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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacion entre el extracto de
Carramboa tachirensis y la actividad antibacteriana frente a cepas de
referencia internacional. Se recolectaron las hojas en el paramo El Batallén,
camino a Pregonero, Estado Tachira en Venezuela. El extracto fue obtenido
mediante la maceracion en frio de las hojas con disolventes organicos como
etanol y agua, posteriormente su composicion quimica se analizd
cualitativamente mediante el tamizaje fitoquimico, obteniéndose positividad
ante la presencia de lactonas sesquiterpénicas, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, saponinas y alcaloides, en el extracto etandlico. En
contraposicion, el extracto acuoso fue positivo para quinonas, pero se logro
evidenciar la ausencia de triterpenos, esteroles y cumarinas. Finalmente, el
ensayo de la actividad antibacteriana fue evaluado con el método de difusion
en agar (Kirby-Bauer), el extracto etandlico tuvo una concentracion de 10
mg/mL, mostrando una formacion de halos de inhibicion ante Enterococcus
faecalis (7 mm), Staphylococcus aureus (8 mm), Klebsiella pneumoniae (7
mm) y Pseudomonas aeruginosa (8 mm), mientras que frente a Escherichia
coli no mostro actividad alguna. Este es el primer reporte en extractos polares
de Carramboa tachirensis.

Palabras claves: actividad antibacteriana, Carramboa tachirensis, extractos
vegetales, metabolito secundario, tamizaje fitoquimico, cepas de referencia
internacional.
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INTRODUCCION

El estudio y uso de plantas medicinales se ha dado desde tiempos
prehistéricos hasta los tiempos actuales, debido al alto potencial biolégico
curativo que poseen para el tratamiento de diferentes afecciones
(Hoogesteger, 1994). Esto con el fin de demostrar la gran ventaja en cuanto
a presentar alguna actividad biolégica. Al respecto, Otero y Ferrer en el 2006
definen la actividad antibacteriana como la capacidad de una sustancia
quimica de matar o inhibir el crecimiento y asi producir reduccién de la

poblacién bacteriana en el huésped.

Si bien es cierto, existen sustancias extraidas a partir del material a
estudiar que brindan al investigador facilidad a la hora de realizar algun tipo
de investigacion en el laboratorio. Tal es el caso de lo que dedujeron Garcia,
Martinez, Ortega y Castro en el 2010, sobre los extractos vegetales que son
mezclas complejas de metabolitos secundarios, aislados de las plantas por
diversos métodos, que actian como biocidas en contra de una amplia gama

de microorganismos.

Debe sefialarse que, en vista de la inexistencia de estudios que
involucren la actividad antibacteriana con el extracto de Carramboa
tachirensis, las autoras se refieren a investigaciones generadoras de un
creciente interés por la posible relacién con el trabajo al que se ha dado
inicio. Ya que la obtencién de ellos ha sido fruto de distintos tratamientos a

géneros parentales de la especie Carramboa tachirensis.

El objetivo general de esta investigacion fue confirmar la relacion entre
la composicion quimica del extracto de Carramboa tachirensis y la actividad

antibacteriana frente a cepas de referencia internacional.



El siguiente trabajo de investigacion esta estructurado en V capitulos. El
Capitulo I, denominado El Problema, contiene los siguientes elementos:
Planteamiento del Problema, Justificacion, Objetivos, Alcances vy
Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo Il, llamado Marco Tedrico
abarca: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Teoéricas y
Operacionalizacion de las variables. El Capitulo |lll, titulado Marco
Metodolégico comprende los siguientes puntos: Tipo y Disefio de la
Investigacion, Poblacion y Muestra, Instrumento de Recoleccién de Datos,
Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Andlisis. El Capitulo IV
integrado por los Resultados y Discusiones. El Capitulo V constituido por las

Conclusiones y Recomendaciones. Finalmente, Referencias Bibliograficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

A través de la existencia de la humanidad sobre la Tierra, una de sus
preocupaciones ha sido mantener la salud, la aparicion de nuevas
enfermedades han motivado al hombre, a lo largo de siglos, a buscar una
solucion o un paliativo para estos males, a través del ensayo con plantas. Sin
embargo, hasta hace relativamente pocos afios empez6 el estudio cientifico
de las mismas y sus componentes quimicos con propiedades medicinales o
sus actividades biologicas. Cabe mencionar que tan sélo entre el 5 % al 15 %
de las aproximadamente 250000 especies de uso medicinal se han
investigado. Esto subraya el gran potencial de las plantas en la busqueda de
nuevos medicamentos (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

En efecto, los productos naturales tales como los extractos vegetales y/o
sus compuestos puros proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de
nuevas drogas que puedan ser utilizadas para el control microbiano. A su
vez, los antibiéticos han ayudado a transformar muchas patologias que
alguna vez fueron mortales, en problemas controlables de salud,
especialmente en los paises desarrollados. Sin embargo, en los paises en
via de desarrollo y en los paises subdesarrollados, casi la mitad (47 %) de
las muertes de menores de cinco afios, es atribuida a las infecciones
respiratorias, gastrointestinales y a la sepsis neonatal, a pesar que podrian

ser prevenidas y tratadas (Alava e Ibarra, 2014; Rivas y cols., 2016).



Debe sefalarse que, cuando se habla de la habilidad de las bacterias de
alterarse a si mismas en una variedad de ingeniosas formas para sobrevivir a
la presencia de concentraciones de antibioticos que deberian matarlas
normalmente; se hace referencia a resistencia de ciertos antibioticos (Alava e
Ibarra, 2014).

Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que mas
de la mitad de los medicamentos son prescritos, dispensados o vendidos
inapropiadamente y la mitad de todos los pacientes fallan en tomar tales
medicamentos correctamente. Las indicaciones médicas incorrectas, asi
como el uso indebido de agentes antimicrobianos, administracién, ruta, dosis
y duracion del tratamiento son también factores de riesgo para crear

resistencia (Alava e Ibarra, 2014).

Es por eso, que la resistencia tiene un impacto multiple en la asistencia
sanitaria: obliga al microbiélogo clinico a disponer de herramientas fiables
para reconocer y analizar el problema, disminuye las opciones de tratamiento
empirico y dirigido, obliga a emplear antimicrobianos de mayor espectro,
contribuye al aumento de la morbimortalidad de causa infecciosa y de los
costes de la atencion sanitaria y exige a corto o medio plazo el desarrollo de
nuevos antimicrobianos que ayuden a controlar este grave problema
(Martinez y Calvo, 2010).

En vista de la situacién actual del problema descrita anteriormente, las

autoras de esta investigacion formulan el siguiente enunciado holopréxico:

¢, Cual sera la relacion entre la composicion quimica de los extractos de
Carramboa tachirensis y la actividad antibacteriana en cepas de referencia

internacional?



Justificacion de la Investigacion

Desde hace miles de afos, cuando el hombre fue encontrando curas o
paliativos para las enfermedades que le aquejaban en hojas, raices,
cortezas, semillas, frutos o flores de arboles silvestres, ademas de dar inicio
a lo que se conoce como herbolaria, se empez6 a establecer una relacion
empirica entre el tipo de planta y la actividad biolégica atribuida a cada una,
distinguiendo una de otra solo por las caracteristicas externas mas notorias y
por su aroma, ya que adn no se establecia lo que hoy se conoce como
taxonomia vegetal. El estudio de las mismas en las ultimas décadas, ha
permitido encontrar nuevas moléculas con posibilidad de actuar como

nuevos farmacos (Rivas y cols., 2016).

Tenemos pues, que en los afos recientes la produccion de nuevos
antibioticos ha disminuido de forma considerable y ha surgido como un
problema de consecuencias impredecibles la resistencia a estos por la
aparicion en las bacterias, virus, hongos, y protozoarios de mecanismos
defensivos con el fin de evadir la accion destructiva de estas sustancias. La
rapidez con que surgen los microorganismos multirresistentes no es igual a la
velocidad con que surgen nuevos antibidticos, por tanto, se concibe que
pronto no habra nuevos de estos agentes para tratar a pacientes con sepsis

graves (Fernandez, Lépez, Ponce y Machado, 2003).

Sin duda, la utilizacién de los extractos vegetales brinda una gama de
posibilidades en cuanto a opciones terapéuticas contra diversos
microorganismos. Por esto, se hace sumamente necesaria la determinacion
de la actividad antibacteriana en el extracto de Carramboa tachirensis, frente

a cepas de referencia internacional, con el propésito de ofrecer alternativas



de tratamiento, sobre todo a una poblacion bastante necesitada como la

perteneciente a nuestro pais.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacién entre la composicion quimica de los extractos de
Carramboa tachirensis y la actividad antibacteriana frente a cepas de

referencia internacional.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos etanodlico y acuoso de las hojas de Carramboa
tachirensis mediante maceracion en frio.

e Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en los
extractos obtenidos previamente a través de pruebas quimicas de
coloracion y/o precipitacion.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos frente a cepas
grampositivas y gramnegativas de referencia internacional a través del

método de difusion en agar en disco (Kirby-Bauer).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El logro de esta investigacion consistio en contribuir con nuevos
conocimientos sobre la composicion quimica de Carramboa tachirensis,
ademas confirmo la relacion causal de la actividad antibacteriana de los
extractos de la planta de interés frente a cepas de referencia internacional,
para conocer sus beneficios terapéuticos y usos como tratamiento
alternativo. Cabe destacar que este es el primer reporte en extractos polares

de esta especie encontrada en Venezuela.

Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones que se presentaron en el desarrollo de esta investigacion
fueron las siguientes: los constantes cortes de electricidad, de agua, de gas 'y
de internet que dificultaron el desarrollo de la parte experimental y revision
bibliografica. También, la escasa afluencia de transporte tanto publico como
privado. Asi mismo, los requerimientos en el ambito de bioseguridad en este
periodo de pandemia por Covid-19. Finalmente, el alto costo de reactivos y
deterioro de la infraestructura de los laboratorios donde se llevo a cabo la

investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Marquez, Pérez, Rojas, Aparicio, Ramos, Obregon y Usubillaga, en el
afio 2023, publicaron un estudio llamado: Un nuevo diterpeno ent-kaureno
aislado de hojas de Espeletia semiglobulata Cuatrec. y su potencial actividad
antimicrobiana. El objetivo del estudio fue informar el aislamiento, la
identificacion estructural y la actividad antimicrobiana de un nuevo diterpeno
de tipo kaureno en la fraccion neutra de Espeletia semiglobulata Cuatrec. Las
hojas se secaron a 40 °C durante 48 horas y se trituraron, el material molido
se extrajo a temperatura ambiente con una mezcla de hexano/éter dietilico
(3:1, v/v) por un periodo de dos dias. Los residuos sélidos se disolvieron en
la misma mezcla y se agitaron con NaOH acuoso al 5 %. La fase acuosa se
llevé a pH 3 mediante la adicion de HCI concentrado y se agité con hexano
para obtener la fraccién acida. La solucién original que quedd después del
excedente del tratamiento alcalino, se mezclé con carbon activado y se hirvié
por 10 minutos. Se obtuvo una fraccién neutra después de un tratamiento de
cromatografia en columna abierta. La fraccibn neutra se sometié a
separacion cromatografica y se obtuvieron cuatro diterpenos de tipo kaureno:
tres conocidos como ent-kaur-16-eno-19-al, ent-kaur-18-epi-16-eno-4-ol, ent-
kaur-16-eno-19-ol y uno nuevo elucidado como ent-kaur-3-acetoxi-15-eno

(1). Estos compuestos fueron evaluados y estudiados a través de ensayos



antimicrobianos, donde este nuevo ent-kaureno mostré0 un potencial de
inhibicion  significativo contra el crecimiento de cepas bacterianas
gramnegativas. Escherichia coli (ATCC 25922): 8 mm, Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357): 10 mm, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853): 8 mm,
también mostro inhibicién contra el crecimiento de la cepa fungica Candida
krusei: 8 mm, a una concentraciéon de 2 mg/mL. Estos resultados revelaron
una notable relacion entre la estructura y la actividad natural del nucleo del
ent-kaureno respecto a la posicion C-3 (anillo A de la unidad de
perhidrofenantreno), cuya oxigenaciéon o adicion de un grupo aceptor o
donante de enlaces de hidrégeno, mejora la actividad antimicrobiana. Esta
investigacion guarda relacion con el tema debido a que en su analisis
quimico se obtuvieron diterpenos de tipo kaurenos, anteriormente aislados

en la especie de estudio.

Cortez en el afio 2021, public6é una investigacion llamada: Actividad
antibacteriana y composicién quimica del extracto de las hojas de
Espeletiopsis pannosa (Standl.) Cuatrec. Tuvo como objetivo confirmar la
actividad antibacteriana y composicion quimica del extracto de las hojas de
E. pannosa. Se secaron las hojas frescas de E. pannosa a 40 °C, luego
fueron molidas y se efectué una extraccion con hexano-éter 3:1 a 40 °C
hasta agotamiento del material vegetal. A los ensayos correspondientes se
les realiz6 el tamizaje fitoquimico para determinar de forma cualitativa los
metabolitos segundarios, lo que revel6 compuestos alcaloidales con el
reactivo de Drangendorff, asi como esteroles y triterpenos, con la reaccién de
Liebermann-Burchard; mientras que no se encontraron saponinas, fenoles,
taninos, flavonoides, quinonas, lactonas y cumarinas, por lo que podria
inferirse que, estos metabolitos no se encuentran en el extracto apolar de la
parte aérea de la E. pannosa o0 que quiza estén pero en baja concentracion.

Posteriormente, la muestra se someti6 a un estudio de actividad



antibacteriana usando la técnica de difusibn en agar en disco frente a
bacterias grampositivas y gramnegativas, en una concentracion de 1000
ppm; estos indicaron una sensibilidad para la mayoria de las bacterias
ensayadas. Tal es el caso de S. aureus, K. pneumoniae y E. coli; con un halo
de inhibicion de 7 mm, mientras P. aeruginosa con un halo de inhibicion de 7
mm también. Mientras que, para el E. faecalis no se observé inhibicion del
halo. Este trabajo de investigacion guarda relacion con el tema porque se
realizé en uno de los ocho géneros que conforman la subtribu Espeletiinae y

por consiguiente es un género hermano de la especie en estudio.

Obregon, Rojas, Aparicio y Usubillaga, en el afio 2021, publicaron un
estudio llamado: Analisis de las fracciones acida y neutra presentes en
Carramboa tachirensis (Aristeg.) Cuatrec. (Asteraceae) por Cromatografia de
Gases-Espectrometria de Masa (CG/EM). El objetivo del estudio fue analizar
las fracciones acida y neutra obtenidas del extracto de las hojas de C.
tachirensis mediante CG-EM. Se secaron las hojas frescas de C. tachirensis
a 35 °C por 3 dias; luego se sometio el material seco y molido a extraccion
con n-hexano:éter dietilico (3:1) a temperatura ambiente durante 4 dias. El
extracto crudo se concentr6 a sequedad para dar un residuo sdlido. Se
afadié una cantidad del extracto crudo disuelto en una mezcla de n-hexano-
dietil éter (3:1), agitado con una solucion al 5 % de NaOH. La fase acuosa
resultante se acidific6 con HCI concentrado a pH 3 y se agito con n-
hexano:éter dietilico (3:1) para la obtencién de la fraccion acida. Ademas, la
fraccién neutra obtenida fue decolorada por ebullicion con carbén activado en
hexano y purificado a través de un gel de silice columna. Se realizé la
metilacion de la fraccion acida y se analiz6 por CG/EM para su posterior
identificacion por comparacion con estandares auténticos y el uso de bases
de datos Wiley (6th Edition), NIST 05 y Adams (2007). El andlisis por CG/EM
de la fraccion acida metilada permitid la identificacion de varios acidos
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kaurénicos presentes en la resina de C. tachirensis. El porcentaje de
abundancia resultante de la fraccion acida fue el acido ent-kaur-16-eno-19-
oico o acido kaurénico (7) con 11,16 %, acido ent-kaur-9(11)-dieno-19-oico o
acido grandiflorénico (10) con 9,18 % y acido ent-kaur-15a-hidroxi-16-eno-
19-oico (9) con 17,03 %. De igual modo, en el extracto de las hojas de la
fraccion neutra fueron identificados por CG-EM el ent-kaur-16-eno-19-ol o
kaurenol (2) con una abundancia de 2,63 %, ruilopeziol (6) con 2,30 %, epi-
ruilopeziol (3) con 5,19 %, 164-kauranol (4) con 14,47 % y 16a-kauranol (5)
con 2,78 %. Este trabajo de investigacion guarda relacion con el tema porque

es el primer reporte fitoquimico para C. tachirensis y el género Carramboa.

Antecedentes Histoéricos

A lo largo de la historia se conocen plantas cuyos extractos han sido
usados en pécimas 0 curaciones, estos conocimientos se transmitieron de
generacion a generacion. Ademas, le eran atribuidas caracteristicas de
acuerdo a su forma, color o héabitat. También, son efectivas en el area
terapéutica por sus multiples propiedades (Marcano y Hasegawa, 2002;
Lizcano y Vergara, 2008).

Desde el siglo XVIII se han empleado sustancias quimicas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Paul Ehrlich quien formul6 los
principios de toxicidad selectiva, reconocié las reacciones quimicas
especificas entre microorganismos y medicamento, la aparicion de la
resistencia a estos y el papel de la terapéutica combinada para combatirlos.
Posteriormente se descubrieron las sulfonamidas lo que acrecento el interés

en sustancias antibacterianas de origen microbiano llamadas antibioticos. De
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alli surgio la penicilina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, entre otras

(Manrique y Mosquera, 1997).

Sucede pues, que en la actualidad se conocen diferentes tipos de
metabolitos secundarios entre los cuales destacan: acidos fendlicos, taninos,
flavonoides, alcaloides, antraquinonas, antibiéticos, lignanos, cumarinas,
esteroides y terpenos. La variedad estructural dentro de un mismo grupo de
metabolitos secundarios esta dada por modificaciones quimicas a una
estructura basica, originadas por reacciones quimicas, tales como la
hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la

glucosilacion (Kuklinski, 2000).

Historicamente, la inmensa mayoria de investigaciones fitoquimicas
desarrolladas hasta hace unas décadas estaban dirigidas a determinar
estructuras novedosas; hoy dia esos estudios se orientan hacia el
aislamiento e identificacibn de compuestos biolégicamente activos,
especialmente encauzados a atacar dolencias que afectan a toda la
humanidad y que cobran a diario mas vidas, como lo es el cancer, SIDA,
afecciones cardiovasculares, diabetes, asi como otras enfermedades
endémicas, ya sea malaria, tripanosomiasis, leishmaniasis y otras (Marcano

y Hasegawa, 2002).

En relacién a lo expuesto anteriormente, la subtribu Espeletiinae de la
familia Asteraceae comprende plantas que crecen a mas de 2500 msnm en
Los Andes del norte de América del Sur. Los &cidos kaurénicos, asi como
otros diterpenoides, parecen desempefiar un papel en la proteccién de estas
plantas contra las bajas temperaturas. Por otro lado, se ha descubierto que
algunos acidos kaurénicos son utiles como materiales de partida para la
sintesis de algunas sustancias de potencial interés farmacolégico. Hay mas

de 100 especies de Espeletiinae en Venezuela, Colombia y Ecuador, todas
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las especies estudiadas hasta ahora contienen mezclas de diferentes acidos
kaurénicos (Viloria, Rojas y Usubillaga, 1997).

Bases Teodricas

Familia Asteraceae

Sin duda, la familia Asteraceae, tradicionalmente conocida bajo el nombre
de Compositae, es uno de los grupos dominantes en la flora de Venezuela,
esta constituida mayoritariamente por especies herbaceas arbustivas y
trepadoras. Ademas, el nUmero de las mismas aumenta progresivamente en
la zona tropical, en los sitios montafiosos de elevada altitud. En este sentido,
son escasos los representantes de esta familia en las distintas formaciones
boscosas de tierra caliente. Igualmente, el nimero de especies en la planicie
llanera del pais, estan escasamente representadas. Algunas de las especies
de la familia forman parte de las llamadas malezas pantropicales
(Aristeguieta, 2003).

Estas extraordinarias y exclusivas plantas, estan distribuidas en las altas
serranias de Los Andes de Venezuela, Colombia y Ecuador. Su gran valor
cientifico merece el establecimiento de un instituto especializado para el
cultivo y andlisis quimico respectivo de las mismas debido a la alteracion que
sufre la zona alta andina por el &mbito urbanistico y agricola, pero también
por otra actividad de reciente ejercicio que se basa en la adquisicién de
dichas especies basandose en sus propiedades medicinales y curativas

atribuidas a sus hojas (Aristeguieta, 2003).
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Inicialmente fue dividida en 2 subfamilias: Asteroideae Lindl. y
Cichorioideae Kitam. Segun el sistema de Bentham, que data de 1873,
corresponden 12 tribus a la primera y una sola a la segunda
respectivamente, pero desde los trabajos descritos en 1987, se sugieren
evidencias moleculares que han servido de base para una nueva
sistematizacion de la familia, determinando la existencia de varios clados
supragenéricos. En 1992 se establecio la mayor antigliedad filética del taxon
basal de la familia, un grupo finalmente designado Barnadesioideae con
rango de subfamilia; su notoria presencia en la flora Argentina (en Los Andes
y el sur del pais) ha sustentado la hipétesis del origen patagonico de la
familia de las Asteraceas. Cuando investigadores entre 1994 y 1996
reinterpretaron los caracteres macromorfologicos de los grupos, resulté un
sistema de 3 subfamilias: Barnadesioideae, Asteroideae y Cichorioideae, con
17 tribus. Estudios filogenéticos moleculares llevaron a escindir la Subfamilia
Cichorioideae y revalidar antiguos conceptos genéricos 0 crear nuevos
géneros. Con el paso del tiempo se sumaron nuevos géneros y subfamilias a
este enorme grupo. Asi, en las recientes clasificaciones sugeridas entre 2007
y 2008 se reconocen 12 subfamilias estrictamente monofiléticas, que
comprenden 40 tribus (Del Vitto y Petenatti, 2009).

La familia Asteraceae segun Del Vitto y Petenatti en el afio 2009, se
caracteriza por una variedad de sustancias como los &cido iso- y clorogénico,
isoflavonoides, lactonas sesquiterpénicas y alcoholes triterpénicos
pentaciclicos. Por otro lado, presenta aceites esenciales cuyo producto
principal son los terpenos; los alcaloides de tipo pirrolizidinicos y derivados
acetilénicos también lo conforman. No obstante, carece de compuestos como

los taninos verdaderos y de iridoides.

Los glucidos se pueden almacenar en 6rganos subterraneos y en

semillas, son la principal fuente de reserva hidrocarbonada, de digestibilidad
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y pueden reemplazar el almidén; ademas, forman fratanos como la insulina.
Conjuntamente, realizan la sintesis de ciclitoles como el L-inositol y su
isbmero esciloinositol. Por otra parte, acumulan protidos como proteina
amorfa, lipidos y liquidos seminales ricos en acidos grasos de cadenas
cortas como el linoleico y esteérico, en menor proporcion presentan oleico,

linolénico y palmitico (Del Vitto y Petenatti, 2009).

En la familia Asteraceae se reconocen un gran numero de especies
(23.000), con una amplia distribucion en todo el planeta. Convirtiendo asi a
esta familia en una fuente de recursos alternativos y renovables para la
humanidad. Siendo muchas de sus especies utilizadas en agricultura,

industria, medicina, comercio, entre otras (Izco, 2004).

Comparada con otras grandes familias de plantas (como Poé&ceas y
Fabaceas) tiene menor valor econémico para el hombre, aunque incluye una
cantidad de especies Uutiles desde diversos puntos de vista. El uso
etnobotanico de muchas de ellas ha ayudado al progreso y sustento de gran
ndamero de pueblos en todo el mundo, satisfaciendo sus necesidades de
alimento, forraje, lefia, medicinas, etc. Desde el punto de vista estrictamente
econdémico, unas 40 especies tienen importancia directa en alimentaciéon
humana (hortalizas y “semillas” oleaginosas) e indirectamente por productos
obtenidos por la industria. Otras especies silvestres tienen potencial
nutricional, muchas son de interés tecnolégico u ornamental y centenares
rinden metabolitos secundarios de uso farmacéutico o industrial, o aportan
néctar y polen para la produccién apicola y forraje para la produccion
ganadera (Del Vitto y Petenatti, 2009).
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Subtribu Espeletiinae

La subtribu Espeletiinae, descrita por Cuatrecasas (1976), es un grupo
representativo de la familia Asteraceae, conformado por ocho géneros
(Carramboa, Espeletiopsis, Coespeletia, Espeletia, Libanothamnus,
Ruilopezia, Tamania y Paramiflos). Esto incluye a 146 especies conocidas
como frailejones, inciensos, trementinos o tabaqueros. Sus especies se
extienden desde la cordillera de Mérida, Tachira y Trujillo en Venezuela, en
las tres cordilleras en Colombia, y la parte media y norte de Ecuador
(Cuatrecasas, 1987).

En Venezuela la subtribu Espeletiinae es la mas representativa de la flora
de los paramos andinos. Aun cuando se pueden encontrar frailejones desde
el Norte de Ecuador, Colombia, incluyendo el macizo de Santa Marta y en la
Cordillera de la Costa (Monasterio, 1980).

Con base en lo descrito por Meccia, Quintero, Rojas, Usubillaga y
Carmona en el 2010, es necesario mencionar que las especies de esta
subtribu producen principalmente diterpenos del tipo kaureno, los cuales
tienen interés desde el punto de vista quimico, botanico y medicinal, ya que
han manifestado actividad citotoxica en diferentes lineas de células de
carcinoma (Diaz, Dorta, Cueto, Rovirosa, San-Martin, Loyola y Darias, 2003),
efectos esteroidogénicos (Moriwaki, Gomi, Itoh, Lida, Tsugawa, Tanui, Fuji,
Dode y Kajimoto, 1986) y efectos pro-apoptéticos en humanos contra lineas
celulares PC-3 de cancer prostatico (Ruiz, Rodrigues, Arvelo, Usubillaga,
Monsalve, Diez y Galindo, 2008; Nagashima, Kondoh, Kawase, Simizu,
Osada, Watanabe, Sato y Asakawa, 2003). En menor proporcion producen
triterpenos (Tellez, Torrenegra, Pedroso y Martinez, 2000), sesquiterpenos

(Bohlmann, Suding, Cuatrecasas, King y Robinson, 1980; Bohlmann, Zdero,
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Cuatrecasas, King y Robinson, 1980) y aceites esenciales (Khouri,
Usubillaga, Rojas y Galarraga, 2000; Aparicio, Romero, Khouri, Rojas y
Usubillaga, 2002).

De este modo, todas estas especies presentan como metabolitos
secundarios derivados diterpénicos de tipo kaureno, siendo el &cido
kaurénico (7) el principal nucleo encontrado en esta subtribu. El acido
grandiflorénico (10), acido ent-kaur-15a-hidroxi-16-eno-19-oico (9) y el &cido
ent-15a-acetoxi-kaur-16-eno-19-oico, también el kaurenol (2) han sido
estudiados ampliamente, mostrando una variedad de propiedades biologicas
independientemente del origen de la fuente de obtencién. Entre sus
propiedades se han descrito: anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica,
antiparasitaria, hipoglucemiante, analgésica, genotdxica y citotoxica
(Cordero, Lucena, Araujo, Usubillaga, Rojas, Aparicio, Moujir y Ustériz,
2022).

Es importante mencionar, la presencia de un nuevo diterpeno (Figura
1) llamado ent-kaur-3-acetoxi-15-eno (1) aislado de las hojas de Espeletia
semiglobulata (Cuatrec), a partir de una fraccibn neutra separada por
cromatografia. Asimismo, posee un grupo moderadamente hidrofilico (éster)
en posicion C-3, cuyo impedimento estérico es bajo y esto le confiere la
ventaja de interactuar y establecer puentes de hidrégeno con grupos
aceptores/donadores en la membrana del microorganismo, pudiendo
atravesarla y dafarla. Por lo tanto, el resultado reflej6 actividad
antimicrobiana pero solo frente a cepas gramnegativas y una cepa fangica
(Marquez y cols., 2023).
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ent-kaur-3-acetoxi-15-eno (1)

Figura 1. Estructura del nuevo diterpeno presente en Espeletia

semiglobulata. Tomado y modificado de Marquez y cols., 2023.

Carramboa tachirensis

Desde el punto de vista botanico, Carramboa tachirensis es un arbol no
fistuloso que presenta hojas marcescentes, tiene peciolos escasamente
diferenciados, con vaina ancha basalmente anular (Figura 2). Posee laminas
subcoriaceas hasta coridceas y con apice angostamente obtuso o agudo. La
similitud en la morfologia foliar, floral y la extrema variacion foliar y en
algunos casos floral de las distintas poblaciones de Carramboa, hace dificil la
identificacion y delimitacién de algunas de sus especies. Por tal motivo, se
consider6 la posibilidad de integrar informacion de diversa fuente
(morfoldgica y anatémica), con el objeto de facilitar la identificacion e intentar

reconocer hibridos (Morillo y Bricefio, 2007).
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Figura 2. Flores, Hojas y Tallos de Carramboa tachirensis. Fuente: Luis

Beltran Rojas Fermin'.

Carramboa tachirensis (Aristeg). Cuatrec, es un hibrido cuyas especies
parentales son Carramboa pittieri (Cuatrec) y Ruilopezia marcescens (S.F.
Blake) Cuatrec. y es perteneciente a la subtribu Espeletiinae (Asteraceae).
Hay 105 especies de Espeletiinae en Colombia, 75 en Venezuela y 1 en
Ecuador, pero solo Carramboa se encuentra en Venezuela, especificamente
crece en el paramo El Batallén, Estado Tachira a una altitud de 2800 msnm.
Ademas, Carramboa badilloi (Cuatrec), Carramboa littlei (Aristeg),
Carramboa pittieri (Cuatrec), Carramboa rodriguezii (Cuatrec), Carramboa
trujillensis (Cuatrec) y Carramboa wurdackii (Ruiz-Teran y Lopez-Fig.) han
sido aceptados como taxones (Obregén, Rojas, Usubillaga, Pouységu y
Quidau, 2015).

Dado que con anterioridad los Unicos estudios realizados en la especie
gue nos atafie se efectuaron en base a obtencién de fraccion acida y neutra
0 bien sea de aceite esencial para la identificacion de metabolitos primarios y

secundarios, es necesario mencionar inicialmente, que el analisis de la
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fraccion acida y neutra en Carramboa tachirensis, revelé que en su fraccion
neutra (Figura 3) se identificé kaurenol (2) con 2,63 %, epi-ruilopeziol (3) con
5,19 %, 16B-kaurenol (4) con 14,47 %, 16a-kaurenol (5) con 2,78 % y
ruilopeziol (6) con 2,30 %. Por otro lado, en su fraccion acida (Figura 4) se
identifico el acido ent-kaur-16-eno-19-oico (7) con 11,16 %, acido ent-kaur-
19-oico (8) con 9,18% , acido ent-15a-hidroxi-16-eno-kaur-19-oico (9) con
17,03 %, en bajas proporciones el acido ent-kaur-9(11)-dieno-19-oico con
1,89 % (10), &cido ent-kaur-15a-isovaleroxi-16-eno-19-oico (11) con 5,59 % y
acido ent-kaur-15-oxo-16-eno-19-oico (12) con 5,01% (Obregdén y cols.,
2021).

De modo similar, debe sefalarse que en el afio 2015 Obregon y cols,
realizaron el estudio de la composicién quimica del aceite esencial de la
Asteraceae hibrida Carramboa tachirensis (Aristeg.) Cuatrec. De esta
manera obtuvieron como resultados compuestos quimicos en cantidades
significativas, entre los que se destacan germacreno-D, trans-3-guaieno, E-y-
bisaboleno, B-cariofileno, a-pineno, a-copaeno y ent-kaur-16-eno-19-al o

kaurenal.

Dentro de este marco, los géneros parentales presentan una composicion
quimica semejante al de la especie de estudio; tal es el caso del género
Ruillopezia, que fue evaluado a partir de ensayos fitoquimicos vy
especificamente mediante CG-EM donde se determin6 como compuesto
mayoritario presente a los acidos kaurénicos, de este modo, se detecté en
Ruillopezia marcescens el acido ent-kaur-16-eno-19-oico (7) con 44,3 %,
acido ent-kaur-9(11)16-dieno-19-oico (10) con 9,6 %, acido ent-kaur-15a-
hidroxi-16-eno-19-oico (9) con 5,8% y el acido 15-O-senecioxi-kaur-16-eno-
19-oico con 15,9 %, en forma de ésteres metilicos (Usubillaga, Romero y
Aparicio, 2003).
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Paralelamente, en Carramboa pittieri se identificaron 41 componentes
entre los que se destacan germacreno-D con 28,9 %, ent-kaur-16-eno-19-al
15,1 %, B-selineno 8,2 %, B-cariofileno 6,1 % y a-copaeno con 5,1 %. Donde
dichos componentes identificados representaron el 94,2 % del total del aceite
obtenido de la especie parental (Rojas, Gutiérrez, Cordero y Usubillaga,
2008).

16B-kauranol (4) 16a-kauranol (5) ruilopeziol (6)

Figura 3. Estructuras de la fraccion neutra presente en Carramboa
tachirensis. Tomado y modificado de Obregén, Rojas, Aparicio y Usubillaga,
2021.
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TOOCH; CTOOCH;

Acido ent-kaur-16-eno-19-oico (7) Acido ent-kaur-19-oico (8)

TOOCH;
Acido ent-kaur-15a-hidroxi-16- Acido ent-kaur-9(11)-dieno-19-oico
eno-19-oico (9) (20)

. ‘Oival P
COOCH,8 COOCH;
Acido ent-kaur-15a-isovaleroxi- Acido ent-kaur-15-0x0-16-eno-19-o0ico
16-eno-19-oico (11) (12)

Figura 4. Estructuras de la fraccion acida presente en Carramboa
tachirensis. Tomado y modificado de Obregén, Rojas, Aparicio y Usubillaga,
2021.
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Productos Naturales

Gutiérrez y Estévez en el 2009, definieron a los productos naturales como
un conjunto de procesos en el que participan compuestos con una
distribucion mucho mas limitada y especifica segun el ser vivo. Ademas, son
considerados como productos para la adaptacion de un organismo y su
supervivencia, son especificos para un grupo de especie taxondmicamente
relacionada y se encuentran en poca cantidad. Por consiguiente, estan
formados a partir de los metabolitos primarios cuya sintesis requiere de la luz

solar, por ende, esto es considerado como proceso endotérmico.

No obstante, existen organismos incapaces de absorber la luz, pero
obtienen su energia de la degradacion de carbohidratos. Por lo tanto, el
acetil-CoA, el &cido shikimico y el &cido mevalonico son los principales
intermediarios, cuyo trabajo en conjunto o por si solos puede biosintetizar los
productos como los acidos grasos, antraquinonas, terpenos, esteroides,

alcaloides, cumarinas, lighanos, entre otros (Figura 5).
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Ruta del acetato Acidos grasos Cumarinas
Antraguinonas ) Lignanos
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Figura 5. Formacion de los Metabolitos Secundarios. Tomado y modificado

de Gutiérrez y Estévez, 2009.

Por otro lado, en el 2009 Avalos y Pérez determinaron algunas funciones
ecolégicas de los productos naturales identificandolos como atrayentes o
repelentes de animales. En cierto modo, muchos son pigmentos esenciales
en la reproduccion, atrayendo insectos polinizadores o animales que van a
utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo en la dispersion de
semillas. Ademas, pueden portarse como repelentes para proteger a la
planta frente a predadores generando sabores amargos, haciéndolas
indigestas o venenosas. Aun asi, intervienen en los mecanismos de defensa

frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales. De tal
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manera, se pueden agrupar en cuatro clases principales: terpenos,

compuestos fendlicos, glicésidos y alcaloides.

Rutas Biosintéticas

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo
de la planta y sus niveles constitutivos solo se incrementan como parte de la
respuesta al estrés abidtico o bidtico. De este modo, los metabolitos
secundarios establecen cierta importancia sobre las plantas al contribuir a la
defensa de la misma y atague de las plagas, contribuyendo en su
supervivencia. Sin embargo, estas moléculas organicas derivan su sintesis a
partir del metabolismo primario descrito por Sierra, Barros, Gémez, Mejia y
Suérez en el afio 2018.

En efecto, los terpenos se pueden desarrollar a partir de metabolitos
primarios por dos rutas: la del acido mevaldnico, activa en el citosol, en la
que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para formar este acido que a
su vez reacciona hasta formar isopentenil pirofosfato (IPP). O bien la ruta del
metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera también
IPP. Mientras que los compuestos fendlicos también adquieren dos vias
basicas implicadas en la biosintesis: la del acido malénico y la del &cido

shikimico (Figura 6) (Avalos y Pérez, 2009).

Por el contrario, los alcaloides se sintetizan normalmente a partir de lisina,
tirosina y triptéfano, aunque algunos como la nicotina y compuestos

relacionados derivan de la ornitina (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 6. Elementos del Metabolismo del Carbono en Relacion con las Rutas

de Sintesis de Metabolitos Secundarios. Tomado y modificado de Avalos y

Pérez, 2009.

Terpenos

Son el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios segun Avélos y
Pérez (2009), son insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de
unidades de isopreno. Asi mismo, poseen propiedades anticarcinogénicas,
antiulcerosas, antimalariales y antimicrobianas. De esta manera, pueden

usarse como aromas y fragancias en alimentacion y cosmeética, o por su
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importancia en la calidad de productos agricolas. Cabe destacar que, entre
los triterpenos (Figura 7) se encuentran esteroides y esteroles como lo es la
molécula del B-sitosterol (13). La principal funcién de los esteroles en plantas
es formar parte de las membranas y determinar su viscosidad y su

estabilidad, aportandole la funcién protectora frente a insectos.

B-sitosterol (13)

Figura 7. Estructura Quimica de un Triterpeno. Tomado y Modificado de
Hung, Falero, Pérez, Tirado, Balcinde y Pineda, 2005.

Compuestos Fendlicos

Los fenoles (14) son un grupo de metabolitos secundarios muy diverso,
pueden estar representados por moléculas sencillas como los acidos
fendlicos hasta formar polimeros complejos (Figura 8). De ahi que, entre los
grupos de interés se encuentran las cumarinas, son consideradas como
derivados de la lactona del &cido o-hidroxicinamico distribuidas libremente en
las plantas, la mas abundante es la umbeliferona (15), cuya utilidad es actuar
como agentes antimicrobianos y como inhibidores de germinacion, algunas
muestran fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz ultravioleta
(UV). Por otro lado, los lignanos (16) son dimeros oxigenados del

fenilpropano y se pueden encontrar formando una asociacién paralela, se
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encuentran en la pared celular de los tejidos de soporte, transporte, aportan
dureza mecénica y rigidez a los tallos (Dominguez, 1973; Avéalos y Pérez,
2009; Martin, 2018).

Sin embargo, los flavonoides (17) son pigmentos verdes caracterizados
por su defensa, las antocianinas son flavonoides responsables de los colores
de las flores, los frutos y las hojas contribuyendo en la polinizacién y en la
dispersion de semillas. Ahora bien, los taninos son sustancias astringentes,
solubles en agua o solventes hidroalcohdlicos generando coloides para
formar coagulos sobre heridas o mucosas, siendo muy eficaces durante una
hemorragia, se oxidan en medio alcalino y pueden unirse a proteinas
desnaturalizandolas. Particularmente, la proantocianidina (18) representa a
los polifenoles mas complejos y esté localizada en las semillas de la uva. Por
esto, se categorizan en: taninos condensados, que no pueden ser
hidrolizados, pero si oxidados por un &cido fuerte y taninos hidrolizables, que
son heterogéneos y contienen acidos fendlicos, sobre todo acido gélico y

azucares simples (Dominguez, 1973; Albornoz, 1992; Avalos y Pérez, 2009).

Por ultimo, las quinonas son dicetonas insaturadas, estas se reducen a
polifenoles y se regeneran en presencia de oxigeno, presentan pigmentacion
de amarillo a violeta e intervienen en los fenbmenos de respiracion y de

transporte de electrones como la fumaquinona (19) (Dominguez, 1973).
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Figura 8. Estructura Quimica de los Compuestos Fendlicos. Tomado y
modificado de Dominguez, 1973; Cortez, 2021.
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Glucosidos

Los glucésidos son compuestos con un enlace glicosidico que se forma
cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo (Figura 9). Existen tres categorias de interés particular,
destacandose en primer lugar, las saponinas. Estas son encontradas como
glicosidos esteroideos que contienen moléculas de azucar en su estructura,
poseen propiedades surfactantes o detergentes similares al jabén. Las
saponinas se disuelven en agua para disminuir la tension superficial por ello
al sacudir sus soluciones forma una espuma abundante y relativamente
estable, cuando se realiza su hidrdlisis se obtienen carbohidratos y una
aglicona llamada sapogenina, la cual puede tener un esqueleto esteroidal
como el de tipo colano como la esmilagenina (20) (Dominguez, 1973; Avalos
y Pérez, 2009).

El segundo lugar lo ocupan los glicésidos cardiacos, que son sustancias
amarganas muy similares a las saponinas esteroideas y conservan también
propiedades detergentes, pero su estructura presenta una lactona, la porcion
de azucar contiene de 3 a 5 moléculas de monosacaridos, por lo general
metilpentosa y desoxiazlUcares muy especiales como la convalotoxina (21)

frecuentes en hojas y raices (Dominguez, 1973).

Asi mismo, los glicésidos cianogénicos son compuestos hitrogenados,
gue aparentemente al degradarse cuando la planta es aplastada liberan
sustancias volatiles téxicas como cianuro de hidrogeno. Por udltimo, se ha
incluido una cuarta familia, como los glucosinolatos debido a su estructura
similar a los glicosidos, estos se degradan y desprenden sustancias volatiles
responsables del aroma, el olor y el gusto de condimentos como la mostaza y

de vegetales como el repollo, brécoli o coliflor (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 9. Estructura Quimica de los Glucésidos. Tomado y modificado de

Dominguez, 1973.

Alcaloides

Los alcaloides (Figura 10) son un grupo heterogéneo de bases vegetales
nitrogenadas, son solidos incoloros como la coniina (22), liquidos como la
nicotina (23), amarillos como la berberina (24) o rojos como la queleritrina
(25). Asimismo, se pueden distinguir al ser solubles en agua, contener al
menos un atomo de nitrdgeno en la molécula y exhibir actividad biolégica,
como la morfina. Hasta cierto modo, la mayoria son heterociclicos como la
efedrina (26), aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos, es

decir, no son ciclicos (Avalos y Pérez, 2009).

Es importante destacar, que estas moléculas organicas son sintetizadas a

partir de aminoacidos o de sus derivados inmediatos presentando cierta
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toxicidad y son activas sobre
2018).

el sistema nervioso central (Sierra y cols.,

L
N/ CH2CH2CH3

Coniina (22)

Nicotina (23) Berberina (24)
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HO + N« |
) H
CH OCH,

3 OCH,

H H
C—C—Ch
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Queleritrina (25)

Efedrina (26)

Figura 10. Estructura Quimica de los Alcaloides. Tomado y modificado de

Dominguez, 1973.

Extractos Vegetales

Garcia y cols en el 2010,

dedujeron que los extractos vegetales son

mezclas complejas de metabolitos secundarios, aislados de las plantas por

diversos métodos como la destilacion por arrastre de vapor, por expresion de

los frutos o por medio de Soxhlet. Los principales componentes quimicos de

estas mezclas son mono Yy sesquiterpenos

incluyendo carbohidratos,
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alcoholes, éter, aldehidos y cetonas, los cuales son responsables de la
fragancia y las propiedades biologicas tales como antiinflamatoria,
antioxidante y anticancerigena. Es por eso, que actian como biocidas en
contra de una amplia gama de microorganismos como bacterias, hongos,

virus, protozoarios, insectos y plantas.

Métodos de Obtencion de los Extractos Vegetales

Extraccién de Soxhlet

Se entiende por extraccion de Soxhlet a un procedimiento que radica en
la extraccion de compuestos organicos en matrices solidas. Consiste en
recircular los vapores condesados con un sifon a la fuente de disolvente
encontrada en evaporacion continua, arrastrando los principios activos de la
materia prima. Por lo tanto, utiliza un solvente organico, el cual refluye a
través de la muestra contenida en un dedal poroso de celulosa o vidrio.
Posee como privilegio un contacto continuo de la muestra con una porcién
fresca de disolvente, simplicidad, bajo coste de adquisicion y la posibilidad de
procesar grandes cantidades de la droga vegetal (Sierra y cols., 2018).

Extraccién con Solventes Volatiles

Es un método establecido para representar el mejor perfume original de
las flores a diferencia de otros procedimientos. De este modo, la muestra

seca y molienda se pone en contacto con disolventes organicos tales como
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alcohol y cloroformo. Estos disolventes solubilizan la esencia, pero también la
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras obteniendo

al final una oleorresina o un extracto impuro (Sierra y cols., 2018).

Extraccion por Arrastre de Vapor

Es una técnica que consiste en vaporizar dos liquidos inmiscibles a
temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los componentes
volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua. El vapor ejerce
la doble funcion de calentar la mezcla hasta su punto de ebullicion y
disminuir la temperatura de ebullicibn al adicionar la tension (presion) del
vapor, que se inyecta, a la de los componentes volatiles de los aceites
esenciales. Los vapores que salen se enfrian hasta condensar y los dos
liquidos inmiscibles: agua y aceite esencial, finalmente, se separan por

gravedad (Armijo, Vicufia, Romero, Condorhuaman e Hilario, 2012).

Extraccion por Maceracién

Es una técnica que se fundamenta segun Sierra y cols en el afio 2018, en
una extraccion soélida-liquida donde la materia prima posee serie de
compuestos solubles en el liquido de extraccidn que son los que se pretende
extraer. Por lo cual, el proceso genera dos productos, el sélido de esencias o
el propio extracto. Es decir, la materia organica reposa en soluciones de
alcohol por periodos de tiempo definidos y los aceites esenciales son

recuperados evaporando el alcohol, generalmente en rota-vapores.
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La

Tamizaje Fitoquimico

composicion quimica de los extractos puede establecerse

cualitativamente mediante el tamizaje o Screening Fitoquimico, que consiste

en la obtencion de extractos de plantas con solventes apropiados, tales como

agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter. Otro solvente, el diclorometano, se

usa especificamente para la extraccidbn de terpenoides. Posterior a la

extraccion, se llevan a cabo reacciones de coloracion, las cuales son

reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo (Castillo, Zavala y
Carrillo, 2017).

Triterpenos y/o esteroles: Estos metabolitos segundarios presentan en

comun un ndcleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo 8y en

la posicién 5-6 (Dominguez, 1973).

HO

Reaccion de Liebermann-Burchard: Es una prueba colorimétrica
compuesta por una mezcla de &cido sulfurico y anhidrido acético
(Figura 11) que producen sustancias croméforas con el
ciclopentanoperhidrofenantreno, por el incremento de los dos dobles
enlaces conjugados formados por la deshidratacion e isomerizaciones
en los terpenos y esteroides. Su positividad se expresa con la
aparicion de coloraciones roja o verde (Dominguez, 1973).

R R R
Anhidrido acético ‘.
H,S0, +H* +SO3
—edTE
©

Figura 11. Reaccion de Liebermann-Burchard. Tomado y modificado de
Dominguez, 1973.
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Sesquiterpenlactonas: Son metabolitos secundarios que se encuentran
en numerosas especies o familias de plantas. El interés de estas moléculas
se justifica por las multiples actividades bioldgicas que presentan, entre las
gue se destacan la actividad antineoplasica y citotoxica, ambas vinculadas a
la funcion del agrupamiento a-metilen-y-lactona, al parecer por ataque
nucleofilico de determinados centros activos de las proteinas al doble enlace

a través de una adicién de Michael (Ruiz y Suéarez, 2015).

e Reaccion con Hidroxamato Férrico: Son los ésteres, lactonas, acidos y
anhidridos, los que reaccionan con hidroxilamina formando &cidos
hidroxdmicos, estos generan hidroxamato férrico (Figura 12),
causando un cambio en la coloracién que da café o violeta cuando la
prueba es positiva.

CHj /H;C T \

0
HsC
HsC o) L 3

CH, 3

- _/

Figura 12. Reaccién de Hidroxamato Férrico. Tomado y modificado de Parra,
Castro y Aponte, 2016.

Cumarinas: Contienen un anillo aromético unido a un heterociclo
oxigeno. Se consideran compuestos fendlicos, cuando un grupo hidroxilo
estd unido a un esqueleto de estructura cumarina. Un ejemplo de esto es el
compuesto umbeliferona (15), en el que hay un grupo hidroxilo en la posicién

7 en el anillo aromatico (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila y Bravo, 2014).

e Reaccion con Reactivo de Ehrlich: Donde se genera una lactonizacion

del acido cis-o-hidroxicinamico o acido cumarinico (Figura 13),
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determindndose la presencia del grupo furano, la muestra se disuelve
en etanol y se agrega una solucion de p-dimetilaminobenzaldehido, en
etanol y después cloruro de hidrogeno gaseoso, formandose una

coloracion naranja.

N

=
N

~ ., HC H H

cl

Figura 13. Reaccion de Ehrlich. Tomado y modificado de Parra, Castro y
Aponte, 2016.

e Ensayo de Hidréxido de Amonio: Las cumarinas presentan alta
absorcion en la regiéon UV del espectro (Figura 14), refleja en
presencia de amoniaco una fluorescencia variable, de azul a amarillo y

a purpura (Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011).

0._0 0._0O
= =

Figura 14. Reaccion de Hidroxido de Amonio. Tomado y modificado de

Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.

Flavonoides: Denotan un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos
caracterizados por una estructura benzo-y-pirano, los cuales estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma
universal en las plantas vasculares, en forma de glicosidos (Cartaya y
Reynaldo, 2001).
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e Reaccion de Shinoda: Los extractos etandélicos que son tratados con
un pequefio trozo de magnesio y unas gotas de HCI (Figura 15),
generan coloraciones desde rosa muy deébil hasta un rojo escarlata si
estan presentes flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o
xantonas (flavonoides con el nacleo benzopirona). De tal manera, el
hidrogeno generado produce por reduccion el ion flavilio de color rojo

escarlata (Dominguez, 1973; Cartaya y Reynaldo, 2001).

OH OH
®

HO @) HO ON

|O + Mg/HCl — O + MgCl,

Z~ “oH

OH
OH O OH OH
Figura 15. Reaccion de Shinoda. Tomado y modificado de Dominguez,
1973.

Taninos: Se definen como metabolitos secundarios derivados de plantas
gue pueden ser ésteres de acido galico o sus derivados unidos a una amplia
variedad de polifenoles, catequina o nucleos triterpenoides (Olivas, Wall,

Gonzalez, Lopez, Alvarez, De La Rosa y Ramos, 2015).

e FeCls: La reaccion de FeCl; (Figura 16) con compuestos fendlicos
genera una precipitacion coloracion verde que sugiere presencia de
derivados del catecol, este resultado se debe al ataque producido por
el ion cloruro al hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura
de enlace y la union del grupo fenodxido al hierro (Dominguez, 1973;
Coy, Parray Cuca, 2014).
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S O
HO OH 0]

Figura 16. Reaccion de FeCl;. Tomado y modificado de Dominguez, 1973;
Coy y cols., 2014.

e Acetato de Plomo: Los taninos reaccionan con Pb (C;H30,), (Figura

17) generando turbidez o un precipitado blanco que indica positividad

en la prueba.
HO. ; 0 HO. ; 0
OH n OH n

Figura 17. Reaccion de Pb (C;H305),. Tomado y modificado de Parra y cols.,
2016.

e Gelatina-sal: Todos los taninos reaccionan con este reactivo (Figura
18), precipitando las proteinas de sus soluciones, ya que dentro de las
caracteristicas de estos compuestos esta la precipitacion de proteinas,
lo que indica positividad.
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Figura 18. Reaccion de Gelatina-sal. Tomado y modificado de Parra y cols.,
2016.

Quinonas: Se caracterizan por un anillo diona completamente conjugado.
Pueden ser clasificadas como ubiquinonas, con la coenzima Q10 como un
ejemplo tipico, antraquinonas cuando tienen dos anillos fendlicos en la
estructura de quinona, como la emodin y naftoquinonas (poco frecuentes)
que tienen un solo anillo aromético ligado al anillo conjugado por un grupo

cetona doble (Pefarrieta y cols., 2014).

e 7Zn(s), HCl y NaOH: Las quinonas tienden a dar colores amarillos,

rojos o purpuras, en presencia de &cidos o alcalis concentrados

(Figura 19).
ﬁ OH

+2H/Zn  — OOO 2z
: f

Figura 19. Reaccion de Zn(s), HCI y NaOH. Tomado y modificado de Parra y
cols., 2016.

Saponinas: Son metabolitos secundarios que constituyen una gran

familia de compuestos estructuralmente constituidos por un anillo terpenoide
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o esteroidal, conocidos como aglicona o0 sapogenina, sustituidos por

oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un caracter
anfifilico (Ahumada, Ortega, Chito y Benitez, 2016).

Vao: La prueba con Vao para Saponinas recibe el nombre de
Rosenthaler, para que el resultado sea positivo debe evidenciarse la

formacién de una coloracién violeta en la interfase.

Espuma: Al agitar vigorosamente la mezcla de extracto etandlico en
una solucién acuosa, se determind la capacidad de formar una
espuma estable que no desaparece tras pasar unos minutos. La
caracteristica estructural de estos compuestos se las confiere su
caracter anfétero debido a la combinacion que presentan con un grupo
polar (Carbohidrato) y uno no polar (Esteroide o triterpeno), propiedad
que les permite actuar como tensioactivos naturales; disminuyendo asi
la tension superficial del agua (Carvajal, Uribe, Sierra y Rueda, 2009;

Parra y cols., 2016).

Glucosidos Cardioténicos: Poseen una estructura esteroidal que se

caracterizan por llevar en el C-17 un anillo de lactona no saturado, los

cardendlidos tienen especificamente un anillo pentagonal con un doble

enlace conjugado con el grupo carbonilo. Ademas, y como parte de la

denominada glicona, incluyen en la posicion 3 moléculas de azlicar como

sustituyentes (Amaringo, Hormaza y Arias, 2011).

Prueba con Reactivo de Molish: Basada en la deshidratacion del
carbohidrato por acido sulfarico (Figura 20) o acido clorhidrico, para
producir un aldehido, que se condensa con dos moléculas de un fenol,
(generalmente a-naftol, aunque otros fenoles como el resorcinol y el
timol también dan productos de color), lo que da como resultado un

anillo violeta.
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Figura 20. Reaccion de Molish. Tomado y modificado de Parra y cols., 2016.

Alcaloides: Los alcaloides propiamente dichos, son de caracter alcalino,

y en presencia de extractos acidos tienen la capacidad de formar sales.

Estas sales de alcaloides son solubles en medio acuoso acido, pero cuando

reaccionan con sales de metales pesados tienden a insolubilizarse formando

precipitados con reactivos como el mercuriyoduro de potasio (Mayer), el

yoduro de bismuto (Dragendorff) y el yoduro de potasio (Wagner), como se

indican a continuacién (Dominguez, 1973; Martinez, 2020):

Reaccion con reactivo de Dragendorff: Este reactivo contiene yoduro
de potasio, donde al reaccionar nitrato de bismuto Bi(NO3); con el

acido (HCI) forman precipitados.

Reaccion con reactivo de Mayer: Precipita la mayoria de los alcaloides
en medio acido favoreciendo la formacion de precipitados cristalinos
de color blanco. Cuando el yoduro de potasio reacciona con el cloruro
de mercurio forma un precipitado rojo de yoduro de mercurio, el cual
es soluble en exceso de iones de yoduro dando la formacion de un
anién complejo incoloro (Parra y cols., 2016; Ochoa y Sarmiento,
2018).

Reaccion con reactivo de Wagner: Se disuelve yoduro de potasio en
agua destilada, la mayoria de las soluciones aciduladas de alcaloides

forman precipitados floculentos color marrén (Dominguez, 1973).
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Bacterias

Son microorganismos pertenecientes al reino procariota, es decir que no
tienen nucleo definido, su forma y tamafo es variado y algunas forman
endosporas resistentes para sobrevivir en ambientes externos. También,
carecen de sistemas de membranas internas y en su citoplasma se localizan
cuerpos de inclusién, los ribosomas y el nucleoide junto con el material
genético. Ademas, poseen una membrana plasmética y pared celular que es
quimica y morfoldgicamente compleja conteniendo peptidoglicano (Lizarbe,
2009).

Clasificacion de las Bacterias

Segun su Morfologia

A través de un microscopio las bacterias consiguen estar
representadas por tres formas bdasicas. Las esféricas denominadas cocos
cuyas agrupaciones son homogéneas y pueden observarse en forma de
diplococos, tétradas, sarcinas, estreptococos y estafilococos. Por otro lado,
las alargadas seran los bacilos, estos son cilindricos en forma de baston,
largos y delgados o pequefios y gruesos con extremos redondeados, rectos
o afilados. También, los mismos toman posiciones en forma de diplobacilos,
estreptobacilos, empalizado y filamentosas. Por ultimo, las que presentan
una o varias curvas o forma de hélice estaran figuradas por los espirilos,

espiroquetas y vibriones (Vargas y Kuno, 2014).
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Segun su Nutricion

Las bacterias se alimentan a través de su membrana al introducir
sustancias desde su exterior. Sin embargo, ellas pueden catalogarse de
acuerdo al origen de los alimentos, fuentes de energia y tipo de respiracion.
Asimismo, ante el consumo de cualquier nutriente derivado del carbono
como azucares, metano y otros hidrocarburos, son conocidas como
heterotrofas. O, al contrario, son autétrofas si se alimentan del gas
atmosférico didéxido de carbono (Chavez, Arreguin, Cifuentes y Rodriguez,
2017).

Ahora bien, segun la obtencion de energia se clasifican en fototrofas,
si adquieren su energia de luz solar o quimiotrofas, si utilizan reacciones
quimicas en presencia o ausencia de oxigeno. Asi mismo, son litétrofas al
usar compuestos inorganicos u organotrofas porque consiguen energia de
estructuras quimicas que tienen el elemento carbono. Es mas, a partir de
ciertas reacciones quimicas dentro de la célula son capaces de desprender
energia en forma de ATP, la cual es el combustible celular para mantener las

funciones vitales de las células (Chavez y cols., 2017).

Segun su Requerimiento de Crecimiento

Factores fisicos como la temperatura (Tabla 1), pH (Tabla 2) o presion
osmotica constituyen como condicionantes en las interacciones bioldgicas y
de supervivencia que desarrollan las bacterias para su crecimiento (Corrales,

Antolinez, Bohorquez y Corredor, 2015).
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Tabla 1. Microorganismos Encontrados en Diferentes Rangos de

Temperatura.

Rango de temperatura en °C Tipos de microorganismos

10-15 Psicrofilos
20-30 Psicrotrofos
30-37 Mesofilos
42-46 Termotrofos
50-80 Termofilos

Tomado y modificado de Corrales y cols., 2015.

Tabla 2. Microorganismos Encontrados en Rangos Diferentes de pH.

pH Tipo de microorganismo
1,1-5,5 Acidofilos
5,5-8,0 Neutrofilos
8,5-11,5 Alcalondfilos

Tomado y modificado de Corrales y cols., 2015.

Por su parte, hay también factores quimicos indispensables para el
metabolismo de las bacterias como lo son las fuentes de carbono, nitrégeno

(amoniaco), minerales como lo es el azufre, oxigeno molecular,
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oligoelementos y factores de crecimiento. Por esto, se pueden dividir de
acuerdo a sus caracteristicas de aireacion de la siguiente manera (Macias,

Mera, Espinoza, Vite, Vallejo, Mendoza y cols., 2019):

e Los aerobios obligados solo crecen en presencia de oxigeno.
e Los anaerobios obligados solo crecen en ausencia de oxigeno.
e Los facultativos se desarrollan en presencia o ausencia de oxigeno.

e Los microaerofilos solo crecen a bajas tensiones de oxigeno.

Segun su Tincién

Las bacterias reaccionan de modo distinto frente a la coloracion por las

diferencias estructurales en sus paredes:

Tincién de Gram: Es necesario sefalar, que las grampositivas tienen un
peptidoglicano en su pared celular mas grueso con un gran numero de
uniones cruzadas, dando como resultado un plano de malla pequeia.
Mientras las gramnegativas presentan un polimero con pocos
entrecruzamientos que determina una malla plana de tamiz grande, pero con
una pared mas delgada. Por lo tanto, al agregar el yodo se forma un
complejo cristal violeta-mordiente con un tamafio molecular mayor al tamiz
del peptidoglicano de las positivas y menor al tamiz de las negativas

(Reynoso, Magnoli, Barros y Demo, 2015).

En consecuencia, cuando se decoloran con alcohol-acetona las células
grampositivas retienen el complejo colorante-mordiente y permanecen de
color violeta, en cambio en las gramnegativas es alterada su capa externa de
lipopolisacéaridos y el complejo es eliminado. Por eso, las negativas son
incoloras hasta que se le agrega el colorante de contraste (safranina)

adquiriendo el color rosado (Reynoso y cols., 2015).
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Coloracion de Ziehl-Neelsen: Los bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) como el Mycobacterium y Nocardia, contienen una gran cantidad de
ceras asociadas a la mureina de la pared celular. Estas ceras de lipidos
sélidos contienen acidos grasos de cadena muy larga (acidos micolicos) que
serian la causa de la resistencia a los métodos habituales de tincion. Por lo
tanto, se debe emplear alta concentracion de carbolfucsina y aplicar calor, el
calentamiento derrite la cera y aumenta la penetracion, reteniendo el
colorante (Ramirez, Garcia, Longa, Sanchez, Nieves, Velasco, Araque Yy

Mosqueda, 2010; Reynoso y cols., 2015).

Luego se trata con acido-alcohol, un decolorante que elimina el color rojo
de las bacterias que no son pertenecientes a este grupo. Los BAAR retienen
el color rojo porque las ceras vuelven a solidificarse al enfriarse y no actua el
decolorante, mientras que los que no son BAAR permanecen incoloros hasta
agregar azul de metileno que actia como colorante de contraste logrando

obtener una coloracion azul (Reynoso y cols., 2015).

Teniendo en cuenta que cada aislamiento microbiano es, con una alta
probabilidad, distinto de otro aislamiento de la misma especie, cuando se
quiere realizar cualquier trabajo microbiolégico en condiciones estandar,
reproducibles en cualquier momento y lugar, es necesario efectuar el control
de calidad con cepas de referencia conocidas, siendo las mas importantes
las brindadas por el American Type Culture Collection (ATCC) de Estados
Unidos (EEUU). Las cepas ATCC basicas recomendadas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de EEUU para el método de difusién
son Enterococcus faecalis ATCC 29121, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 vy, entre otras, las cuales se

seleccionan de acuerdo con el grupo de antimicrobianos a evaluar y el
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aislado clinico que vaya a ser sometido a prueba de susceptibilidad (Morales,
Castro, Mendoza, Rubiano y Pacheco, 2017).

Enterococcus faecalis

Es una bacteria grampositiva encontrada en la flora normal
gastrointestinal y tracto genitourinario femenino y se ha identificado una
frecuente relacion con las enfermedades nosocomiales. En cierto modo, no
es formador de endosporas y se presenta en forma de cocos en pares 0
cadenas cortas, no son moviles, son anaerobios facultativos,
guimiorganotrofos con metabolismo fermentativo. En efecto, es catalasa
negativa o débilmente positiva y la presencia de este microorganismo es
indicativo de contaminacion fecal de fuentes humanas (Diaz, Rodriguez y
Zhurbenko, 2010).

Staphylococcus aureus

Es un microorganismo que se encuentra ampliamente diseminado en el
ambiente debido a que posee caracteristicas particulares de virulencia y
resistencia. Son bacterias grampositivas cuya morfologia se presenta en
COCOS Yy Sus agrupaciones se asemejan a racimos de uva. También, es
catalasa y coagulasa positiva, no son maoviles ni presentan capsula. Ademas,
sus colonias son respectivamente lisas, elevadas, brillantes y con bordes
enteros, presenta una consistencia cremosa y pigmentacion amarilla, cuando

se cultivan en agar sangre la mayoria de cepas producen pB-hemodalisis.
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Sucede pues, que esta bacteria ha sido implicada principalmente en
enfermedades transmitidas por alimentos por la capacidad del patégeno en
producir toxinas (Zendejas, Avalos y Soto, 2014; Cervantes, Garcia y
Salazar, 2014).

Escherichia coli

Es una bacteria gramnegativa, con forma de bacilo, anaerobio facultativo,
usualmente moévil por la presencia de flagelos peritricos. De este modo, su
habitat es el gastrointestinal debido a su colonizacion en esta area pocas
horas después del nacimiento del hombre. Sin duda, esta bacteria es usada
como indicador de una posible contaminacion fecal. Por otro lado, las
pruebas bioguimicas para su identificacion se establecen como oxidasa
negativa, producciéon de indol, rojo de metilo positivo, no hidroliza la urea ni
fermenta la lactosa entre otras (Rodriguez, 2002; Soto, Pérez y Estrada,
2016).

Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo gramnegativo, no movil, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Se encuentra en la mucosa de la nasofaringe y del
intestino del ser humano siendo la especie de mayor importancia clinica.
Usualmente desarrolla capsula y es responsable principalmente de infeccion

del tracto urinario y neumonia en personas sin enfermedades de base, pero
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la mayoria son adquiridas en el hospital o pacientes con una condicion

debilitante (Lépez y Echeverria, 2010).

Pseudomonas aeruginosa

Es un patdégeno ubicuo, oportunista y bastante persistente en el medio
ambiente. Tiene forma de baston con un flagelo polar de tincién
gramnegativa, crece mejor en aerobiosis y presenta pili. También se
encuentra relacionado con infecciones nosocomiales y de pacientes
inmunosuprimidos. Ademas, conserva la capacidad de adaptarse a
condiciones adversas como pH y osmolaridad de la orina. De tal manera, que
tiene la incapacidad de fermentar lactosa, pero utiliza fuentes de carbono y
nitrbgeno como acetato y amoniaco obteniendo energia de la oxidacion de
azucares. Finalmente, es capaz de producir una capsula extracelular de
alginato y formar varios tipos de biopeliculas (Paz, Mangwani, Martinez,

Alvarez, Solano y Vazquez, 2019).

Mecanismos de Resistencia de las Bacterias

En primer lugar, la resistencia natural es un caracter constante de una
misma especie bacteriana siendo un mecanismo permanente determinado
genéticamente y sin correlacion con la dosis del antibiético. Debe sefialarse
en cambio, que la resistencia adquirida es una particularidad propia de una
bacteria, al ser una modificacion de la carga genética ya sea por mutacion o

por adquisicion de genes de resistencia a plasmidos, transposones e
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integrones (Figura 21). Visto de esta forma, los plasmidos y transposones
son elementos genéticos moviles donde se transportan los genes de
resistencia. No obstante, los plasmidos son fragmentos de ADN bacteriano.
Es entonces, que los transposones son secuencias de ADN que pueden ser
traslocados entre cromosomas o de un cromosoma a pladsmido o entre
plasmidos gracias a un sistema de recombinacion, y los integrones permiten
capturar varios genes exogenos determinando la aparicion de una cepa

multirresistente (Pérez y Robles, 2013).

| ADN externo

|

11
; |
Integrén

Cromosoma
bacteriano

\

Figura 21. Plasmido, Transposén e Integron que Confieren Resistencia

Bacteriana. Tomado y modificado de Pérez y Robles, 2013

Las bacterias se hacen resistentes a los antibioticos. En efecto, es aun
mas preocupante cuando ha desarrollado mas de un mecanismo de
resistencia y cuando tiene la facilidad de transmitirlo, no solo a su
descendencia, sino también a otras bacterias de su misma o diferente

especie. Asi mismo, se conoce que estos procesos pueden ocurrir todos de
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manera simultdnea. A continuacion, se destacan cuatro mecanismos

principales (Figura 22) (Moreno, Gonzélez y Beltran, 2009):

e Enzimas hidroliticas.

e Modificacion del sitio activo.

e Disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del
antimicrobiano.

e Bombas de eflujo.

Bomba de
Eflujo

‘ Antibiético
@

Enzima
Hidrolitica

Antibiético
v

Modificacién del sitio
blanco del antibiético

Porina con sitio
de entrada mutado

Figura 22. Mecanismos de Resistencia Antibacteriana. Tomado y modificado
de Moreno, Gonzalez y Beltran, 2009
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Antibiéticos

Son sustancias quimicas con accion farmacologica producto de un
microorganismo, capaces de inhibir o destruir el crecimiento bacteriano
(Millan, 2019).

Clasificacion de los Antibidticos

Segun su Efecto Antimicrobiano

Se pueden dividir en bacteriostaticos y bactericidas. Los primeros
alcanzan concentraciones en los tejidos solamente para inhibir la
multiplicacion de los microorganismos sin matarlos. Por otro lado, los
bactericidas tienen un efecto letal debido a que lisan o destruyen el

microorganismo (Millan, 2019).

Segun el Espectro de Actividad

El espectro de accidon amplio consiste en actuar sobre un gran niamero de
especies y géneros diferentes de bacterias. No obstante, los de espectro de
accion reducida se encargan de producir un efecto en un grupo pequefo de

microorganismos (Millan, 2019).
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Segun su Mecanismo de Accién

Millan en el afio 2019, hace referencia como mecanismo de accion de los
antibioticos a la capacidad de una sustancia quimica para atravesar la
barrera superficial de la bacteria, llegar y fijarse en su diana. Asi mismo,
estos se pueden clasificar en la sintesis de la pared celular, sintesis proteica,
sintesis de acidos nucleicos, integridad de la membrana plasmatica y sintesis

de cofactores metabdlicos.

Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana segun Otero y Ferrer en el 2006, se define
como la capacidad de una sustancia quimica de matar o inhibir el
crecimiento. También inhibir la sintesis de la pared celular, aumentar la
permeabilidad de la membrana y sintesis de proteinas. Ademas, producir

reduccion de la poblacién bacteriana en el huésped.

Métodos para Determinar la Actividad Antibacteriana

Existen diferentes métodos de laboratorio que han sido empleados para
evaluar in vitro la susceptibilidad de las bacterias ante agentes microbianos.
Sin duda, es evidente discutir que los resultados pueden ser influenciados
por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de
susceptibilidad de cada compuesto evaluado. Finalmente, se pueden

describir las siguientes técnicas (Ramirez y Marin, 2009):
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Método de Difusion en Agar

Este procedimiento fue disefiado por Bauer, Kirby, Sherris y Turck
desarrollado en 1966 cuyo protocolo consiste en establecer de forma
cuantitativa el efecto de un conjunto de antibiéticos sobre las cepas
bacterianas aisladas de procesos infecciosos. Analogamente, se basa en la
relacion entre la concentraciéon del antibidtico y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa en un medio de cultivo. Por esto, el
in6culo debe ser sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar
sobre la cual se deposita discos de papel de filtro de 6 mm de diametro. En el
caso de evaluar varias sustancias de disco de papel de filtro, se deben
colocar de manera equidistante y se procede a incubar por 24 horas, luego
se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos observados con el

antibiotico control (Ramirez y Marin, 2009).

Método de Difusion en Agar en Pozo Modificado

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer y
cols (método de Kirby-Bauer) en 2009. Este método de difusiéon en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad por sus siglas en inglés NCCLS, de Estados Unidos. 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 Standars, 1997; Sierra, Romero y Orduz,
2012).
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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 mezclado con el in6culo de la bacteria correspondiente y sobre el
cual una vez solidificado se realizan los pozos de forma equidistante con la
inversa de una pipeta Pasteur estéril. A continuacion, se procede a su
incubacion a temperatura adecuada por 24 horas. Luego se mide el halo de
inhibicion y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre el
microorganismo estudiado, con el antibidtico de control. La lectura de los
resultados representa la actividad in vitro de la sustancia (Bata, Debiao y
Saikia, 2006).

Método de Dilucion

Esta técnica segun Ramirez y Marin en el afio 2009, es usada para
determinar la concentracidon minima bactericida y la concentracion inhibitoria
minima (CIM). Es decir, busca encontrar la concentracion mas baja de
sustancia que puede prevenir el crecimiento de un microorganismo. Asi
mismo, se usan tubos o micro-placas que contienen las concentraciones del
extracto vegetal. Ahora bien, el organismo en estudio es inoculado en los
diferentes pozos de las micro-placas y la CIM es determinada después de la
incubacion. En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por
profundidad con una determinada concentracion de extracto vegetal. Acto
seguido, se realiza la inoculacion con el microorganismo en estudio y se
incuba por 24 horas, después de esta se examina si el microorganismo crece

0 no en cada una de las cajas.
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Concentracién Inhibitoria Minima

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalta
habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion.
A su vez, esta técnica permite confirmar la resistencia inusual dando
respuestas definida cuando el resultado obtenido bajo otros métodos es
indeterminado. Primeramente, se puede realizar en micro dilucion y con las
placas de 96 pocillos 12 mm x 8 mm, en las que se estudia en cada una de
ellas, el mismo microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 diluciones usando la

altima columna como control de crecimiento (Ramirez y Marin, 2009).

Ademas, la placa de micro dilucion debe sellarse con adhesivo para evitar
la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Posterior a la
incubacion se observa la turbidez o se procede a la adicion del bromuro. Sin
embargo, las células vivas son capaces de reducir este compuesto de color
amarillo a una solucién de formazan, que es un agregado insoluble que
precipita en forma de cristales violeta, evidenciando de esta forma actividad

metabolica (Ramirez y Marin, 2009).

Definicién Operacional de Términos

Principio Activo

Son aquellos componentes presentes en las plantas medicinales con
accion farmacologica; a su vez son extraidos a partir de una droga vegetal,

con la finalidad de provocar una accién en el organismo, estos pueden ser de
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diferentes tipos y se puede clasificar en metabolitos primarios y secundarios
(Carrién y Garcia, 2010).

Metabolito Primario

Es el resultado de varias reacciones quimicas catalizadas por las enzimas
y proporcionando a las células la energia y macromoléculas indispensables
para la construccion de células, se producen por lo general durante el
crecimiento exponencial. De esta manera, la mayor parte del carbono,
nitrégeno y de la energia térmica son convertidos en elementos comunes y
necesarios para su funcionamiento como los aminoécidos, nucledtidos,

azuUcares y lipidos (Avalos y Pérez, 2009).

Droga Vegetal

Son aquellas porciones de las plantas medicinales que contienen en
mayor 0 menor proporcién uno o varios de los principios activos que se
extraen; los mismos pueden ser hojas, flores, frutos, tallos, raices o semillas
(Carrién y Garcia, 2010).

Planta Medicinal

Es una especie vegetal con sustancias quimicas o principios activos que
tienen propiedades terapéuticas o se pueden utilizar para la fabricacion de

farmacos (Sierra y cols., 2018).
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Resistente

Se describe como aquellas cepas bacterianas que no son inhibidas por
las concentraciones séricas del antibidtico normalmente alcanzadas con las
dosis habituales del mismo. Por lo tanto, la bacteria posee un mecanismo de
resistencia o la eficacia clinica del antibiotico frente al microorganismo no ha

sido comprobada (Ramirez y cols., 2010).

Intermedio

Es una categoria clinica descrita para las pruebas de susceptibilidad in
vitro. De esta forma, las cepas bacterianas pueden ser inhibidas por
concentraciones del antibiotico superiores a las dosis habituales, siempre y
cuando se puedan aumentar las dosis empleadas y que el antibiético se
concentre fisiolégicamente en el tejido o lugar infectado (Ramirez y cols.,
2010).

Sensible

Implica que una enfermedad proporcionada por una bacteria puede ser
tratada adecuadamente con la dosis de antibiético establecida para el tipo de
infecciobn y especie infectante, a menos que existan contraindicaciones

(Ramirez y cols., 2010).
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Operacionalizacion de las Variables

Segun Palella y Martins en 2010 una variable es un concepto abstracto y
por ende no medible. Por esto, la operacionalizacion es un proceso en el cual
se determinan los indicadores que -caracterizan las variables de una
investigacion. Todo esto a fin de hacerlas medibles y observables con un
grado de precision y facilidad. A continuacién, se presenta el cuadro de

Operacionalizacion de las Variables (Tabla 3y 4).
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Tabla 3. Operacionalizacion de la Variable Independiente: Composicion

Quimica del Extracto de las hojas de Carramboa tachirensis.

Variable

Composicién
guimica del
extracto de las
hojas de
Carramboa
tachirensis.
Definicidon
operacional
¢Como se mide?

Pruebas quimicas
cualitativas
preliminares

también conocidas

como Tamizaje
fitoquimico

Tipo

Independiente
Explicativa

Dimensiones

Triterpenos y/o Esteroles:
Reaccion de Liebermann-
Burchard.
Sesquiterpenlactonas:
Hidroxamato férrico
Compuestos fendlicos:
Tricloruro férrico.
Cumarinas: Hidroxido de
amonio.
Flavonoides: Reaccién de
Shinoda.

Taninos: Prueba de
gelatina.
Antraquinonas: Hidréxido
de amonio.

Quinonas: Acido sulfrico
concentrado

Saponinas: Prueba de
espuma.
Glicosidos cardioténicos:
Ensayo de Kedde
Alcaloides: Reacciones de
Dragendorff, Mayer y
Wagner.

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.
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Definicion conceptual
¢ Qué es?

Los extractos son mezclas
complejas de metabolitos
secundarios aislados de las
plantas (Garcia y cols., 2010).

Indicador

Coloracién verde para
esteroles o rojo para
triterpenos.

Coloraciones roja, violeta o

rosa

Coloracién de azul a negro

La presencia de fluorescencia

azul-violeta.

Coloracién naranja a rojo para
flavonas; si es rojo flavonoles y

magenta flavononas.

Un precipitado blanco indica

presencia de taninos.

Aparicion de una coloracion

roja.

Formacién de abundante
espuma

Coloracién purpura o violacea.

Aparicion de turbidez o
precipitados.



Tabla 4. Operacionalizaciéon de la

Variable Dependiente:

Actividad

Antibacteriana del Extracto de las hojas de Carramboa tachirensis

Variable Tipo

Actividad
antibacteriana del

extracto de las Dependiente

hojas de Explicada
Carramboa
tachirensis.
Definicién
oper’acional Dimensiones
¢, Como se
mide?
Cepas grampositivas:
-Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)
- Staphylococccus aureus
“Método de (ATCC 25923)

difusién en Disco

(Kirby-Bauer). Cepas gramnegativas:

-Escherichia coli (ATCC
25922)
-Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357)
-Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.
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Definicion conceptual
¢ Qué es?

Es la capacidad de una sustancia
quimica que puede matar o inhibir
el crecimiento y puede también
inhibir la sintesis de la pared
celular, aumentar la
permeabilidad de la membrana
celular e interferir con la sintesis
de proteinas. Ademaés, puede
producir  reducciébn  en la
poblacion  bacteriana en el
huésped (Otero y Ferrer, 2006).

Indicador

Presencia o ausencia del halo de
inhibicion (mm) frente a cepas
grampositivas y gramnegativas.



CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado en el 2012, sefiala el tipo de investigacion como el grado de
profundidad y tipo de resultado, y que esta en concordancia con el objetivo
general. Ademas, existen diez tipos de investigacion, tales como:
exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva,
proyectiva, interactiva, confirmataoria y evaluativa. Entre ellos, la investigacion
de tipo confirmatoria tiene como propdsito verificar la hipétesis. En tal
sentido, la investigacion que se realiz6 tuvo como finalidad establecer la
relacion entre la composicion del extracto obtenido de las hojas de
Carramboa tachirensis y la actividad antibacteriana, frente a cepas de

referencia internacional.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion tiene que ver con los procedimientos
especificos para recoger los datos (Hurtado, 2012). Esta investigacién tuvo

un disefio de campo porque la muestra fue recolectada en fuentes vivas.
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Asi mismo, fue cuasi experimental debido a que el extracto se someti6 a
determinadas condiciones para observar los efectos de la actividad
antibacteriana en cepas de referencia internacional. También, fue de
laboratorio a causa de que los datos se recolectaron en el Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes. Ademas, el estudio se llevd a cabo en la actualidad por esa
razon es estimado como contemporaneo. Adicionalmente la muestra se
recolecté en una sola oportunidad por eso es considerado transversal y es
bivariable ya que involucra una variable dependiente como una

independiente.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacién

La poblacion estd identificada por la planta Carramboa tachirensis,
ubicada en el paramo El Batallon camino a Pregonero, Estado T&chira,

Venezuela.

Seleccion del Tamaino de la Muestra

La “n” muestral en esta investigacion estuvo representada por las hojas
de la especie Carramboa tachirensis perteneciente a la familia Asteraceae.
Es un tipo de muestra no probabilistica también llamada muestra dirigida, ya

gue supone un procedimiento de seleccion informal. Es importante destacar
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una desventaja como el hecho de que, al no ser probabilistica, no es posible
calcular con precision el error estandar, es decir, no podemos calcular con
qué nivel de confianza hacemos una estimacion. Esto es un grave
inconveniente si consideramos que la estadistica inferencial se basa en la

teoria de la probabilidad (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion estuvieron relacionadas con: la
variable independiente: Composicién quimica del extracto de las hojas de
Carramboa tachirensis, y la variable dependiente: Actividad antibacteriana

del extracto de las hojas de Carramboa tachirensis.

Instrumento de Recolecciéon de Datos

Los resultados de la investigacion estuvieron representados mediante el
uso de tablas. Ademas, de fotografias referentes a las distintas reacciones

observadas durante el tamizaje fitoquimico y la actividad antibacteriana.
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Procedimientos de la Investigacion

Recoleccién del material vegetal

Carramboa tachirensis (Aristeg.) Cuatrec. es un hibrido perteneciente a la
subtribu Espelettinae (Asteraceae), cuyas hojas fueron recolectadas en el
paramo El Batallon camino a Pregonero, Estado Tachira en Venezuela a una
altitud de 2800 msnm. Un ejemplar de comprobante (G. Morillo y L. Rojas
13520) fue depositado en el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes e identificado por el profesor
Gilberto Morillo de la Facultad de Ciencias Forestales y Medio Ambiente de la
Universidad de Los Andes (Obregon y cols., 2015).

Obtencion del Extracto

Los extractos fueron obtenidos en el Laboratorio “A” del Instituto de
Investigaciones “Dr Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, donde las hojas de
Carramboa tachirensis fueron separadas del resto del material vegetal y
colocadas por separado en la estufa a 40 °C y posteriormente se molieron.
Para llevar a cabo el proceso de extraccion de los componentes de la planta,
se pesaron 100 g del material seco y molido de hojas y se empleé el método
de extraccion por maceracion, que consisti6 en remojar el material, con

solventes de polaridad creciente como etanol (alcohol etilico) y agua.
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Tamizaje Fitoquimico

Ante todo hay que acotar, que cada metabolito secundario recibe un trato

diferente en cuanto a las pruebas preliminares, para la identificacion de sus

componentes (Esquema 1). Siguiendo el mismo orden de ideas, las pruebas

quimicas empleadas para la determinacién de estos metabolitos (Esquema

2) de la planta de estudio seran representadas a través de las siguientes
pruebas (Dominguez, 1973; Albornoz, 1992; Castillo y cols., 2017):

Triterpenos y Esteroles: El extracto se disolvié en cloroformo y se
agreg6 1 mL de anhidrido acético y luego 1 gota de acido sulftrico por las
paredes del tubo, llevandose a cabo la reaccion de Liebermann-Burchard,
lo que evidencia el positivo con la formacion de un anillo verde o azul

para esteroles y un anillo rojo, magenta o violeta para triterpenos.

Sesquiterpenlactonas: El extracto se coloc6é en un tubo de ensayo, al
que se le adicion6 hidréxido de sodio al 10 % incorporando un color
amarillo o naranja a la solucion, al agregar el acido clorhidrico se debe

perder el color inicial indicando la presencia de este metabolito.

Polifenoles: El extracto evaporado a sequedad se retomd con su
respectivo disolvente en un tubo de ensayo, se le agreg6é una gota de
cloruro férrico al 1 %, la formacion de la tonalidad azul a negro indica
aguellos derivados del acido galico y las coloraciones verdes derivados

del catecol.
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Cumarinas: El extracto se disolvid en el solvente de origen y se le
adiciond hidroxido de amonio, luego se colocé en una lampara de luz
ultravioleta, lo que evidencia la reaccién positiva con la emisién de una

fluorescencia color azul.

Flavonoides: El extracto disuelto en etanol se coloc6é en un tubo de
ensayo con virutas de magnesio y HCI concentrado; la presencia de la
coloracién roja, magenta, fucsia o amarillo al dejar reposar por 15 minutos
indica reaccion positiva. En otro tubo se tratd el extracto con hidroxido de
sodio al 10 %, la positividad se refleja al aparecer los siguientes colores:
amarillo a rojo de xantonas y flavonas, de café a naranja flavonoles, de

purpura a rojizo chalconas y azul antocianinas.

Taninos: El extracto crudo se trasvasG a un tubo de ensayo con una
solucion al 1 % de gelatina en cloruro de sodio, logrando que se produzca
una precipitacion por desnaturalizacion de la gelatina que evidencia

presencia de taninos.

Quinonas: El extracto se sitla en una capsula de porcelana al que se le
agrega &cido sulfurico concentrado, el reporte muestra su positividad

cuando aparece un matiz rojo.

Saponinas: Una porcién del extracto seco se disolvi6 en 1 mL de agua
para posteriormente someterlo a una vigorosa agitacion durante un
minuto, lo que evidencia la reaccion positiva con la formacion de

abundante espuma que se mantiene por 1 hora.
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e Alcaloides: El extracto se retom6 con 8 mL de HCIl al 10 % y se sometio
a calentamiento, luego se dej6 enfriar y seguidamente se filtr6 y se
trasvaso a 3 tubos de ensayo para tratarse por separado con los reactivos
de Dragendorff, Mayer y Wagner, con la finalidad de detectar alcaloides
débilmente basicos, basicos y sales cuaternarias de amonio. Es asi
entonces, que el reactivo de Dragendorff se evidencia con un precipitado
de rojo a naranja, el de Mayer con un precipitado blanco y el de Wagner
con un precipitado rojo pardo.

Esquema 1. Procedimiento para la Identificacion de los Componentes de

Carramboa tachirensis

Recoleccion del material vegetal

v

Obtencion de los extractos a través de la maceracion en
frio

v

Preparacion de concentraciones del extracto p/v

v

Tamizaje fitoquimico del extracto de Carramboa
tachirensis

\

Pruebas quimicas cualitativas para determinar los

metabolitos secundarios (Esquema 2)

Fuente: Ardila, Vélizy Pérez, 2023.
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Esquema 2. Pruebas Quimicas Cualitativas para Determinar los Metabolitos

Secundarios de los Extractos de las Hojas de Carramboa tachirensis

Terpenos

Triterpenos y Esteroles Sesquiterpenlactonas

[ Prueba de Liebermann - Burchard ] NaOH al 10 %

[ Positividad de la prueba ] [ Positividad de la prueba ]

Perdida de la coloracién

Coloracion
Verde o azul: esteroles
Rojo, magenta o violeta: triterpenos

[ Compuestos Fendlicos ]

Polifenoles Cumarinas
[ Paositividad de la prueba ] [ Positividad de la prueba ]
Coloracién Fluorescencia color azul
Azul o negro: derivados del bajo la luz ultravioleta
acido galico

Verde: derivados del catecol

Taninos Quinonas

(__Ensayo de la Gelatina__|

[ Positividad de la prueba ] [ Positividad de la prueba ]

Precipitado blanco Coloracién
Roja

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

70



Esquema 2. Pruebas Quimicas Cualitativas para Determinar los Metabolitos
Secundarios de los Extractos de las Hojas de Carramboa tachirensis

(Continuacion)

[ Compuestos Fendlicos ]

Flavonoides

Prueba de o
Shinoda NaOH al 10%
[ Positividad de la prueba ] [ Positividad de la prueba ]
Coloracion -
5 . Coloracién
Rojo, magenta, fucsia y . o
. Amarillo a rojo: xantonas y flavonas
amarillo . -
Café a naranja: flavonoles
Purpura a rojizo: chalconas
Azul: antocianinas
Prueba de la Espuma
[ Positividad de la prueba ]
Formacién de espuma
Alcaloides
Reactivo de Dragendorff Reactivo de Meyer Reactivo de Wagner
[ Positividad de las pruebas ]
Precipitado Precipitado Precipitado
Rojo a naranja Blanco Rojo pardo

Fuente: Ardila, Vélizy Pérez, 2023.
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Actividad Antibacteriana

Reactivaciéon de las Cepas Bacterianas

El cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes bajo la responsabilidad de la Lic.
Maria Eugenia Nieves facilitd a esta investigacion 3 cepas gramnegativas:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; ademas
2 cepas grampositivas: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis; a las
que se dio el tratamiento respectivo y se usO el aislamiento y repique
adecuado en medio BHI, por sus siglas en inglés (Brain Heart Infusion), para
posteriormente lograr probar la actividad antibacteriana del extracto (Pérez,
2019).

Determinacién de la Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana por el método de difusion en agar (Kirby—
Bauer) se realizé en el Laboratorio de Actinomicetos de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes bajo la
responsabilidad de la Dra. Yndra Cordero y el Auxiliar de Laboratorio Emilio

Salazar, llevandose a cabo a mediante los siguientes pasos (Esquema 3):

e Obtencion de los Microrganismos: Se seleccionaron 5 cepas
bacterianas de referencia internacional pertenecientes a la American

Type Culture Collection (ATCC), las cuales se utilizaron para comprobar
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la actividad antibacteriana de los extractos en estudio, grampositivas:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Staphylococcus aureus (ATCC
25923), gramnegativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Preparacion de los In6culos Bacterianos: El ensayo se realizo a partir
de una placa de cultivo de 18 horas de cada microorganismo en agar
Mueller-Hinton a 37 °C. Una vez obtenidas las cepas bacterianas frescas
y purificadas, se preparo el inéculo bacteriano tomando una cantidad de
las colonias de cada microorganismo con la ayuda de un asa en aro
estéril y se suspendié en solucion salina fisiolégica (NaCl al 0,85 %)
ajustandose a una turbidez del 0,5 de la escala de McFarland (x10°%®
UFC/mL) (Prescott, Harley y Klein, 2004).

Preparacién del Material para la Actividad Antibacteriana: Se
prepararon las placas con aproximadamente 20 mL de agar Mdueller-
Hinton, las cuales fueron esterilizadas previamente y por dltimo se

dejaron solidificar para su posterior uso.

Preparacion de la Muestra: Se pesaron 10 mg del extracto en 1 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSQO) para obtener asi una solucibn con una

concentracion de 10000 ppm para cada extracto.

Inoculacion de las Placas y Determinacién de la Actividad
Antibacteriana por el Método de Difusion de Agar (Kirby — Bauer): Se
realizé la inoculacion de las placas de agar Mueller-Hinton tomando un

indculo de cada bacteria y deslizando el hisopo impregnado por la placa,
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rotando la misma sin dejar ningun espacio libre, hasta lograr una siembra
uniforme y se dejé secar. Posteriormente se colocaron en forma
equidistante los discos de papel estériles de aproximadamente 6 mm, los
cuales fueron impregnados con cada una de las soluciones de los
extractos y sus respectivos controles tanto positivo como negativo. Para
comprobar la sensibilidad de los microorganismos se utilizaron como
control positivo los siguientes antibidticos de uso comercial: Ampicilina®
(AMP) de 10 ug, Eritromicina® (ERI) de 15 ug y Piperacilina® (PIP) de
100 pg, con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano. El control negativo
consistié en un disco de papel impregnado con Dimetilsulféxido (DMSO),
el cual se utilizd para disolver la muestra y se dejaron incubando por un
lapso de 24 horas a 37 °C.

e Lectura de los Halos de Inhibicidon: Finalizado el tiempo de incubacioén,
se llevé a cabo la lectura de los halos de inhibicidbn los cuales fueron

expresados en milimetros (mm).

A titulo ilustrativo, indicaremos que las placas se deben incubar a 37 °C
en la atmodsfera adecuada. Sin embargo, se debe evitar en lo posible la
incubacion en presencia de CO,, ya que modifica el pH del medio y esto
puede afectar la actividad de algunos antibioticos. La lectura se debe realizar
entre 18 y 24 horas. Este método es adecuado Unicamente para bacterias
patogenas de crecimiento rapido. Una incubaciéon mas prolongada puede dar
lugar a interpretaciones erréneas del halo de inhibicion (Gamazo, Lépez y
Diaz, 2005).
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Esquema 3. Procedimiento para Determinar la Actividad Antibacteriana del
Extracto de las Hojas de Carramboa tachirensis por el Método de Difusion en

Agar (Kirby - Bauer)

Seleccién de las cepas bacterianas

v

Preparacién del in6culo a partir de una o dos colonias del
cultivo bacteriano

v

Siembra del indculo bacteriano en las placas con el agar Mieller-
Hinton, con la finalidad de obtener cepas frescas y purificadas

|

Colocacion con una pinza de un maximo de 6 discos de papel en
forma equidistante contra la superficie del agar

!

Incubacion de las placas en posicion invertida a 37°C en atmdésfera
aerdbica toda la noche

'

Lectura de los halos de inhibicion

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.
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Disefio de Anédlisis

Los datos recolectados en la presente investigacion fueron analizados
desde un punto de vista cuali-cuantitativo. Palella y Martins en 2010 refieren
gue los datos sean medidos numéricamente con el fin de ser analizados a
través de operaciones matematicas. Siendo estudiadas las caracteristicas
que se midan segln su naturaleza cuantitativa o cualitativa. Asimismo,
dichas caracteristicas cuantitativas pueden ser discretas o continuas y tienen
una escala de medida de intervalo y de razén. Por otro lado, las

caracteristicas cualitativas tienen una escala de medida nominal y ordinal.

El universo de esta investigacion fue representado por las plantas de la
familia Asteraceae. Ademas, la poblacion de estudio es la especie
Carramboa tachirensis. Finalmente, la muestra estuvo representada por las

hojas de la especie en estudio.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Inicialmente, las hojas de Carramboa tachirensis fueron secadas en una
estufa, posteriormente molidas y colocadas en maceraciéon con disolventes
polares como el etanol y agua, después el liquido se filtr6 y concentro el
rotavapor hasta obtener los extractos secos, para ser almacenados a

temperatura ambiente en un frasco de vidrio seco 'y limpio.

El extracto etandlico present6 un aspecto solido, un olor a caramelo y su
peso fue de 32,76 g, por otro lado, el extracto acuoso conservo el aspecto de
un liquido con olor caracteristico y peso de 155,57 g, siendo representados
ambos extractos por una tonalidad marron oscuro. Cabe resaltar, que el peso
del material seco fue de 1500 g y el porcentaje de rendimiento, asi como las
caracteristicas macroscoépicas de los extractos se encuentran reflejados en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas Macroscopicas de los Extractos Etandlico y Acuoso

de las hojas de Carramboa tachirensis

Caracteristicas Extracto Etandlico Extracto Acuoso
Aspecto Solido Liquido
Color Marrén oscuro Marrén oscuro
Olor Caramelo Caracteristico
Peso del extracto 32,76 g 155,57 g
Rendimiento del extracto 2,18 % NR*

Leyenda: NR: No se Realizé*.
Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.
*Nota: No se determindé porque no se logréo concentrar a sequedad el

extracto acuoso.

Tamizaje Fitoquimico

El material vegetal se sometié a un conjunto de ensayos cualitativos para
la determinacion de metabolitos secundarios, ya que arrojan informacion
preliminar acerca de su composicion para conocer su potencial, este
procedimiento consisti6 en obtener extractos de la planta para poder
comparar estos compuestos extraidos con disolventes de diferentes
polaridades, posteriormente realizando pruebas de coloracion y precipitacion

con la intencidn identificar dichas sustancias de interés.

Por esto, los extractos fueron probados en una variedad de reacciones

como la de Baljet para la determinacion de lactonas sesquiterpénicas (Figura
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24), tricloruro férrico para polifenoles (Figura 25), hidroxido de sodio al 10 %
para flavonoides (Figura 27), gelatina para taninos (Figura 28) y espuma para
saponinas (Figura 30), mostrando su positividad solo cuando se analiz6 el
extracto etandlico. A su vez, el extracto acuoso fue positivo para quinonas
(Figura 29) usando acido sulfurico. Observamos también, que las pruebas de
alcaloides con Dragendorff, Mayer y Wagner (Figura 31) fueron positivas

para ambos extractos excepto la de Mayer en el caso del extracto etandlico.

Paralelamente, llevando a cabo el analisis para identificar los triterpenos,
esteroles (Figura 23) y cumarinas (Figura 26) con sus respectivas pruebas
antes mencionadas fueron debidamente representadas con resultados
negativos demostrando la ausencia de estos metabolitos secundarios en el
extracto proveniente de las hojas de Carramboa tachirensis, como se puede

evidenciar en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados del Tamizaje Fitoquimico de los Extractos Etandlico y

Acuoso de las Hojas de Carramboa tachirensis

Metabolito/Pruebas Quimicas Extracto Etandlico Extracto Acuoso
Triterpenos/Esteroles
Liebermann-Burchard Negativo Negativo

Lactonas Sesquiterpénicas

Baljet Positivo Negativo
Polifenoles Positivo
FeCls Verde-marron Negativo
Cumarinas
NH4OH[; Negativo Negativo
Flavonoides
Shinoda Negativo Negativo
Positivo
NaOH al 10 % Café-Naranja Negativo
Taninos
Gelatina Positivo No se realizo
Quinonas Negativo Positivo
H>SO4; (Capsula) Ligero rojo
Saponinas
Espuma Positivo Negativo
Dragendorff Positivo Positivo
Mayer Negativo Positivo
Wagner Positivo Positivo

Fuente: Ardila, Vélizy Pérez, 2023.
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Figura 23. Representacion de los Resultados Obtenidos para Terpenos:

Triterpenos/Esteroles
Terpenos
Etanol
Agua
Leyenda:

Metabolito Triterpenos/Esteroles

Prueba Liebermann-Burchard
Resultado Negativo para ambos extractos

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

La prueba de Liebermann-Burchard evidencia su positividad cuando
aparece la formacion de un anillo verde o azul en presencia de esteroles y un
anillo rojo, magenta o violeta para los triterpenos; es necesario destacar que
durante este procedimiento analitico ninguno de los extractos viré de color,

por ende, N0 poseen en su composicion quimica triterpenos ni esteroles.
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Figura 24. Representacion de los Resultados Obtenidos para Terpenos:
Lactonas Sesquiterpénicas

Lactonas Sesquiterpénicas

v v .
-'—T'fq,ﬂ.
“ Etanol _ Agua |

Leyenda:
Metabolito Lactonas Sesquiterpénicas
Prueba Baljet
Resultado Positivo en el extracto etandlico

Negativo en el extracto acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

El extracto obtenido en etanol presenta lactonas sesquiterpénicas, ya que
la combinacion entre la base fuerte (NaOH) y el acido fuerte (HCI) mostré la
tendencia a desaparecer o revertir el color amarillo-naranja que se habia
obtenido tras agregar la base al tubo de ensayo con el extracto. Por el
contrario, esta reaccion para el extracto acuoso fue negativa al no ocurrir

ninglin cambio visible en el color previamente logrado.
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Figura 25. Representacion de los Resultados Obtenidos para

Compuestos Fenolicos

Compuestos Fendlicos

e T
L

Leyenda:
Metabolito Polifenoles
Prueba FeClsal 1 %
Resultado Positivo en el extracto etanolico

Negativo en el extracto acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

los

El tricloruro férrico al 1 % fue afadido en los tubos de ambos extractos lo

que desencadend en la aparicibn de una tonalidad verde en el extracto

etandlico, mostrando positividad e indicando que su composicion quimica

presenta sustancias derivadas del catecol. En cambio, el extracto acuoso

mantuvo el color original sin revelar ninguna alteracién o viraje, demostrando

asi la ausencia de polifenoles en ese extracto.
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Figura 26. Representacion de los Resultados Obtenidos para Cumarinas

Cumarinas

Leyenda:
Metabolito Cumarinas
Prueba Hidroxido de amonio concentrado
Resultado Negativo para el extracto

etandlico
No se determiné en el acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

El extracto etanolico fue tratado con hidroxido de amonio concentrado,
luego se trasladd a un cuarto oscuro para emplear el uso de una lampara de
luz ultravioleta (UV), bajo la cual no se logré observar ninguna emision de
una florescencia color azul, por lo tanto, esto es indicativo de la ausencia de
cumarinas. Por su parte, el extracto acuoso fue excluido de esta prueba

debido a la negatividad que arrojo frente al andlisis de polifenoles.
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Figura 27. Representacion de los Resultados Obtenidos para los

Flavonoides
Flavonoides
Control +
m
Leyenda:
Metabolito Flavonoides
Prueba Shinoda Hidréxido de sodio al 10 %
Resultado Negativo para ambos Positivo en el extracto

extractos etandlico

Negativo en el extracto
acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

La prueba de Shinoda consistié en reaccionar virutas de magnesio con un
acido fuerte y curiosamente como consecuencia ambos extractos no
cambiaron de color durante la reaccion, por lo tanto, indicé ser un ensayo
con resultado negativo. No obstante, al realizar la prueba con hidroxido de
sodio al 10 %, el extracto etandlico vir6 de café a naranja, revelando la
presencia de Flavonoles, mientras que el extracto acuoso resulté ser
negativo.
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Figura 28. Representacion de los Resultados Obtenidos para Taninos.

Taninos

Leyenda:
Metabolito Taninos
Prueba Gelatina
Resultado Positivo para el extracto etandlico

(no se llevé a cabo en el acuoso)

Fuente: Ardila, Vélizy Pérez, 2023.

El extracto etandlico fue afiadido en un tubo con una solucion de gelatina,
que al entrar en contacto ocasioné la desnaturalizacibn de la misma,
produciendo una precipitacion que deja en evidencia la presencia de taninos
en la muestra. Sin embargo, este ensayo no fue realizado en el extracto de
naturaleza acuosa puesto que el analisis con FeClz al 1 % para polifenoles

mostré un resultado negativo.
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Figura 29. Representacion de los Resultados Obtenidos para Quinonas.

Quinonas

Leyenda:
Metabolito Quinonas
Prueba Acido sulfarico concentrado
Resultado Negativo en el extracto etandlico

Positivo en el extracto acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

Una porcion pequefia de los extractos obtenidos se coloc6 en una capsula
donde se les adiciond un acido fuerte para llevar a cabo la reaccion quimica,
en la cual el extracto etandlico no mostré ningun cambio, mientras que el
extracto acuoso evidencio un viraje a una ligera tonalidad roja demostrando

su positividad para este metabolito secundario.
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Figura 30. Representacion de los Resultados Obtenidos para Saponinas

Saponinas
L ]
| Control + |

Leyenda:
Metabolito Saponinas
Prueba Espuma
Resultado Positivo en el extracto etanolico

Negativo en el extracto acuoso

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

Ambos extractos fueron disueltos en agua y agitados vigorosamente por
un tiempo determinado, donde al cabo de alrededor de 1 minuto el extracto
etandlico evidencio la presencia de espuma abundante que se mantuvo por
un tiempo prolongado de mas o menos 1 hora. A diferencia del extracto

acuoso que no produjo espuma en ningiin momento.
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Figura 31. Representacion de los Resultados Obtenidos para los Alcaloides

Alcaloides
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Leyenda:

Metabolito Alcaloides
Prueba Dragendorff (D)

Resultado Positivo para ambos extractos
Prueba Mayer (M)

Resultado Negativo en el extracto etandlico

Positivo en el extracto acuoso

Prueba Wagner (W)

Resultado Positivo para ambos extractos

Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.

Al realizar la prueba con el reactivo de Dragendorff (D), ambos extractos
presentaron un resultado positivo. Seguidamente, la prueba con el reactivo
de Mayer (M) demostré una negatividad en el extracto etanélico y positividad
en el extracto acuoso. Por ultimo, en la prueba con el reactivo de Wagner (W)

se visualizaron resultados positivos tanto en el extracto etanélico como en el
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acuoso. Dicha positividad en las tres pruebas se reflejo con la formacién de
precipitados independientemente del reactivo utilizado.

Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana de las hojas de Carramboa tachirensis fue
evaluada a través de la técnica de difusion en disco en agar de Kirby-Bauer
del extracto etandlico de las hojas, utilizando una concentracion de 10 mg/mL
frente a cepas bacterianas de referencia internacional pertenecientes a la
American Type Culture Collection (ATCC), 2 grampositivas: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (Figura 32) y Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Figura 33). Ademas, 3 gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922 (Figura
34), Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 (Figura 35) y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (Figura 36). El extracto acuoso no fue evaluado ya
que no se logré disolver el material seco en el Dimetilsulfoxido (DMSO). Los

resultados de esta actividad antibacteriana se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados Obtenidos de la Actividad Antibacteriana del Extracto

Etandlico y Acuoso de las Hojas de Carramboa tachirensis

Cepas de Concentracion Halo de Controles
Referencia (mg/mL) Inhibicion
Internacional (mm)
Extracto
Etandlico
Enterococcus 10 7 DMSO**
faecalis (Control -)
ATCC 29212
Staphylococcus 10 8 Controles +
aureus
ATCC 25923
Escherichia coli 10 ND* Eritromicina®
ATCC 25922 15ug
Klebsiella 10 7 Ampicilina®
pneumoniae 10ug
ATCC 23357
Pseudomonas 10 8 Piperacilina®
aeruginosa 100ug
ATCC 27853

Leyenda: ND: No Determinado*. DMSO: Dimetilsulfoxido**
Fuente: Ardila, Véliz y Pérez, 2023.
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Leyenda: EE: Extracto Etandlico
Figura 32. Halo de Inhibicibn del Extracto Etandlico de las Hojas de

Carramboa tachirensis en Enterococcus faecalis

Leyenda: EE: Extracto Etandlico
Figura 33. Halo de Inhibicion del Extracto Etandlico de las Hojas de
Carramboa tachirensis en Staphylococcus aureus
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Leyenda: EE: Extracto Etandlico
Figura 34. Halo de Inhibicibn del Extracto Etanodlico de las Hojas de

Carramboa tachirensis en Escherichia coli

Leyenda: EE: Extracto Etandlico
Figura 35. Halo de Inhibicion del Extracto Etandlico de las Hojas de
Carramboa tachirensis en Klebsiella pneumoniae
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Leyenda: EE: Extracto Etandlico
Figura 36. Halo de Inhibicion del Extracto Etandlico de las Hojas de

Carramboa tachirensis en Pseudomonas aeruginosa

Discusiones

La especie Carramboa tachirensis, ha sido poco estudiada, por lo cual en
la presente investigacion se aportan conocimientos desde el punto de vista
fitoquimico y de actividad biol6gica. Las escasas investigaciones dificultaron
a las autoras realizar las discusiones por lo cual se fundamentaron en los

reportes efectuados sobre otras especies de Carramboa.

El andlisis fitoquimico del extracto etandlico de C. tachirensis permitio
determinar la presencia de lactonas sesquiterpénicas, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, saponinas y alcaloides, mientras que en el extracto
acuoso se comprobé la presencia de quinonas y alcaloides. Segun los
reportes fitoquimicos previos, los compuestos mayoritarios de los extractos
apolares de esta planta lo constituyen diterpenos tipo ent-kaureno los cuales
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no se pudieron determinar mediante el tamizaje fitoquimico, adicionalmente
los extractos que se prepararon para la presente investigacion son de
elevada polaridad siendo de gran importancia los resultados obtenidos ya
que es la primera vez que se evidencia este tipo de metabolitos en C.

tachirensis.

Estos resultados pueden atribuirse a que el perfil fitoquimico de las
plantas depende de numerosos factores como el genotipo, la edad fisiol6gica
de la planta, el tipo de 6rgano, las condiciones edafoclimaticas, el momento
del corte y el procesamiento de la muestra, y de ello dependera también la
actividad biolégica que posean (Rubio, Valdivia, Camacho, Matos, Sosa y
Pérez, 2018).

Las pruebas cualitativas realizadas durante el tamizaje fitoquimico para
los alcaloides, reflejaron ser positivo en 5 de los 6 ensayos elaborados,
siendo la reaccion de Mayer para el extracto etandlico el Unico negativo; lo
que indica la posible presencia de estos metabolitos segundarios en las
hojas de Carramboa tachirensis. Sin embargo, Habib en el afio 1980, ha
discutido la posible aparicion de falsas reacciones positivas con sustancias
que ni siquiera contienen nitrdgeno en sus moléculas frente a la prueba con
Dragendorff. Asi pues, los aldehidos, triterpenos, cetonas, lactonas, éteres,
ésteres, epoxidos y peroxidos con un enlace etileno o grupos alquilo libres en
el carbono B reaccionaron positivamente formando un precipitado, debido a
que la molécula debe contar con un grupo oxigenado rico en electrones y
grupos donadores de electrones en el carbono 8, que aumentan la densidad
electronica sobre el oxigeno y por ende aumentan la reactividad, mientras

gue grupos aceptores la disminuyen o la hacen desaparecer.

Tal es el caso de Cortez en el 2021, que al realizar el tamizaje fitoquimico
del extracto hexano-éter de las hojas de Espeletiopsis pannosa obtuvo una
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posible falsa reaccién positiva para los alcaloides con el reactivo de
Dragendorff, lo cual ella atribuye a la presencia de compuestos de tipo
esteroles y triterpenos como causantes de ese resultado cruzado debido a la

abundancia de los mismos establecidos a través de tres cruces.

La importancia de Carramboa tachirensis en cuanto a su composicion
quimica viene dada por la relacion directa que tiene con sus especies
parentales Carramboa pittieri y Ruilopezia marcescens, ya que comparten
una marcada similitud en los compuestos identificados en cada una de ellas.
Y en vista de que a la especie de interés solo se ha estudiado desde el
aspecto de obtencidén de su fraccion acida y neutra o bien sea por aceite

esencial, tomamos la iniciativa de realizar una comparacion con sus padres.

Como lo afirman Obregdén y cols en el 2015, que al evaluar el aceite
esencial de Carramboa tachirensis en comparacion con sus especies
parentales encontraron que todas son ricas en sesquiterpenos, diterpenos y
monoterpenos, sin embargo, a pesar de que la especie en estudio en teoria
contiene un promedio de la composicion quimica de sus padres, esta reveld
ser mas parecida quimicamente a la de Carramboa pittieri, ya que esta Gltima
contiene gran cantidad de sesquiterpenos (67,2 %), diterpenos moderados
(17,5 %) y minima cantidad de monoterpenos (8,9 %), tal cual como la
especie hibrida Carramboa tachirensis, que posee sesquiterpenos en un 74,6
%, diterpenos en un 11,4 % y monoterpenos en un 6,2 %. A diferencia de
Ruilopezia marcescens cuyos resultados fueron de sesquiterpenos (26,3 %),

diterpenos (0,3 %) y monoterpenos (65,6 %).

Debido a que los géneros y especies que conforman la subtribu
Espeletiinae son productoras de diterpenos, es necesario mencionar que son
de tipo kaurenos (Avalos y Pérez, 2009) y son determinables a través de la

técnica de CG-EM, tal es el caso de lo evaluado por Obregén y cols en el
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2021, que analizaron las fracciones acida y neutra de Carramboa tachirensis
mediante CG-EM y lograron identificar varios &cidos kaurénicos en la resina,
como el acido ent-kaur-16-eno-19-oico (11,16 %), acido grandiflorénico (9,18
%) y é&cido ent-15a-hidroxi-16-eno-kaur-19-oico (17,03 %) de la fraccion
acida y también kaurenol (2,63 %), epi-ruilopeziol (5,19 %) y 168-kaurano

(14,47 %) de la fraccion neutra.

En referencia a la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de las hojas de Carramboa tachirensis se evidencié una
sensibilidad a una concentracion de 10 mg/mL frente a las cepas de
Enterococcus faecalis (7 mm), Staphylococcus aureus (8 mm), Klebsiella
pneumoniae (7 mm) y Pseudomonas aeruginosa (8 mm). Es importante
sefalar que la actividad antibacteriana relacionada con C. tachirensis no ha
sido descrita previamente y debido a la poca informacion fitoquimica de esta
especie no es posible hacer una correlacion directa de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos con la actividad antibacteriana que
presentaron, sin embargo existen algunos trabajos donde se menciona esta
actividad para otras especies pertenecientes a la subtribu Espeletiinae a la
cual pertenece la especie en estudio y con los cuales se realiz6 una

comparacion con lo que se encuentra reportado en la literatura.

En tal sentido, los diterpenos tipo kaurenos que han sido aislados en
especies hermanas de Carramboa tachirensis presentan actividad
antibacteriana, por ejemplo, el estudio realizado por Cordero, Lucena, Araujo,
Usubillaga, Rojas y Mouijir en el 2017 sobre la actividad antibacteriana de los
diterpenos del kaureno en Coespeletia moritziana, donde el &cido
grandiflorénico presenté actividad sobre Staphylococcus aureus (CIM 20
pg/mL), Bacillus subtilis (CIM 5 pg/mL) y Enterococcus faecalis (CIM 10

pMg/mL). En cambio, el acido kaurénico mostrd actividad Uunicamente sobre
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Bacillus subtilis (CIM 10 pg/mL), al igual que el acido 15a-acetoxi-kaurénico y
el kaurenol (CIM 40 pug/mL).

De igual modo, Marquez y cols en 2023 que reportaron un nuevo producto
natural por primera vez en el extracto de las hojas de Espeletia semiglobulata
(ent-kaur-3-acetoxi-15-eno), el cual mostré actividad antimicrobiana a una
concentracion de 2 mg/mL frente a cepas bacterianas gramnegativas,
Escherichia coli (8 mm), Klebsiella pneumoniae (10 mm), Pseudomonas

aeruginosa (8 mm) y una cepa fungica Candida krusei (8 mm).

Similarmente, Cortez en 2021 evalud en el extracto hexano-éter de las
hojas de Espeletiopsis pannosa la actividad antibacteriana a una
concentracion de 1000 ppm y obtuvo sensibilidad ante Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, todas ellas con la
formacion de un halo de inhibiciébn de 7 mm y Pseudomonas aeruginosa con
un halo de 6 mm. Mientras que no se observd halo de inhibicion frente a
Enterococcus faecalis. Evidenciando asi resultados similares a los de esta
investigacién y recomendando dirigir el estudio de dicha actividad a través de

otros métodos de evaluacion.

Los mecanismos mediante los cuales los metabolitos secundarios inhiben
el crecimiento bacteriano se han vinculado con cambios en las propiedades
fisico-quimicas de la membrana celular y la interferencia con procesos
metabdlicos vitales en los microorganismos patégenos. Los flavonoides
pueden afectar el crecimiento microbiano por inhibiciéon de la biosintesis de
acidos nucleicos y otros procesos metabdlicos; mientras que las sustancias
de naturaleza terpenoide pueden interferir con la sintesis de los componentes
de las membranas biologicas (Nayak, Ramdath, Marshall, Isitor, Eversley,
Xue y Shi, 2010). De igual manera, los taninos y los compuestos fenodlicos

pueden inhibir el crecimiento bacteriano, debido a la capacidad que tienen
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estas sustancias de formar complejos irreversibles con proteinas, lo cual
afecta sus propiedades bioldgicas y ocasiona la muerte de los
microorganismos (Cowan, 1999). Los taninos también pueden disminuir la
actividad de enzimas bacterianas mediante la quelatacion de iones
imprescindibles para la funcién catalitica de estos polipéptidos (Rubio y cols.,
2018).

En relaciobn a lo expuesto anteriormente, se presume que la actividad
observada en el extracto etandlico de las hojas de C. tachirensis pudo
deberse a un efecto sinérgico (efecto de la mezcla de compuestos en el
extracto y no a un constituyente en patrticular) y que los disolventes utilizados
para la extraccion de los metabolitos secundarios de las plantas juegan un
papel importante ya que de ellos dependeran las caracteristicas quimicas de
las sustancias a extraer lo cual tiene influencia directa sobre la actividad

bioldgica de los mismos.

En Jdltima instancia, podemos inferir que los compuestos polares
reportados e identificados en el extracto etandlico de las hojas de Carramboa
tachirensis se quedan retenidos de cierta manera en el papel de filtro de
celulosa utilizado como material ideal en el método de difusién en disco en
agar de Kirby — Bauer y por ende estos no difunden correctamente. Tal el es
caso de lo que afirman Manrique y Mosquera en 1997, que al evaluar la
actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones obtenidos a partir de
Espeletia murilloii Cuatrec. y Espeletiopsis guacharaca, exponen el método
utiizado como lo es el ensayo de bioautografia que utiliza placas
cromatograficas de silica gel o de celulosa que se colocan en cajas de Petri
correspondientes y recomiendan que al utlizar este tipo de material
previamente se proceda a eliminar el disolvente usado para evitar falsas

bandas de inhibicion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El extracto etandlico de las hojas de Carramboa tachirensis evidencio en
el tamizaje fitoquimico la presencia de lactonas sesquiterpénicas,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas y alcaloides, mientras

gue el extracto acuoso arrojé positividad solo para quinonas y alcaloides.

El extracto etandlico de las hojas de Carramboa tachirensis presento
actividad antibacteriana frente a cepas ATCC de Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa
a una concentracion de 10 mg/mL con halos de inhibicién que variaron entre

7-8 mm.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son de gran relevancia ya
gue este es el primer reporte fitoquimico y de actividad antibacteriana de los
extractos polares de las hojas de Carramboa tachirensis y pueden ser
utilizados como referencia para futuras investigaciones relacionadas

botanicamente.
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Recomendaciones

Realizar el analisis fitoquimico de los extractos polares de Carramboa

pittieri y Ruillopezia marcescens.

Evaluar otras actividades biolégicas como antiinflamatoria, antifingica,
citotdéxica, antioxidante o anticancerigena de los extractos de las hojas
Carramboa tachirensis.

Aislar e identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos
polares de las hojas de Carramboa tachirensis.

Extender la investigacion aqui descrita efectuando el estudio de los tallos,
flores, raices y semillas de Carramboa tachirensis en busca de otros

metabolitos secundarios utiles.
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