos y pueden formar sales solubles en

solventes polares cuando se encuentra en acidos minerales diluidos (Martinez y col., 2008).

Un ejemplo de un compuesto alcaloide lo podemos observar en la Figura 9, donde

se muestra la estructura de Papaverina (13).

M
eO X

N

I OoM

OMe

MeO

e

Papaverina (13)

Figura 9. Estructura del alcaloide Papaverina (13).

Esteroles.

Son alcoholes sélidos C,7 a C,g atomos, de origen animal. Su esqueleto esta formado
fundamentalmente por un ciclopentano perhidro fenantreno, comin a todos los esteroides y
una cadena lateral en la que puede insertarse radical metilo (serie ergostano) o etilo (serie
estigmastano), particularmente en C24. Todos los esteroles poseen un grupo hidroxilo en

C-3 (Dominguez, 1973).
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Un ejemplo de un esterol se puede observar en la Figura 10, donde se muestra la

estructura del colesterol (14).

H3C CHj;

CHj
CHj

HO
Colesterol (14)

Figura 10. Estructura del colesterol (14).
Terpenos.

Los terpenos o isoprenoides son un conjunto de sustancias que conforman uno de
los grupos de fitoquimicos mas difundido. Estos compuestos tienen un origen biosintético
comun y aungque con estructuras quimicas muy distintas, todos ellos proceden de la
condensacion del isopreno (2-metil-1,3-butadieno), un hidrocarburo de 5 atomos de
carbono. Los terpenos se encuentran principalmente en los alimentos de color verde, en

productos derivados de la soja y en los cereales (Lopez y Aleixandre, 2012).

En la Figura 11 se muestra la estructura del triterpeno geraniol (15).

PPN
OH

Geraniol (15)

Figura 11. Estructura del terpeno geraniol (15).

Monoterpenos.
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Son biogenéticamente derivados de unidades de isopreno y estan distribuidos en una
gran variedad de sistemas vivos: plantas microorganismos e insectos estan compuestos de
10 carbonos y 2 unidades de isopreno. La formacion de la cadena con 10 &tomos de
carbono procede por condensacion. De la Gltima unidad la pérdida del H pro-R o pro-S
sobre C-2 origina la unién trans o cis. Existen varios tipos estructurales, los que siguen la
regla del isopreno o esqueletos regulares y los llamados irregulares en las cuales no se
mantiene la secuencia de los carbonos que conforman los dos fragmentos de isopreno

unidos cabeza-cola (Marcano y Hasegawa, 2002).

En la Figura 12 se muestra la estructura del monoterpeno limoneno (16).

Limoneno (16)

Figura 12. Estructura del monoterpeno limoneno (16).
Sesquiterpenos.
Contienen 15 atomos de carbono y algunos de ellos estan presentes en los aceites
esenciales denominados azulenos por desarrollar una coloracion azul por tratamiento con

acidos o por calentamiento u oxidacion. Estos compuestos presentan el esqueleto carbonado

del azuleno generado a partir de algunos sesquiterpenos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Un ejemplo de un compuesto sesquiterpeno lo podemos observar en la Figura 13,

donde se muestra la estructura del cadineno (17).
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Cadineno (17)

Figura 13. Estructura del sesquiterpeno cadineno (17).

Diterpenos.

Se biosintetizan por ciclaciones progresivas del geranil geranil pirofosfato (GGPF).
Este esqueleto aparece en el fitol, el cual estd presente abundantemente en las plantas
conformando la parte lipofilica de la clorofila. Los diterpenos se han aislado de vegetales
superiores, estan presentes en aceites esenciales como el geranilgeraniol en el aceite de
linaza y el geranillinalool en el aceite de jazmin, también en algunos insectos,

microorganismos y fuentes marinas (Marcano y Hasegawa, 2002)

Un ejemplo de un compuesto diterpeno lo podemos observar en la Figura 14 donde

se muestra la estructura del pimarano (18).

Pimarano (18)

Figura 14. Estructura del diterpeno pimarano (18).

Triterpenos.
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Presentan 30 atomos de carbono poseen una estrecha relacion con los esteroides y
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza tanto en el reino vegetal como en

el animal (Marcano y Hasegawa, 2002).

Un ejemplo de un compuesto triterpeno lo podemos observar en la Figura 15,

donde se muestra la estructura del lupeol (19).

Lupeol (19)

Figura 15. Estructura del triterpeno lupeol (19).

Saponinas.

Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de
compuestos estructuralmente constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos
como aglicona o sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos
que les confieren un caracter anfifilico. De acuerdo con el nimero de sustituciones, se
pueden encontrar agliconas mono, di o triglicosiladas, también denominadas mono, di o

tridesmosidicas (Ahumada, Ortega, Chito y Benitez, 2016).

Un ejemplo de un compuesto saponina lo podemos observar en la Figura 16, donde

se muestra la estructura de la dioscina (20).
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Dioscina (20)

Figura 16. Estructura de la saponina dioscina (20).

Tetraterpenos (Carotenoides).

Los carotenoides estan constituidos por unidades multiples de isopreno con un
anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de los extremos. Existen dos tipos
de carotenoides: los carotenos, que no contienen oxigeno en sus anillos terminales y las
xantofilas que si los tienen. Las funciones oxigenadas mas comunes son los grupos hidroxi
(OH) y epoxi (epbxidos 5,6 6 5,8). También se encuentran los grupos aldehido (CHO), ceto
(C=0), carboxi (CO,;H), carbometoxi (CO,Me) y metoxi (OMe). Se han aislado y
caracterizado mas de 600 carotenoides, pero este niamero es menor en los alimentos

(Carranco, Calvo, y Pérez, 2011).

Un ejemplo de un compuesto carotenoide lo podemos observar en la Figura 17,

donde se observa la estructura del p-Caroteno (21).
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B-Caroteno (21)

Figura 17. Estructura del compuesto carotenoide S-Caroteno.

Estudio fitoquimico.
Seleccion de material.

Esto depende del interés del estudio, puede ser particular o estar enfocado en un tipo
quimico de compuesto 0 metabolito secundario y en una determinada actividad biologica

(Marcano y Hasegawa, 2002).

De manera general, se localiza la planta, luego se comprueba su clasificacion
botanica y se ubica en la literatura, todo esto para buscar informacion sobre los
constituyentes quimicos de la planta, se procede a la extraccion, purificacion y finalmente
se realizan las pruebas bioldgicas tanto de extractos como de compuestos puros si asi lo

amerita el estudio (Marcano y Hasegawa, 2002).
Tamizaje fitoquimico.

Son examenes sencillos que se hacen en plantas recién cosechadas, ya que cuando el
material no esta fresco, a veces los resultados no son reproducidos en el laboratorio. Segun

Marcano y Hasegawa (2002), las pruebas mas comunes son:

a) Alcaloides: El crudo se evapora hasta casi sequedad; si durante este proceso se detecta
olor de amoniaco o aminas, se evidencian alcaloides que ademas deben ser inestables.

El extracto se obtiene de la maceracién con HCI diluido, se precipita con reactivo de
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b)

d)

Meyer 0 se somete a reacciones de color con reactivo de Dragendorff o con &cido

yodoplatinico.

Saponinas: el extracto acuoso se agita. la aparicién de espuma es indicio de la
presencia de estos compuestos. Una parte del crudo se hidroliza con HCI 10 % o
H,SO,4 5 % en reflujo) y el hidrolizado se concentra y se extrae con acetato de etilo o
cloroformo. La fraccion organica debe contener las sapogéninas y otros materiales no
hidrolizables. Tanto el crudo total como el extracto organico provenientes de la

hidrolisis, se analizan para esteroles y triterpenos (reaccion de Libermann Burchard).

Taninos: el extracto en NaOH al 10 %, se trata con una solucion de gelatina al 1 %. La

presencia de taninos se manifiesta con la precipitacion del compuesto proteina-tanino.

Flavonoides: El crudo total se lleva a sequedad y se desgrasa con éter de petroleo. El
extracto alcohdlico se trata con un trozo de magnesio y HCI. El test sera positivo para
flavonoides si se produce una coloracion roja al dejar en reposo la reaccion por unos
10-20 minutos y una gota del extracto total se absorbe sobre el papel de filtro y se rocia
con una solucion de cloruro de aluminio al 1 % en etanol. La aparicion de una mancha

fluorescente amarilla bajo luz UV es indicativa de la presencia de flavonoides.

Antraquinonas: El crudo total llevado a sequedad, se extrae con KOH (0,5 N), se filtra,
se acidifica con acido acético y se agita con benceno. Si la capa organica toma una

coloracion roja al alcalinizarla con hidréxido de amonio, hay antraquinonas presentes.

Glicésidos cianogénicos: Al material fresco macerado se afiaden gotas de cloroformo y

se calienta a 50-70 °C en tubo cerrado, los vapores se ponen en contacto con un papel
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de filtro impregnado en una solucién al 1% de acido picrico en carbonato de sodio al
10 %. Los compuestos cianogénicos se manifiestan con una mancha roja sobre el

papel; el tiempo de reaccidn varia, puede tomar hasta dos horas.
Métodos de extraccion de material vegetal.

Entre los procesos extractivos de los diferentes compuestos fitoquimicos, destacan
las nuevas tecnologias entre las que se encuentra la extraccion en fluidos supercriticos. Pero
a menudo se utilizan otros procesos extractivos mas convencionales, como los de arrastre

de vapor (Valcarcel y Gomez, 1988).
Por arrastre de vapor.

Se utiliza para la extraccion de aceites esenciales ya que éstos contienen compuestos
volatiles o aromaticos como los alcoholes y cetonas, siendo este método perfecto para su
extraccion mediante el uso de vapor saturado a presion atmosférica. Al liquido acuoso que
se obtiene se le hace extraccion con cloroformo y el extracto cloroformico que se obtiene se
lleva al rotavapor y luego a una columna para separacion cromatogréafica (Rivas, Oranday y

Verde, 2016).
EFS, fluidos supercriticos.

Un fluido supercritico es una sustancia, mezcla o elemento que, mediante
operaciones mecanicas, bajo unas condiciones operativas de presion y temperatura, se sitla
por encima de su punto critico, pero por debajo de la presion que hace falta para

condensarlo en un solido (Valcéarcel y GGmez, 1988).
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Extraccion solido—liquido.

La extraccién de muestras sélidas con solventes, generalmente conocida como
extraccion soélido-liquido, es un método muy utilizado en la separacion de compuestos
antioxidantes a partir de residuos sélidos. Estos residuos requieren la extraccion con
solventes convencionales y la posterior eliminacion de estos para obtener un extracto
concentrado. Los solventes mas habituales son agua acidificada, etanol, metanol,
isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico,

acetato de etilo, acetona, cloroformo (Tabio, Diaz, Ronddn, Fernandez y Piloto, 2017)
Con disolventes (extraccion discontinua).
Maceracion.

Es un método de extraccion sélido-liquido donde el material vegetal que se pretende
extraer contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion a utilizar. Para realizar el
proceso se corta o muele el material vegetal, fresco o seco, se coloca en recipientes
adecuados, se coloca el disolvente seleccionado por polaridad: hexano, cloroformo y
finalmente etanol 0 metanol en reposo con un equipo en agitacién continua a temperatura

ambiente durante un intervalo de dias que puede ser de 3 a 5 (Rivas y col., 2016).
Infusion.

El disolvente se hierve y posteriormente se introduce la planta a extraer, dejandose
enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente. El extracto recibe el nombre de infusion o té

(\Valcarcel y Gémez, 1988).
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Decoccion o cocimiento.

La planta es cubierta con el disolvente (agua), y se lleva a ebullicion por 15 a 30

minutos posteriormente se enfria y se filtra (Valcarcel y Gdmez, 1988).
Con disolventes (extraccion continua).
Percolacion.

Consiste en colocar el material fragmentado en un recipiente conico o cilindrico
haciendo pasar un disolvente apropiado a través del mismo. El tamafio de la particular no
debe ser menor a 3 mm para permitir que el disolvente fluya sin embargo el material debe
estar debidamente compactado para que el disolvente eluya con cierta lentitud dando
tiempo al mismo de tomar contacto con los componentes que se desean extraer (Lamarque

y col., 2008).
Soxhlet.

El material vegetal seco es sometido a una extraccion continua. El aparato (soxhlet)
asegura en todo momento la provision de disolvente puro, que pasa por el material
arrastrando los principios activos. El extracto obtenido suele concentrarse eliminando total

o parcialmente el disolvente (Valcarcel y Gomez, 1988).
Extraccion liquido-liquido.

Consiste en extraer los analitos de una muestra liquida mediante un disolvente
inmiscible en ella, como puede ser una fase acuosa con un disolvente organico no miscible.

El pH es fundamental para conseguir buen rendimiento (Valcarcel y Gomez, 1988).
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Extraccién en fase sélida.

Se emplean columnas o cartuchos capaces de retener el analito, que se extrae

posteriormente con un pequefio volumen de disolvente (Valcarcel y Gdmez, 1988).
Pruebas de actividad bioldgica.

La actividad bioldgica se refiere a cualquier efecto que ejerce la muestra sobre los
seres vivos. Para determinar tal actividad se cuenta con multiples ensayos, entre ellos los
ensayos in vivo e in vitro. Los ensayos in vitro son los mas utilizados por ser mas
economicos, utilizar menos material y las condiciones experimentales son mas controlables

(Marcano y Hasegawa, 2002).
Actividad antibacteriana.

Existen diversas sustancias que pueden destruir ciertas bacterias (efecto bactericida)
o inhibir su crecimiento (efecto bacteriostatico). Estas sustancias pueden ser producidas por
microorganismos como el caso de la penicilina producida por el hongo Pencillium
nectarus. Sin embargo, existen otras sustancias que son sintetizadas quimicamente que
pueden ser de origen natural o mediante procesos industriales y son llamado agentes
antimicrobianos. En el caso de los extractos vegetales, si poseen accion bactericida o

bacteriostatica son considerados agentes antimicrobianos (Tortora, Funke y Case, 2007).

Las pruebas mas comunes para medir la actividad antimicrobiana de un antibiotico
0 de un agente antimicrobiano son las pruebas de difusion del disco en agar (Kirby-Bauer),
dilucién en agar o caldo, antibiograma ATB rapido y el método epsilométrico ET. Para

evaluar la actividad antibacteriana de un extracto vegetal se utilizan principalmente, la
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prueba de difusidn del disco en agar y la prueba de dilucion en agar o caldo (Tortora y col.,

2007).
Métodos para la determinacion de la actividad antibacteriana.

La efectividad de cada método puede ser afectada por diferentes factores tales como
el origen del extracto, volumen del inoculo, la fase de crecimiento del microorganismo el
medio de cultivo utilizado el tiempo de incubacidn, la temperatura, el pH y la actividad de

agua del medio entre muchos otros factores (Reyes, Palou, y Lopez, 2014).
Estos métodos pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos.

Métodos cuantitativos: son aquellos procedimientos que permiten determinar la

concentracion inhibitoria minima (CIM) (Taroco, Seija y Vignoli, 2006).

Meétodos cualitativos (disco difusion): son aquellos procedimientos que permiten
clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente (Taroco y col.,

2006).

Los métodos més utilizados para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos

son.

a) Dilucidn en agar: es utilizado generalmente para determinar si el extracto es letal contra
el microorganismo, ademas se usa con microorganismo aerébicos o microaerofilico con
una velocidad variable de crecimiento. Para esta técnica se prepara diferentes diluciones
de los extractos, las diluciones se afiaden a los agares y estos son puestos en capsulas de

Petri para su solidificacion. Finalmente, los microorganismos en prueba previamente
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diluidos son inoculados en los agares e incubados a su temperatura y tiempo 6ptimos

(Reyes y col., 2014).

b) Dilucion y micro-dilucion en caldo: Las técnicas de dilucion y microdilucién consisten
en preparar una serie de tubos con una determinada cantidad de caldo de cultivo en cada
uno, a la que se incorpora una cantidad de antibidtico creciente, de modo que se
obtengan concentraciones dobles progresivas. Se siembran las bacterias, se incuban y a
las 18-24 horas se observa el crecimiento. El tubo con la menor concentracion de
antibiotico que ha inhibido la bacteria indica la concentracion minima inhibitoria (Prats,

2005).

c) Difusion en agar o Kirby Bauer: este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser
facilmente estandarizable y que esta indicado para microorganismos no exigentes de
crecimiento rapido. Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo
puro para poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibiotica. Este método consiste
en depositar en la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
antibioticos. Tan pronto el disco impregnado en antibidtico se pone en contacto con la
superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde por el agar,
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion,
los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicion de crecimiento

bacteriano (Taroco y col., 2006).
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Actividad antioxidante.

Los radicales libres son la principal amenaza oxidativa de las células, estos radicales
pueden ser enddgenos y exogenos, pueden inducir un amplio espectro de reacciones
nocivas para el organismo animal en especial el ser humano. Sin embargo, existen
sustancias que actlan como protectores, que, en conjunto con las moléculas ricas en
electrones, que el propio organismo produce pueden contrarrestar los efectos dafinos y
estabilizar los radicales libres, estabilizando los radicales libres, dichas sustancias son

conocidas como antioxidantes (Bello, 2005).
Clasificacion de los antioxidantes.

Los antioxidantes pueden ser clasificados en dos tipos: antioxidantes enzimaticos y

no enzimaticos.

Antioxidantes enzimaticos: Las células de los tejidos bioldgicos poseen sistemas
enzimaticos que actdan como protectores de la oxidacion por medio de la inactivacion de
sustancias potencialmente oxidativas como las especies reactivas de oxigeno (EROS)
dentro de las que se incluyen el O, el H,O y el OH’, inactivando el estado de oxidacion de
los metales de transicidn, que son potenciales catalizadores de la oxidacion (Martinez y

col., 2009).

Entre las enzimas con las actividades antes descritas estan la catalasa que cataliza la
descomposicién de peroxido de hidrogeno H,0,, la superdxidodismutasa que inhibe la
oxidacidn lipidica catalizando la transformacion de superéxido O, la glutatién peroxidasa

que cataliza la reduccién de los peroxidos lipidos y el peréxido de hidrogeno por medio de
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la glucationa y las ferroxidasas que son enzimas catalizadoras de la oxidacion del 6xido

ferroso FeO a férrico Fe,O3 (Frontera, Herring, Micheli, y Silver, 2008).

Antioxidantes no enzimaticos: Son un complemento de los enzimaticos que son
intracelulares, los antioxidantes no enzimaticos se encargan de compensar a los radicales
libres que son liberados o que pertenecen al espacio intracelular; en este grupo se incluye a
la vitamina E, el p-caroteno o precursor de la vitamina A y también la vitamina B que
forma parte de la enzima glutation reductasa que regenera al glutation (Herrerias, Diaz y

Jiménez, 1996).
Principales antioxidantes presentes en la naturaleza.

Acido Ascorbico (Vitamina C): Es un derivado de un azlcar de seis carbonos
considerado un regenerador de antioxidantes ya que participa en reacciones que le permiten
reducir compuestos libres que se encuentran inestables por falta de un electrén (Cubero,

Monferrer y Villalba, 2002).

Vitamina E: Es una molécula que posee su sitio activo en el grupo 6-hidroxilo de
anillo cromanol de su estructura, es un elemento capaz de inhibir la sintesis de creatina
quinasa y la xantina oxidasa lo que ayuda a proteger varias enzimas de la membrana celular
de la oxidacién producida por metales como el mercurio, el cadmio o el plomo (Minguez,

Galan, Fernandez y Méndez, 1996).

Carotenoides: Son muy valiosos para proteger las grasas, ya que acttan inhibiendo

la reaccién del oxigeno con los lipidos (Minguez, Galan, Fernandez y Méndez, 1996).
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Polifenoles: Son los antioxidantes mas abundantes de las dietas, que limitan los
procesos oxidativos debido a su capacidad de combinarse con metales de transicion,
ademas es capaz de neutralizar las moléculas que se producen durante la activacion del

oxigeno (Flanzy, 2003).
Método de DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo, uno de los mas utilizados es la medida in vitro de la capacidad antioxidante total de un
compuesto, consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias
cromégenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma proporcional con la
concentracion. No obstante, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in
vitro nos dan tan solo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in

vivo (Kuskoski, Azuero, Troncoso, Mancini y Fett, 2005).

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos y plantas medicinales, pero aquella que ha recibido una preferencial atencién es
la técnica que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. Este radical libre es
susceptible a reaccionar con compuestos a través de un proceso caracterizado por la cesion
de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante (Guija, Inocente, Ponce

y Zarzosa, 2015).

En la Figura 18 se muestra la reaccion quimica entre el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

(DPPH) y una molécula antioxidante.
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Figura 18. Reaccion quimica entre el radical DPPH y una especie antioxidante.

El fundamento del método DPPH consiste en que este radical tiene un electron
desapareado y es de color violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una
sustancia antioxidante; la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 517 nm. La
diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres

(Castafieda y col., 2008).

Toxicidad sobre Artemia salina.

Artemia salina.

También Ilamado camarén amarillo, son camarones de pequefio tamafio, de cuerpo
de colores carmelitas y transparentes a la luz, pertenecientes a la division Arthropoda, clase
Cristaceae, subclase Branchiopoda (Figura 19). El género Artemia estd compuesto por
varias especies, de las cuales se han identificado al menos cuatro especies bisexuales, entre
ellas Artemia salina Leach, Artemia persimilis Piccinelli y Prodocimi, Artemia franciscana

Kellog y Artemia partenogenetica Bowen y Sterling (Pino y Lazo, 2010).

El crustaceo de Artemia salina vive en aguas hipersalinas y salobres y puede crecer

a temperaturas entre 6 y 35 °C, se alimenta de algas y bacterias y es fuente de alimento para
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peces, pajaros y varios invertebrados. Las hembras producen huevos que en condiciones
externas favorables, eclosionan produciendo larvas de un tamafio aproximado de 1 mm. Los
huevos también pueden formar quistes y permanecer en esta forma por un afio 0 méas. A.
salina en condiciones favorables, se convierten en adultos transcurridas 6 a 8 semanas,

alcanzando un tamafio promedio de 7 mm (Pino y Lazo, 2010).
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Figura 19. Artemia salina

Los nauplios o larvas de este crustaceo, actuan como un indicador natural en la
presencia de toxicidad en las fuentes donde se desarrollan ya que son altamente sensibles a
una gran variedad de sustancias quimicas y extractos de plantas con actividad bioldgica. A
pesar de ser una prueba util, no es selectiva para ninguna molécula quimica. (Michael y

col., 1956).

Es asi como el primer reporte de su uso como organismo de prueba aparece en
1956, descrito por Michael, posteriormente en 1982 fue adaptado por Meyer como un
bioensayo preliminar util en la investigacion de toxicidad en productos naturales. En 1993,
Solis y col., propusieron un nuevo ensayo, para evaluar toxicidad frente a Artemia salina en
microplacas mostrando resultados comparables al método de tubo de ensayo publicado

previamente, este estudio requiere pequefias cantidades del extracto y facilita evaluar un
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gran nimero de muestras y diluciones (Solis y col, 1993; Meyer y col., 1986 ; Michael y

col., 1956;).

Este organismo representa el Unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobiotico (quiste) esta disponible comercialmente de manera continua, como fuentes de
alimentos para peces y crustaceos en acuicultura. Por tanto, existe una disponibilidad
permanente de huevos (quistes) a partir de los cuales pueden ser obtenidas las larvas

evitando asi la necesidad de mantener colonias en el laboratorio (Pino y Lazo, 2010).

Este bioensayo de toxicidad in vitro es un método réapido, simple y de bajo costo. El
procedimiento consiste en exponer los nauplios de A. salina a los compuestos activos y/o
los extractos naturales, para determinar valores de dosis letal 50 (DLso), de los cuales se
considera como extracto toxico, aquellos con una DL50 menor o igual a 30 pg/mL (Meyer
y col., 1982). Los valores obtenidos de DLsp, no advierte una actividad fisiologica o
biologica en particular, solo son indicadores de toxicidad a nivel celular que pueden

orientar investigaciones mas especificas (Sanchez y Neira, 2005).
Definicion operacional de términos.
Coloracion de Gram.

Es un tipo de coloracion diferencial compuesta que permite clasificar a las bacterias
en grampositivas y gramnegativas segun la composicion de su pared celular (Ramirez,

2015).

44



Bacterias grampositivas.

Son bacterias cuya pared celular esta compuesta por capas gruesas de
peptidoglicano, lo cual hace que se deshidrate y sus poros se mantengan cerrados durante la
coloracion de Gram reteniendo el colorante violeta de genciana y al microscopio se observa

de color purpura (Ramirez, 2015).
Bacterias gramnegativas.

Son bacterias cuya pared celular esta compuesta por altos contenido de lipidos, lo
cual hace que al decolorar queden poros en la pared y permita la salida del compuesto
violeta de genciana-yodo y al agregar el colorante de contraste, la safranina, tomen un color

rosado (Ramirez, 2015).
Concentracion inhibitoria minima (CIM).

Se refiere a la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe por completo el

desarrollo bacteriano visible (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).
Escala de turbidez de MacFarland.

Es un estandar que nos permite comparar la turbidez de la suspension con el inoculo
para evaluar si el tamafio del mismo es el apropiado para la prueba de susceptibilidad. Esta
escala se prepara mezclando diferentes volimenes de &cido sulfarico al 1 % y de cloruro de
bario al 1,175 %, para obtener soluciones con densidades Opticas especificas (Forbes y col.,

2009).
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Concentracion eficiente 50 (ICsp).

Concentracion efectiva del extracto que logra atrapar el 50 % de los radicales libres

DPPH de una solucién preparada a 0.1 mM (Murillo, Lombo, Tique y Méndez, 2007).

Porcentaje de Inhibicion (% 1).

Medida del dafio oxidativo a un sustrato oxidable que es inhibido o reducido en
presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es proporcional a la actividad antioxidante del

compuesto o la muestra (Fernandez, Villafio, Troncoso y Garcia, 2006).

Definicion operacional de las variables.

Herndndez, Fernandez y Baptista (2010), afirmaron que una variable es una
propiedad que puede variar y cuya variacion es susceptible de medirse. Por lo tanto, en el
siguiente punto se establecen las variables a desarrollar en el proyecto de investigacion,

como se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Definicion operacional de las variables de la investigacion

Definicién
Variable Tipo de variable  Definicion conceptual ¢Qué es? operacional ;Coémo Dimensiones Indicador
se mide?
Composicion Independiente o Estudio de los componentes A través del Presencia de alcaloides, La aparicion de
quimica explicativa quimicos de las plantas que tamizaje fitoquimico cumarinas, compuestos fendlicos, turbidez, un
Cualitativa comprende la extraccion, flavonoides, saponinas, taninos, precipitado,
separacion y deteccion de dichos quinonas, terpenos o esteroles. espuma, coloracion
componentes mediante formacién o fluorescencia.
de compuestos colorados,
cromatografia,  radiacion o
fluorescencia (Flores, Castafieda,
Montiel, y Hernandez, 2014).
Actividad Dependiente 0 Capacidad de una sustancia de  Difusion en pozos Resistente Presencia del halo
Antibacteriana explicativa y inhibir la multiplicacion o incluso de agar Sensible de inhibicion frente
discreta de destruir una bacteria (Kirby Bauer Sensibilidad intermedia a cepas de
(Albornoz, 1980). modificado) Frente a cepas de referencia referencia

internacional.

internacional.
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Continuacion Tabla 3. Definicion operacional de las variables de la investigacion

Definicién
Variable Tipo de variable Definicién conceptual ¢Qué es? operacional ¢Cémo se Dimensiones Indicador
mide?
Actividad Dependiente o La actividad antioxidante se centra Método de DPPH Compuestos: % de inhibicién
antioxidante explicativa y principalmente en la bulsqueda de fendlicos,
discreta compuestos capaces de capturar radicales flavonoides,
del medio ambiente que lo rodea taninos,
(Contreras, Dias, Celis, Rojas, entre otros
Méndez, Rosenzweig, y Ontiveros,
2017).
Toxicidad sobre Dependiente 0 La toxicidad es la capacidad intrinseca Mediante exposicion de Extremadamente toxico Valores de DL,
Artemia salina  explicativa y que posee un agente quimico de producir los nauplios de A. Altamente tdxico
discreta efectos adversos sobre un organismo salina a los extractos Moderadamente tdxico

(Silbergeld, 1998). En este caso la
capacidad de los extractos de producir
efecto adverso sobre Artemia salina.

naturales, para
determinar valores de
dosis letal 50 (DLsy).

Ligeramente toxico
Practicamente no téxico
Relativamente inocuo
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Hipotesis.

De acuerdo a la composicion quimica reportada por algunos investigadores, para
Justicia secunda Vahl, que demuestra la alta potencialidad biol6gica y farmacoldgica de
esta especie, se esperaria que, dependiendo de sus componentes quimicos, algunos de los
extractos de las partes aéreas de esta planta, presenten actividad antioxidante, antibacteriana

y que el extracto polar de la misma sea inocuo sobre A. salina.
Hipotesis nula.

De acuerdo a la composicién quimica reportada por algunos investigadores, para
Justicia secunda Vahl, que demuestra la alta potencialidad bioldgica y farmacologica de
esta especie, se esperaria que dependiendo de dependiendo de sus componentes quimicos,
algunos de los extractos de las partes aéreas de esta planta, no presenten actividad
antioxidante, antibacteriana y que el extracto polar de la misma no sea inocuo sobre A.

salina.
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Capitulo 111
Marco metodoldgico
Tipo de investigacion.

El proyecto realizado fue de tipo confirmatorio, segin Hurtado (2010) lo define
como un tipo de investigacion cuyo propésito consiste en precisar diferencias y semejanzas
entre dos 0 mas grupos con respecto a un mismo evento. En este caso los dos grupos serian
la composicion quimica de Justicia secunda Vahl y su actividad biologica con el fin de

determinar la relacion existente entre ambas.
Disefio de investigacion.

Segun Arias (2012), el disefio de investigacion es la estrategia general que ha
adoptado el investigador para responder al problema planteado. En esta investigacion se
empleo un disefio de laboratorio, que consiste en recolectar datos a partir de fuentes vivas o
materiales, pero cuando estas fuentes se encuentran en un ambiente creado artificialmente
para efectos de la investigacién o en un ambiente que no suele ser el habitual para las

unidades de estudio (Arias 2012).

La fuente de esta investigacion deriva de datos primarios, es decir proviene
directamente de la fuente que lo produce, de ahi que, la especie Justicia secunda Vabhl, fue
previamente tratada para obtener de ella los extractos, la actividad biolégica de estos
extractos se evalué mediante diferentes técnicas en el laboratorio. Es decir, la planta no fue

estudiada en la naturaleza (contexto habitual), sino que fue tratada mediante diversos
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procesos fisicos y quimicos para evaluar su actividad antibacteriana, actividad antioxidante

y toxicidad sobre A. salina.

Por otra parte, segin la temporalidad y la secuencia de las mediciones, la presente
investigacion fue de disefio transversal, ya que se hizo el estudio de la actividad bioldgica
de los extractos en un momento Unico en el tiempo. Ademas, esta investigacion tuvo un
disefio contemporaneo, ya que la ocurrencia del evento de estudio se dio en el momento

presente y el investigador pudo ser testigo (Hernandez y col., 2010).
Poblacion y muestra.

La poblacién no es méas que el conjunto limitado de individuos de una misma clase
que se unen entre si por tener caracteristicas comunes, las cual se estudia para la obtencion
de datos de la investigacion (Martinez, 2002); en la presente investigacion se considera
como poblacion toda la planta de la especie Justicia secunda Vahl. Este tipo de poblacion
puede ser denominada como no finita ya que la misma es constituida por todas las plantas
que pertenecen a la especie Justicia secunda Vahl, ya que estas comparten las mismas

caracteristicas.

Segun Martinez (2002), se entiende por muestra un subgrupo de la poblacion que
debe ser representativo de la misma, y que se extrae cuando no es posible medir a cada uno
de las unidades de la poblacion. En esta investigacion, la muestra fue las partes aéreas de la
especie Justicia secunda Vahl que fue recolectadas en el Jardin de plantas medicinales de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis y mas especificamente los extractos obtenidos de la

misma.
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Instrumento de recoleccién de datos.

Se tomd en cuenta que la recoleccion de datos se hizo por medio de hojas o
cuaderno de trabajo; ya que es una investigacion experimental de laboratorio, debe llevarse
un registro de los resultados de cada prueba realizada, para posteriormente elaborar tablas
que nos permitan medir, cuantificar los resultados obtenidos para tal fin, se utilizé en

programa estadistico.
Recoleccion del material vegetal.

Las partes aéreas de Justicia secunda Vahl, se recolectaron en el Jardin de plantas
medicinales de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis ubicado en el municipio Libertador

del estado Mérida, a una altitud de 1630 msnm.

Se tomaron los tallos, hojas y flores para su identificacion y elaboracién de un
vaucher. La planta fue identificada botanicamente por el Ing. Juan Carmona, adscrito al
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos, de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

En el herbario Dr. José L. Ruiz Teran, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
ULA, Mérida, reposa un voucher de fecha 25 de septiembre de 2017 con namero 4 de la
coleccion, donde figuran como recolectores de la planta la Profa. Marielba Morillo, el Ing.

Juan Carmona y la Br. Tatiana Lopez (Figura 20).
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Figura 20. Voucher de Justicia secunda Vahl.

Preparacion de los extractos vegetales.

Se utilizaron hojas, tallo y flores de la planta, posteriormente se cortaron en trozos
pequefios, se colocaron en la estufa a 40 °C durante 48 horas, luego fueron molidas y se
pesaron en la balanza Denver Instrument XL 3100 obteniéndose 82,5 g del material vegetal
seco (Figura 21), este material fue almacenado en un lugar seco a temperatura ambiente

(Esquema 1).

Primero, se preparo6 el extracto hexandico por maceracion a temperatura ambiente,
para tal fin, se colocd el material molido en 200 mL de hexano y se dejé macerar durante
dos dias, se procedidé a filtrar y concentrar el extracto hasta sequedad empleando el
rotaevaporador IKA RV 10 digital a 45 °C. Este procedimiento se repitié dos veces mas, en

este extracto se concentran los compuestos apolares de la planta.
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Seguidamente, se prepararon los extractos diclorometanoico y etandlico, mediante
el mismo procedimiento que para el extracto hexanoico, esta vez utilizando como solvente
el diclorometano y el etanol. En el extracto diclorometanoico se encuentran los compuestos
medianamente polares, mientras que en el extracto etandlico, los compuestos polares

(Figura 22).

Finalmente, se obtuvieron 600 mg de extracto hexandico, 1030 mg de extracto

diclorometanoico y 1150 mg de extracto etanolico.

Figura 22. Maceracion y filtracion de los extractos las partes aéreas de J. secunda Vahl.
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Estudio fitoquimico de las partes aéreas de J. secunda Vahl.
En el Esquema 1 se muestra el procedimiento del estudio fitoquimico de las partes

aéreas de J. secunda Vahl.

4 N\
Realizar las pruebas de
e ) Evaporar el solvente en tamizaje fitoquimico a
B un rotavapor a presion
Recoleccion de las reducida para los extractos reportar
tes adreas de J los compuestos
par : concentrar los extractos identificados
secunda Vahl .
. J
. J
4 N\
4 N\
Secar las partes aéreas Filtrar los extractos
de la plantaen la estufa
40 °C durante 48 horas. L )
. J
Extraer los constituyentes
( ) quimicos de las partes
aéreas de la planta por
Moler (tallo, hojas 'y maceracion por polaridad
flores) con hexano, diclorometano
y etanol (200mL), tres
L ) VECES.

Esquema 1. Procedimiento del estudio fitoquimico de las partes aéreas de J. secunda Vahl

Tamizaje fitoquimico.

Se realizd, la identificacion de los grupos de metabolitos secundarios presentes en
cada extracto mediante las siguientes pruebas quimicas:

Alcaloides.

Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer
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Tecnica:
1. Se pes6 100 mg del extracto etan6lico y se le adicion6 10 mL de HCI al 10 %, se
colocd el tubo en bafio de maria hasta ebullicion por 30 minutos.
2. Se filtro el contenido del tubo y el filtrado se distribuyé en 3 tubos de ensayo.
3. Se adiciond a cada tubo gotas del reactivo correspondiente (Dragendorff, Wagner
y Mayer).
4. Laaparicion de turbidez o un precipitado, indico la positividad de la prueba.
Terpenos y/o esteroles.
Ensayo de Liberman-Burchard
Técnica:
1. Se disolvieron los tres extractos en 0,5 mL de diclorometano anhidro.
2. Seafadio 0,5 mL de anhidrido acético a cada uno.
3. Se le adiciond cuidadosamente por las paredes del tubo unas gotas de &cido
sulfarico concentrado.
4. Se consider6 positiva la prueba cuando aparecio coloracion roja, verde o azul.
Saponinas.
Prueba de la espuma
Técnica:
1. Se colocd en un tubo una pequefia cantidad de cada uno de los extractos y se
adiciono 1 mL de agua.
2. Se agito vigorosamente durante un minuto.
3. La prevalencia de espuma durante mas de 5 minutos, indicé la positividad de la

prueba.

56



Polifenoles.
Prueba con FeCls;
Técnica:
1. A 1 mL de solucién alcohdlica de los extractos diclorometanoico y etandlico, se
le agregd una gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 10 %.
2. La formacion de color azul o verde indica la presencia de fenoles.
Taninos.
Prueba de la gelatina
Técnica:
Se disolvio el extracto etanolico en agua, aparte se prepard una solucién al 10 % de
gelatina y se puso en contacto con el extracto acuoso.
Si se produce desnaturalizacion de la proteina que se evidencia con la presencia de
un precipitado o la ruptura de la gelatina, se considera positiva la prueba.
Flavonoides.
Ensayo de Shinoda
Técnica:
a) Setomd 1 mL de solucién de cada extracto.
b) Se afadieron algunas virutas de Mg, sujetar el tubo con una pinza. Se afiadid
cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI concentrado.

c) Laaparicidn de coloraciones naranja o violeta, se considera prueba positiva.
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Quinonas

Teécnica

Adicionar 2 gotas de hidroxido de amonio concentrado al extracto metandlico
disuelto en etanol en un tubo de ensayo. La prueba se considera positiva si se
presenta una coloracion roja que aparece en los dos primeros minutos.

Cumarinas

Técnica

Adicionar 2 gotas de hidroxido de amonio concentrado al extracto metandlico en
tubo de ensayo. La prueba se considera positiva si se presenta una fluorescencia

azul- violeta bajo luz UV.

Evaluacion de la actividad antibacteriana.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se llevo a cabo en el Laboratorio de
Vacunas, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y

Bioanalisis, ULA bajo la supervision de la Dra. Vanessa Hernandez.
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En el Esquema 2, se muestra el procedimiento para realizar las pruebas de

determinacion actividad antibacteriana de los extractos de las partes aéreas de J. secunda

Vahl.

Preparar el
extracto etandlico
de la planta (500

ppm)

(" Activar las cepas

de S. aureus, K.

pneumoniae, E.
coliyP.

L aeruginosa )

Ve

Rotular cuatro
placas de Petri,
cada unacon el
nombre de una
\ cepa y

N

p
Colocar 15 mL de
agar MH en las

placas rotuladasy
dejar solidificar

( Anadir el agar con el
inoculo al agar
previamente colocado
en las placas de Petri

N\

Ve

N

Retirar los
cilindros y agregar
10 uL del extracto
etandlico en cada

de medio de cultivo
MH a temperatura

ambiente

Preparar los in6culos
en solucién salina con
turbidez
correspondiente al
patron MacFarland 5

. J

Colocar los
cilindros sobre el
agar de manera
equidistante

(__V dejar solidificar L pozo )
( Agregar unmL de ) ( Colocar el )
este indculoa 5 mL antibiotico

\

Tetraciclinade 30
Hg. (CONTROL
NEGATIVO)

Ve

.

<
Preparar otra placa
y sembrar las
cepas utilizadas
(control positivo)

7

~

Incubar a 37 °C en
oxigeno durante 24
horas

Medir los halos de
inhibicion

Esquema 2. Procedimiento para realizar las pruebas de actividad antibacteriana de los extractos de las partes

aéreas de J. secunda Vahl.

Preparacion de las muestras.

Se prepar6 una dilucibn madre a una concentracion de 500 ppm del extracto

etandlico de las partes aéreas de J. secunda Vahl utilizando como solvente el

dimetilsulfoxido al 10% (DMSOQ), el cual sirvié también como control negativo.

Microorganismos evaluados.

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana mediante el método Kirby Bauer

modificado, se estudiaron cuatro microorganismos (Tabla 4); una especie de bacteria
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grampositiva y tres de gramnegativas de referencia internacional pertenecientes a la

Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC), las cuales fueron:

Tabla 4

Microorganismos evaluados
Microorganismo ATCC Tincion de Gram
Staphylococcus aureus 25923 Positiva
Klebsiella pneumoniae 23357 Negativa
Escherichia coli 25922 Negativa
Pseudomonas aeruginosa 27853 Negativa

La activacion o enriquecimiento de las cepas bacterianas se realizo en medio agar

nutritivo o agar infusion cerebro corazon (BHI), incubadas por 24 horas.
Preparacion de agar Mueller-Hinton.

Para la preparacion del agar Mueller-Hinton (MH) (Figura 23), se tomaron 13,3 ¢
del polvo de agar y se disolvieron en 350 mL agua caliente purificada y se mezclo. Se llevo
la solucién al microondas hasta que se formd una espuma de mas de un 1 cm de grosor,
verificando que el agar estuviera transparente lo que indica que el agar se fundio

completamente.

Se llenaron 15 tubos con 5 mL de agar MH y 15 tubos con 15 mL del mismo, se

llevaron a autoclave por 15 minutos a 121 °C a 15 libras de presion para esterilizarlos.
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Figura 23. Preparacion agar Mieller-Hinton
Elaboracion de los medios.

Se rotularon las placas de petri con el nombre de cada cepa.

Los tubos que contenian 15 mL de agar MH se vertieron en cada placa y se dejé
solidificar, luego se colocaron equidistantes 3 cilindros de 6 mm de diametro sobre
el agar en cada una de las placas.

Los inéculos se prepararon en solucion salina estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de
un cultivo fresco de cada cepa bacteriana en medio agar Nutriente o agar Infusion
Cerebro Corazon (BHI), hasta que se logré una turbidez dptica correspondiente al
patron MacFarland N° 05 (D.O. 0,08 — 0,10 a 625 nm), con la ayuda de un
espectrofotometro, que equivale a 1,0 x 10 UFC/mL.

Una vez preparado el indculo de cada bacteria, 1 mL de este inoculo fue afiadido a 5
mL de medio de cultivo MH a temperatura ambiente. Estos 5 mL de medio con el
indculo fueron afadidos a los 15 mL del agar en las placas de Petri previamente
solidificados, sin retirar los cilindros, y se dejaron a temperatura ambiente hasta

que solidificaran.
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5. Se retiraron los cilindros y se formaron en cada placa tres pozos, se colocaron 10
ML del extracto etandlico en los pozos (pozo numero 2 para el extracto de J.
secunda Vahl) y para el control positivo se colocé el antibidtico de amplio espectro
Tetraciclina de 30 pg de la marca Sensi Disc TM de referencia 230998.

6. Se prepar6 una placa control del crecimiento de las cepas, se rotuld, se dividié en 4
y se sembraron las cepas utilizadas.

7. Se llevo a incubacién a 37 °C en oxigeno durante 24 horas.

8. La sensibilidad se determind por la medida del diametro del halo de inhibicion de
crecimiento, donde los halos mayores o iguales a 14 mm se consideraron halos de

inhibicién significativos, de acuerdo con el protocolo establecido por el CLSI, 2011.

En la Figura 24, se muestra el procedimiento de elaboracion de los medios y en la

Figura 25, siembra del inoculo de los extractos e incubacion.

Figura 24. Preparacion del agar y montaje de los cilindros
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Figura 25. Siembra del inoculo, de los extractos e incubacion

Actividad Antioxidante.

El ensayo para la determinacion de actividad antioxidante de los extractos de las
partes areas de Justicia secunda Vahl, se realiz6 en el Departamento de Ciencias de Los
Alimentos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo supervision de la Dra.

Marielba Morillo, utilizando el método DPPH.

En el Esquema 3, se muestra el procedimiento para realizar la prueba de actividad

antioxidante de los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.
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Realizar barrido inicial de los extractos de las
partes aéreas de J. secunda Vahl para
determinar si tiene actividad antioxidante

Preparar solucion madre 1000 pug/mL de cada

extracto
Preparar diluciones a partir de la solucidn \/
madre de cada extracto con concentraciones
500, 250, 150, 100, 50, 25 pg/mL.
—
AN

Tomar 50 pL de cada dilucion y 700 uL de
DPPH, cada ensayo se hizo por triplicado.

DV

Medir absorbancias a 517 nm

Esquema 3. Procedimiento para la realizacion de la prueba de actividad antioxidante de los extractos de las
partes aéreas de J.secunda Vahl.

Procedimiento.
1. Se prepard una solucion madre de cada uno de los extractos, tomando 4 mg de

cada uno de los extractos en tubos eppendorf y se disolvieron en 1mL de
metanol.

2. El ensayo se realiz6 por triplicado utilizando 3 tubos para cada uno de los
extractos, los cuales contenian 700 uLL de DPPH y 300 uL del mismo, se dejo
en reposo en la oscuridad por 30 minutos.

3. Pasado los 30 minutos se procedi6 a medir la absorbancia en el
espectrofotometro Genesys 10 Bio Thermo Electron Corporation, a una

longitud de onda de 517 nm.
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4. Con cada uno de los extractos que presentaron actividad antioxidante en el
barrido inicial, se prepar6 una solucién madre de concentracion de 1 ug/mL y a
partir de la misma se prepararon varias diluciones y se procedié a determinar la
actividad antioxidante (Tabla 5).

5. Se realiz6 una curva patron con &cido ascorbico (Tabla 6), partiendo de una
solucién madre con una concentracion de 1 mM (17,6 mg en 100 mL de

metanol).

En las Tablas 5 y 6, se muestran las diferentes proporciones en mL de la solucion

madre y metanol para preparar las diferentes diluciones.

Tabla 5

Diluciones empleadas de las muestras
Concentracién mg/mL

0,5 0,25 0,15 0,1 0,05 0,025
(1'\4&9%?'_) 05mL  025mL 015mL 0imL  00s5mL  0.025mL
metanol 0,5mL 0,75mL  0,85mL 0,9mL 095mL  0.975mL
Tabla 6

Diluciones empleadas para realizar la curva patrén de acido ascorbico
Concentracién mg/mL

0,088 0,044 0,022 0,011
Oitemamy  05mL 0,25 mL 0,125 mL 0,0625 mL
metanol 0,5mL 0,75 mL 0,875 mL 0,9375 mL
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En la Figura 26, se muestra la preparacion de los extractos para la determinacion de

la actividad antioxidante.

Figura 26. Preparacion de los extractos para actividad antioxidante

Finalmente, se determind el % de inhibicién y el IC50 en (mg/mL) de cada uno de

los extractos.

Estudio Estadistico.
El estudio estadistico se realizd con el programa IBM SPPS Statistict editor de
datos, versién 21 Los datos fueron estudiados estadisticamente utilizando el programa IBM

SPPS Statistict editor de datos, version 21.
Toxicidad sobre Artemia salina.

En el Esquema 4, se muestra el procedimiento para realizar la prueba de toxicidad

del extracto polar de las partes aéreas de J.secunda. sobre Artemia salina.
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dzeﬁéatgﬁzglp?ggﬁ{gs A las 24 h de contacto con
Preparar la solucion inicialmente en cada los extractos contar el
salina 0z0 (NV) ndmero de nauplios
P muertos (NM)
. J
Colocar solucién ) Colocar 50 pL del ( A
salina (130 ) concentracionss (5. 25 Determinar el % de
en cada pozo de la 250, 750, 1250y 2500 letalidad y dosis letal
placa de " bpm) 50 (DLso)
L microtitulacion
. J
( \ ( ) 4 \
Agregar cada pozo 10 Diluir el extracto -
uL de solucion con etanélico en DMSO y Clas,'f'c‘i"gf‘{_?llz-g)
larvas. solucién salina (1:9) segun e
. J . / . J
( Adicionar 10 pL de ) [ Incubar las placas en )
una solucién de un érea con
levadura comercial iluminacion
(5mg/mL) a cada permanente por 24
L pozo ) L horas

Esquema 4. Procedimiento para realizar la prueba de toxicidad del extracto polar de las partes aéreas
de J.secunda Vahl sobre Artemia salina

La evaluacion de toxicidad sobre nauplios (larvas) de Artemia salina del extracto
etanolico de las partes areas de Justicia secunda Vahl, se realizo en el Departamento de
Ciencias de Los Alimentos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo supervision de la
Dra. Marielba Morillo y el Dr. Tomas Visbal. Este método estdndar se basd en la
determinacion de la concentracion o dosis que causa la muerte al 50 % de una poblacién de

larvas de Artemia salina en 24 horas, esta dosis es conocida como dosis letal 50 (DLsp).
Reactivos.

Los reactivos utilizados para evaluar la toxicidad de los extractos frente a Artemia

fueron: Cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio hexahidratado (MgSO,4.6H,0),
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cloruro de magnesio hexahidratado (MgCIl.6H;0), cloruro de potasio (KCI), bicarbonato de
sodio (NaHCO3), carbonato de sodio (Na2COs), cloruro de calcio (CaCly) y dodecil sulfato

de Sodio, levadura comercial y quistes del crustaceo Artemia salina.
Preparacioén de la solucién marina.

En el desarrollo del bioensayo, primero se prepar6 una solucion marina de
aproximadamente 1000 mL (agua de mar artificial) (Tabla 7), que proporciond las
condiciones necesarias para el desarrollo de los nauplios de Artemia. Esta solucion se
mantuvo en aireacion constante (burbujeo) 72 horas previas al bioensayo, con la finalidad

de oxigenar la misma (Plaza, 2015).

Tabla 7

Composicion de la solucion salina que simula el agua de mar
Sales g/L
Cloruro de Sodio (NaCl) 27,65
Sulfato de Magnesio hexahidratado (MgSO,4.6H,0) 14,29
Cloruro de Magnesio hexahidratado (MgCl6. H,0) 5,18
Cloruro de Potasio (KCI) 0,697
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 0,143
Carbonato de Sodio (Na,CO3) 0,035
Cloruro de Calcio (CaCl,) 1,54
Agua destilada estéril 1000mL

Eclosion de los quistes.

Al finalizar el tiempo de aireacion de la solucion marina (72 horas), se dividio la
solucién en dos recipientes (Fiolas) con 500 mL aproximadamente en cada uno, en una de
las fiolas, se afiadi6 alrededor de 250 mg de quistes, manteniendo una temperatura
constante de 28 + 2 °C por 48 h (tiempo necesario para su eclosiéon y asi obtener los

nauplios). La solucion marina contenida en la otra fiola, se utiliz6 como diluyente para
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preparar las diluciones del extracto etanolico y llenado de las placas (ambos recipientes se

mantuvieron con aireacién constante).
Realizacion de la prueba.

1. Se colocaron 130 pL de solucién salina (aireada) en cada pozo de una placa de
microtitulacion (Figura 27).

2. Se agregaron a cada pozo 10 pL de solucion con larvas, que contenian entre 10 y
15 larvas.

3. Se le adicion6 10 pL de una solucion de levadura comercial (5mg/mL) a cada pozo.

4. Se incubaron las placas en un area con iluminacion permanente por 24 horas, para
excitar su actividad metabdlica.

5. Se colocaron 50 pL del extracto etandlico, a distintas concentraciones (5, 25, 250,
750, 1250 y 2500 ppm). El extracto se diluyd en DMSO vy solucion salina (1:9). Se
incluyo, ademas, un grupo control negativo (con todos los elementos del ensayo,
excepto la muestra a ensayar) y un grupo control positivo (Dodecil sulfato de sodio,
DDSS 10 %) con seis réplicas para cada grupo.

6. Se registraron el nimero de nauplios presentes inicialmente en cada pozo (NV), y
al cabo de 24 h de contacto con los extractos se realizo el conteo del namero de
nauplios muertos (NM).

7. Se calculd el porcentaje de letalidad mediante la ecuacion (Sanchez y Neira, 2005).

NM
% de letalidad = NV x 100

NM= Numero de muertos NV= NuUmero de vivos
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8. Se determind la dosis letal 50 (DLso) con un intervalo de confianza del 95 %,
utilizando para este fin el método de analisis Probit, utilizando el programa

estadistico SPSS, 15.0 para Windows.

Se clasificaron la DLso de los extractos evaluados segln la toxicidad, tomando como
referencia las recomendaciones el Programa Iberoamericano de Ciencias y Tecnologia

para el desarrollo (CYTED) (Tabla 8), (Sanchez y Neira, 2005)-

Tabla 8

Clasificacion de toxicidad segun el CYTED.
Concentracion DLsg Categoria

1-10 Extremadamente toxico
10-100 Altamente téxico
100-500 Moderadamente toxico
500-1000 Ligeramente toxico
1000-1500 Practicamente no toxico
> 1500 Relativamente inocuo

En la Figura 27, se muestra el procedimiento para la realizacion de la prueba

de toxicidad en A. salina.
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Figura 27. Montaje prueba de toxicidad en Artemia salina
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Estudio Estadistico.
El estudio estadistico se realiz6 con el programa IBM SPPS Statistict editor de
datos, version 21 Los datos fueron estudiados estadisticamente a través de andlisis de

regresion PROBIT.
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Capitulo IV

Resultados y discusion

Estudio fitoquimico de los extractos de la partes aereas de J. secunda Vahl.

En la Tabla 9, se presentan los resultados del estudio fitoquimico de los extractos
hexandico, diclorometanoico y etandlico de la parte aéreas de J. secunda Vahl.

El anélisis fitoquimico preliminar arrojé la presencia en el extracto etandlico de
alcaloides, esteroles y compuestos fenolicos; en el diclorometanoico esteroles y compuestos
fendlicos y en el hexanoico de esteroles (Figura 28).

Tabla 9
Estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Metabolitos

] Prueba Extractos
secundarios
Hexanoico Diclorometanoico Etanolico
Dragendorf +++
Alcaloides Wagner +++
Mayer +++
Esteroles Liebermann-Bucher ++ +++ +
Terpenos Liebermann-Bucher - - -
Compuestos
. FeCl; - + +++
fendlicos
Flavonoides Shinoda - - -
Saponinas Prueba de la espuma - - -
Taninos Prueba de la gelatina -
Cumarinas y
] Prueba NH,OH - - -
Quinonas

+++ Muy abundante, ++ abundante, + presente en poca concentracion
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Figura 28. Resultado del estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Justicia secunda

Los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico son similares a los reportados por

Zambano y Bustamante (2017), Akibou y col. (2014) y Koffi y col. (2013), sin embargo

difieren en varios compuestos determinados en estos estudios como son: taninos, quinonas,

saponinas y flavonoides, que estdn ausentes en nuestro estudio. Esto podria deberse al

hecho de que en el caso de los estudios de Akibou y col. y Koffi y col., la planta fue

recolectada en el continente africano donde hay caracteristicas ambientales, como luz,

temperatura y precipitaciones, diferentes a las de Venezuela que pueden influir en la

produccion de metabolitos secundarios (Acosta, 2003).
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La luz es posiblemente el factor de mayor significacion, ya que favorece el
crecimiento de los tejidos jovenes etapa en la cual se sustenta la teoria ocurre la
acumulacion de los principios activos. La temperatura también juega un papel importante
en la produccion de metabolitos secundarios, influye en el crecimiento acelerado y en el
equilibrio entre el proceso de fotosintesis y respiratorio y por consiguiente en la produccién
de los principios activos, con relacion a las precipitaciones, la misma juega un rol
fundamental al modificar los efectos ecoldgicos de otros factores, por ejemplo, regulador de

las temperaturas (Acosta, 2003).

En este sentido, la disponibilidad de agua contribuye a la produccion de taninos
condensados; al encontrarse en periodo de escasez de agua, las plantas cierran sus estomas
y restringen el proceso de fotosintesis. De este modo se esperaria una relacion negativa

entre el estrés hidrico y la produccion de compuestos fendlicos (Varén y Granados, 2012).

Por otro lado, Valares (2011) afirma que las caracteristicas de la planta como el
contenido de agua, proteinas y metabolitos secundarios generalmente cambian durante la
estacion de crecimiento y estado de desarrollo de un 6rgano. Las hojas jovenes secretan
mayor cantidad de flavonoides y diterpenos que los tallos y estos a su vez mas que las hojas
maduras. Los flavonoides son los compuestos mas abundantes, y presentas diferencias
significativas entre hojas jovenes, maduras Y tallos. Por tanto, la edad de la planta es otro
aspecto que pudo haber influido en que algunos metabolitos no hayan sido aislados como

en trabajos previos.
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Otro aspecto inherente a la planta y que incide en el contenido metabolitos
secundarios, es la parte de la planta utilizada. Se ha demostrado que las partes de la planta
presentan distintas productividades de metabolitos secundarios, y que se acumulan
cantidades de metabolitos diferentes de acuerdo con la parte de la planta a la cual
corresponde tal acumulacién (Varén y Granados, 2012). También, algunas investigaciones,
han demostrado que la altura de la planta puede afectar la produccion y acumulacién de

compuestos fendlicos y flavonoides (Cabrera y col, 2017).

Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de las partes aéreas de

Justicia secunda Vabhl.

En la Tabla 10, se muestran los resultados de actividad antibacteriana de los

extractos etanolicos de las partes aéreas de Justicia secunda Vahl.

Tabla 10

Potencial antibacteriano de los extractos etanolicos de las partes aéreas de Justicia
secunda Vahl a la concentracion de 500 ppm.

Bacteria Staphylococcus Klebsiel!a Escheri_chia Pseudo_monas
aureus pneumoniae coli aeruginosa

Extracto Halo de inhibicion

etandlico Ausente Ausente Ausente Ausente

Los resultados obtenidos en la actividad antibacteriana, se muestran en la Figura 29,

donde se pueden observar ausencia del halo de inhibicién frente a bacterias ATCC.
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Control de crecimiento de las cepas bactenanas

Pozo sembrado:E2. El extracto etanolico de J. secunda Vahl no presentohalo de
mhibicion.

Control positivo (CP. tetradclina): Presento halo de inhibicion

Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Figura 29. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de las partes aereas de J. secunda Vahl.
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Estos resultados coinciden con los reportados por Carrington y col. (2012), quienes
afirmaron que los extractos etandlicos de J. secunda Vahl no presentaron actividad
antibacteriana frente S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 278503, dichos

autores utilizaron el método de Kirby-Bauer modificado.

Sin embargo, la presente investigacion difiere de los resultados presentados por
Rojas y col. (2006), donde reportaron alta actividad antibacteriana de los extractos de las
hojas de J. secunda Vahl, contra E. coli y P. aeruginosa. Esto podria deberse al sitio de
recoleccion de la planta debido a que el estudio de Rojas y col. utilizaron tanto plantas de
los Andes colombianos como plantas de la zona del pacifico, en nuestro caso solo se

utilizaron plantas recolectadas en Mérida, Venezuela (Andes venezolanos).

Como se menciono anteriormente, diversos factores ambientales como luz,
temperatura y precipitaciones, asi como la edad de la planta y la parte de la planta utilizada
pueden interferir en la produccién de metabolitos secundarios. La reduccion en la
produccién y concentracion de estos metabolitos podria a su vez afectar la actividad
antibacteriana, ya que los efectos antibacterianos estan relacionados con la biosintesis de
compuestos biolégicamente activos como fenoles, flavonoides y alcaloides (Azuero,

Jaramillo, San Martin y D’ Armas, 2016).
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Actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.
Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH.

La actividad antioxidante fue determinada por el método DPPH, previamente se realizo
un barrido a los extractos con el fin de conocer si estas poseian potencial antioxidante. Los

resultados del barrido preliminar se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Barrido actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de
Justicia secunda Vahl a 517 nm

Absorbancias

Extracto %I

Al A2 A3
Hexanoico 0,163 0,153 0,163 70,4
Diclorometandico 0,185 0,184 0,185 65,9
Etanolico 0,106 0,107 0,107 80,1
DPPH 0,537 0,537 0,537

Calculos del porcentaje de inhibicion:
Extractos diclorometanoicos

%I = 0,537 — 0, 183 x 100% = 65, 9%
0,537

Extractos etanolicos

%I = 0,537 — 0, 107 x 100% = 80,1 %
0,537

Extractos hexanoicos

%I = 0,537 — 0, 159 x 100% = 70,4 %
0,537
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Se determind la actividad antioxidante en los tres extractos debido a que el barrido
mostrd que en todos los casos los porcentajes (%) de inhibicion, estuvieron por encima del

50 %.

Actividad antioxidante extracto etanolico de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del extracto

etanolico de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Tabla 12
Actividad antioxidante del extracto etandlico de
las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Concentracion

(mg/mL) % Inhibicion
0,75 53,0+£0,1
0,5 40,4+0,1
0,25 28,2+0,1
0,2 25,8+0,2
0,1 20,0+0,1
0,05 16,1+£0,2

Existe diferencias estadisticamente
significativas entre datos (p < 0,05) con un
nivel de confianza de 95,0 %.

Se pudo observar y comprobar que la capacidad antioxidante del extracto etandlico
es alta ya que a su maxima concentracion de dilucion el porcentaje de inhibicion fue de
53.0 = 0.1 %, en comparacion de 94,6 % del acido ascorbico utilizado como control

positivo (Grafico 1).

79



Actividad antioxidante del extracto etanolico de las

partes aéreas de J. secunda Vahl

c

5

Q

=

5

=

Q

©

R 161 20,0
0,05 01

40,4
258 28,2
0,25 0,5

Concentracion mg/mL

©
o
)

Acido ascérbico

0,176

Grafico 1. Actividad antioxidante del extracto etandlico de las partes aéreas de J. secunda

Vahl.

El estudio estadistico se muestra en la Tabla 13, y se completé con un analisis

ANOVA de una sola via (Tabla 14).

Tabla 13

Datos estadisticos de la actividad antioxidante del extracto etandlico de
J. secunda Vahl (% de inhibicion) a través del método DPPH.

Estadisticos

mg/mL %
N Vaélidos 6 6
Perdidos 0 0
Media 0,3083 30,5833
Error tipico. de la media 0,10910 5,62497
Mediana 0,2250 27,0000
Moda 0,05° 16,10°
Desv. tip. 0,26724 13,77830
Varianza 0,071 189,842
Rango 0,70 36,90
Minimo 0,05 16,10
Maximo 0,75 53,00

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Tabla 14

Anélisis de varianza de la actividad antioxidante del extracto etandlico de
las partes aéreas de J. secunda Vahl (% de inhibicién) a través del método

DPPH.
ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 946,667 1 946,667 1489,801 0,000
Residual 2,542 4 0,635
Total 949,208 5

La variable independiente es concentracion (mg/mL).

Actividad antioxidante del extracto hexanoico de J. secunda Vabhl.

En la Tabla 15 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del extracto

hexanoico de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Tabla 15
Actividad antioxidante del extracto hexanoico de las
partes aéreas de J. secunda Vahl.

Concentracion

(mg/mL) % Inhibicion
0.5 38,702
0,15 573406
0.1 36,5+0,3
0,05 35,8405

No Existe diferencias estadisticamente significativas

entre datos (p > 0,05) con un nivel de confianza de
95.0 %.

Segun los resultados, se puede observar que la capacidad antioxidante del extracto
hexanoico es moderada ya que a su maxima concentracion de dilucion el porcentaje de
inhibicion fue de 38,7 £ 0.2 %, en comparacion de 94,6 % del acido ascérbico utilizado

como control positivo (Grafico 2).
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Grafico 2. Actividad antioxidante del extracto hexanoico de las partes aéreas de J.

secunda Vahl.

El estudio estadistico se muestra en la Tabla 16, se completé con un analisis

ANOVA de una sola via (Tabla 17).

Tabla 16

Datos estadisticos de la actividad antioxidante del extracto

hexanoico de J. secunda Vahl (% de inhibicion) a través del

método DPPH.

Estadisticos

mg/mL %

N Validos 5 5

Perdidos 0 0
Media 0,1952 48,5800
Error tip. de la media 0,07920 11,51509
Mediana 0,1500 37,3000
Moda 0,05% 35,80°
Desv. tip. 0,17710 25,74853
Varianza 0,031 662,987
Rango 0,45 58,80
Minimo 0,05 35,80
Maximo 0,50 94,60

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Tabla 17
Analisis de varianza de la actividad antioxidante del extracto hexanoico de
las partes aéreas de J. secunda Vahl (% de inhibicion) a través del método

DPPH.
ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 1,148 1 1,148 ,001 974
Residual 2650,800 3 883,600
Total 2651,948 4

La variable independiente es Concentracion (mg/mL).

Actividad antioxidante extracto diclorometanoico de J. secunda Vahl.

En la Tabla 18 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del extracto

diclorometanoico de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Tabla 18

Actividad  antioxidante  del  extracto
diclorometanoico de las partes aéreas de J.
secunda Vahl.

Concentracién (mg/mL) % Inhibicion
0,05 12,3+£0,2
0,1 14,9+0,2
0,2 18,2+0,1
0,5 22,0+0,5
0,75 27,7+0,3

Existe diferencias estadisticamente significativas entre
datos (p < 0,05) con un nivel de confianza de 95.0 %.

Se pudo observar que la capacidad antioxidante del extracto diclorometanoico es
moderada ya que a su maxima concentracién de dilucion el porcentaje de inhibicién fue
de 27,7 + 0.3 %, en comparacion de 94,6 % del acido ascorbico utilizado como control

positivo (Grafico 3).
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Gréfico 3. Actividad antioxidante del extracto diclorometanoico de las partes aéreas de J.
secunda Vahl

El estudio estadistico se muestra en la Tabla 19, y se completé con un anélisis

ANOVA de una sola via (Tabla 20).

Tabla 19
Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto diclorometanoico de J. secunda Vahl (% de

inhibicion) a través del método DPPH.
Estadisticos

mg/mL %
N Validos 5 5
Perdidos 0 0
Media 0,3200 19,0200
Error tip. de la media 0,13285 2,71135
Mediana 0,2000 18,2000
Moda 0,05 12,30°
Desv. tip. 0,29707 6,06276
Varianza 0,088 36,757
Rango 0,70 15,40
Minimo 0,05 12,30
Maximo 0,75 27,70

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Tabla 20

Anédlisis de varianza de la actividad antioxidante del extracto
diclorometanoico de las partes aéreas de J. secunda Vahl (% de inhibicion)
a traves del método DPPH.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Regresion 142,322 1 142,322 90,732 0,002
Residual 4,706 3 1,569
Total 147,028 4

La variable independiente es mg/mL.

En la Tabla 21 se muestra la comparacion de la actividad antioxidante de los tres
extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Tabla 21
Comparaciéon de la actividad antioxidante de los
extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Concentracion

% |

(mg/mL)
Acido ascorbico 0,176 94,6
Extracto etanolico 0,75 53,0
Extracto hexanoico 0,5 38,7
Extracto diclorometanoico 0,75 27,7

En base a los resultados obtenidos, se puede inferir que los extractos etandlicos de
las partes aéreas de Justicia secunda Vahl son los que presentan mayor actividad
antioxidante de los tres extractos, con un porcentaje de inhibicion por encima del 50 %, de
igual manera los extractos hexanoico y diclorometanoico presentan una actividad
antioxidante moderada si se comparan con el &cido ascorbico. Los resultados de este
estudio coinciden con los resultados reportados por Onoja y col. (2016), donde se mostro6

que los extractos de Justicia secunda Vahl tienen alto potencial antioxidante.
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Segun Kuskoski y col. (2005), muchos trabajos relacionan la capacidad antioxidante
con el contenido de compuestos fendlicos, cada componente fendlico puede contribuir de
forma y proporcion diferente. Ademas, es necesario considerar que dicha correlacion no
solo depende de la concentracion y la calidad antioxidante, sino también de su interaccion

con otros componentes y la metodologia aplicada.

La alta actividad antioxidante mostrada por los extractos de las partes aéreas de J.
secunda Vahl, coinciden con los metabolitos reportados en el estudio fitoquimico de los
extractos como fueron los compuestos fenolicos, que son sustancias conocidas por su alta
actividad antioxidante. Se ha mostrado que existe una correlacion lineal positiva entre el
contenido fendlico y la capacidad antioxidante de distintas hierbas culinarias y medicinales
(Paladino, 2008). Esto se puede corroborar en nuestro trabajo ya que el extracto etandlico
que presentd mayor concentracion de compuestos fenolicos fue el que mostr6 mayor

actividad antioxidante.

En el Grafico 4, se muestra la Comparacioén de la actividad antioxidante de los

extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.
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Grafico 4. Comparacion de la actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de J.
secunda Vahl.

Concentracion eficiente 50 (mg/mL) de los extractos de las partes aéreas de J. secunda

Vahl.

En la Tabla 22 se presenta la concentracion eficiente de cada uno de los extractos de

J. secunda Vahl y en el Grafico 5, se observa una comparacion entre la concentracion

eficiente de cada extracto. La concentracion eficiente méas baja la del extracto etandlico,

seguida del hexanoico y diclorometanoico respectivamente.

Tabla 22

Comparacion de la concentracion eficiente 50 (mg/mL) de
los extractos de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Extracto 1Cs0 prOM (mgimL)
Etandlico 0,69 + 0,01
Hexanoico 1,17 £ 0,07
Diclorometanoico 1,84 +0,05
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Comparacion de IC50 de los extractos de las partes aéreas
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Grafico 5. Comparacién de la concentracion eficiente 50 (mg/mL) de los extractos
de las partes aéreas de J. secunda Vahl.

Segun el estudio de Echavarria, Franco y Martinez (2009), las especies vegetales
que presentan valores de ICsy similares entre si, tienen una capacidad analoga de capturar
el radical DPPH, ademas esta capacidad se corresponde a una mayor concentracion de
fenoles totales. Es decir los extractos con mayor contenido fenodlico son los de mayor

actividad inhibidora del radical DPPH.

Del mismo modo, otros estudios confirman que existe una relacion inversamente
proporcional, entre la ICsp y la actividad antioxidante, a menor valor del 1Cs, mayor
actividad anti radical. Mediante las pruebas quimicas de caracterizacion, se ha detectd la
presencia de flavonoides, taninos, triterpenos, alcaloides y saponinas en plantas con I1Cs
bajo y en algunas especies también se ha reportado, polifenoles, glucésidos cianogénicos,

lactonas, cumarinas, esteroles y antraquinonas (Benitez y col., 2016).
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Toxicidad del extracto etandlico de las partes aéreas de J. secunda Vahl sobre

Artemia salina.

En la Tabla 23, se muestran los resultados del bioensayo de letalidad en Artemia

salina, aplicado al extracto etandlico de las partes aéreas de Justicia secunda Vahl y los

controles.

Tabla 23

Cuantificacién de la DL50 de los extractos etanolicos de las partes aéreas de Justicia
secunda Vahl y los controles sobre Artemia salina.

Limite de confianza (95%) ppm Categoria segun el CYTED
Limite inferior Limite superior

Extractos DL (ppm)

Partes aéreas 1767,011 919,319 3781,910 Relativamente inocuo
DMSO - - - Inocuo
DDSS 23,372 33,507 28,026 Altamente téxico

DL50: Dosis letal 50; signo (-) valores muy altos; DMSO: Dimetilsulfoxido DDSS: Dodecil sulfato de sodio.

En el Grafico 6, se muestran los porcentajes de letalidad del extracto etandlico de
las partes aéreas de Justicia secunda Vahl sobre Artemia salina.

% de Letalidad del extracto etandlico de las partes aéreas
de Justicia secunda Vahl sobre Artemia salina.

12,0
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750 1250 2500

Concentracion ppm

Grafico 6. Porcentaje (%) de letalidad del extracto etandlico de las partes aéreas de Justicia secunda Vahl
sobre Artemia salina a las concentraciones probadas en unidades de ppm (ug/mL).
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El resultado de la toxicidad del extracto etandlico de las partes aéreas de J. secunda
Vahl sobre Artemia salina de la presente investigacion coinciden con los resultados de
Cantillo y col. (2007), quienes reportaron que los extractos metanolicos, diclorometanoicos

y acuosos mostraron baja toxicidad.

Segln Sanabria, Lopez y Gualdrén (1997), la presencia de algunos metabolitos
secundarios en los extractos de las plantas se relaciona directamente con la letalidad sobre
las larvas de A. salina de dichos extractos, estos metabolitos son los taninos, las saponinas,
las cumarinas y especialmente los alcaloides y las lactonas terpenicas. Los autores destacan
que la letalidad sobre A. salina depende ademéas de la concentracion de la sustancia, de

otros metabolitos que no fueron estudiados por ellos y de la interaccion entre los mismos.

Esta afirmacion podria explicar el hecho de la baja toxicidad mostrada por el
extracto etanolico de las partes aéreas de J. secunda Vahl ya que en nuestro estudio,
estuvieron ausentes los metabolitos secundarios taninos, saponinas, cumarinas y lactonas

terpénicas.
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Capitulo V

Conclusiones

- En el extracto hexanodico de las partes aéreas de Justicia secunda Vahl se
comprob0 presencia de esteroles; en el extracto diclorometanoico esteroles y compuestos
fendlicos y el extracto etandlico present6 los siguientes compuestos: alcaloides, esteroles y

compuestos fendlicos.

- EIl extracto etandlico no presentdé halo de inhibicion frente a Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ni frente a Pseudomonas aeruginosa.

- El extracto etanolico present6d un porcentaje (%) de inhibicion del radical DPPH,
igual a 53,0 %, el extracto hexanoico 38,7 % y el extracto diclorometanoico de 27,7 % y la
ICso del extracto etanolico fue de 0,69 mg/mL, la del extracto hexanoico 1,17 mg/mL vy la

del extracto diclorometanoico 1,84 mg/mL.

- El extracto etanoOlico de las partes aéreas de J. secunda Vahl, resulté ser

relativamente inocuo sobre Artemia salina.
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Recomendaciones

- Estudiar los extractos hexanoico y diclorometanoico de las artes aéreas de J.
secunda Vahl por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, para

conocer su composicion quimica.
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