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RESUMEN

Al género Kalanchoe pertenecen algunas plantas usadas en la medicina tradicional
para tratar enfermedades como el cancer, infecciones, quemaduras, inflamaciones,
entre otras. El objetivo del trabajo fue confirmar la relacion entre la actividad
antibacteriana y la composicién quimica de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri
en cepas de referencia internacional. El disefio de esta investigacion fue experimental,
de campo y laboratorio. La planta se recolectd en el sector Campo de Oro de la
ciudad de Mérida, en el Jardin de Plantas Medicinales "Dr. Luis Ruiz Teran" de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, esta fue llevada
al Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de dicha
facultad para realizar el secado y molienda de las hojas, la obtencion de los extractos
fue por reflujo usando los disolventes de hexano y etanol. A través de las pruebas
quimicas de laboratorio se identificaron los metabolitos secundarios, determinandose
la presencia de triterpenos y esteroles en el extracto de hexano, ademas de esteroles,
compuestos fendlicos y flavonoides en el de etanol. La evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico fue realizada mediante el método de Kirby-
Bauer a una concentracién de 10 mg/mL, dicho extracto fue activo frente las cepas de
Staphylococcus aureus (8 mm), Pseudomonas aeruginosa (7 mm) y Kilebsiella
pneumoniae (7 mm).

Palabras Clave: Kalanchoe gastonis-bonnieri, actividad antibacteriana, tamizaje
fitoquimico, cepas de referencia internacional.
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INTRODUCCION

La busqueda de sustancias con actividad antibacteriana en fuentes no tradicionales
como las plantas superiores, es importante porque existe la posibilidad de encontrar
metabolitos con buena actividad antimicrobiana frente a las bacterias resistentes a
antibidticos y con otras propiedades que permitan su utilizacion como agentes
quimioterapéuticos, desinfectantes o como preservativos en productos farmacéuticos

o0 en alimentos (Mantilla y Sanabria, 1995).

Las plantas han necesitado desarrollar mecanismos quimicos de defensa que
posibilitan su supervivencia frente al ataque de microorganismos y herbivoros.
Dichos mecanismos han contribuido con el amplio espectro de sustancias organicas
propias de las mismas. A toda esa diversidad de compuestos que el hombre extrae de
las plantas, aprovecha o intenta darle alguna utilizacion los denominamos productos
naturales (Ringuelet y Vifa, 2013). Un producto natural esta formado por todos los
compuestos de la naturaleza, siendo estos los metabolitos secundarios. La
importancia de estos radica en la propia funcion biolégica en la que son
biosintetizados, pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos, pueden servir como modelos para la preparacion de sustancias
bioactivas, de materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacoldgico
y/o interés industrial, estructuras privilegiadas usando el concepto de farmacologia
para aquellos productos que son capaces de interactuar con diversas proteinas y
realizar acciones Utiles para la salud en procesos patoldgicos (Gutiérrez y Estévez,
2009).

Con respecto al desarrollo y aplicacion del tamizaje fitoquimico se han reportado
en la literatura esquemas de trabajo que comprenden a su vez el uso de diferentes
solventes de extraccion. Es importante sefialar que los resultados que se pueden

obtener mediante estas técnicas ofrecen solo una vision de la composicién quimica de



la planta a estudiar y que no puede tomarse en ningln caso como un resultado
indiscutible, debido a que en la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir
ciertos parametros, como la época de recoleccidn, la concentracion o pueden
producirse alteraciones de alguno de ellos por la influencia de la temperatura
(Miranda y Cuellar, 2001; Pefia, 2002).

Ademas, la ciencia moderna analizando y estudiando los efectos de las plantas,
quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades para agrupar aquellas
que poseen efectos similares, conocer los principios activos responsables de aliviar o
curar enfermedades, separar estos de las plantas que lo contienen, para determinar sus
estructuras quimicas, sinterizarlos, formular modificaciones estructurales en busca de
una mayor actividad y asi dar a conocer a la humanidad los resultados de los estudios

(Canales, Carazo y Centeno, 2011).

Las plantas del genero Kalanchoe a nivel mundial, son utilizadas para curar
distintas enfermedades como la bronquitis, la tos, el sarampion y el cancer
(Villamizar, Mosquera, Mejia, Mufioz y Pombo, 2014). Es por esto que es necesario
la realizacion de un estudio sobre este género, con el objetivo de identificar las
propiedades que favorezcan el tratamiento de infecciones producidas por bacterias y
que ayuden a precisar los compuestos quimicos que le brindan las caracteristicas

antimicrobianas (Gomez, 2019).

Varias razones justifican la realizacion de esta investigacion. Entre ellas, que la
especie seleccionada Kalanchoe gastonis-bonnieri no ha sido estudiada a gran escala
a pesar del uso terapéutico que posee, por ello se quiere conocer mas sobre las
potencialidades que tiene en el tratamiento de diversas enfermedades. Los organismos
mundiales, encargados de cuidar por la salud humana, recomiendan y promueven la

practica de terapias tradicionales y alternativas cuando éstas han demostrado su



utilidad y representan un riesgo minimo (Organizacion Mundial de la Salud, 2007 y
2014).

La presente investigacion centra su interés sobre el estudio basado en la actividad
antibacteriana y tamizaje fitoquimico, ya que se pretende corroborar la relacion entre
la actividad antibacteriana y la composicion quimica de las hojas de Kalanchoe

gastonis-bonnieri en cepas de referencia internacional.

Dicha investigacion ha sido sistematizada de la siguiente manera. EI Capitulo I: El
Problema, formado por los siguientes subtitulos: Planteamiento del Problema,
Justificacion e Importancia de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion,
Alcances y Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo Il: Marco Teorico, en este
se enmarcan los Trabajos Previos, Antecedentes Histdricos o Epistemolégicos, Bases
Teoricas, Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las Variables e
Hipdtesis. El Capitulo I1l: Marco Metodoldgico, describe el Tipo de Investigacion,
Disefio de la Investigacion, Unidad de Investigacién, Poblacion y Muestra, Sistema
de Variables, Procedimientos o Metodologia de la Investigacion y Disefio de
Analisis. El capitulo 1V esta titulado como Resultados y Discusiones, y el capitulo V

esta titulado y compuesto por, las Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO I

El Problema

Planteamiento del Problema

A través del tiempo, el conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas
se ha transmitido al interior y entre las comunidades humanas para diversos fines,
incluyendo el tratamiento de enfermedades infecciosas. La tradicion de “curar con
plantas” tiene soporte cientifico, debido a que los compuestos activos producidos
durante el metabolismo secundario vegetal, son generalmente responsables de
diversas actividades biolégicas (Silva y Fernandes, 2010). Las plantas medicinales
son materia prima esencial de muchos quimicos para medicamentos, por ejemplo:
antimalaricos, antidiabéticos y terapias contra el cancer; ya que poseen numerosos
componentes quimicos activos como acidos grasos, esteroles, alcaloides, flavonoides,
saponinas, taninos y terpenos, los cuales pueden tener una actividad biologica en
humanos provocando diversos efectos o respuestas en el organismo, ya sean positivas

0 negativas (Raimi, Kopaopa, Mugivhisa, Lewu, Amoo y Olowoyo, 2020).

El desarrollo de la resistencia a los antibi6ticos es un proceso natural e inevitable.
Es asi porque los microorganismos son seres vivos que a lo largo de su evolucién han
desarrollado estrategias que les permitan explorar nuevos nichos y sobrevivir. Los
antibidticos no son invencion del hombre, estan presentes desde cientos de millones
de afios antes de que los humanos empezaran a poblar el planeta. Los
microorganismos durante siglos se han enfrentado con compuestos diversos, de los
que se derivan los antibidticos y por consecuencia pueden actualmente tener

resistencia de entrada (Martinez, 2008).



La resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos constituye un serio
problema de salud a nivel mundial y un reto ain mayor para el futuro, es causa de
mortalidad incrementada, prolongacion de las enfermedades tanto en personas y
animales. Asimismo, afecta la salud, los medios de subsistencia y la seguridad
alimentaria, aumenta el costo de los tratamientos médicos, y ejerce un impacto

directo sobre la salud y la actividad econdmica en general (Serra, 2017).

Un punto importante a destacar es la resistencia a los antibioticos, esta surge
cuando un microorganismo desarrolla la capacidad de sobrevivir ante la presencia de
un antibidtico al que normalmente es sensible. Esto provoca un aumento de la
dificultad que supone el tratamiento de infecciones y un incremento significativo del
riesgo de propagacion de estas mismas enfermedades, provocando asimismo la
aparicion de formas mas graves de éstas (Murray, lIkuta, Sharara, Swetschinski,
Robles, Gray, Han, Bisignano, Rao, Wool, Johnson, Browne, Chipeta, Fell, Hackett,
Haines-Woodhouse, Kashef, Kumaran, McManigal y Naghavi, 2022). A lo largo de
los afios, cada vez méas microorganismos, los cuales han sido expuestos a crecientes
cifras de agentes antibacterianos en las mas variadas concentraciones, eventualmente
han desarrollado resistencia a practicamente todos los antibidticos en uso (Hollis y
Ahmed, 2013).

Una vez descrita la situacion actual del problema de investigacion, se plantea el
siguiente enunciado holopréxico:

¢Cual es la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion quimica de
los extractos de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri en cepas de referencia

internacional?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

El uso de plantas para el tratamiento de diversas enfermedades e infecciones es
una gran alternativa para la humanidad, ya que existe la posibilidad de que en los
extractos de las mismas se encuentren metabolitos que posean actividad
antibacteriana frente a cepas resistentes a antibidticos, al igual de que estos inhiban o
no el crecimiento de dichas cepas (Critchley, Blosser-Middleton, Jones, Thornsberry,
Sahm y Karlowsky, 2003; Dartois, Sanchez, Cabezas, Chi, Dubbelde, Dunn, Granja,
Gritzen, Weinberger, Ghadir, y Parr, 2005). Asi mismo la realizacion del tamizaje
fitoquimico permite determinar la presencia o ausencia de los principales metabolitos
de una planta, y aquellos que resulten del estudio pueden ejercer una accion
terapéutica potencial, asi como propiciar su obtencién para la elaboracion futura de

productos farmacéuticos (Sharapin, 2000).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se selecciono a la planta del
género Kalanchoe debido a la gran cantidad de compuestos quimicos y uso
tradicional reportado, para contrarrestar distintas enfermedades, entre las que
destacan la accién antifingica, anticancerigena, Ulceras gastricas, antiinflamatoria,
vasoconstrictora, diurética, antimicrobiana, antiséptico urinario y de accién sobre el
sistema nervioso central. Para dar a conocer los usos terapéuticos del género
Kalanchoe es necesario realizar una recopilacion de datos relacionados con
investigaciones que permitan confirmar estas propiedades con el fin de potencializar
su uso (Robineau, 1995).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicioén quimica

de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri en cepas de referencia internacional.

Obijetivos Especificos

e Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de Kalanchoe gastonis-
bonnieri por la técnica de reflujo en caliente.

e ldentificar cualitativamente la presencia de metabolitos en los extractos
obtenidos de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri por medio del tamizaje
fitoguimico.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de etanol de las hojas por

medio del método de difusion de disco (Kirby-Bauer) frente a cepas ATCC.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La presente investigacion tiene como finalidad obtener conocimientos sobre la
actividad antibacteriana y la composicion quimica de los extractos de las hojas de
Kalanchoe gastonis-bonnieri, con el proposito de brindar una mayor informacion
sobre su posible uso medicinal, ya que esta es la primera investigacion de la especie

realizada en Mérida, Venezuela.

Limitaciones de la Investigacion

El desarrollo del presente trabajo de investigacion se vio limitado por la escasez y
el alto costo de los materiales necesarios para la ejecucion de la parte experimental en
el laboratorio, también se presentaron algunas fallas en los servicios publicos los

cuales obstaculizaron la ejecucion de la misma.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Navarro, Agosto y Hipdlito (2023), publicaron un trabajo titulado Composicion
fitoquimica y propiedades antioxidantes de la planta (mala madre) Kalanchoe
pinnata. El objetivo de este trabajo consistio en evaluar la composicion de
fitoconstituyentes y de propiedades antioxidantes de las hojas de un extracto crudo de
Kalanchoe pinnata. Para la extraccion de los fitoconstituyentes utilizaron dos
metodologias, realizando una comparacion visual de los extractos obtenidos por
Extraccion Répida con Agua Caliente Presurizada (ERACP) y Extraccion Asistida
por Ultrasonido (EAU), tomando en cuenta que para EAU hicieron 3 ciclos de 10
minutos cada uno mientras que la (ERACP) solo tuvo un ciclo debido a que el agua
caliente presurizada dafiaba el material vegetal. Se observé que, a medida que
aumentaron los ciclos de (EAU) el extracto aumentd de color, este hecho muestra la
relacién proporcional entre la cantidad de metabolitos obtenidos y los ciclos de
extraccion. Para la determinacidén de compuestos fitoquimicos, se utilizé la primera
fraccion recolectada de (ERACP) y la fraccién correspondiente al 3° ciclo de (EAU).
Los resultados indican que los constituyentes encontrados en el extracto acuoso de las
hojas de Kalanchoe pinnata fueron taninos, terpenoides, esteroides y glucoésidos. Por
otro lado, evaluaron las propiedades antioxidantes, los analisis fueron: poder reductor
de los antioxidantes, donde demostraron que a medida que aumentd la concentracion
de 0,04 a 0,06 mg/mL se registrd una mayor capacidad reductora. El segundo analisis
fue la actividad estabilizante del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) que
indicO que el acido ascorbico presentdé en promedio 97,76 % de capacidad

estabilizante, mientras que las hojas de Kalanchoe pinnata tuvieron 20,93 unidades



menos, lo cual equivale al 76,83 % de capacidad estabilizante de radicales libres,
ambas muestras obtuvieron una capacidad mayor al 50 % evidenciando un alto
potencial antioxidante; también evaluaron el contenido fenodlico total, donde se
utilizé una curva de calibracion de acido galico con concentraciones de 0,001 hasta
0,05 mg/mL que mostré una concentracion de 0,04 mg/mL, dando como resultado
156,59 miligramos equivalentes de &cido gélico por gramo (mg EAG/Q); igualmente
se determind la habilidad para descomponer peroxido de hidrogeno, usando diferentes
concentraciones del extracto acuoso (de 0,04 a 0,08 mg/mL). Los resultados
obtenidos indicaron que a 0,04 mg/mL se determiné un 65,4 % de capacidad de
descomponer el peréxido de hidrégeno; y por Ultimo realizaron un barrido de
radicales superdxido, utilizando como referencia el acido ascorbico. En esta prueba se
considera gue el aumento de absorbancia indica una mayor concentracion de radicales
superoxido, los resultados mostraron una disminucién de la absorbancia al aumentar
la concentracion de extracto indicando, de esta manera, que el extracto de la planta en
estudio mostré la capacidad de barrido de radicales libres, capacidad comparable con
la observada en el acido ascorbico. Los metabolitos identificados indicaron que las
hojas de la planta podrian tener propiedades antioxidantes, ya que se observo que el
extracto presentd alta actividad de secuestro de radicales libres, poder reductor,
capacidad de secuestrar radicales superdxidos y descomponer peréxido de hidrégeno.
Esto convierte a las hojas y posiblemente a la planta completa en objeto de estudio
importante por su posible aplicacion en patologias que estén relacionadas con
procesos inflamatorios y la presencia de especies reactivas de oxigeno.

Rivero, Prieto, Hernandez, Zaragoza y Madariaga (2022), realizaron un trabajo de
investigacion titulado Efecto antihelmintico y antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcoholico de hojas y tallos de Kalanchoe daigremontiana. Los investigadores
trabajaron con cinco concentraciones 200 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL
y 12,5 mg/mL del extracto hidroalcohdlico de la planta para determinar su efecto

antihelmintico, realizaron las pruebas de inhibicion de la eclosion, inhibicion de la
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motilidad y mortalidad larvaria sobre Haemonchus contortus. Se encontrd una tasa de
inhibicion de la eclosion de los huevos (IEH %) diferente con respecto a los controles
positivos y negativos en el rango 100-200 mg/mL (99,5 %). Por otro lado, la
mortalidad (MOR %) también fue significativamente diferente con respecto a los
controles, observandose los valores mas altos a la concentracion de 50 y 25 mg/mL
(16,4 y 14,5 %, respectivamente). En cuanto a la inhibicion de la motilidad (IMOT
%), el valor mas alto fue a 200 y 100 mg/mL (85,2 y 73,1 %, respectivamente). Los
valores de las concentraciones de 50 % (CLso) y 90 % (CLago) para la eclosion de los
huevos fueron de 66,5 y 87,3 y de 1,5 y 240,9 mg/mL para la inhibicion de la
motilidad en las larvas de la fase L3 de H. contortus. Por otro lado, evaluaron la
actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico sobre Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) de dicho extracto, emplearon el método de microdilucion en caldo, prepararon
diluciones seriadas dobles (de 400 a 0,781 mg/mL) por duplicado (100 pL por
pocillo), donde mostré actividad sobre las bacterias, determinandose una (CMI) de
100 mg/mL sobre P. aeruginosa y L. monocytogenes, y 0,781 mg/mL para B. subtilis
y S. aureus. Estos resultados sefialan el potencial efecto antihelmintico vy
antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de K. daigremontiana, contra H.
contortus, bacterias Gram negativas y Gram positivas, mostrando el mejor efecto
sobre la inhibicion de la eclosion de huevos y la motilidad larvaria de H. contortus y
sobre el crecimiento de B. subtilis y S. aureus. Concluyendo que dicho extracto puede
utilizarse como alternativa natural para el control o tratamiento de las enfermedades
asociadas a estos microorganismos, aunque es necesaria la identificacion de los
metabolitos secundarios asociados a estas actividades bioldgicas, asi como ensayos

de toxicidad in vitro e in vivo.
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Molina (2022), en su trabajo titulado Evaluacion antibacteriana y antifungica de
extractos vegetales de Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata en condiciones de
laboratorio. Su objetivo fue determinar la actividad antibacteriana y antifungica de los
extractos obtenidos en ambas plantas, mediante diferentes pruebas quimicas se
identificaron metabolitos secundarios como flavonoides, fenoles, taninos,
antraquinonas y esteroles, encontrandose estos en grandes cantidades en el extracto
etanolico de V. patens; por otro lado, en el extracto etandlico de K. pinnata, ademas
de los metabolitos antes mencionados, se determinaron saponinas en bajas
concentraciones; la actividad antibacteriana de este Ultimo se realizd mediante
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Pseudomonas sp., a una
concentracion 0,5 mg/mL y Escherichia coli fue a 0,7 mg/mL, a pesar de existir
inhibicidn en esta Gltima no fue comparable frente al antibidtico usado como control
positivo. De igual manera se compard el extracto alcoholico de V. patens a diferentes
concentraciones con el antibiético control, siendo eficaz para la inhibicién de
Pseudomonas sp., sin embargo, frente a E. coli se observé que ninguno de los
tratamientos fue efectivo a pesar de presentar un halo de inhibicién. Con respecto a la
actividad antifingica de Fusarium sp., se evaluaron dos periodos de incubacion (5 y
10 dias), utilizando tres tratamientos a diferentes concentraciones 0,5; 0,6 y 0,7
mg/mL respectivamente; en cuanto al extracto alcohdlico de K. pinnata, luego de 5
dias de haber inoculado el microorganismo se evaluaron tres tratamientos frente a dos
controles, uno positivo y uno negativo, observandose que el tratamiento 2 y 3 tenian
mas similitud con el control positivo, sin embargo, el tratamiento 1 no fue eficiente
en este periodo de tiempo ya que se asemejo mas al control negativo. Seguidamente,
pasado los 10 dias de incubacién el porcentaje de inhibicion obtenido fue mayor en
los tres tratamientos con efectos fungicidas. En cuanto al extracto etandlico de V.
patens, a los 5 dias de incubacion el tratamiento 1 y 2 frente al control negativo
mostraron una diferencia significativa, sin embargo, el tratamiento 3 se considerd

como el mas eficiente debido a la similitud frente al control positivo, y después de 10
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dias de incubacion se evidencid que los tres tratamientos tienen similitud comparado

con el control positivo; por lo tanto, son efectivos.

Saleem, Lakshmi, Baby, Nujahath, Nissi, Anusha, y Kumar (2022), en su trabajo
titulado Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de
Kalanchoe gastonis-bonnieri y Kalanchoe delagoensis. El objetivo del estudio fue
evaluar las posibles propiedades antimicrobianas del extracto etandlico de las hojas
de ambas especies. Los extractos fueron obtenidos mediante el método de soxhlet
usando etanol como solvente. En el andlisis fitoquimico realizado con la mezcla de
los extractos de ambas especies, observaron la presencia de alcaloides, esteroles,
fenoles, glucoésidos y flavonoides. La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos de K. gastonis-bonneri, el de K. delagoensis y la mezcla del extracto de
ambas especies se realizd por el método de difusion en pozos de agar frente a seis
bacterias Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. La actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de la mezcla de las dos especies mostrd actividad contra E. coli
(38,6 + 1,5 mm), K. pneumoniae (35 £ 1,5 mm), S. aureus (33,67 = 0,53 mm), B.
subtilis (31 £ 1,0 mm), S. typhi (28,5 £ 1,07 mm) y P. aeruginosa (28 £ 1,07 mm) ;
en el extracto de K. delagoensis la actividad fue para S. aureus (36,2 + 0,53 mm), K.
pneumoniae (35 £ 1,23 mm), E. coli (35 £ 1,2 mm), S. typhi (31 = 1,7 mm) B. subtilis
(30 £ 1,05 mm) y P. aeruginosa (28 = 1,7 mm) Por ultimo, el extracto K. gastonis-
bonnieri presentd actividad contra K. pneumoniae (37,06 + 0,3 mm), E. coli (35 +
1,02 mm), S. aureus (33,72 = 0,32 mm), B. subtilis (32 = 1,5 mm), S. typhi (30 + 1,68
mm) y P. aeruginosa (26 + 1,34 mm). Se espera que este estudio conduzca al
establecimiento de algunos compuestos que podrian usarse para formular farmacos

antimicrobianos nuevos y mas potentes de origen natural.
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Valenzuela (2020), en su trabajo titulado Estudio Farmacogndsico de las especies
Kalanchoe gastonis-bonnieri y Kalanchoe daigremontiana. Realizdé un control de
calidad, para lo cual se evaluo el contenido de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
(HCI), humedad y grasas totales; para la especie K. gastonis-bonnieri, los resultados
fueron de 2,06 + 0,228 %, 20,26 + 0,29 %, 0,25 + 0,04 % y 2,48 = 0,09 %
respectivamente, mientras que para K. daigremontiana los valores dieron de 4,46 +
0,313 %, 19,05 £ 0,07 %, 0,44 + 0,04 % y 1,07 + 0,04 %. Ademas, prepar0 el
extracto total de las hojas de cada una de las especies con una mezcla de solventes
diclorometano-metanol (1:1) mediante maceracion esttica, obteniéndose un
porcentaje de rendimiento de 10,62 % y 11,68 %, respectivamente. Por otro lado,
tomando en cuenta el modo de consumo de las hojas, se prepard la infusion y el jugo
de las mismas, obteniéndose un mayor rendimiento en el jugo en relacién a la
infusién. En el extracto de diclorometano-metanol se identifico los principales grupos
de productos naturales, mediante el tamizaje fitoquimico, determinandose la
presencia de flavonoides, esteroles, terpenos, taninos y glucosidos cardiotonicos, en
ambas especies. A partir del método espectrofotométrico, se evalud el contenido de
flavonoides totales, mediante una curva de calibracion partiendo de la quercetina y el
acido galico como activo de referencia; la especie K. daigremontiana presentdé mayor
contenido correspondiente a 11,04 £ 0,50 mg EQ/g de extracto seco (expresados en
mg EQ/g extracto) en relacién a K. gastonis-bonnieri, esta contiene 7,81 + 0,53 mg
EQ/g extracto seco. La cuantificacion de compuestos fendlicos se realiz6 mediante el
método de Folin-Ciocalteu y se establecié que el extracto diclorometano-metanol
(1:1) de K. daigremontiana posee un porcentaje de 55,74 + 1,06 mg EAG/g. Ademas,
mediante el método del radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH), se evalud su
actividad antioxidante, en donde se establecio que K. daigremontiana presenta mayor
capacidad antioxidante a una concentracion de 0,01 mg/mL con un porcentaje de
inhibicion del 57,04 £ 0,48 % y un ICso 0,00843 mg/mL del 18,99 %. Finalmente,
mediante el bioensayo en Artemia salina, se hallé6 que la infusion de la K.

daigremontiana y el jugo de K. gastonis-bonnieri son inocuos.
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Antecedentes Histdricos o Epistemoldgicos

Existen muchos documentos que relatan como las plantas se utilizan con fines
terapéuticos en todo el mundo y desde tiempos remotos. Sin embargo, la idea de
utilizar como medicamento un compuesto “puro” obtenido a partir de una planta con
accion terapéutica, surge en 1803 con el aislamiento de los primeros alcaloides. El
farmacéutico aleman Friedrich Wilhelm Adam Serturner los descubre intentando
obtener el principio activo del opio. En 1819, Pelletier y Caventou, dos quimicos
franceses aislaron dos alcaloides diferentes a partir de muestras de corteza de
cinchona, la quinina y la cinchonina. En 1826, Heinrich Emanuel Merck obtiene la
morfina a partir del opio (Papaver somniferum L.) y en 1831 se aisla la atropina de la
planta Atropa belladonna L. La primera droga semisintética, la aspirina, creada por

Bayer aparece en 1899 (Barquero, 2007).

El empleo de las plantas para la alimentacion del hombre y la curacion de diversas
enfermedades, convierte a la medicina herbaria en la alternativa principal para la
atencion primaria de la salud. Esta experiencia fue transmitida de generacion en
generacion, a tal punto, que, en la actualidad, en pleno siglo XXI, son denominadas
plantas de uso tradicional, lo cual continuara hasta el fin de los tiempos (Garcia,
Roche, Blanco y Rodriguez, 2009).

La planta estudiada en esta investigacion es procedente de la familia Crassulaceae,
su nombre viene del latin crassus, -a, -um, que significa "espeso, graso, denso" por las
hojas que son espesas, estad integrada por arbustos y plantas herbaceas suculentas o
crasas, incluidas en 35 géneros. El género Kalanchoe fue publicado por Michel
Adanson en 1763. La especie Kalanchoe gastonis-bonnieri fue descrita por Raym. -
Hamet & Henry Perrier y publicado en Annales des sciences naturelles; Botanique,
para el afio 1912 (Singab, EI-Ahamdy, Labib y Fekry, 2011).
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Bases Tedricas

Familia Crassulaceae

Aspectos Botanicos

Las Crasulaceas, forman una gran familia de plantas del orden Saxifragales,
generalmente son plantas herbaceas, algunas subarbustivas y relativamente pocas
arbdreas o acuéticas. Estas plantas almacenan agua en sus hojas suculentas, ya que su
habitat lo conforman tipicamente zonas secas y calurosas, donde el agua es escasa
(Christenhus y Byng, 2016).

Distribucion geogréfica

La mayoria de las Crasulaceas crecen como rupicolas en zonas aridas, semiaridas
o templadas. Se distribuyen por casi todo el mundo, excepto en la Polinesia, y son
escasas en Australia y Sudameérica (Pérez-Calix, 2008; Ramirez Ulloa, 2017; Thiede
y Eggli, 2007; Van Ham, 1995).

Clasificacion taxondmica

La familia estd integrada por 35 géneros, numero que podréa variar segun los
diferentes criterios de clasificacion y aproximadamente 1500 especies, que se
distribuyen practicamente en todo el mundo. Entre los géneros importantes estan:
Sedum, Crassula, Echeveria, Kalanchoe. La familia Crassulaceae, se clasifica

taxonomicamente de la siguiente forma (Tabla 1) (Aguilar y Bastidas, 2016).
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la Familia Crassulaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae

Tomado y modificado de Aguilar y Bastidas, 2016.
Compuestos quimicos aislados

La familia es reconocida por su alto contenido de mucilagos, calcio y cloro en
altas concentraciones, ademas de presentar esteroles como el B-sitosterol [1], también
se han identificado fenoles (acido cumaérico [2], ferulico [3], &cido p-hidro-xibenzoico
[4] caféico); briofilina [5], flavonoides y acidos acético [6] (Figural) (Cabrera, 2005).

Figura 1. Algunos compuestos quimicos aislados en la familia Crassulaceae
OH

OH

Acido cumarico [2]

[3-sitosterol [1]
0 COOH
/O:Q/\)J\OH
HO
OH
Acido ferdlico [3] Acido p-hidroxibenzoico [4]

Tomado y modificado de Navarro, Agosto y Hipolito, 2023.
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Figura 1. Algunos compuestos quimicos aislados en la familia Crassulaceae

(continuacion).

Acido acético [6]

Briofilina [5]
Tomado y modificado de Navarro, Agosto y Hipdlito, 2023.

Usos etnobotanicos

El uso externo de las hojas en su forma natural 0 machacada y aplicada sobre la
frente contra cefalea o dolor de cabeza. También se recomienda el uso oral del jugo
de la hoja contra el resfrio y la decoccion de estas contra el dolor de pecho y la tos
(Cabrera, 2005).

Actividad farmacoldgica o bioldgica

La briofilina presente en el extracto acuoso de las hojas es citotdxica, antiséptica,
antienterocolitica, bactericida y activa contra los trastornos intestinales ligados a
bacterias patogenas, el acido cumarico es bactericida, colerético e inhibe la sintesis de
prostaglandinas y lipoxigenasas. El acido ferulico es analgesico, antiagregante
plaquetario, antidismenorreico y antiespasmddico. Ademas de presentar sales de

potasio que inducen a una actividad diurética (Cabrera, 2005).
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Género Kalanchoe

Aspectos botanicos

El género Kalanchoe comprende cerca de 125 especies (Remib, 2008). Muchas de
ellas son conocidas como “madre de miles” debido a que desarrollan plantulas en los
margenes de las hojas, utilizando reguladores de crecimiento que son clave en los
procesos de organogénesis y embriogénesis (Garces, Champagne, Towsnley, Park,
Malho, Perdroso y Sinha, 2007). Diversos estudios llevados a cabo en las especies de
Kalanchoe se han realizado en el campo de la fisiologia vegetal debido a que se ha
utilizado como modelo para el estudio del metabolismo del acido crasulaceo, son
plantas suculentas y xerofilas, adaptadas a la sequia (Garcia y cols., 2009; Singab y
cols., 2011).

Distribucion geografica

Son originarias del continente africano especialmente de los paises de
Mozambique y Madagascar, pero se encuentran en diferentes partes del mundo
(Allorge, Wiart y Teo, 1995). En paises como México diversas especies de este
género se encuentran en Michoacén, Puebla, Querétaro, Tabasco, Veracruz y Yucatan
(Remib, 2008; Maurice, 1993). En Venezuela la especie K. daigremontiana, invade
zonas semiaridas al norte del pais, en el estado Mérida hay varias especies entre ellas:
K. fedtschenkoi, K. pinnata, K. gastonis-bonnieri y K. beharensis (Herrera, Chacén,

Flores, Benzo, Martinez, Garcia y Hernandez, 2011).

Clasificacion taxondmica

Las plantas del género Kalanchoe se conocen con varios nombres, las mas

comunes son: aranto, lengua de suegra, espinazo del diablo, mala madre, hierba bruja,
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siempre viva, colombiana, prodigiosa, ojaransin, inmortal, hierba de lechuza y
pericon (Villamizar, Mosquera, Mejia, Mufioz y Pombo, 2014). Algunas de las
especies mas estudiadas dentro de este género son: K. pinnata; K. brasiliensis; K.
daigremontiana; K. gastonis-bonnieri; K. marmorata y K. verticilata (Milad, EI-
Ahmady y Singab, 2014). Se clasifica taxonémicamente de la siguiente manera
(Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién taxonémica del género Kalanchoe

Familia Crassulaceae
Subfamilia Kalanchoideae
Género Kalanchoe

Tomado y modificado de Aguilar y Bastidas, 2016.

Metabolitos aislados del género Kalanchoe

Diversos autores han aislado e identificado los constituyentes quimicos del género
Kalanchoe, los cuales pueden ser clasificados principalmente en: flavonoides,
cumarinas, bufadiendlidos, fenoles, triterpernos, esteroles, fenantrenos y 4acidos
grasos (Milad y cols., 2014).

Entre los compuestos que se han aislado de plantas de este género destacan
(Figura 2) flavonoides como la quercetina [7] y el kaempferol [8]; cumarinas como la
5-hidroxicumarina [9]. Entre los bufadiendlidos se encuentran: bersaldegenina-1,3,5-
ortoacetato [10] y daigremontianina [11] de K. daigremontiana y K. tubiflora;
también triterpenos, esteroles y fenantrenos de hojas frescas de Kalanchoe pinnata
como son briofilol [12], briofolona [13]; finalmente fueron identificados &cidos
grasos de la especie antes mencionada, encontrandose el acido palmitico (C16) [14],
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acido esteérico (C18) [15] y trazas de &cido araquidico (C20) [16] y behénico (C22)
[17] (Navarro y cols., 2023).

Figura 2. Estructura quimica de algunos metabolitos aislados del género Kalanchoe
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5-hidroxicumarina [9]
Bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato [10]

/, .

HO

OAc
Briofilol [12]

Daigremontianina [11]

Tomado y modificado de Quintero, 2018
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Figura 2. Estructura quimica de algunos metabolitos aislados del género Kalanchoe

(continuacion).
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Tomado y modificado de Quintero, 2018.

Usos etnobotanicos

En la medicina tradicional, las plantas de este género se han utilizado para el
tratamiento de enfermedades periodontales, infecciones, quemaduras o enfermedades
reumaticas, heridas, artritis, disenteria, fiebre, tos, célera, enfermedades urinarias, asi
como para aliviar dolores de cabeza (Singab y cols., 2011). Sin embargo, en el campo
de la etnomedicina, solo K. brasiliensis se ha descrito en la literatura como un
remedio para tratar el cancer de prdstata humano (Stefanowicz, Asztemborska,

Krauze, Godlewska, Gucwa, Moniuszko, Stochmal y Ochocka, 2020).
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Actividad farmacoldgica y/o bioldgica

El género Kalanchoe posee efectos antiulcerosos, antimicrobianos, analgésicos,
hipoglucemiantes, cardiovasculares y antiinflamatorios (Garcés y cols., 2007). Los
extractos crudos o el jugo de las especies de estas plantas también exhiben
propiedades anticancerigenas (Stefanowicz y cols., 2020).

Especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

Aspectos botanicos

Se define la especie de la siguiente manera: plantas herbaceas anuales, bienales o
perennes, sub-arbustivas o arbustivas, carnosas en general. Las hojas son opuestas,
carnosas, suculentas, persistentes por una cuticula con pocas estomas que les
disminuye la transpiracion, su abundante parénquima, acuifero le permite superar
condiciones de vida en suelos arenosos de extrema sequia. Las flores estan agrupadas
en inflorescencias provistas de bracteas que poseen 5 sépalos, 5 pétalos, 5 a 10
estambres, los 5 carpelos que forman el gineceo son libres entre si. Las
inflorescencias son paniculas terminales de hasta 50 cm de largo, de color rojizo con
semillas numerosas. Ademas, el fruto es un polifoliculo con muchas semillas

pequefias provistas de aloumen (Figura 3) (Aguilar y Bastidas, 2016).
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Figura 3. Especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregdn, 2023.

Distribucion geografica

La especie Kalanchoe gastonis-bonnieri es originaria de Madagascar (Africa),
habiendo sido descubierta por el cientifico Gastdn Bonnieri Francia 1887. Los
franceses y los belgas extendieron su cultivo por el mundo desde el Congo Belga,
hasta Manaos en Brasil donde se la conoce como Jacaré, llevaron la planta al corazén
del Amazonas y por todos sus afluentes llegé a la cuenca del Amazonas, que abarca
paises como Colombia, Per(, Brasil y Ecuador. Al Ecuador lleg6 con los viajeros del
Amazonas por los rios Napo, Pastaza y Zamora, en la época de oro del cacao, a
ciudades como Chone, Vinces y Guayaquil (Tabla 3) (Lucas, 2014).
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de la especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

Familia Crassulaceae

Subfamilia Kalanchoideae

Género Kalanchoe

Especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

Tomado y modificado de Aguilar y Bastidas, 2016.

Metabolitos aislados de la especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

La Kalanchoe gastonis-bonnieri es rica en alcaloides, triterpenos, glucésidos,
flavonoides, esteroles y lipidos, el jugo de la planta contiene bufadiendlidos, estos
son muy similares en estructura y actividad como los otros glucésidos, digoxina y
digitoxina cardiacos (drogas usadas para el tratamiento clinico del paro cardiaco

congestivo y de las condiciones que los producen) (Costa, Correa y Casanova, 2015).

Estudios realizados a Kalanchoe gastonis-bonnieri han confirmado la presencia de
compuestos terpénicos y fenolicos como los flavonoides: 6-C-4-D-glucopiranosil 8-
C-p-D-glucopiranosil-apigenina (vicenin-2) [18] 3-O-a-ramnopirandsido-7-O-$-D-
glucopiranosil (1—3) -a-L-ramnopirandsido [19] (Figura 4) (Costa y cols., 2015).
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Figura 4. Algunos metabolitos aislados de la especie Kalanchoe gastonis-bonnieri

OH HO
HO OH
6-C-p-D-glucopiranosil-8-C-j-D- 3-0-a-ramnopiranésido-7-0-f3-D-
glucopiranosil-apigenina (vicenin-2)  glucopiranosil (1—3) - -L-ramnopiranésido

[18] [19]

Tomado y modificado de Costa, Correa y Casanova, 2015.

Usos etnobotanicos

Kalanchoe gastonis-bonnieri, es efectiva para el tratamiento de varios tipos de
cancer, tumores, leucemias, lupus, miomas, complicaciones pulmonares y renales,
diabetes, bronquitis, Ulceras, quemaduras, problemas cutaneos, entre otras
enfermedades. Lo que la hace ain méas sorprendente es que al ser un inmune
estimulante y un efectivo renovador celular, ayuda a combatir el VIH, existiendo
casos de personas que ahora tienen controlada la cantidad de VIH en la sangre (Maila,
2013).

Actividad biologica
El extracto acuoso en crudo de K. gastonis-bonnieri contiene propiedades

antioxidantes, inmunomoduladoras y vasodilatadoras (Miranda, Puebla, Guzméan y

Huacuja, 2003). La actividad antifungica también ha sido evaluada mediante la
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técnica de dilucion en microplaca, esto ha sido probado en diferentes extractos
(Legramandi, 2011).

Productos Naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos, pero se
define “producto natural” o “metabolito secundario”, que se usa como Sinénimo,
aquél que es propio de una especie, se le conoce también como producto quimico y
en la mayoria de los casos no tiene utilidad aparente para el ser que lo sintetiza
(Marcano y Hasegawa, 2002). Pueden ser clasificados en primarios y secundarios:

Metabolitos primarios

Son todos aquellos que son esenciales para el funcionamiento de toda materia
viva, responsables de su estructura y de todas las reacciones necesarias para mantener
el estado vital y posibilitar el crecimiento, el desarrollo y la reproduccion.
Comprenden los glucidos o hidratos de carbono, los lipidos, las proteinas y los acidos
nucleicos (Ringuelet y Vifa, 2013).

Metabolitos secundarios

Las plantas contienen multiples componentes quimicos que se pueden tipificar
como activos porque provocan diversos efectos o respuestas en el organismo, el perfil
que los describe es referido como actividad bioldgica. Estas son fuente de un gran
numero de productos metabdlicos de importancia comercial y son usados en las
industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos y como fuentes de numerosas
sustancias de interés agroquimico (Karuppusamy, 2009). Se estima que mas de
100.000 metabolitos secundarios son producidos por las plantas (Bhalla, Narasimhan

y Swarup, 2005). Se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, entre los que se
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encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales; los compuestos fenolicos como
las cumarinas, flavonoides, lignina y taninos; los glucésidos (saponinas, glucosidos
cardiacos, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos); y alcaloides (Avalos y Pérez,
2009).

Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios, mas de 40.000 moléculas diferentes (Avalos y Pérez, 2009). Sus
esqueletos carbonados se forman por la unién de dos 0 méas de estas unidades de 5 C,
de ahi que también se los denomina isoprenoides. Son liposolubles, o sea solubles en
solventes organicos, aunque algunos se encuentran solubles en el contenido celular
por estar formando parte de glucésidos o poseer alguna transformacién estructural
(Ringuelet y Vifia, 2013).

Sintesis de terpenos

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevalonico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan
para formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP),
0 bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera
también IPP. El isopentenil difosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son
los precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a pernil bifosfatos como geranil
difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de
sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos (Avalos y
Pérez, 2009).
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Compuestos fenolicos

Son un grupo muy diverso que comprende desde moléculas sencillas como los
acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y la lignina. En el grupo
también se encuentran pigmentos flavonoides, muchos de estos productos estan
implicados en las interacciones planta-herbivoro (Avalos y Pérez, 2009). Derivados
de los compuestos fendlicos:

e Las cumarinas: son una amplia familia de lactoras, mas de 1500 identificadas

en mas de 800 especies de plantas, que actian como agentes antimicrobianos
y como inhibidores de germinacion. Algunas muestran fototoxicidad frente a
insectos, tras activarse por luz UV, accién llevada a cabo por bloqueo de la
transcripcion y de la reparacion de ADN, provocando la muerte celular
(Avalos y Pérez, 2009).

e Los flavonoides: se encuentran entre los compuestos fendlicos. Su esqueleto
carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos
por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del grado de
oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se
encuentra la defensa y la pigmentacion (Avalos y Pérez, 2009).

e La lignina: es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides. Se
encuentra covalentemente unida a la celulosa y a otros polisacaridos de la
pared celular. Es insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos,
lo que hace muy dificil su extraccion sin degradarla. Se forma a partir de tres
derivados fenilpropanoides: los alcoholes coniferilico, cumarilico y sinapilico,
de manera que cada uno de ellos puede formar numerosos enlaces y
ramificaciones haciendo que cada lignina pueda ser unica. También tiene

funcidn protectora dado que su resistencia mecanica evita que las plantas sean
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alimento para animales y, ademas, su naturaleza quimica hace que sea dificil
digerirla por los herbivoros (Avalos y Pérez, 2009).

e Los taninos: son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizandolas. ElI nombre de tanino procede de la antigua practica de
utilizar extractos vegetales para convertir la piel animal en cuero (en el
curtido, se unen al coldgeno aumentando su resistencia al calor, al agua y a

microorganismos) (Avalos y Pérez, 2009).

Biosintesis de compuestos fenolicos:

La ruta del &cido maldnico: es una fuente importante de fenoles en hongos y

bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores (Avalos y Pérez, 2009).

La ruta del &cido shiquimico: es responsable de la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de &cido fosfoenolpirtvico
se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido shiquimico vy,
derivados de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). La
mayoria de los compuestos fenolicos derivan de la fenilalanina. Esta ruta esta
presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales. La fenilalanina y el
triptéfano se encuentran entre los aminoacidos esenciales para los animales que se
incorporan en la dieta. La tirosina no es esencial en el sentido de que los animales
pueden sintetizarla por hidroxilacion de fenilalanina. La enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL) cataliza la formacion de acido cindmico por eliminacion de una molécula
de amonio de la fenilalanina. Esta enzima esta situada en un punto de ramificacién
entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion que cataliza es una
importante etapa reguladora en la formacion de muchos compuestos fendlicos. Las
reacciones posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones de mas
grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los &cidos trans-cindmico y p-cumarico se

metabolizan para formar acido feralico y acido caféico, cuya principal funcion es ser
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precursores de otros derivados mas complejos: cumarinas, lignina, taninos,

flavonoides e isoflavonoides (Avalos y Pérez, 2009).

Glucosidos

Su nombre hace referencia al enlace glucosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen
tres grupos de glucésidos de particular interés: saponinas, glucdsidos cardiacos y
glucésidos cianogenicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en este
grupo debido a su estructura similar a los glucosidos (Avalos y Pérez, 2009).

e Saponinas: se encuentran como glucdsidos esteroideos, alcaloides o bien
glucdsidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides o esteroides que
contienen una o mas moléculas de azucar en su estructura. Se pueden
presentar como agliconas, es decir, sin el aztcar (el terpeno sin el azdcar,
por ejemplo), en cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicion de un
grupo hidrofilico (azlcar) a un terpenoide hidrofébico da lugar a las
propiedades surfactantes o detergentes similares al jabon que presentan las
saponinas (Avalos y Pérez, 2009).

e Glucosidos cardiacos: son semejantes a las saponinas esteroideas, tienen
también propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona.
Se encuentran de forma natural en forma de glucésidos o de agliconas
(Avalos y Pérez, 2009).

e Glucosidos cianogenicos: son compuestos nitrogenados, que no son
toxicos por si mismos, pero se degradan cuando la planta es aplastada
liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de hidrégeno (HCN)
(Avalos y Pérez, 2009).

e Glucosinolatos: también llamados glucosidos del aceite de mostaza, se

degradan y desprenden sustancias volatiles responsables del aroma, el olor
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y el gusto de condimentos como la mostaza y de vegetales como el repollo,
brécoli o coliflor (Brassicaceae) (Avalos y Pérez, 2009).

Alcaloides

Son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en
comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de
nitrbgeno en la molécula, y exhiben actividad biolégica. La mayoria son
heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como la mescalina o la colchicina. Se encuentran en el 20 % aproximadamente de las
plantas vasculares, la mayoria dicotiledoneas herbaceas. En humanos, los alcaloides
generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas, la mayoria de ellas consecuencia de su
interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy
toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajantes

musculares, tranquilizantes y analgésicos (Avalos y Pérez, 2009).

Biosintesis de los alcaloides:

Las rutas biosintéticas son diversas y los precursores que utilizan las plantas son
los aminoacidos: L-ornitina, L-arginina, L-lisina, histidina, L-fenilalanina, L-
triptofano o L-tirosina; y en menor proporcion otros compuestos que pueden
intervenir como la L-prolina, el &cido antranilico, el &cido nicotinico, y otros. El
heterociclo requiere de procesos inter o intramoleculares (Bruneton, 2001), pudiendo
participar una unica molécula de aminoacido (como en el caso de la higrina, de la
peletearina), dos moléculas del mismo aminoacido (para la formacion de los
alcaloides quinolizidinicos y bencilisoquinoleinas), dos aminoacidos diferentes (para
el caso de la tubulosina), o varias moléculas del mismo aminoacido como en el caso

de la esparteina (Ringuelet y Vifia, 2013).
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En general la estructura carbonada del aminoacido es mantenida intacta en la
estructura del alcaloide, mientras que el carbono del &cido carboxilico sufre
descarboxilacion. En algunos casos la molécula requiere carbonos suplementarios, y
éstos pueden ser proporcionados por grupos acetatos (en el caso de los tropanos),
dimetilalilpirofosfatos (en las ergolinas y furoquinoleinas), o por el secologanésido
en el caso especifico de los alcaloides indolmonoterpénicos; es decir que, el resto de
la molécula deriva de otras vias (la via del acetato, la via del acido shiquimico o la via
del &cido mevalonico). Las variaciones estructurales encontradas en los diferentes
alcaloides, que se han ido sumando al screening o mapa alcaloidico, surgen de
reacciones de oxidacion, esterificacion, acoplamientos, etc (Ringuelet y Vifa, 2013).

Extractos vegetales

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o
intermedia, derivados generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al
evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen
vegetal. Los extractos segun su consistencia y concentracion de principio activo, se
clasifican en: extractos fluidos, secos, blandos y los crioextractos (Carrion y Garcia,
2010).

Métodos de extraccion

La extraccion consiste en la separacion de los diferentes componentes presentes en
la matriz vegetal por medio de un solvente (polar o apolar). En estudios de
investigacion comunmente son utilizadas las técnicas de extraccion por maceracion,
percolacion y soxhlet, extraccion por reflujo, debido a que presenta ventajas a nivel

econdmico (Ochoa y Sarmiento, 2018).
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Maceracion

Es una técnica de extraccion sélido/liquido siendo un procedimiento simple y
ampliamente utilizado, el cual implica dejar la planta (pulverizada) para remojar en
un solvente adecuado en un contenedor cerrado a temperatura ambiente. EI método es
adecuado tanto para la extraccion inicial como a granel, puede aumentar la velocidad
de la extraccion realizando agitacion ocasional o constante de la preparacion (usando
agitadores o mezcladores para garantizar una mezcla homogénea). Finalmente, el
proceso se detiene cuando se produce un equilibrio alcanzado entre la concentracion
de metabolitos en el extracto y el material vegetal. Después de la extraccion, el
material vegetal residual tiene que estar separado del solvente. Esto implica una
clarificacion por decantacion, que generalmente es seguido por un paso de filtracion
(Sarker, Latif, y Gray, 2006).

La principal desventaja de la maceracion es que el proceso puede tomar desde
unas pocas horas hasta varias semanas. La maceracion también puede consumir
grandes volimenes de solvente y puede conducir a la posible pérdida de metabolitos
y/o material vegetal. Ademas, algunos compuestos pueden no extraerse de manera
eficiente si son poco solubles a temperatura ambiente. Por otro lado, como la
extraccion se realiza a temperatura ambiente, es menos probable que la maceracion
conduzca a la degradacion de los metabolitos termolabiles (Sarker, Latif y Gray,
2006). Por lo general, la técnica de extraccion se usa en frio, la cual referencia a el
uso de un solvente especifico sobre una muestra por un tiempo prolongado, teniendo
como ventaja el uso de equipos sencillos sin gasto de energia y la capacidad de
extraer la mayoria de las propiedades del material vegetal (Handa, Khanuja, Longo y
Rakesh, 2008).
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Percolacion

Es un método que consiste en que el disolvente (generalmente alcohdlico o0 mezcla
hidroalcoholica) atraviesa la masa de droga pulverizada siempre en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes de tal modo que el equilibrio entre el solvente
dentro y fuera del marco nunca se alcanza, por lo que la droga bafada siempre por
nuevas proporciones de disolvente acaba por ceder todos sus componentes solubles

de manera progresiva (Carrién y Garcia, 2010).

Extraccion por Soxhlet

Es un método de extraccion continua que se lleva a cabo usando un disolvente
orgénico, el cual fluye a través de la muestra contenida en un dedal poroso de
celulosa o vidrio. Las ventajas mas importantes de esta extraccion son el contacto
continuo de la muestra con una porcion de disolvente, simplicidad, bajo costo de

adquisicion y la posibilidad de grandes cantidades de muestra (Canosa, 2008).

El mecanismo de funcionamiento es el siguiente: cuando se calienta el solvente
depositado en el recipiente colector, se evapora y sus vapores ascienden, se
condensan en el refrigerante y caen sobre la muestra que se encuentra envuelta en
celulosa. El solvente se acumula hasta que el sifon se activa y transfiere el solvente
cargado de aceite hasta el recipiente colector. Con el solvente nuevamente en
recipiente colector se inicia de nuevo el proceso de extraccién y continta
realizandose el tiempo necesario para extraer todo el aceite del solido (Asociacién

Escuela de Estudiantes de Ingenieria Quimica, 2001).
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Extraccion por reflujo

En el proceso de reflujo, el material previamente disuelto en el solvente elegido, se
somete a ebullicion. Para evitar que un calentamiento excesivo evapore el solvente se
utiliza un sistema de reflujo que consiste en enfriar el vapor del solvente con un
refrigerante y devolverlo al balén que contiene el material para continuar el proceso,
esto ademas garantiza que no haya pérdidas ni de material ni de solvente durante el
proceso de extraccion. La temperatura elevada del disolvente permite una mejor
extraccion de los componentes deseados, ya que la solubilidad de la mayoria de las
sustancias aumenta con la temperatura. Este método presenta el inconveniente de que
muchos compuestos termolabiles se alteran o descomponen a la temperatura de
ebullicién del disolvente (Lamarque, Zygadlo, Labuckas, Lopez, Torres y Maestri,
2008).

Tamizaje fitoquimico

Se basa fundamentalmente en la identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de productos naturales, a través de reacciones y analisis
quimicos bien descritos en la literatura. “El tamizaje fitoquimico se le realiza
consecutivamente a los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso del producto natural con
el fin de identificar y comparar los metabolitos secundarios extraidos con cada
disolvente de diferentes polaridades” (Pujol, Tamargo, Salas, Calzadilla y Acevedo,

2020). Estos se identifican por medio de pruebas de coloracion y precipitacion.
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Pruebas para alcaloides

Reaccion de precipitacion con reactivo de Mayer

Este reactivo precipita la mayoria de los alcaloides en medio &cido favoreciendo
la formacion de precipitados cristalinos de color blanco (Orantes, 2008), cuando el
yoduro de potasio reacciona con el cloruro de mercurio forma un precipitado rojo de
yoduro de mercurio, el cual es soluble en exceso de iones de yoduro dando la

formacion de un anidn complejo incoloro (Coy, Parra y Cuca, 2014).

Reaccion de precipitacion con reactivo de Dragendorff

Este reactivo contiene yoduro de bismuto potasio, donde al reaccionar Bi(NOz3)s
con el acido (HCI) y con yoduro de potasio, forma complejos de color naranja
(Orantes, 2008; Ardila, 2014).

Prueba para triterpenoides y/o esteroides

La identificacion de estos metabolitos secundarios se realiza con el ensayo de
Liebermann-Burchard que consiste en una reaccion donde el esterol se oxida por la
presencia del acido sulfdrico que forma una molécula que contiene un doble enlace
adicional. En la etapa inicial de esta prueba ocurre la protonacion del grupo OH del
esterol habiendo una pérdida de agua y obteniéndose el idn carbonio 3,5 colestadieno
que constituye la primera parte para la formacion de color (Orantes, 2008; Ardila,
2014). Para la identificacion de esteroides también se utiliza el ensayo de Vainillina-
acido ortofosforico el cual detecta el nucleo esteroidal presente en la molécula
(Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009).
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Prueba de fenoles

Los fenoles reaccionan con cloruro férrico dando distintas coloraciones
dependiendo del compuesto con que reaccionan. Una coloracion negra grisacea puede
corresponder a catecol, pero si su coloracion es negro azulado hay una posible
presencia de pirogalol, esta prueba identifica compuestos fenolicos mediante la

formacion de un complejo de fenol (Orantes, 2008).

Prueba de saponinas (Ensayo de espuma)

Las saponinas, glucésidos de compuestos esteroidales y triterpenoidales, se
manifiestan por la formacion de una espuma persistente cuando se agita el vegetal
con agua (Marcano y Hasegawa, 2002). Al agitar una solucién acuosa de una muestra
que sea 0 contenga saponinas, en una probeta por 15 segundos, se forma una espuma
estable como la obtenida al agitar una solucion acuosa de un jabon. Esta es una
prueba presuntiva de saponinas, ya que existen otras sustancias que también pueden

formar espuma (Medinilla, 1993).
Prueba para taninos

El Ensayo de gelatina-sal consiste en la observacion de un precipitado ya que los
taninos tienen la propiedad de reaccionar con las proteinas formando compuestos
insolubles (Orantes, 2008).
Prueba para flavonoides

La identificacion de estos metabolitos secundarios se realiza por medio de las

pruebas de Shinoda (Zn/HCI) y Leucoantocianidinas. La primera, es la reaccion del

magnesio en medio acido, que reduce el flavonoide generando un producto coloreado
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que va del rojo anaranjado al violeta, presentandose la siguiente reaccion quimica
(Delporte, 2010).

Prueba para cumarinas

La identificacion cualitativa de estos metabolitos se realiza por medio de la prueba
de Erlich, donde se genera una lactonizacion del acido cis-O-hidroxicinamico o acido
cumarinico, determinandose la presencia de grupo furano, la muestra se disuelve en
etanol y se agrega una solucién de p-dimetilaminobenzaldehido, en etanol y después
cloruro de hidrégeno gaseoso, formandose una coloracion naranja (Carvajal y cols.,
2009).

Prueba para quinonas

Se comportan como indicadores, en solucion neutra su color varia desde amarillo
hasta casi negro. La reduccion alcalina con ditionito de sodio o con hidruro de boro y
sodio los convierte en compuestos menos colorados: quinoles, los cuales se re-oxidan
simplemente agitando la solucion al aire. La oxidacion es mas rapida en la medida

gue aumenta el namero de OH libres en la molécula (Marcano y Hasegawa, 2002).

Se identifica por medio de la prueba de Borntrager, que se fundamenta en la
hidrélisis de los enlaces glucosidicos y se produce una oxidacion de las antronas y los
antranoles hasta antraquinonas generando la formacién de complejos de color rojo
(Carvajal y cols., 2009).

Prueba para antraguinonas

Son generalmente hidroxiladas y las hidroxiantraquinonas dan coloraciones

especificas con alcali o acetato de magnesio en etanol (rojo), y fluorescente en acido
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acético glacial; las antronas se acoplan con p-nitrosodimetilanilina al 0,1 % en
piridina y producen colores verdes, azules, violetas, etc., dependiendo del patrén de
hidroxilacion. Esta reaccion es tipica de las antronas. La antrona misma se usa para
la cuantificacion colorimétrica de carbohidratos (Marcano y Hasegawa, 2002). Si la
capa organica toma una coloracion roja al alcalinizarla con hidroxido de amonio, hay

antraquinonas presentes (Marcano y Hasegawa, 2002).

Prueba para lactonas

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lacténico, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar también positivo este
ensayo. En estas condiciones se considera la presencia de esta familia de compuestos
por la aparicion de una coloracion y un precipitado (Pereira, Vega, Almeida y
Morales, 2009).

Glucésidos cardiotonicos

En la identificacion de estos compuestos se realiza la prueba de Baljet que
identifica lactonas «, f-insaturadas y se basa en la formacion de un complejo formado
entre el &cido picrico y la lactona a, £y y insaturada, que presenta coloracion rojo
claro a oscuro (Orantes, 2008; Ardila, 2014).

Bacterias
Las bacterias poseen un tamafio medio que oscila entre 2 y 10 um. Su citoplasma
estd repleto de ribosomas; el material genético, constituido por 4&cido

desoxirribonucleico (ADN), forma un conglomerado compacto (nucleoide) carente de

membrana nuclear. La membrana citoplasmatica esta rodeada externamente por una
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pared dura y elastica, de peptidoglicano (glucopéptido, mureina), que confiere la
forma a la célula. Por su morfologia, las bacterias se clasifican en cocos, cuando
tienen forma redondeada, y bacilos, cuando muestran una morfologia alargada (Prats,
2005).

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcién de la estructura de
su pared. Un grupo, las denominadas Gram positivas, sélo poseen peptidoglicano; el
otro, las denominadas Gram negativas, tienen adosada por fuera del peptidoglicano
una membrana rica en lipopolisacaridos. Algunas bacterias tienen una cépsula
rodeando la pared; también pueden poseer flagelos, que facilitan su movilidad, y
fimbrias (Pili), que desarrollan varias funciones, fundamentalmente de adherencia. En
las bacterias, ademas del ADN cromosomico (nucleoide) puede existir ADN extra

cromosomico formando plasmidos (Prats, 2005).

Bacterias Gram positivas

Posee una pared celular gruesa de varias capas y esta formada principalmente por
peptidoglucano. Esta capa es lo suficientemente porosa como para permitir la
difusion de metabolitos a la membrana plasmatica, es un elemento clave para la
estructura, replicacion y la supervivencia en las condiciones normales hostiles
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Tomando en cuenta el fundamento de la tincion de Gram, las bacterias Gram
positivas se tifien de morado al tomar el colorante primario cristal violeta debido a su
gran capa de peptidoglucano donde queda atrapada luego de utilizar la solucion de
lugol formando un complejo insoluble, al decolorar con una mezcla de alcohol-
acetona, la capa densa se deshidrata cerrandose y evitando la salida del colorante
(Figura 5) (Ramirez, Garcia, Longa, Sanchez, Nieves, Velazco, Araque y Mosqueda,
2006).
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Figura 5. Pared celular de las bacterias Gram positivas
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Tomado y modificado de Morales, 2018.

Dentro de este grupo de bacterias Gram positivas se puede mencionar:

Staphylococcus aureus

Se tratan de cocos Gram positivos con didmetros entre 0,5 y 1,5 um que poseen
tendencia a aglomerarse en racimos similares a uvas. Tienen una forma esférica
(cocal) y se encuentran generalmente en la nariz (vestibulo nasal) y en zonas hiumedas
como axilas y pliegues inguinales. Se estima que la poblacion adulta sana es
portadora nasal del 30 % y otro 20 % aproximadamente lo portan en la piel. Los
estafilococos desarrollan de forma rapida mecanismos para resistir a los agentes
antimicrobianos y se trasmiten de una generacién de microorganismos a otra, por lo

que resulta dificil su tratamiento (Seija, 2010).
Pueden dividirse en cepas patdgenas y relativamente no patdgenas, basandose en

la sintesis de la enzima coagulasa. Las cepas coagulasa positiva como S. aureus son

muy resistentes al calor, la desecacion y la radiacion; por encontrarse en fosas nasales
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y piel de seres humanos pueden penetrar rdpidamente en los alimentos y producir
enterotoxinas que lo hacen peligroso y causar graves infecciones crénicas como: la
intoxicacion alimentaria estafilocdcica, ademas de abscesos localizados, sindrome de

shock toxico y sindrome de la piel escaldada (Prescott, Harley y Klein, 1999).

Enterococcus faecalis

Son cocos anaerobios facultativos y pueden soportar rangos de temperatura de 10
a 45 °C. Crecen en agar sangre formando colonias blancas no hemoliticas, pero
pueden ser o 0 B-hemoliticas. Toleran muy bien el NaCl al 6,5 %, las sales biliares y
ademas hidrolizan la esculina. Estas caracteristicas sirven para distinguir de otros
cocos Gram positivos catalasa negativos. La mayor parte de las infecciones humanas
por enterococos se origina a partir de la flora intestinal del mismo paciente, aunque
también pueden adquirirse a través de agua o alimentos contaminados. Las
infecciones por estos microorganismos pueden ser frecuentes en el aparato urinario y
en el torrente sanguineo o en los pacientes con larga estancia hospitalaria o que hayan
recibido antibidticos de amplio espectro durante un tiempo prolongado (Ramos,
2012).

Bacterias Gram negativas

Las paredes de las bacterias Gram negativas son mas complejas, la pared celular
contiene dos capas situadas en la parte externa de la membrana citoplasmatica, fuera
de ella hay una capa delgada de peptidoglucano que representa menos del 10 % del
peso de la pared celular. Contiene una membrana externa, la cual es unica de las
bacterias Gram negativas, el espacio entre la superficie externa de la membrana
citoplasmatica y la superficie interna de la membrana externa es conocido como
espacio periplasmatico que contiene enzimas importantes para la degradacion de

macromoléculas (proteasas, lipasas, fosfatasas) también, es responsable de la

43



produccion de sistemas de transporte activos y factores de virulencia que la hacen
patdgenas (De Moreno, 1988).

Al tomar en cuenta su diferenciacion por la coloracion de Gram, luego de agregar
el decolorante alcohol-acetona, el alto contenido de lipidos en su estructura quedan
poros que permiten la salida del colorante primario cristal violeta para luego tomar el
colorante secundario de contraste la Safranina tomandose de un color rosado (Figura
6) (Ramirez, y cols., 2006).

Figura 6. Pared celular de las bacterias Gram negativas

e
Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.
En relacién a las bacterias Gram negativas se describen:
Escherichia coli
Es un bacilo Gram negativo, con una sola cadena espiral de ADN, movil, aerobio
y anaerobio facultativo, con flagelos peritricos. La mayoria forma fimbrias y pilis,

muchas cepas producen una pequefia microcapsula y muy pocas elaboran

macrocapsulas, y no fabrican esporas. En las pruebas bioguimicas es positiva al indol,
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descarboxilasa de lisina, fermentacion de manitol y gas a partir de glucosa. Es la
bacteria mas frecuentemente encontrada en la materia fecal de hombres y animales.
Su nicho ecoldgico natural es el intestino delgado y grueso, forma parte de la flora
nativa intestinal. Las infecciones producidas por cepas de E. coli patdgenas pueden
estar limitadas a mucosas o bien diseminarse. Cuatro sindromes clinicos que pueden
resultar son: infeccion de vias urinarias, sepsis, meningitis y enfermedad diarreica
(Romero, 2007).

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa, difundida en la naturaleza
(agua, vegetales, alimentos) perteneciente al género Klebsiella. Interviene en
procesos neumonicos, que a diferencia de la neumonia neumocdcica, se caracteriza
por tener una tendencia clara a la necrosis, con formacion de abscesos y elevada
mortalidad, especialmente en alcohdlicos y enfermos hospitalizados (Pumarola,
1995). Es un patdgeno capaz de causar infecciones del tracto urinario, en heridas, en
los dispositivos intravasculares e invasivos, de las vias biliares, peritonitis y
meningitis; sin embargo, casi todas las infecciones causadas por esta bacteria se
adquieren en hospitales, también ocurren en quienes se encuentran debilitados por

varias enfermedades subyacentes (Mendell, Bennett y Dolin, 2006).

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo pequefio de 1 a 2 pm (micra) Se caracterizan por producir uno o mas
pigmentos como la piocianina y el pigmento eritrogénico (Paraje y Paraje, 1976).
Son Gram negativos, aerobios y anaerobios facultativos. Son moviles por un flagelo
polar, poseen fimbrias y pilis. Forman una microcapsula compuesta por polisacaridos,

no forman esporas, no fermentan los azucares. Esta especie se ha encontrado
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frecuentemente en infecciones hospitalarias, se observan en personas con inmunidad

deprimida. Pueden instalarse en cualquier 6rgano o tejido (Romero, 2007).

Mecanismos de resistencia

La resistencia exitosa de las bacterias a la acciéon de los antimicrobianos requiere
la interrupcion o la alteracion de uno o méas de los pasos esenciales para una accion
antimicrobiana eficaz. Estas alteraciones o mecanismos de resistencia pueden
aparecer de diversas maneras, pero el resultado final es la pérdida parcial o completa
de la eficacia antibiotica (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Estos mecanismos han formado parte de la evolucion de las bacterias como un
medio de supervivencia. Sin embargo, con la introduccion de los antibidticos en la
practica medica, los microorganismos de importancia clinica tuvieron que adoptar
medidas de resistencia adecuadas para adaptarse a las presiones del ataque. Una
amplia variedad de bacterias de importancia clinica o cualquier microorganismo
aislado puede adquirir numerosos genes y volverse resistente a todo el espectro de
agentes antimicrobianos disponibles (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Las bacterias se hacen resistentes a los antibiéticos desarrollando mecanismos que

impiden al mismo ejercer su funcion, estos son:

e Inactivacion del antibiotico por enzimas: La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibiotico; las mas importantes son las betalactamasas y muchas
bacterias son capaces de producirlas (Daza, 1998).

e Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibi6tico al punto
diana: las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que
impiden la entrada de ciertos antibioticos (betalactdmicos) o alteran los

sistemas de transporte (aminoglucésidos en los anaerobios). En otras
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ocasiones pueden provocar la salida del antibidtico por un mecanismo de
expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que
actue eficazmente (Daza, 1998).

e Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o
dificultando la accion del antibidtico: aqui podemos contemplar las
alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr
23S (macrdlidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a betalactamicos)
(Daza, 1998).

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a
uno o muchos antibidticos y del mismo modo un antibiético puede ser inactivado por
distintos mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual complica
excesivamente el estudio de la resistencia de las bacterias a los distintos
antimicrobianos (Daza, 1998).

Antibidtico

Se denomina a cualquier sustancia quimica producida por un microorganismo,
utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos infecciosos.
Una propiedad comun a todos los antibioticos es la toxicidad selectiva: presentan una
toxicidad hacia los organismos invasores superior a la que muestran frente a animales

o seres humanos (Velazquez, 2008).

En un principio, el término antibidtico solo se empleaba para referirse a los
compuestos organicos de origen bioldgico, los cuales se obtienen de cultivos de
bacterias (Bacillus, Streptomyces) u hongos (Penicillium, Cephalosporium), que
resultan toxicos para otros microorganismos. En la actualidad también se emplea para

denominar compuestos sintéticos, los producidos exclusivamente por sintesis quimica
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0 semisintéticos, cuando a partir de un nucleo basico del antibiotico producido por el
microorganismo, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas para mejorar
sus propiedades farmacocinéticas o su espectro, incluso, para disminuir su toxicidad
(Velazquez, 2008).

Mecanismo de accion de los antibioticos

Para conseguir destruir o inhibir a los microorganismos, los antibi6ticos deben
atravesar la barrera superficial de la bacteria y después fijarse sobre su diana, es decir,
sobre alguna de las estructuras 0 mecanismos bioquimicos que le son necesarios para
multiplicarse o para sobrevivir. Los mecanismos de accion de los antibidticos son
diversos y a veces mdltiples, pero todos operan en alguno de los siguientes puntos:
impidiendo la sintesis de &cidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular, o bien
alterando la membrana celular de la bacteria sobre la que actdan (Daza, 1998).

Los antibioticos pueden ejercer su accion a través de los siguientes mecanismos:

Inhibicién de la sintesis de la pared

Las bacterias poseen una pared celular que les confiere rigidez y resistencia a la
lisis osmotica. La sintesis de dicha pared es un proceso complejo en el que
intervienen numerosas enzimas y que tiene lugar en diferentes fases. La mayor parte
de los antibidticos que actlan inhibiendo la sintesis de la pared celular son
bactericidas, ejercen su accion cuando la bacteria esta en fase de crecimiento activo,

dando lugar a la muerte de la bacteria por lisis celular (Suérez, 2007).
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Alteracion de la membrana citoplasmatica

Actla como una barrera selectiva regulando el medio intracelular bacteriano. Las
polimixinas se comportan como compuestos cationicos con afinidad especifica por
los receptores de polifosfato situados en la membrana celular de las bacterias,
ocasionando una alteracion de la permeabilidad de la membrana bacteriana. Son
bactericidas, presentando mas actividad sobre las bacterias Gram negativas (Suarez,
2007).

Inhibicién de la sintesis proteica

Hay algunos antibidticos que se unen a los ribosomas de la bacteria y bloquean la
accion del ARN mensajero (ARNm), inhibiendo la sintesis de proteinas. El ribosoma
bacteriano consta de dos subunidades denominadas 50s y 30s (Suérez, 2007).

Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos

Los antimicrobianos pueden bloquear la sintesis de acidos nucleicos interfiriendo
la replicacion del ADN o impidiendo la transcripcion. Estos acttan frente a diversas
bacterias anaerobias y protozoos; en presencia del sistema de transporte anaerobio se
producen unos productos intermedios transitorios que actian lesionando el ADN
bacteriano (Suarez, 2007).

Actividad antibacteriana
Es la capacidad propia de una sustancia 0 compuesto quimico de inhibir, destruir,

impedir el crecimiento y proliferacion de una poblacion bacteriana e inhibir su accion

patdgena. S6lo puede ser medida cuantitativamente en pruebas in vitro (Fica, 2005).
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Técnicas para la determinacion de la actividad antibacteriana

Las pruebas de susceptibilidad microbiana son técnicas esenciales en la
investigacion y los resultados pueden variar dependiendo de una gran cantidad de
factores involucrados en el desarrollo de las mismas (Bakht, Humaira, Madiha y Hagq,
2015). Desde la seleccion de las plantas, el tipo de extraccion, la eleccion de
bioensayos apropiados hasta detalles como la cantidad de indculo y técnica utilizada
para la determinacion de actividad antimicrobiana, pueden influir en los resultados de

una manera contundente (Ramirez y Marin, 2009).

Los ensayos de sensibilidad deben estar estandarizados y sujetos a procesos de
control que aseguren su reproducibilidad. Los métodos para evaluar la actividad de
extractos sobre bacterias y hongos suelen ser similares, variando la preparacion del
inéculo, medio de cultivo, temperatura y el tiempo de incubacion (Cowan, 1999).

Meétodo de difusién en disco (Kirby-Bauer)

El método de difusion en agar, esta apoyado por datos clinicos y de laboratorios; y
presenta la ventaja que sus resultados son altamente reproducibles (Barry,
Amsterdam, Coyle, Gerlach y Thornsberry, 1979). La técnica esta basada en el
método originalmente descrito por Bauer (método de Kirby-Bauer). Este método de
difusion en disco o en pozo fue publicado por la U.S. Food and Drug Administration
(FDA) vy la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, del inglés, World Health
Organization) y adoptada por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
antes NCCLS) como norma de aceptacion general. El fundamento de esta
determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de
sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de

procesos infecciosos (National Committee for Clinical Laboratory, 2000).
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El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se deposita un disco de
papel filtro de 6 mm de didametro, o se siembra en pozo impregnado con una cantidad
conocida de la sustancia (Hacek, Dressel y Peterson, 1999).

Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se define como la concentracion méas baja a la que un agente antimicrobiano evita
el crecimiento visible de bacterias. Los métodos mas utilizados de CMI son los de
difusion, ya sea por medio de cultivos liquidos (caldo) o so6lidos (agar). Se procede
realizando diluciones dobles seriadas del agente antimicrobiano deseado, el cual, se
enfrenta a un caldo bacteriano, la concentracion minima inhibitoria se expresa en
unidades/mL o pg/mL (Aripaca, 2009). La CMI se ha establecido como "gold
Standard" frente a otros métodos que evaltan susceptibilidad antimicrobiana; ademas
de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado
obtenido por otros métodos es indeterminado (National Committee for Clinical
Laboratory, 2000).

Métodos de dilucién

El método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana
es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y la
concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la concentracion
mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de incubar por 24 horas, y la (CMB) como la concentracion mas baja que

puede prevenir el crecimiento de un organismo después de subcultivar en un medio
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libre del compuesto evaluado, estas variables son una herramienta para investigar

nuevos antimicrobianos (Ramirez y Marin, 2009).

En la técnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucién) que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El
organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas
y la CMI es determinada después de la incubacién. Los métodos de microdilucion en
caldo son una técnica util para determinar CMI, en un gran nimero de muestras. La
ventaja sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la sensibilidad para
cantidades pequefias, lo cual es importante cuando se trabaja con productos naturales,
ademas permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (Ramirez y
Marin, 2009).

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con una
determinada concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con el
microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se examina si
el microorganismo crece 0 no en cada una de las cajas, la principal desventaja es la
cantidad necesaria de muestra a evaluar (Ramirez y Marin, 2009).

Definicién Operacional de Términos

Presurizar

Mantener la presion atmosférica normal en un recinto, independientemente de la

presion exterior (Real Academia Espafiola, 2014).
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Motilidad

La nocion de motilidad proviene del vocablo inglés motility. EI término refiere a
la capacidad de moverse: desplazarse para abandonar un lugar y pasar a ocupar otro
diferente (Pérez y Gardey, 2019).

Cardioténico

Relativo a una sustancia que tiende a aumentar la eficacia de las contracciones del
musculo cardiaco. Agente farmacoldgico que aumenta la fuerza de las contracciones

miocérdicas (Grupo Océano, 2001).
Biopeliculas
En microbiologia, las biopeliculas se definen como comunidades de
microorganismos que crecen agregados y rodeados por una matriz extracelular que
ellos mismos producen. La matriz extracelular estd conformada por proteinas, acido
desoxirribonucleico (ADN) extracelular y exopolisacaridos (EPS) (Allewell, 2016).
Opalescencia
Aspecto lechoso e irisado de algunas disoluciones. Reflejos de épalo (Diccionario
Enciclopédico Larousse, 2009).

Perennes

Es una planta que vive durante mas de dos afios. Las plantas perennes se

denominan también vivaces. No todas las plantas son vivaces, sino que una buena
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parte de las hierbas, las plantas que no desarrollan tallos lefiosos (de madera), son
anuales o bienales (viven solo uno o dos afios) (Font Quer, 1953).

Gineceo

Verticilo floral femenino de las plantas fanerégamas, constituido por uno o mas

carpelos, que forman el pistilo (Real Academia Espafiola, 2014).

Etnomedicina

La Etnomedicina, comprendida dentro de la Antropologia Médica, estudia la
medicina tradicional o popular de un determinado grupo cultural. La Antropologia
Médica es una ciencia experimental y dialégica que nace como desarrollo critico de
un campo de estudio definido como medicina tradicional o popular (Tabakién, 2017).

Rupicolas

Se trata del conjunto de plantas que viven en las rocas compactas y practicamente
desnudas; ambientes caracterizados por unas condiciones extremas, cuyo factor
comun es la falta de suelo. Dentro de dicho ambiente, la mayoria de las especies esta
especializada para vivir en las fisuras, por lo cual también se le denomina
vegetacion fisuricola o casmofitica. Unas especies enraizan en las paredes y paredes
verticales y otras lo hacen en afloramientos rocosos poco o nada inclinados. Son
plantas que a menudo presentan adaptaciones a la escasez y penuria hidrica que
padecen en estos ambientes (Programa Fomento de la Cultura Cientifica y
Tecnoldgica, 2008).
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Operacionalizacion de las Variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con el
respectivo criterio de analisis, es necesario la definicion conceptual y la operacional
de las mismas. En tal sentido, las variables se operacionalizan con la finalidad de
identificar los elementos y datos empiricos que expresan su presencia. En esta
investigacion las variables (discretas) que no admiten valores intermedios, los
indicadores derivaran de las bases teoricas. El proceso de la operacionalizacion de las
variables garantizara que los objetivos propuestos sean alcanzados (Tabla 4 y 5)
(Pérez, 2009; Hurtado, 2010).

55



Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad antibacteriana de

las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri en cepas de referencia internacional.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
¢ Qué es?

Actividad
antibacteriana de los
extractos de las hojas

de Kalanchoe gastonis-

Dependiente
Cuantitativa

Discreta

Es la capacidad propia de
una sustancia 0
compuesto quimico de
inhibir, destruir, impedir
el crecimiento y
proliferacion de una
poblacion bacteriana e

Cepas Gram neqativas:

-Escherichia coli
-Pseudomonas
aeruginosa

-Klebsiella pneumoniae

bonnieri inhibir su accion
patdgena. Sélo puede ser
medida
cuantitativamente en
pruebas in vitro (Fica,
2005).
4.Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional
¢ Como se mide?
Cepas Gram positivas:
-Sensible
-Método de difusion en | -Staphylococcus aureus - Intermedio
disco (Kirby-Bauer). -Enterococcus faecalis -Resistente

-Presencia de los halos
de inhibicion en
bacterias Gram positivas
y Gram negativas.

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregdn, 2023.

56




Tabla 5. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion quimica de

las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicién Conceptual
¢ Qué es?

Composicion quimica
de los extractos de los

Independiente

La fitoquimica es la disciplina
cientifica que tiene como
objeto la obtencién de los

extractos las hojas de Cualitativa compuestos elaborados por las
Kalanchoe gastonis- plantas a través de la
bonnieri Discreta extraccion, aislamiento,
purificacion
y elucidacion de la estructura
quimica (Sanchez, 2022).
4.Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional

¢ COomo se mide?

Se mide mediante:

-Pruebas quimicas
preliminares:
reacciones de
coloracion o
precipitacion,

fluorescencia y micro
sublimacion.

Las pruebas quimicas
cualitativas a realizar para:
-Alcaloides: prueba de

Dragendorff, Wagner y Mayer.

-Triterpernos y/o Esteroles:
prueba de Liebermann
Burchard.

-Compuestos fendlicos:
prueba de cloruro férrico.
-Saponinas: prueba de
espuma.

-Taninos: prueba con gelatina.

-Flavonoides: prueba Shinoda
y NaOH al 10 %.
-Cumarinas: prueba con
hidréxido de amonio.
-Antraquinonas: prueba con
hidréxido de amonio.
-Quinonas: prueba con éacido
sulfarico concentrado.
-Lactonas: ensayo de Baljet. -
Glucdsidos cardiotonicos:
prueba Keller-Kilani

-Alcaloides: aparicion de
turbidez o precipitado
-Triterpenos y/o Esteroles:
coloraciéon azul o verde y
violeta para triterpenos.
-Compuestos fenolicos:
coloracioén de azul a negro.

- Saponinas: formacion de
abundante espuma.

-Taninos: precipitado blanco.
-Flavonoides: coloracion
naranja a rojo para flavonas;
rojo para flavonoles y magenta
para flavononas.
-Cumarinas: La presencia de
fluorescencia azul violeta.
-Antraquinonas y quinonas:
coloracion roja

-Lactonas: coloraciones roja,
violeta o rosa.

-Glucosidos cardioténicos:
anillo marrén o violeta.

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregdn, 2023
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Hipotesis

Estudios anteriores de varias especies del genero Kalanchoe, han reportado la
presencia de una amplia variedad de metabolitos secundarios tales como alcaloides,
terpenos, esteroles, saponinas, cetonas, taninos y fenoles; ademas de mostrar diversas
actividades bioldgicas, por lo que es de esperar que los extractos de las hojas de
Kalanchoe gastonis-bonnieri presenten una composicién quimica similar y posean
actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas y Gram negativas de referencia

internacional.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Los tipos de investigacion se definen por un objetivo en particular y caracteristicas
especificas. Mediante la investigacion confirmatoria se desea comprobar una
hipotesis, la cual requiere explicacion y prediccién (Hurtado, 2010). Esta
investigacion fue de tipo confirmatoria, ya que se quiso confirmar la relacion que
existe entre la actividad antibacteriana y la composicion quimica de las hojas de

Kalanchoe gastonis-bonnieri en cepas de referencia internacional.

Disefio de la investigacion

El disefio de investigacion abarca el proceso de recoleccién de datos, asi como la
parte experimental en el caso de una investigacion confirmatoria, con un disefio de
campo y de laboratorio. La investigacion presento un disefio experimental, de campo
y de laboratorio, la muestra fue recolectada en el Jardin de Plantas Medicinales "Dr.
Luis Ruiz Teran" adscrito a la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes, la cual se analiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales del
Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de dicha
facultad. El investigador domind las condiciones bajo las cuales se realiza el
experimento y modifico sus variables independientes para obtener resultados (Palella
y Martins, 2006). Ademas, la investigacion fue contemporanea ya que, la recoleccion
sucedid durante el desarrollo de la investigacion y transversal porque las muestras se

recolectaron solo una vez (Hurtado, 2010).
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion, ha sido definida por Arias (2006), como el “conjunto finito o
infinito de elementos con caracteristicas comunes, para los cuales serén extensivas las
conclusiones de la investigacion, esta queda limitada por el problema y por los
objetivos del estudio” (p. 81). Mientras que la muestra es un subconjunto que
representa parte de la poblacion que seréd objeto de estudio. Especificamente la unidad
de investigacion estd representada por la especie Kalanchoe gastonis-bonnieri,
situada en el Jardin de Plantas Medicinales "Dr. Luis Ruiz Teran" adscrito a la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, la cual se analizo
en el Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones “Dr.
Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de dicha facultad.

Seleccion del Tamario de la muestra

La “n” muestral estuvo representada por 1375 gramos de hojas frescas de la

especie Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Sistema de Variables

Existen diferentes tipos de variables, segin su funcion se clasifican en variable
dependiente, es aquella que se modifica por accion de la variable independiente, en
ella se miden los efectos o consecuencias, para luego dar los resultados en la
investigacion, y la variable independiente es la causa que genera y explica los
cambios en la variable dependiente (Arias, 2006). Las variables relacionadas con el

sistema de investigacion son las siguientes:
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*Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana de los extractos las hojas de
Kalanchoe gastonis-bonnieri.

*Variable independiente (\VI): Composicion quimica de los extractos de las hojas de
Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Instrumentos de Recoleccion de Datos

El instrumento de recoleccion de datos lo constituye cualquier recurso del que se
vale el investigador para aproximarse a los fendmenos en estudio, y obtener de ellos
la informacion requerida. Las técnicas de recoleccion de datos son las distintas
formas de obtener la informacion en diferentes modalidades como son oral y escrita
(Arias, 2006). En esta investigacion se empled el uso de tablas que permitieron
clasificar las variables de estudio, y ademas reportar los resultados de la
identificacion de los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Kalanchoe
gastonis-bonnieri, asi como la presencia de los halos de inhibicion en las pruebas de
susceptibilidad pudiendo clasificar a los microorganismos como sensibles o
resistentes, frente a los extractos obtenidos de las hojas.

Procedimientos de la Investigacion
El investigador debe describir con detalle, paso por paso, el procedimiento que
Ilevard a cabo durante la investigacion. Esta descripcion permite no sélo verificar que

el procedimiento utilizado cumplié con los requerimientos metodoldgicos del proceso

de investigacion (Esquema 1) (Hurtado, 2010).
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Esquema 1. Procedimiento empleado para la separacion e identificacion de los
componentes de las hojas Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Seleccion de la planta:
Kalanchoe gastonis-bonnieri

l

Recoleccion de la planta y
preparacion previa del material

l

Secado y molienda de las hojas

1

Obtencion de los extractos

|
Evaluacion de la Tamizaje fitoquimico de la planta a través
actividad antibacteriana del extracto seco de etanol y hexano

Analisis y discusion de los

. \‘ Y 4
resultados obtenidos Conclusion

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregén, 2023.

Recoleccion de la muestra

La planta se recolecté en el sector Campo de Oro de la ciudad de Mérida, en el
Jardin de Plantas Medicinales “Dr. Luis Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, posteriormente fue llevada al

Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo
Nicolas Usubillaga del Hierro”.
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Secado del material vegetal

Se recolectaron 1375 gramos de las hojas frescas, las cuales se colocaron en una

caja de carton, en un lugar fresco y seco, al cabo de un tiempo se procedio a

completar el secado en la estufa a una temperatura de 40 °C por 24 horas, se seco,

peso Y triturd obteniendo 93,11 gramos de muestra, luego se almaceno en sobres de

papel a temperatura ambiente para su posterior uso y elaboracién de los extractos

vegetales.

Método utilizado para la preparacion de los extractos

Luego de la obtencion de la planta, se llevd a cabo para la preparaciéon de los

diferentes extractos organicos mediante la técnica de extraccion por reflujo a una

temperatura suave que oscila alrededor de los 40 o 60 °C (Carrién y Garcia, 2010).

Preparacién del Extracto de Hexano: para la preparacion de este extracto
vegetal se colocaron 93,11 gramos de las hojas previamente secadas y
molidas, en un bal6n aforado con 500 mL de hexano destilado (solvente
organico no polar), esta preparacion se llevé a cabo mediante la técnica de
extraccion por reflujo a una temperatura de 40 °C por 1 hora, usando como
disolvente hexano, al tener el extracto liquido se dejo enfriar y posteriormente
se filtrd en una fiola con la ayuda de un embudo cubierto con papel de filtro.
Luego se colocé el baldn en el rotavapor a 80 rpm y 50 °C para recuperar el
hexano, esto se produce a presion reducida y temperatura controlada, lo que
permite que el punto de ebullicion de los disolventes sea menor que a presion
atmosférica, ocurre la evaporacion de solventes seguida de una condensacion
de los vapores, donde el disolvente pasa de liquido a vapor y de nuevo a
liquido. Lo que quedd en el balon concentrado (el extracto de hexano de las
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hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri) se trasvasé a un frasco de vidrio color
ambar previamente pesado, colocdndolo en la estufa para dejarlo secar
totalmente, obteniendo 1,5 gramos del extracto con un rendimiento de 1,61 %

(Esquema 2).

Preparacion del Extracto de Etanol: en la elaboracion del extracto de etanol
se utilizaron las hojas molidas, que previamente habian sido sometidas a un
proceso de extraccién con hexano. Mezclamos el material con 500 mL de
etanol (solvente polar al 96 %), realizando el calentamiento por 1 hora y
filtraciéon del extracto liquido de la misma manera que en el procedimiento
anterior (hexano), obteniendo 3,85 gramos del extracto con un rendimiento de
4,13 % (Esquema 2).
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Esquema 2. Procedimiento para la obtencién de los extractos de hexano y etanol de
las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

"9

Trituracion de las
hojas en el mortero

Secado de las hojas

‘ Extracc10n en caliente
por reflujo

Envasado e identificacion Concentracion de los Filtrado de las soluciones de
de los extractos extractos en el rotavapor cada extracto

Fuente: Belandria, Jimenez y Obreg6n, 2023.
Identificacién de metabolitos secundarios
El tamizaje fitoquimico permite la evaluacion rapida, con reacciones de
coloracién y precipitacion, las cuales son sensibles, reproducibles y de bajo costo.
Con la identificacion cualitativa previa de los grupos quimicos presentes podemos
orientar la extraccién de los grupos de mayor interés (Lock, 1994).

Determinacioén de alcaloides

En este ensayo se utilizaron los reactivos de: Dragendorff, Mayer y Wagner, en

tres tubos se disolvié una porcién de la muestra de los extractos en 2 mL de acido
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clorhidrico (HCI) al 10 %, se llevé a calentamiento en bafio de Maria por quince
minutos, se dejo enfriar y luego se filtrd la muestra. Posteriormente se dividié el
filtrado en 3 tubos de ensayo identificados para cada reactivo. Seguidamente se
adicionaron a el respectivo tubo 2 a 3 gotas de sales de metales pesados como el
ioduro de potasio (reactivo de Dragendorff), el ioduro de potasio y mercurio (reactivo
de Mayer) y la sal del reactivo de Wagner; en este caso se obtuvieron resultados
negativos para la determinacion de alcaloides. Se considera como positiva las pruebas
que formen un precipitado naranja a rojo (Wagner), precipitado blanco a naranja

(Mayer) y precipitado blanco a naranja (Dragendorff) (Ochoa y Sarmiento, 2018).

Determinacion de triterpenos y esteroles

Se realiz6 mediante el ensayo de Liebermann Bouchard, en 2 tubos de ensayo se
disolvié una porcién de ambos extractos con diclorometano y se mezclé con 0,5 mL
de anhidrido acético, se adiciono cuidadosamente por la pared de cada tubo 2 gotas de
acido sulfurico concentrado. Un ensayo positivo se tiene por un cambio de color:
rosado-azul muy réapido; verde intenso, visible, aunque réapido; verde oscuro-negro al

final de la reaccion (Calvopifia, 2010).

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el
material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. Esta reaccion
también se emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las triterpénicas, las
primeras producen coloraciones que van desde azul a azul verdoso, mientras que para

las segundas se observa rojo, rosado o purpura (Calvopifia, 2010).

66



Determinacion de compuestos fenolicos

Se diluyd una pequefia cantidad de la muestra en agua y se agregaron unas gotas
de solucion de cloruro férrico al 5 % (FeCls), la coloracion verde-negra indica la

positividad de la prueba en el extracto de etanol (Garcia y cols., 2019).

Determinacion de saponinas

En el tubo de ensayo se colocd una porcién del extracto y 1-2 mL de agua,
agitdndose vigorosamente por 1 minuto para observar la altura de la espuma. El
ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido, si es <5
mm indica que la prueba es negativa, si es de 5-10 mm se considera positiva, > 15

mm indica un alto contenido de saponinas (Garcia y cols., 2019).

Determinacién de taninos

En un tubo de ensayo se colocaron de 1-2 mg de muestra y disolvieron con 3 mL
de agua, luego se adicionaron 2 mL de solucién de gelatina al 1 %; la formacion de

un precipitado blanco indica la presencia de taninos (Garcia y cols., 2019).

Determinacién de flavonoides

e Reaccion de Shinoda: se disolvieron 2 mL del extracto de etanol y hexano,
se adicionaron 2 gotas de HCI concentrado por las paredes del tubo, luego se
colocaron trozos de magnesio metalico cuidadosamente; la formacion de una
coloracion naranja a rojo indica la presencia de flavonas, si es rojo flavonoles

y si es magenta flavononas (Garcia y cols., 2019).
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e Hidroxido de sodio al 10 %: se adicionaron 0,5 mL de NaOH; la formacion
de una coloracién de amarillo a rojo indica la presencia de xantonas y
flavonas, de café a naranja flavonoles; de purpura a rojizo chalconas y azul de
antocianidas. En el ensayo se observé una coloracion de naranja a café en el

tubo con el extracto de etanol (Garcia y cols., 2019).

Determinacién de cumarinas

Se disolvié una alicuota de las muestras en 1 mL de etanol y se agregaron dos
gotas de hidréxido de amonio concentrado, luego se observaron en cdmara de luz
ultravioleta a 365 nm; es positiva la prueba cuando presenta una fluorescencia azul-

violeta y la ausencia de la misma indica la negatividad (Marcano y Hasegawa, 2002).
Determinacién de antraquinonas

Se disolvio 1-2 mg de muestra en 3 mL de etanol, se adicion6 una gota de
hidroxido de amonio concentrado, la ausencia de una coloracion roja indica la
negatividad de la prueba (Marcano y Hasegawa, 2002).
Determinacién de quinonas/antraquenos

Se coloco de 1-2 mg de los extractos vegetales en una capsula de porcelana, se
agregd 1 gota de &cido sulfirico concentrado a la porcién de los extractos. La

ausencia de una coloracion roja indica la negatividad para quinonas (Marcano y
Hasegawa, 2002).
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Determinacién de lactonas sesquiterpenicas

Se agregd una porcidn del extracto a un tubo de ensayo, se disolvié una porcion
del extracto en etanol, luego se adicion6 una gota de hidroxido de potasio 2 N en
metanol. Se calentd la mezcla a ebullicion de 1 a 2 minutos, se dejo enfriar y se llevd
a pH de 1 con acido clorhidrico 0,5 N. Se adicion6 una gota de cloruro férrico al 1 %.
Las coloraciones roja, violeta o rosa indican que la prueba es positiva para este

metabolito (Garcia y cols., 2019).

Determinacién de glucoésidos cardioténicos

Se realiz6 mediante la prueba Keller-Kilani: se disolvieron 20 mg de los extractos
en 5 mL de agua destilada, se agregaron 2 mL de &acido acético glacial y
posteriormente se adicionaron algunas gotas de cloruro férrico al 5 %. Las soluciones
se vertieron en tubos de ensayo con 2 mL de acido sulfurico concentrado. La
formacion de un anillo marrén en la interfaz indica la presencia de glucdsidos
cardiotdnicos, al igual que la formacién de un anillo violeta debajo del anillo marrén
0 bien en la fase de &cido acético; un anillo verdoso también puede formarse

gradualmente, indicando la presencia de estos compuestos (Bulugahapitiya, 2013).

Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion en disco
(Kirby- Bauer)

Para la determinacién de la actividad antibacteriana, se prepard el medio de
cultivo sélido (Mueller Hinton), las temperaturas de incubacion variaron dependiendo
del microorganismo en cuestion, siendo la temperatura de 37 °C para la mayoria de
las bacterias; el tiempo de incubacion también puede varié de 24-48 horas. Una vez
cultivadas las cepas en el medio inclinado, se realizo entre la preparacion del indculo,

segun la escala de Mc Farland. Luego se inocul6 y sembro sobre la superficie de los
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agares Mueller-Hinton (bacterias), se incubaron invertidas a 35 £ 2 °C por 24 horas,
posteriormente se midieron los halos de inhibicion incluyendo el didmetro de los

discos (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

El didmetro del halo de inhibicion depende de la sensibilidad o resistencia del
microorganismo, asi como también de la solubilidad de los extractos y de la tasa de
difusion a través del agar. Por eso, es importante controlar muy bien el medio de
cultivo, su espesor, el tiempo de incubacion y la concentracién de bacterias
inoculadas. Si se presentan zonas de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor
de los discos, la medicion de esos didmetros de inhibicion y su comparacion con los
valores de los cuadros de referencia, permitira establecer si la cepa presenta
sensibilidad, sensibilidad media o resistencia al extracto (Rodriguez, Gamboa,

Hernandez y Garcia, 2005).

Esta prueba se desarrolld en el Laboratorio de Actinomicetos del Instituto de
Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes, bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero, Ysbelia Obregon vy el

técnico de laboratorio el Sr. Emilio Salazar (Esquema 3).
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Esquema 3. Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana de los

extractos de las hojas Kalanchoe gastonis-bonnieri por el método de difusion en

disco (Kirby-Bauer).

Seleccionar las
cepas bacterianas
Gram positivas y

Gram negativas

Incubacion a

37 °C de 24-48
horas

Temperatura de

35+2°C por 24
horas

Preparacion del
medio de cultivo
Mueller Hinton

Evaluacion de la actividad
antibacteriana mediante el
método de difusion en
disco (Kirby-Bauer)

Inoculacion del
cultivo bacteriano
sobre la superficie

de los agares

Impregnar
10uL de los
extractos

Medir los halos de
inhibicion y el
diametro de los

discos

Lectura de la
prueba

Sensible
(positivo)

Resistente
(negativo)

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregdn, 2023.

Bacterias estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos especies

pertenecen a las bacterias Gram positivas y tres pertenecientes a las bacterias Gram

negativas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano

(ATCC), las bacterias fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia

de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes a cargo de

la Licenciada Maria Eugenia Nieves (Tabla 6).
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Tabla 6. Cepas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).
Bacterias Gram positivas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias Gram negativas (ATCC)

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

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregon, 2023.

Preparacion de placas

En las placas de Petri se prepar6 el medio de -cultivo colocandose
aproximadamente 20 mL de Agar Mdieller Hinton (Merck®) estéril, dejandose

solidificar a temperatura ambiente.

Preparacién de pre-indculos bacterianos

Las cepas a ensayar se incuban en agar Mueller-Hinton a 37 °C por 16 a 18 horas
antes de hacer el ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo donde las bacterias
adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento, especificamente cuando
alcanzan su fase exponencial o de multiplicacion en la curva de crecimiento
bacteriano (Anon, 2003).
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Preparacion de los in6culos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se preparo el
indculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de esta manera una
pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas en tubos 13x100
previamente estéril que contenian 5 mL de una solucion de Cloruro de Sodio (NacCl)
al 0,85 % hasta que alcanzo una turbidez equivalente al patron de McFarland (10 628
UFC/mL).

Inoculacion de las placas

Una vez preparada las placas, se inocularon en forma homogénea en la superficie
de cada una de ellas con cada uno de los in6culos bacterianos previamente preparados
en solucion de NaCl al 0,85 % (bacterias en estudio), utilizando para ello un hisopo

de algodon estéril.

Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro para
realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz ultravioleta
(UV), durante toda una noche. Previo a la preparacion del in6culo se impregnaron los
discos de papel con 10 pL de la muestra en estudio a una concentracion comprendida
10 mg/mL. También se utilizaron discos de antibidticos comerciales como control
positivo con el fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a estudiar y como
control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil sulfoéxido
(DMSO0).
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Colocacion de los discos impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller-Hinton previamente inoculados con cada
cepa estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 pL de la dilucion de 10
mg/mL de la muestra a ensayar y se colocaron los discos de antibidticos comerciales
como control positivo (Tabla 7) correspondiente a cada una de las cepas en estudio,
ademas del control negativo; usando una pinza metélica previamente esterilizada
(Bauer, Kirby, Sherris, y Turck, 1966).
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Tabla 7. Halos de inhibicion de los controles positivos usados como referencia en las
cepas bacterianas.

Cepas Halos de Inhibicion en mm
Bacterianas E (15 pg) AMP (10 pg) PIP(100 pg)
ATCC CLsI CE CLsI CE CLSI CE

Staphylococcus
aureus >23 26 - - - -
ATCC 25923

Enterococcus
faecalis - - >17 10 - -
ATCC 29212

Escherichia coli
ATCC 25922 - - - - >21 20

Pseudomonas
aeruginosa - - - - >21 18
ATCC 27853

Klebsiella
pneumoniae - - - - >21 18
ATCC 23357

Leyenda: Lectura de los halos de la inhibicion de los antibi6ticos realizados en el
laboratorio frente a cepas ATCC: Eritromicina (E), Ampicilina (AMP), Piperacilina
(PIP), Milimetros (mm), Lectura de los halos de inhibicién recomendados por el
Instituto de Estandares de Laboratorio Clinicos (CLSI), Halos de Cepas ensayadas
obtenidos (CE).

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregon, 2023.
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Pre-incubacidén e incubacion de las placas

Después de haber colocado los discos en las placas con agar Mueller-Hinton
previamente inoculados, estas se dejaron en la nevera a temperatura de 4 °C
aproximadamente durante 30 minutos (pre-incubacion), con la finalidad de que los
discos impregnados con sus diferentes muestras difundieran a través del agar, para
luego llevarlas a la estufa durante 24 horas a temperatura de 37 °C en posicion

invertida en atmosfera aerdbica (incubacion).

Lectura de las placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de 24 horas
estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con una regla
milimétrica. Donde se considerd un resultado positivo o sensible (presencia de
actividad antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicidn alrededor del disco,
y se tomd como resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana) la
ausencia de dicho halo. EI didmetro de la zona de inhibicion producto de la actividad
antibacteriana de las muestras en estudio se expresdé en milimetros (mm) (Bauer,
Kirby, Sherris y Turck, 1966).

Disefio de Analisis

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: cuantitativo y cualitativo, a través
de los cuales los datos fueron analizados; el primero es secuencial y probatorio, cada
etapa precede a la siguiente y no se pueden eludir los diferentes pasos del mismo,
aqui se analizaron numéricamente los datos recolectados de la unidad de estudio, con
el fin de medir la actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Kalanchoe
gastonis-bonnieri. Por otra parte, el enfoque cualitativo no se basa en mediciones ni

expresiones numericas, sino en las caracteristicas de la unidad de investigacion, y esta
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representado por las caracteristicas quimicas observadas en las pruebas preliminares
de identificacion, que se llevaron a cabo en el tamizaje fitoquimico, Posteriormente se
relaciond el crecimiento bacteriano in vitro de cada una de las cepas en estudio contra
la accion antibacteriana que presentaron los extractos obtenidos de la especie. La
planta fue procesada en el Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri, fueron sometidas a un proceso de
extraccion por reflujo, realizando extractos con dos solventes organicos (hexano y
etanol) que fueron concentrados hasta la sequedad con la implementacion de un
rotavapor a presion y temperatura controlada, obteniéndose 1,5 gramos del extracto

de hexano y 3,85 gramos del extracto de etanol (Tabla 8).

Tabla 8. Pesos obtenidos y porcentaje de rendimiento de los extractos vegetales de

hexano y etanol de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Parte de la Peso Peso del extracto Rendimiento del
planta extracto
Hojas secasy | 93,11 g | Extracto de hexano 1,5 gramos 1,61 %
molidas Extracto de etanol 3,85 gramos 4,13 %

Fuente: Belandria, Jimenez y Obreg6n, 2023.

Estudio fitoquimico preliminar

Los extractos obtenidos a partir de las hojas de la planta Kalanchoe gastonis-
bonnieri, fueron sometidos a las distintas pruebas quimicas preestablecidas para
conocer el grupo de metabolitos secundarios presentes en la muestra; siendo de forma
cualitativa la revelacion de cada uno de los componentes por fendmenos quimicos de

reaccion como: viraje de color, precipitados, turbidez del medio, y fluorescencia por
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exposicion a la luz UV, estos indicaron presencia o0 ausencia de los metabolitos
presentes de la planta en estudio (Tabla 9 y 10).

Tabla 9. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos obtenidos de

las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Pruebas Quimicas Hexano Etanol

Alcaloides

Dragendorff - -

Wagner - -

Mayer - -

Triterpenos/esteroles (+) rojo -

(+) verde (++) verde

Compuestos fendlicos ND (+) verde — negro

Saponinas - -
Taninos ND -

Flavonoides
Shinoda - -

a 0 - ++) naranja — cate
NaOH 10 % (++) j fé

Cumarinas - -

Antraquinonas - -

Quinonas - -

Lactonas - -

sesquiterpenicas

Glucoésidos - -

cardiotonicos

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

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregén, 2023.
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Tabla 10. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de las hojas de

Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Prueba Reporte
Metabolito: Alcaloides Metabolito: Quinonas
EH EE .
: Reactivo: Dragendorff Reactivo: Acido
sulfarico
Reporte: negativo para concentrado.

ambos extractos )
Reporte: negativo

para ambos extractos

Metabolito: Flavonoides

Reactivo: Shinoda

Reactivo: Wagner .
Reporte: negativo para

ambos extractos

Reporte: negativo
para ambos
extractos

Reactivo: Hidréxido de
sodio 10%

Reporte: EE positivo
(naranja— caf@).

Metabolito: Taninos

Reactivo: Mayer Reactivo: Gelatina 1 %

Reporte: negativo
para ambos extractos

Reporte: EE negativo

EH no determinado.

Leyenda: (EE): extracto etandlico, (EH): extracto de hexano.

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregon, 2023.
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Tabla 10. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de las hojas de

Kalanchoe gastonis-bonnieri (continuacion).

Metabolito: Triterpenos y Esteroles Metabolito: Fenoles

Reactivo: Lieberman-

Burchard Reactivo: Tricloruro

férrico.
Reporte: EE: viraje de
color verde para
esteroles, no hay
presencia de triterpenos.

Reporte: EE viraje
de verde a negro

EH no determinado.

EH: viraje de color
verde para esteroles y
rojo para triterpenos.

Metabolito: Saponinas Metabolito: Cumarinas

n
im A

Prueba: Espuma

EE: negativo

Reactivo: Hidroxido de
amonio concentrado.

Reporte: negativo para ambos

Leyenda: (EE): extracto etandlico, (EH): extracto de hexano.

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregon, 2023.
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Evaluacioén de la actividad antibacteriana

Se determino a través del método de difusion en disco en agar (Kirby-Bauer), en el

extracto etandlico de las hojas, a una concentracion de 10 mg/mL, frente a las

diferentes cepas bacterianas ATCC: dos especies Gram positivas (Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212), y tres especies Gram
negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Los

antibacteriana se muestran en la (Tabla 11 y 12).

resultados de esta actividad

Tabla 11. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad antibacteriana

de extractos de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Halos de inhibicién en milimetros (mm) de bacterias ATCC

Muestras S.aureus | E. faecalis E. coli P. aeruginosa | K. pneumoniae

ensayadas [ | ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

10 mg/mL 25923 29212 25922 27853 23357
EHE 8 mm 0 ND 7 mm 7 mm

DMSO (C-) 0 0 ND 0 0

Leyenda: (EHE): Extracto de hojas de etanol, (mm): milimetros, (DMSO): dimetil

sulfoxido, (C-): Control negativo, (ND): no determinado

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregén, 2023.
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Tabla 12. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana del
extracto de etanol de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Prueba: difusion en disco en agar (Kirby-Bauer)

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

ATCC 25923 ATCC 29212
Disco N° 1 Disco N° 1

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.
Disco N° 1

Escherichia coli
ATCC 25922
Disco N° 1

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregon, 2023.
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Tabla 12. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana del
extracto de etanol de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri (continuacion).

Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357
Disco N° 1

Fuente: Belandria, Jimenez y Obregén, 2023.
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Discusiones

En el presente trabajo se obtuvieron los extractos de hexano y etanol de las hojas
de Kalanchoe gastonis-bonnieri, luego se realizaron las pruebas quimicas cualitativas
que demostraron la presencia de metabolitos secundarios como esteroles, compuestos
fendlicos y flavonoides en el extracto de etanol, mientras que en el extracto de hexano

solo se observo la presencia de triterpenos y esteroles.

Posteriormente se llevd a cabo la actividad antibacteriana por el método de
difusion en disco (Kirby-Bauer) con el extracto de etanol, a una concentracion de 10
mg/mL mostrando sensibilidad frente a Staphylococcus aureus (8 mm), Pseudomonas

aeruginosa (7 mm) y Klebsiella pneumoniae (7 mm), respectivamente.

Se hizo una comparacion de los resultados obtenidos con los estudios anteriores en
cuanto a la determinacion fitoquimica y la actividad antibacteriana del género

Kalanchoe como se menciona a continuacion:

Navarro, Agosto y Hipolito (2023), en su trabajo realizado en India, sobre la
Composicion fitoquimica y propiedades antioxidantes de la planta (mala madre)
Kalanchoe pinnata, utilizaron dos métodos de extraccion para la obtencion de los
fitoconstituyentes: Extraccion Rapida con Agua Caliente Presurizada (ERACP) y
Extraccién Asistida por Ultrasonido (EAU), los constituyentes encontrados en el
extracto acuoso de las hojas fueron taninos, terpenoides, esteroides y glucdsidos.
Tiene relacion con la presente investigacion ya que en el andlisis fitoquimico
realizado de los extractos de hexano y etanol, se determin6d la presencia de

triterpenos, esteroles y compuestos fendlicos.

Rivero, Prieto, Hernandez, Zaragoza y Madariaga (2022), México, en su trabajo de

investigacion titulado Efecto antihelmintico y antibacteriano in vitro del extracto
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hidroalcohdlico de hojas y tallos de Kalanchoe daigremontiana, utilizaron los
siguientes  microorganismos para determinar la actividad antibacteriana,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes y Escherichia coli, mediante el método de micro
dilucion en caldo con algunas modificaciones para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI), permitiendo evaluar la actividad antibacteriana del
extracto de K. daigremontiana, dando como resultado 100 mg/mL sobre P.
aeruginosa y L. monocytogenes, y 0,781 mg/mL para B. subtilis y S. aureus. Esta
investigacion, aunque difiere en el método para la determinacion de la actividad
antibacteriana se relaciona con nuestro trabajo ya que presentd actividad
antibacteriana frente a P. aeruginosa (7 mm) y S. aureus (8 mm) a la concentracion
de 10 mg/mL.

Molina (2022), realiz6 un trabajo en Ecuador, sobre la Evaluacion antibacteriana y
antifngica de extractos vegetales de Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata en
condiciones de laboratorio, la obtencion de los extractos de etanol fue por
maceracion, obteniendo metabolitos secundarios como flavonoides, fenoles, taninos,
antraquinonas y esteroles en el extracto de V. patens y en el de K. pinnata ademas de
los compuestos quimicos mencionados se determinaron saponinas. La actividad
antibacteriana de este ultimo se realiz6 mediante Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) frente a Pseudomonas sp., a una concentracién 0,5 mg/mL y Escherichia coli
fue a 0,7 mg/mL. Tiene relacién con la investigacion ya que el extracto etandlico dio
como resultado la presencia de esteroles, compuestos fenolicos y flavonoides; aunque
difiere en la técnica para la determinacion de la actividad antibacteriana, ya que la
utilizada fue el metodo de difusion en disco, presentd actividad frente a la cepa de

Pseudomonas sp., a una concentracion de 10 mg/mL.

Saleem y cols (2022), en India, realizaron un trabajo titulado Evaluacion de la

actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Kalanchoe gastonis-bonnieri y
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Kalanchoe delagoensis. La obtencion de los extractos fue mediante la técnica de
soxhlet usando etanol como solvente. En el andlisis fitoquimico realizado con la
mezcla de los extractos de ambas especies, observaron la presencia de alcaloides,
esteroles, fenoles, glucosidos y flavonoides. La evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos de K. gastonis-bonneri, K. delagoensis y la mezcla
del extracto de ambas especies se realizo por el método de difusién en pozos de agar
frente a seis bacterias: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. La actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de la mezcla de las dos especies mostrd
actividad contra E. coli (38,6 £ 1,5 mm), K. pneumoniae (35 = 1,5 mm), S. aureus
(33,67 £ 0,53 mm), B. subtilis (31 + 1,0 mm), S. typhi (28,5 = 1,07 mm) y P.
aeruginosa (28 = 1,07 mm); en el extracto de K. delagoensis la actividad fue para S.
aureus (36,2 = 0,53 mm), K. pneumoniae (35 £ 1,23 mm), E. coli (35 = 1,2 mm), S.
typhi (31 £ 1,7 mm) B. subtilis (30 £ 1,05 mm) y P. aeruginosa (28 + 1,7 mm) Por
ultimo, el extracto K. gastonis-bonnieri presentd actividad contra K. pneumoniae
(37,06 = 0,3 mm), E. coli (35 £ 1,02 mm), S. aureus (33,72 £ 0,32 mm), B. subtilis
(32 £ 1,5 mm) y S. typhi (30 £ 1,68 mm) y P. aeruginosa (26 + 1,34 mm). Se
relaciona con la investigacion porque en el tamizaje fitoquimico se determinaron
esteroles, compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto de etanol; ademas
presento actividad contra S. aureus (8 mm), P. aeruginosa (7 mm) y K. pneumoniae
(7 mm).

Valenzuela (2020), en Ecuador, realizé el Estudio Farmacognosico de las especies
Kalanchoe gastonis-bonnieri y Kalanchoe daigremontiana. Utiliz6 el extracto total
de las hojas de cada una de las especies con una mezcla de solventes diclorometano-
metanol (1:1) mediante maceracion estatica, respectivamente. En el extracto obtenido
identificd los principales grupos de productos naturales, mediante el tamizaje

fitogquimico, determinando la presencia de flavonoides, esteroles, terpenos, taninos y
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glucosidos cardiotdnicos, en ambas especies. Tiene similitud con esta investigacion
en los metabolitos determinados flavonoides, triterpenos, esteroles, pero difiere en el

disolvente y método de extraccién aplicado.

Los estudios fitoquimicos preliminares de Kalanchoe gastonis-bonnieri realizados
en la India por Dasgupta, Parmar y Patel en 2013, mostraron que los extractos
hidroalcoholico y etanodlico de las hojas de K. gastonis-bonnieri, fueron obtenidos a
través de la técnica de soxhlet, ambos extractos presentaron los siguientes
fitoconstituyentes: alcaloides, glucosidos, terpenoides, flavonoides y saponinas, los
cuales se identificaron mediante Cromatografia de Capa Fina de Alta Resolucion,
estos desempefian un papel importante en la medicina tradicional, justificando asi los
usos terapéuticos de las hojas de la planta. Este trabajo se relaciona con la
investigacion en el resultado de los metabolitos obtenidos los cuales fueron
terpenoides y flavonoides presentes en el extracto etanolico, aunque difiere en la
técnica desarrollada para la obtencion del mismo, ya que esta fue extraccién por

reflujo.

Calvopifia (2010), Ecuador, en su trabajo Determinacion de la actividad
antibacteriana de las hojas de Kalanchoe pinnata (Siempreviva) realizé extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente como éter, etanol y agua para lograr el
maximo agotamiento de la droga, luego obtuvo la tintura al 20 % mediante
maceracion, y a partir de esta el extracto seco, la determinacion de los diferentes
metabolitos secundarios fue mediante pruebas quimicas obteniendo como resultado la
presencia de alcaloides, cumarinas, quinonas, flavonoides, fenoles, saponinas,
antocianidinas, carbohidratos reductores y acidos grasos en el extracto etanolico.
Posteriormente para la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto seco de
las hojas de K. pinnata, se emple6 el método de difusion en agar por diseminacion
superficial en disco (Kirby-Bauer), las cepas estudiadas fueron Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, finalmente se demostré mediante
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ensayos bioldgicos que el extracto seco y la tintura al 20 % tienen accion
antibacteriana contra S. aureus, con halos de inhibicién de 7 mm y 9 mm de didmetro
respectivamente; a una concentracion de 0,4 mg/mL. Este trabajo se relaciona con la
investigacion ya que de igual forma se realizd tamizaje fitoquimico obteniendo
resultados positivos para triterpenos, esteroles, compuestos fendlicos y flavonoides en
el extracto etandlico; ademas este presento actividad antibacteriana contra las cepas
de Staphylococcus aureus (8 mm), Pseudomonas aeruginosa (7 mm) y Klebsiella
pneumoniae (7 mm), con una concentracion de 10 mg/mL presentando mayor

sensibilidad para S. aureus.

Finalizadas las discusiones con los trabajos realizados por otros autores, con
respecto al estudio fitoquimico se concluye que existe la posibilidad de que estos
resultados no hayan sido mas significativos debido a los solventes utilizados, el
método de extraccidn, y la ubicacion geografica de la planta, ya que esta debe
adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes (Alcamo, Floerke y Maerker,
2007).

Ademas, se le puede atribuir la actividad antibacteriana a los compuestos fendlicos
debido a sus propiedades proxidativas, causando la fisura citoplasmatica de la
bacteria (Maddox, Laur y Tian, 2010). Para la obtencion de mayor sensibilidad frente
a las cepas bacterianas estudiadas, se pudo haber utilizado mayor concentracion del
extracto, ademas de aplicar los métodos de dilucion para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI), lo cual es importante cuando se trabaja con productos

naturales (Ramirez y Marin, 2009).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los extractos de hexano y etanol de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri,
se identificaron mediante el andlisis fitoquimico la presencia de metabolitos
secundarios; determindndose en el extracto de hexano triterpernos y esteroles,
mientras que en el de etanol fueron esteroles, compuestos fendlicos y flavonoides, por
otro lado; hubo ausencia en ambos extractos de alcaloides, saponinas, taninos,

cumarinas, antraquinonas, quinonas, lactonas y glucosidos cardioténicos.

El extracto de etanol obtenido de las hojas de Kalanchoe gastonis-bonnieri
presento actividad antibacteriana contra las cepas de Staphylococcus aureus (8 mm),
Pseudomonas aeruginosa (7 mm) y Klebsiella pneumoniae (7 mm), con una
concentracion de 10 mg/mL, presentando mayor sensibilidad frente a la bacteria

Gram positiva S. aureus.
Cabe resaltar que este es el primer trabajo de investigacion sobre la especie

Kalanchoe gastonis-bonnieri realizado en la ciudad de Mérida, Venezuela. Ademas,

es el primero en determinar la actividad antibacteriana y la composicion fitoquimica.
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Recomendaciones

Evaluar la composicion quimica de otras partes de la planta como: flores y

raices.

Realizar mediante técnicas de cromatografia la determinacion e

identificacion de los metabolitos de las diferentes partes de la planta.

Estudiar la actividad antibacteriana mediante el método de difusién en
pozo y los métodos de dilucién en agar o en caldo para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI), en los extractos de hexano y

etanol.

Evaluar = la actividad = antiinflamatoria, antioxidante, antiparasitaria,
antifangica, anticancerigena, analgesica y fotoprotectora de los extractos

de las diferentes especies del género Kalanchoe.

Estudiar las diferentes especies que se encuentran en el estado Mérida

pertenecientes al género Kalanchoe.
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