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RESUMEN

El Heliotropium indicum L. es una planta originaria de las zonas tropicales
del continente euroasiatico, en la cual se han encontrado una gran variedad
de metabolitos secundarios, destacandose los alcaloides, los cuales poseen
actividad antibacteriana. Por esta razon, el objetivo de esta investigacion fue
confirmar la relacion entre la composicidon quimica de los extractos de
Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana en cepas de referencia
internacional. Se realizd la obtencién de los extractos vegetales a partir de
las hojas de la planta en estudio, con solventes de diferente polaridad como:
hexano y etanol, los cuales se utilizaron para realizar el analisis fitoquimico
preliminar, y posterior a esto se determin6é la actividad antibacteriana
mediante el método de difusién de disco en agar (Kirby- Bauer) con una
concentracion del extracto de 10 mg/mL. En los resultados se evidencio la
presencia de metabolitos secundarios tales como triterpenos/esteroles y
flavonoides en el extracto de hexano; asi mismo en el extracto etandlico se
determind la presencia de esteroles y alcaloides, y ademas dicho extracto
presentd actividad antibacteriana frente a las cepas de referencia
internacional, con halos de inhibicibn de 7 mm de diametro para
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, y de 8 mm de diametro
para Enterococcus faecalis, y Klebsiella pneumoniae. La importancia de esta
investigacion fue que representd el primer reporte proveniente del Estado
Mérida sobre la composicion quimica preliminar de los extractos de las hojas
de Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana en cepas de
referencia internacional.

Palabras clave: Heliotropium indicum L., Extracto vegetal, Composicion
guimica, Tamizaje fitoquimico, Actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

Los extractos de diversas plantas medicinales han sido utilizados desde la
antigiedad para una variedad de propdsitos; gracias a su actividad
antibacteriana, han sido incluidos en los procesos farmacoldgicos,
representando una alternativa en la salud. Heliotropium indicum L. es una
planta que pertenece a la familia Boraginaceae, proveniente del continente
euroasiatico, conocida como “heliotropo indio”. El nombre “heliotropo” deriva
del griego “helios” que significa sol, y “tropein” que significa "girar" por el
hecho de que las flores de estas plantas giran hacia el sol (Abdullah y Dash,
2013).

Por otra parte, la actividad antibacteriana se refiere a la capacidad de
ciertas sustancias de eliminar o inhibir el crecimiento bacteriano sin dafiar el
ambiente u organismo que los rodea. Los antibacterianos segun la accion
ejercida en las bacterias se clasifican en bactericidas, el cual elimina el
agente bacteriano, y bacteriostaticos, los cuales inhiben el crecimiento
bacteriano. Se ha determinado que los extractos de diversas plantas
contienen metabolitos primarios y secundarios, estos Ultimos poseen
actividad antibacteriana, motivo por el cual se ha incrementado su uso en la
medicina alternativa (Garcia, 2010). Es por esto, que la presente
investigacion se basé en el estudio de la composicion quimica del
Heliotropium indicum L., en el cual se ha evidenciado la presencia de
metabolitos secundarios, los cuales le confieren actividad antibacteriana a la
planta, debido a que posee alcaloides de pirrolizidina (Bruneton, 2001).

El siguiente trabajo de investigacion fue 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. ElI Capitulo Il, llamado Marco Tedrico
abarca: Trabajos Previos, Antecedentes Histdricos, Bases Tedricas,

Definicibn Operacional de Términos, Operacionalizacion de las variables e



Hipotesis. El Capitulo Ill, titulado Marco Metodologico comprende los
siguientes puntos: Tipo y Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra,
Sistema de Variables, Instrumento de Recoleccion de Datos, Procedimientos
de la Investigacion y Disefilo de Andlisis. ElI Capitulo 1V, denominado
Resultados y Discusién, y ElI Capitulo V, llamado Conclusiones vy

Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En las organizaciones mundiales encargadas de velar por la salud
humana, existe una preocupacion global por la aparicion de nuevos
mecanismos de resistencia de los patdgenos, a los antimicrobianos
convencionales. Muchos medicamentos disponibles actualmente se vuelven
ineficaces en la prevencion y tratamiento de las infecciones, debido
principalmente, a la aparicion cada vez mayor de patégenos oportunistas
multirresistentes, se estima que la resistencia bacteriana ocasionara 10
millones de muertes por afio para el 2050 (Alcantar, Giono, Morfin, Santos y
Torres, 2021). Por otra parte, las posibilidades terapéuticas se ven
notablemente disminuidas por falta de nuevos medicamentos que actien
frente a diversos patdgenos, y a pesar de la disponibilidad de farmacos para
el tratamiento de estas infecciones, se presentan otros problemas como la
restriccién en el espectro de accion, costo y efectos adversos en el paciente
(Le6n, Tomas y Torres, 2017).

Debido a estas razones, en el afio 2017 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), emitié un comunicado en el cual orientaba sus esfuerzos hacia
la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos que superen dichas
limitaciones (Alcantar y cols., 2021). Razén por la cual, recomienda y
promueve el uso de productos naturales con fines medicinales, ya que éstos
han demostrado ser eficaces y ademas presentan un riesgo minimo para la

salud del hombre. Dichos productos naturales aportan una gran cantidad de



compuestos quimicos con cardcter antibacteriano, como lo son los
metabolitos secundarios, algunos de los cuales muestran actividad in vitro
comparable a la de los antibacterianos utilizados en la terapéutica. Estas
sustancias pueden ser utilizadas directamente, 0 como base para la sintesis
de nuevos principios utiles en el tratamiento de las infecciones (Le6n, Tomas
y Torres, 2017).

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio, las autoras
de esta investigacion formulan el siguiente enunciado holopraxico: ¢Cual es
la relacién entre la actividad antibacteriana y la composicién quimica del

Heliotropium indicum L. en cepas de referencia internacional?

Justificacion e Importancia de la Investigacion

La necesidad que llevo a los autores a realizar la investigacion, se baso
en la resistencia a los antibacterianos, la cual ha ocasionado un problema de
salud publica. Sin embargo, es importante destacar que ésta no es una
enfermedad; esto debido a que la resistencia no suele ser un problema de
patogénesis, sino de limitacion de opciones terapéuticas. Por tanto, el
problema bésico radica en que se depende de los antibacterianos para tratar
las infecciones (Hans, 1992).

Debido a esto, la blusqueda de sustancias con actividad antimicrobiana
representa uno de los retos mas grandes a nivel mundial. Dado que uno de
los mayores problemas para la salud son los mecanismos de resistencia
desarrollados por las bacterias. Es por esto, que existe una gran necesidad
en cuanto a la busqueda de sustancias con actividad antibacteriana (Garcia,
2010).

Muchas clases de plantas contienen fitoquimicos, los cuales presentan
actividad antibacteriana y son de especial interés en la industria farmacéutica
para la obtencién de farmacos inocuos y efectivos (Goyal y Sharma, 2014).

Estos compuestos han hecho enormes contribuciones a la salud humana, ya



que a través de ellos el hombre ha encontrado en los recursos naturales la
solucion a diferentes problematicas. Sin embargo, se evidencia la necesidad
de seguir buscando nuevos compuestos que permitan solucionar el problema
actual (Medina, 2000).

Por tal razdn, investigaciones recientes han enfocado sus estudios en la
bdsqueda de nuevos compuestos que tengan efectos antibacterianos.
Puesto que el desarrollo de patégenos multirresistentes es el resultado
inevitable del uso indiscriminado de antibioticos. En pocas palabras, solo el
descubrimiento y desarrollo continuo de nuevos farmacos con mecanismos
de accion novedosos, provenientes de fuentes naturales, podran ayudar a
sobrellevar este problema (Souza, 2017).

La bioactividad presente en los compuestos fitoquimicos ha despertado el
interés de muchos investigadores, debido a que estos pueden intervenir en
los diferentes procesos metabdlicos del organismo, cumpliendo un papel muy
importante en el area terapéutica gracias a sus mdultiples propiedades. Por
esta razon, se ha evidenciado un aumento en el desarrollo de técnicas
analiticas, que permitan determinar e identificar principios bioactivos en
especies vegetales (Melvin, 2002).

En las Ultimas décadas, se ha empleado el uso de los metabolitos
secundarios para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas. Estos sirven
como modelos quimicos para el disefio y la sintesis de nuevas drogas. Por lo
tanto, es importante hacer estudios cientificos para conocer su composicién
quimica, ya que un conocimiento cientifico hace posible una aplicacion libre
de riesgos (Avalos y Pérez, 2009).

Actualmente, se ha evidenciado un avance en la proliferacién de
enfermedades causadas por microorganismos patégenos, la cual es una
preocupacion generalizada que constituye un factor de riesgo para la salud.
Es por esto, que representa una tendencia la busqueda de fuentes naturales,
como lo son las plantas, de las cuales se han aislado compuestos bioactivos

que inhiben el crecimiento bacteriano. Por tanto, se puede afirmar que las



plantas se han convertido en fuentes de hallazgos de numerosas drogas
(Medina, 2000).

Desde la antigledad, las plantas han presentado potencialidades, las
cuales han sido utilizadas para curar enfermedades. Teniendo como
desventaja el desconocimiento en muchos casos de la composicion vy
caracterizacion de sus principios activos (Bruneton, 2001). Por tal motivo,
investigaciones actuales han determinado componentes bioactivos presentes
en la planta Heliotropium indicum L, que han demostrado tener actividad
antibacteriana (Bharathajothi, Bhaaskarant y Menaca, 2015). Sin embargo, la
mayor parte de los estudios realizados a dicho espécimen vegetal, se han
llevado a cabo en la India y en el Sur de Africa, mientras que, en América
Latina, y especificamente en Venezuela, han sido escasos los informes de
dicho espécimen, motivo por el cual se realiz6 este trabajo con la finalidad de
aportar nuevas bases tedricas para futuras investigaciones (Sarkar, y cols.,
2021).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la composicion quimica del Heliotropium

indicum L. y la actividad antibacteriana en cepas de referencia internacional.

Objetivos Especificos

-Obtener los extractos de las hojas del Heliotropium indicum L. utilizando la
técnica de reflujo, con los solventes como hexano y etanol.

-Identificar la composicibn quimica preliminar de los extractos de
Heliotropium indicum L. mediante el tamizaje fitoquimico.

- Determinar la actividad antibacteriana del extracto etanélico de las hojas de
Heliotropium indicum L. frente a cepas de referencia internacional; mediante

el método de difusidon de disco en agar (Kirby- Bauer).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de la investigacion es progresivo y se marca con verbos logro
(Hurtado, 2010). En tal sentido, el conocimiento que se gener6 durante esta
investigacion estuvo relacionado con confirmar la relacion entre la
composicion quimica del Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana
en cepas de referencia internacional, por tanto, esta investigacion tuvo un
alcance confirmatorio.

Mediante la realizacion de esta investigacion se obtuvo la composicion
quimica preliminar de los extractos hexano y etanol de las hojas del
Heliotropium indicum L., y partir de la identificacion de los metabolitos
secundarios, se determind la actividad antibacteriana de dichos compuestos
frente a cepas de referencia internacional. Con la finalidad de aportar una
nueva alternativa terapéutica ante el fenomeno de resistencia desarrollado
por las bacterias. Esta investigacion represento el primer reporte proveniente
del Estado Mérida sobre la composicién quimica preliminar de los extractos
de Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana en cepas de

referencia internacional.

Limitaciones de la Investigacién

Entre las limitaciones que presentd esta investigacion, destacaron la
ubicacion de la especie Heliotropium indicum L., debido a que se encuentra
ubicada en las zonas aledafas a la poblacion de Encontrados, Municipio
Catatumbo del Estado Zulia. Ademas de esto, el tiempo de cosecha de la
misma, es anual, por lo que solo estaba presente en los meses de abril y
mayo. A esto se le sumo los altos costos que representaron la obtencién de

los medios de cultivos especificos para la realizacion de las pruebas de



susceptibilidad, ademas de las constantes fallas del servicio eléctrico que
entorpecieron la realizacion de los procedimientos necesarios para llevar a
cabo la investigacion. Aunado a esto, el problema del servicio de transporte
publico dificulté tanto el traslado hacia la zona donde se encuentra ubicado el
espécimen vegetal, asi como también hacia el Instituto donde se realizo la

parte experimental del proceso investigativo.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Nakkuntod y Prapatsorn (2021), realizaron un estudio titulado: Potencial
de las malezas herbarias tailandesas para la actividad antimicrobiana
utilizando el método de difusion en disco de agar, cuyo objetivo fue evaluar el
potencial de las actividades antifingicas y antibacterianas de los extractos
acuoso, acetona, hexano y metandlico, de cuatro especies de malezas las
cuales fueron Polygonum : tomentosum Willd, Eclipta prostrata L.,
Heliotropium indicum L. y Cleome viscosa contra Candida albicans,
Malassezia furfur, Malassezia globosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis utilizando el método de difusién en agar con disco.
Las hojas de Heliotropium indicum se recogieron de diferentes
localizaciones; las mismas fueron lavadas, secadas a la sombra y
pulverizadas en polvo grueso, para su posterior extraccion con agua,
acetona, hexano y metanol durante 48 horas en un extractor soxhlet. Los
extractos se concentraron en vacio para producir extractos secos, los cuales
se utilizaron para el estudio de la actividad antimicrobiana a una
concentracion de 12 mg/mL. El resultado de la evaluacion de los extractos
metandlicos de Eclipta prostrata L., Heliotropium indicum L. y Cleome viscosa
L. mostraron buena inhibicibn para S. aureus y B. subtilis; las zonas de
inhibicion para S. aureus fueron 10,0£0,5, 9,0+0,5 y 13,0+0,5 mm para los
géneros anteriormente descritos, y para B. subtilis fueron 9,0+0,5, 9,0+0,5 y

13,0+£0,5 mm respectivamente. Ademas, se determin0 que los extractos con
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agua, acetona y hexano de todas las plantas no tuvieron actividad
antibacteriana sobre E. coli, ni efecto antifungico.

Intesham y Khan (2019), realizaron un estudio titulado: Potencial
antibacteriano y antifingico in vitro de extractos crudos metandlicos de
algunas especies de Heliotropium; el cual tuvo como objetivo determinar la
actividad antibacteriana y antifungica de los extractos metandlicos obtenidos
de tres especies del género Heliotropium (H. europeaum L., H. curassavicum
L., y H. crispum D.) frente a cinco cepas bacterianas patdégenas las cuales
fueron Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio
cholerae y Enterobacter aerogenes, y dos cepas de hongos Aspergillus niger
y Aspergillus fumigatus. La obtencion del extracto metandlico se llevé a cabo
mediante maceracion, durante 3 dias seguidos; posteriormente, se sometié a
filtracién y luego se concentr6 empleando el uso del rotavapor. Seguido a
esto se realizaron diluciones del extracto a 5,0, 7,5, 10,0, 12,5y 15,0 mg/mL,
que fueron utilizadas para la determinacion de la actividad antimicrobiana,
para lo cual se emplearon los métodos de difusion en agar y dilucién en tubo.
Todas las concentraciones anteriormente mencionadas se probaron contra
las cepas bacterianas y solo se ensayaron las concentraciones de 10, 125y
15 mg/mL para cepas fangicas. Ademas, se emple6 el uso de la Doxiciclina
® como control positivo y del Dimetilsulfoxido (DMSO) como control negativo.
La actividad de Heliotropium spp. se compard con el antibiético estandar
nombrado anteriormente. Los resultados indicaron que las concentraciones
de los extractos de las tres plantas tuvieron una amplia gama de actividad
antibacteriana y antifingica. Se evidencié que todas las cepas bacterianas
presentaron una mayor sensibilidad frente a los extractos de las tres plantas
a una concentracion de 15 mg/mL, siendo Staphylococcus aureus la cepa
mas sensible y Bacillus subtilis, la cepa con menor sensibilidad. El extracto
metandlico de estas plantas mostré una buena inhibicién del crecimiento
contra las dos especies de hongos utilizadas, frente a las 3 concentraciones

ensayadas. Se concluyo con que la sensibilidad de los microorganismos
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incrementa al aumentar la concentracion del extracto, los cuales tienen una
actividad de amplio espectro, pero inferior a la del antibiético estandar, por
esta razon se recomienda la utilizacion de dichos extractos en el desarrollo
de tratamientos alternativos contra varios organismos patdgenos, debido a
que presentan efectos secundarios reducidos.

Adedeji y Osungunna (2018), realizaron un estudio titulado: Cribado
fitoquimico y actividad antibacteriana del extracto de metanol de Heliotropium
indicum. Cuyo objetivo fue determinar el efecto antibacteriano y los
componentes bioactivos presentes en H. indicum L., evaluando el extracto
metandlico frente a cinco cepas bacterianas las cuales fueron Proteus
mirabilis, Klebsiella spp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli. Para la obtencion del extracto metandlico las hojas frescas
fueron secadas al sol durante aproximadamente 2 semanas y molidas por
separado en polvo fino utilizando un molinillo mecéanico; y empleando el
método de maceracion para la extraccion. Se pesaron por separado 20 g de
la parte de la planta en polvo y se agregdé 100 mL de metanol a temperatura
ambiente durante 72 horas en condiciones regulares de agitacién. El extracto
se filtré utilizando papel de filtro Whatman numero 1, los filtrados se
evaporaron a la sequedad para su posterior utilizacion en el cribado
fitoquimico. Para el estudio de la actividad antibacteriana se empled el
método de difusibn en pozo modificado (Kirby-Bauer) empleando
concentraciones del extracto de 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200 mg/mL. El
andlisis fitoquimico revel6 la presencia de metabolitos secundarios como
alcaloides, saponinas y taninos. El resultado de la evaluacion de la actividad
antibacteriana revel6 que tanto S. aureus y Klebsiella spp. se inhibieron a 50,
100 y 200 mg/mL, mientras que P. aeruginosa y P. mirabilis fueron inhibidos
a 100 mg/mL y 200 mg/mL, por otra parte E. coli se inhibié solo a 200 mg/mL

de concentracion del extracto.
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Antecedentes Historicos

Desde tiempos muy remotos las plantas han sido utilizadas para curar
enfermedades gracias a sus principios activos, los cuales se encuentran en
estructuras como hojas, raices, flores, frutos, tallos y cortezas. Los principios
activos son nutrientes esenciales que los animales y los seres humanos
incorporan a su metabolismo al consumir vegetales, semillas o frutos en su
dieta, y los beneficios aportados por ellos a la salud, son mdltiples. Todos
estos principios activos son aislados y patentados por industrias como la
farmacéutica para la elaboracién de medicamentos, pero esta utilizacién con
fines meédicos no es una accién nueva, desde hace miles de afios el ser
humano ha extraido sustancias de las plantas con la finalidad de curar
diversas patologias (Garcia, 2019).

El uso de las plantas medicinales se remonta a la antigiiedad. Los
pueblos primitivos empleaban diferentes sustancias que obtenian de las
plantas para curar las enfermedades; en Egipto usaban las plantas
medicinales de una manera controlada, existe un documento llamado el
Papiro de Ebers, del afio 1700 a.C., donde se registraron mas de setecientas
férmulas en las que aparecen muchas plantas medicinales. Por otra parte, en
China, la aplicacion de plantas en medicina era practicada ya en el afio 5000
a.C. Existe un compendio, en un libro llamado Pen Tsao, donde se reune el
estudio de méas de trescientas plantas; contiene mas de ocho mil férmulas
preparadas con base en sustancias obtenidas de vegetales y animales. En la
India, la utilizacién de las plantas medicinales, se menciona en textos como
el Rig- Veda, uno de los libros sagrados del brahmanismo, en este y otros
textos hindues se incluyen formulas farmacéuticas con diferentes plantas
como unguentos, infusiones, y cataplasmas (Garcia, 2019). EI Heliotropium
indicum L., conocido como “heliotropo indio” es comunmente utilizado en la
India, presentando una larga historia en la medicina tradicional en muchos

paises del mundo, el jugo extraido de las hojas machacadas se utilizaba para

13



curar heridas y Ulceras de la piel, mientras que las infusiones de la planta se
empleaban para tratar procesos inflamatorios tanto en animales como en
humanos. Ademas, se informa que en la composicion fitoquimica de dicha
especie, se ha evidenciado la presencia de metabolitos primarios y
metabolitos secundarios, éstos Ultimos presentan bioactividad antimicrobiana
(Abdullah y Dash, 2013).
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Bases tedricas

Productos Naturales

Un producto natural, es un compuesto quimico o sustancia producida por
un organismo vivo encontrado en la naturaleza, que tiene generalmente una
actividad farmacolégica o biolégica para su uso en el descubrimiento de
farmacos, debido a su gran disponibilidad en la naturaleza. Los productos
naturales pueden ser extraidos de los tejidos de las plantas terrestres,
organismos marinos o caldos de fermentacion de microorganismos. Los
constituyentes que son identificados y aislados de plantas han sido utilizados
para la sintesis de una gran variedad de drogas, durante las ultimas
décadas. En los afios recientes, debido al creciente interés en el uso de
productos farmacéuticos, las sustancias naturales son la principal fuente de
medicinas alternativas, que se utilizan en el tratamiento de muchas
enfermedades (Nawaz y Sarwer, 2016).

Los productos naturales se clasifican de acuerdo a su estructura quimica,
en compuestos aliciclicos o cicloalifaticos como terpenoides, esteroides y
algunos alcaloides; compuestos aromaticos o benzoicos como fenoles y
qguinonas; compuestos heterociclicos, como alcaloides y flavonoides. Estos
productos son biosintetizados en los organismos mediante reacciones
enzimaticas, en las cuales la fuente de carbono més frecuentemente utilizada
es la glucosa, la misma es fotosintetizada en las plantas verdes. Durante la
evolucion de la investigacion fitoquimica, se han elaborado diversas teorias
de las rutas biosintéticas de los productos naturales, y en la actualidad se
conocen tres grandes vias o rutas fundamentales:

» Ruta del 4cido mevaldnico: el acido mevaldnico o su forma ionizada,

el mevalonato, es un importante metabolito intermediario en la

biosintesis de colesterol, a partir de él se forman unidades de prenilo
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que tras uniones sucesivas conducen a la formacion de isoprenoides
tales como terpenoides, esteroides y carotenoides.

» Ruta del 4&cido shikimico: el acido shikimico es precursor de diversos
intermediarios metabodlicos aromaticos, como los taninos, los
fenilpropanoides, los lignanos, los aminoacidos aromaticos, asi como
sus derivados entre los cuales destacan los glucésidos cianogénicos
aromaticos, catecolaminas, melaninas, los flavonoides, y diversos
alcaloides. El intermediario principal es el acido shikimico.

» Ruta del acetato-malonato: es una ruta policétida en la cual a partir
de malonato y acetato se forman los policétidos y acidos grasos

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Clasificaciéon de los metabolitos secundarios

Alcaloides

El nombre alcaloide quiere decir sustancia analoga a los élcalis. Son
metabolitos secundarios de las plantas, sintetizados generalmente, a partir
de aminoé&cidos, por lo tanto, son nitrogenados (Klages, 1968). Los
alcaloides de pirrolizidina son un grupo de alcaloides que presentan una
estructura de pirrolizidinay se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal. Se consideran de gran interés farmacolégico, biolégico y
quimiotaxonémico. Estos metabolitos se han aislado de una amplia variedad
de plantas, especialmente de géneros pertenecientes a la familia
Boraginaceae (Sammy, 2005).

La estructura quimica de los alcaloides de pirrolizidina esta basada en un
anillo de pirrolizidina, que consiste en dos anillos fusionados con un atomo
de nitrégeno como puente (Figura 1). Existen dos grupos principales, los
alcaloides de pirrolizidina insaturados y saturados; dependiendo de la

existencia o no, de un doble enlace en las posiciones uno y dos del anillo.
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Hasta la fecha se conocen aproximadamente 600 alcaloides de pirrolizidina
diferentes, todos con un perfil coman de toxicidad (Sammy, 2005). Los
alcaloides de pirrolizidina inducen necrosis dependiente de la dosis o
inhibicion de la mitosis, pero independientes de la via de administracion
(Fayer, 2021). Debido a los efectos toxicos que presentan estos alcaloides,
no se recomienda el uso de especies vegetales que contengan dichos
metabolitos en la terapia interna, 1os usos externos para curar la cicatrizacion
de heridas y las infecciones de la piel son menos riesgosos (Sarkar y cols.,
2021).

Figura 1. Estructura quimica del alcaloide de pirrolizidina.

N

Tomado y modificado de Sammy, 2005.

Triterpenos y/o Esteroides

Con el nombre de terpenos o isoprenoides se conoce a un conjunto de
sustancias que conforman uno de los grupos de fitoquimicos més difundidos.
Estos compuestos tienen un origen biosintético comun y, aunque con
estructuras quimicas muy distintas, todos ellos proceden de la condensacion
del isopreno. El cual es un hidrocarburo con cinco &tomos de carbono (Figura
2), que se encuentra principalmente en los alimentos de color verde, en
productos derivados de la soja y en los cereales (Aleixandre, Lopez y Miguel,
2012).
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Figura 2. Estructura quimica del isopreno.

CHj

/ =

Tomado y modificado de Aleixandre, Lopez y Miguel, 2012
Fenoles

Son compuestos organicos que resultan de reemplazar un hidrégeno de
su anillo aromético por uno o mas hidroxilos, siendo este su grupo funcional
(Figura 3). Estos son unos de los principales metabolitos secundarios de las
plantas, y actian como fitoalexinas, las cuales son moléculas de bajo peso
molecular con propiedades antimicrobianas frente a un amplio espectro de
hongos y bacterias patdgenas. Los fenoles ademas tienen la propiedad de
pigmentar muchas partes de la planta mediante antocianos, los cuales son
pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas de las células
vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o azul a las hojas, flores y
frutos (Martinez, 1982).

Figura 3. Estructura quimica del fenol.
OH

Tomado y modificado de Martinez, 1982.
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Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios polifendlicos que
comUnmente presentan un grupo cetona y normalmente poseen pigmentos
de coloracion amarilla (Figura 4). Dentro de los flavonoides se pueden
distinguir cuatro grupos principales, los flavonoides, los isoflavonoides, los
neoflavonoides y los antocianos. Los flavonoides son sintetizados en el
citoplasma y luego migran hacia su destino final en las vacuolas celulares.
Ademas, cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas, algunas
funciones son comunes a todas las plantas y otras son especificas de
algunos taxones, como ejemplo de funciones universales, los flavonoides son
responsables de la resistencia de las plantas a la fotooxidacion de la luz
ultravioleta del sol y una funcién muy importante es la atraccion de los
animales polinizadores, a través del color o el olor que dan a la planta o a

sus flores (Barron y Garcia, 2011).

Figura 4. Estructura quimica de los flavonoides.

Tomado y modificado de Barrén y Garcia, 2011.
Saponinas

Las saponinas son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas
asi por sus propiedades semejantes a las del jabén. Cada molécula esta

constituida por un elemento soluble en lipidos (representado por el esteroide
o el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el glucésido) y forman una
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espuma cuando se les agita en agua (Figura 5). Existe una gran variedad de
plantas que contienen saponinas en distintas concentraciones, y por
hidrolisis de estas se obtienen carbohidratos y una aglicona, llamada

genéricamente sapogenina (Blanco y Mena, 2015).

Figura 5. Estructura quimica de las saponinas.
CHj

Tomado y modificado de Blanco y Mena, 2015.

Taninos

Los taninos son compuestos quimicos de caracter fendélico de alto peso
molecular, no cristalizables, que forman con el agua soluciones coloidales de
reaccion acida y de sabor astringente. Estan presentes en un gran numero
de plantas producto del metabolismo secundario, pueden ser hidrolizables y
condensados (Figura 6). Ademas, su caracter hidrosoluble permite que sea
de facil extraccion y de gran utilidad en la industria quimica y farmacéutica
(Lopez y Medrano, 2012).
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Figura 6. Estructura quimica de la procianidina (tanino condensado).

OH

OH

OH

Tomado y modificado de Lopez y Medrano, 2012.

Quinonas

Son compuestos ciclicos formados por uno o mas anillos hexagonales,
que contiene dos funciones oxo, de tal manera, que los dos grupos
carbonilos estan unidos al menos por 2 dobles enlaces (C=C) para formar un
sistema de dobles enlaces conjugados (Figura 7). Las quinonas son un grupo
de sustancias organicas semivolatiles, de naturaleza ubicua, pertenecen al
grupo de las dicetonas ciclicas conjugadas; que por reduccion se convierten
en polifenoles, los que facilmente la regeneran por oxidacion. Por sus colores
amarillo- violeta contribuyen a la pigmentacion de numerosos vegetales y de
algunos animales. Algunas como la vitamina K, la ubiquinona (coenzima Q) y
las plastoquinonas intervienen en los fendmenos respiratorios, transportando
electrones, por lo que se encuentran en todos los seres vivos. Por el sistema
aromatico que dan al reducirse, se les puede dividir en: benzoquinonas,
naftaguinonas, antraquinonas y fenantraquinonas. Segun su biosintesis se

les considera como acetogeninas, en particular las antraquinonas vy
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naftaquinonas, mientras que las benzoquinonas pueden provenir de 2 rutas,

del acido shikimico y del acido meval6nico (Dominguez,1979).

Figura 7. Estructura quimica de las quinonas
0

Tomado y modificado de Dominguez,1979.

Cumarinas

Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales,
se les considera derivados de la lactona del acido o-hidroxicinAmico. Son
compuestos quimicos que poseen el esqueleto de un anillo bencénico unido
a un solo carbono, derivan de un fenilpropanoide al que se le delecionaron
dos carbonos de la cadena propanica (Figura 8). Son biosintetizadas por las
plantas por la via del acido shikimico, a partir de la fenilalanina. En plantas,
se encuentran en los tegumentos de las semillas, frutos, flores, raices, hojas,
y tallos, aunque la mayor concentracion se encuentra en general en frutos y
flores. Son compuestos importantes no soélo en las respuestas defensivas de
la planta, sino, a los que se les atribuye una importante actividad
farmacoldgica que hace posible en humanos, coadyuvar en el tratamiento de
multiples enfermedades y padecimientos (Reija, 2007). Se ha descrito que
pueden ser anticoagulantes como el dicoumarol y la coumarina,
espasmoliticas e hipercolesterémicas, o inhibidoras del crecimiento vegetal.

Los glicésidos cumarinicos se pueden hidrolizar por tratamientos con acidos

22



0 enzimas, y recuperarse después la aglicona, e identificar los azUcares por
cromatografia en papel, y formacion de derivados. Ademas, debera
intentarse aislar e identificar el glucésido aprovechando su polaridad y la

fluorescencia de las cumarinas vistas con luz ultravioleta (Dominguez,1979).

Figura 8. Estructura quimica de las cumarinas

X

Tomado y modificado de Dominguez,1979.

Familia Boraginaceae

La Familia Boraginaceae comprende cerca de 100 géneros y mas de
2000 especies dividida en cinco subfamilias Boraginoideae, Cordioideae,
Ehretioideae, Heliotropioideae y Wellstedioideae; distribuidas por las
regiones tropicales, subtropicales y templadas de ambos hemisferios, las
cuales se cultivan como ornamentales, forestales y medicinales. Dicha familia
generalmente esta formada por plantas herbaceas o pequefios arbustos, su
clasificacion taxondmica se muestra en la tabla 1. Las hojas son alternas, sin
estipulas, simples y a menudo presentan vellosidades, aunque no todos los
miembros de la familia, tiene hojas vellosas; el caracter tosco de las
vellosidades se debe al 6xido de silicio y al carbonato de calcio. Las flores
aparecen reunidas por lo general en cimas escorpioides (Miranda y Pereira,
2008).
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Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de la familia Boraginaceae

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Boraginaceae

Tomado y modificado de Miranda y Pereira, 2008.

Esta familia comprende un grupo de plantas que son importantes para la
farmacologia y la cosmetologia. El efecto terapéutico de dicha familia esta
relacionado con la presencia de muchos compuestos biolégicamente activos,
incluidos naftaquinonas, flavonoides, terpenoides y fenoles. Los metabolitos
aislados de estas plantas exhiben efectos antimicrobianos, antitumorales,
antivirales, antiinflamatorio y anticonceptivo. Sin embargo, estas plantas

también son ricas en alcaloides de pirrolizidina (Dresler y Wojcik, 2017).

Género Heliotropium

El Heliotropium es un género ampliamente extendido de plantas que se
caracterizan por ser hierbas anuales, y que ademas son hermafroditas.
Presentan hojas pecioladas, inflorescencias en cimas helicoidales o flores
solitarias a lo largo de los tallos frondosos. Se encuentran distribuidas en
regiones templadas y tropicales de ambos hemisferios y son utilizadas para
el tratamiento de enfermedades. Se denomina ‘heliotropo indio' y es
altamente endémico en India y Bangladesh, también se encuentra en
diferentes partes del mundo, especialmente en muchos paises africanos
(Sarkar y cols., 2021). En la historia de la medicina popular, las plantas del

género Heliotropium se utilizan en tratamientos de inflamaciones, gota,
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reumatismo, enfermedades de la piel, trastornos menstruales y picaduras
venenosas (Nawaz y Sarwer, 2016).

Algunos informes fitoquimicos sobre éste género revelaron la presencia
de diversos metabolitos tanto primarios, como secundarios, entre los que se
incluyen carbohidratos, proteinas, aminoacidos, glucosidos, alcaloides,
aceites volétiles, taninos, mucilagos, flavonoides, esteroles y saponinas
respectivamente (Kumar, Meher y Shankar, 2019). Se ha descrito que
diferentes especies del género Heliotropium son examinadas por presentar
valiosas propiedades farmacoldgicas; la especie Heliotropium angiospermum
Murray, posee varios alcaloides, entre los cuales se destacan los de
pirrolizidina (Espinosa, y Villasefior, 1998); por otro lado el Heliotropium
curassavicum contiene saponinas y alcaloides cuaternarios, que deben ser
estudiados a futuro para establecer si se trata realmente de alcaloides, o de
diferentes compuestos (Gonzalez y Robledo, 2016). La especie de
Heliotropium arborescens Linneo, posee compuestos fendlicos y flavonoides
(Alvarado, 2017); todos estos metabolitos secundarios poseen actividades
biologicas significativas como antimicrobianos, antitumorales, antivirales,

antiinflamatorio, y en la cicatrizacion de heridas (Nazaw y Sarwer, 2016).

Heliotropium indicum L.

Se trata de una hierba erecta con tallos pubescentes, flores pequefas,
blancas o color lila azulado, poseen cinco pétalos, arregladas a lo largo de
una punta retorcida. Es una planta proveniente del continente euroasiatico,
conocida como “heliotropo indio”; el nombre “heliotropo” deriva del griego
“helios” que significa sol, y “tropein” que significa "girar" por el hecho de que
las flores de estas plantas giran hacia el sol (Abdullah y Dash, 2013). Tiene
la apariencia de la cola de un alacran, por este motivo es llamado

comunmente rabo de alacran (Bharathajothi, Bhaaskarant y Menaca, 2015).
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Segun lo descrito por Fuentes (2006), esta planta pertenece a la familia
Boraginaceae, al género Heliotropium y a la especie indicum, tal como se
describe en la tabla 2. Esta es una hierba que posee tallos cilindricos de 1-5
mm de grosor, densamente pubescentes hacia el apice, flores sésiles
hermafroditas y tetraciclicas (Figura 9). Los componentes quimicos de H.
indicum L incluyen flavonoides, terpenoides, esteroides, saponinas, taninos y
alcaloides de pirrolizidina. Ademas, presenta actividades farmacoldgicas
como la actividad antibacteriana, antihelmintica, antiinflamatoria, vy

toxicologicas (Ceballos, Gomez y Sanchez, 2017).

Figura 9. Heliotropium indicum L.

Tomado y modificado de Bharathajothi, Bhaaskarant, y Menaca, 2015.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica del Heliotropium indicum L.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Boraginaceae
Género Heliotropium
Especie H. indicum

Tomado y modificado de Abdullah y Dash, 2013.
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Se ha descrito que, dentro de su composicion quimica, ésta contiene una
gran variedad de metabolitos secundarios, reportandose diversos alcaloides
de pirrolizidina en toda la planta, entre los cuales se incluyen heliotrina (1),
heliotridina-N-6xido (2), indicina (3), indicinina, indicina-N-oxido (4),
retronecina (5), supinidina (6) y lindelofidina. Ademas, las partes aéreas
contienen equinina, heleurina (7), supinina (8) lasiocarpina (9), y N-6xido de
lasiocarpina. Dentro de las semillas se han identificado otros alcaloides como
la cinoglosina, europina-N-oxido, heleurina-N-6xido, heleotrina-N-6xido y
heliotrina. Alcaloides como putrescina, espermidina, homoespermidina y
espermina se han identificado en las hojas. La helindicina (10) es un nuevo
alcaloide de pirrolizidina que se ha aislado de las raices de H. indicum L.
(Figura 10) (Abdullah y Dash, 2013).

Figura 10. Estructura quimica de los principales alcaloides pirrolizidinicos

presentes en el Heliotropium indicum L.
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Tomado y modificado de Abdullah y Dash, 2013.
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Figura 10. Estructura quimica de los principales alcaloides pirrolizidinicos

presentes en el Heliotropium indicum L. (Continuacion).
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Tomado y modificado de Abdullah y Dash, 2013.

Ademas de alcaloides, se han identificado varios triterpenos y esteroides
dentro de los que se incluyen amirina (11), lupeol, calinasterol, sitosterol (12),

estigmasterol (13) y campesterol, los cuales han sido reportados en toda
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planta (Figura 11). Todos estos compuestos le confieren actividad biol6gica
al Heliotropium indicum L., como antimicrobiano y antiviral (Abdullah y Dash,
2013).

Figura 11. Estructura quimica de los principales triterpenos y esteroides
presentes en el Heliotropium indicum L.
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Tomado y modificado de Nawaz y Sarwer, 2016.
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Extractos Vegetales

Se define como extracto vegetal el producto liquido obtenido a partir de
plantas o parte de ellas, con varios procedimientos y con varios solventes.
Gracias a este proceso los principios activos, los cuales representan la parte
activa de la planta, pasan al disolvente. De esta forma, pueden ser utilizados
con mucha mas facilidad y precision en la industria farmacéutica (Sharapin,
2000).

Métodos de obtencion de extractos vegetales

Maceracion

Es un proceso de extraccién solido- liquido, donde la materia prima posee
una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que
se pretenden extraer (Albornoz, 1980). Consiste en remojar la materia prima
fragmentada con el solvente para que este penetre la estructura celular y
disuelva las sustancias. El material se agita esporadicamente por un periodo
minimo de dos dias. Luego se decanta el liquido, filtrando y exprimiendo el
residuo (Burdock, 1975).

Lixiviacion

Es un proceso que consiste en disolver selectivamente, en un solvente
apropiado, los componentes mayoritarios o0 los elementos traza de una
muestra o un metal liquido. Se trata de un proceso inverso a la precipitacion.
Otro nombre que recibe esta técnica es disolucion selectiva (Gomez y
Valcércel, 2004).
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Extraccion con solventes organicos

Es un procedimiento que consiste en agitar una solucion acuosa con el
disolvente organico elegido. El cual, por ser inmiscible con el agua, formara
dos capas facilmente separables. De esta manera, la sustancia organica
(soluto), presente en la solucién acuosa se distribuird entre el agua (fase
acuosa) y el disolvente organico (fase organica). Las sales inorganicas
practicamente insolubles en el disolvente organico, permaneceran en la fase

acuosa (Vogel, 1974).

Extraccién continta

Es la técnica usada en la separacion de sustancias organicas a partir de
un material sélido. Es ampliamente utilizada en el aislamiento de productos
naturales, presentes en tejidos de plantas o animales. Para dicha técnica se
emplea el uso de un aparato conocido como extractor de soxhlet (Figura 12).
El cual est4 disefiado de tal forma que permite que un mismo volumen del
disolvente empleado, actle repetidas veces sobre el material y extraiga la
sustancia deseada (Brewsrer, Calvin y Vanderwerf, 1970).

Figura 12. Extractor de Soxhlet.

Tomado y modificado de Brewsrer, Calvin y Vanderwerf, 1970.
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Calentamiento a reflujo

El reflujo es una técnica experimental de laboratorio para el calentamiento
de reacciones. Las cuales transcurren a temperatura superior a la del
ambiente, causando que el disolvente se evapore y se condense en el
refrigerante de reflujo, volviendo de nuevo al matraz. Es ampliamente
utilizada en aquellos procedimientos que requieren mantener un volumen
de reaccion constante. Ademas, presenta como ventaja la obtencion de dos
extractos que se pueden obtener simultineamente y en un periodo corto de
tiempo (Durst, y Gokel, 1985).

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, permite determinar cualitativamente los principales
grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés. Este consiste en la extraccion de la planta con
solventes apropiados y la aplicacion de reaccién de color y precipitacion.
Debe permitir la evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y
de bajo costo. Los resultados del mismo, constituyen Unicamente una
orientacién, y deben interpretarse en conjunto con los resultados del
screening farmacologico (Sharapin, 2000). Algunos de los ensayos

existentes, para los diferentes grupos de metabolitos secundarios son:
Alcaloides
La extraccion de estos compuestos depende tanto de la naturaleza del

material a procesar como de las estructuras quimicas. Asi como, de las

propiedades fisicas de los alcaloides presentes que se desean separar del
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material biologico. Por estar casi siempre en forma de sal, son solubles en
agua, ademas pueden utilizarse solventes organicos, si son transformados a
sus bases libres por alcalinizacion. Las bases cuaternarias son casi siempre
solubles en agua, por lo que debe recurrirse a su precipitacion por formacion
de complejos. Esto se realiza empleando el uso de soluciéon de yodo- yoduro
de potasio (reactivo de Wagner), bicloruro de mercurio, tetrayoduro de
potasio (reactivo de Mayer), nitrato de bismuto pentahidratado (reactivo de
Dragendorff), solucién de &acido picrico (reactivo de Hager), entre otros
(Marcano y Hasegawa, 2002).

En ésta investigacion se llevo a cabo tres reacciones para la identificacion
de alcaloides. Una de ellas, es la de Dragendorff, la cual se fundamenta en la
deteccién de alcaloides empleando el uso de agentes reveladores, que se
basan en la capacidad que tiene los alcaloides en estado de sal, obtenidos a
partir de extractos &cidos, de combinarse con el yodo y metales pesados
como bismuto, mercurio, tungsteno, formando precipitados con coloraciones
especificas. La presencia de alcaloides por este método se evidencia por la
formacién de un precipitado naranja rojizo cuando los alcaloides estan en
presencia del reactivo en una solucion &cida (Figura 13). Es importante
destacar que cuando se acopla a un método espectrofotométrico se puede
desarrollar un método cuantitativo, rapido y facil para la estimacién total de

alcaloides por precipitacion de Dragendorff (Arango, 2008).
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Figura 13. Fundamento quimico de la Reaccién de Dragendorff
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Tomado y modificado de Aponte, Castro y Parra, 2016.

Otra prueba empleada en la identificacion de alcaloides es la de Wagner,
en la que se utiliza una solucion acuosa de yodo con yoduro de potasio que
reacciona con los alcaloides presentes en el extracto vegetal, provocando la
formacion de un precipitado de color marrén. Ademas de esta Ultima, existe
otra prueba para la caracterizacion no especifica de alcaloides, en la que se
emplea el uso del reactivo de Mayer, éste reacciona con los alcaloides,
originando un precipitado blanco o amarillo claro, que puede ser amorfo o

cristalino (Remington, 2003).

Triterpenos y/o Esteroides

Para su analisis preliminar en plantas la prueba mas comunmente usada
es la de Liebermann-Burchard que se basa en la reaccion de los triterpenos y
esteroides con el anhidrido acético y acido sulfurico concentrado,
produciéndose una pérdida de agua y una protonizacion del colesterol

(Figura 14). Seguido a esto se constituyen en medio anhidro polimeros de
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hidrocarburos no saturados de intenso color verde azulado, indicando la

positividad de la reaccion (Carvajal y Uribe, 2009).

Figura 14. Fundamento Quimico de la Reaccion Liebermann- Burchard
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Tomado y modificado de Carvajal y Uribe, 2009.

Fenoles

Para la identificacion de los mismos, se utilizé el ensayo con cloruro
férrico (FeCls), que consiste en una reaccién de sustitucion en la cual el
hierro del cloruro férrico sustituye al proton del grupo hidroxilo (-OH) dando
como resultado la formacién de fenéxido férrico. Esta respuesta se debe al
ataque producido por el ion CI- al hidrogeno del grupo -OH, provocando una
ruptura del enlace y la unién del grupo fenéxido al Fe3* (Figura 15). Dicha
reaccion se caracteriza por generar soluciones vivamente coloreadas (azul,
verde y violeta). Si el color es amarillo débil, el mismo que el FeCls, la

reaccion se considera negativa (Martinez, 1982).
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Figura 15. Fundamento Quimico de la Reaccion con cloruro férrico (FeCls)
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Tomado y modificado de Aponte, Castro y Parra, 2016.

Flavonoides

Para su deteccion se emplea principalmente la prueba de Shinoda, la cual
consiste en una reaccion de oxidacion del magnesio metalico por la accién
del &cido clorhidrico concentrado, dando como productos al dihidrogeno, que
es eliminado en forma de gas y el cloruro de magnesio, que es el que forma
complejos con los flavonoides dando coloraciones caracteristicas. El
magnesio divalente intensifica la coloracion por estar doblemente coordinado
(Figura 16). (Vidaurre, 2011).

Figura 16. Fundamento Quimico de la Reaccion de Shinoda
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Tomado y modificado de Aponte, Castro y Parra, 2016.
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Saponinas

Las dos pruebas mas empleadas en la deteccion de saponinas son la de
hemolisis y la de formacion de espuma, puesto que al ser tensoactivas las
saponinas inestabilizan la membrana celular de los eritrocitos, induciendo su
ruptura. Por otra parte, la prueba de formacion de espuma consiste en agitar
vigorosamente la solucion acuosa obtenida del extracto etandlico total, en un
tubo de ensayo y observar la espuma formada. Esta debe ser estable por lo
menos 30 minutos para poder establecer la presencia de saponinas (Carvajal
y Uribe, 2009).

Taninos

Se distinguen dos grupos bésicos de taninos que difieren por su estructura
y origen biogenético: taninos hidrolizados y condensados o catéquicos. Los
taninos hidrosolubles por tratamientos con acidos se separan en azucares y
acidos fendlicos, mientras que los condensados no se degradan. Los
primeros, son compuestos reductores que forman sales complejas
coloreadas con todos los metales (FeCls) y precipitan con acetato de plomo y
alcaloides. También poseen la propiedad de coagular la gelatina o curtir la
piel, razén por la cual otra prueba para su identificacion es el ensayo de
gelatina al 1 % cuya positividad se evidencia por la aparicion de un
precipitado blanco, ya que los taninos tienen la propiedad de reaccionar con

las proteinas formando compuestos insolubles (Figura 17) (Delporte, 2010).
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Figura 17. Fundamento Quimico de la Reaccion de Taninos con gelatina
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Tomado y modificado de Aponte, Castro y Parra, 2016.

Cumarinas

Son compuestos derivados de las lactonas, estos exhiben una fuerte
fluorescencia azul o verde al ser irradiados con luz ultravioleta, propiedad
gue se aprovecha para su deteccion. Adicionalmente, puesto que todas las
cumarinas poseen en su estructura una y-lactona, pueden identificarse
mediante las reacciones propias para lactonas. Las cumarinas se
caracterizan por su intensa absorcion de la region UV del espectro a 365 nm,
las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta presenta una coloracién
cuya fluorescencia es variable, de azul a amarillo y a purpura, exaltada en
presencia de hidréxido de amonio (Figura 18) (Tamayo, Verdecia y Mojera,
2011).
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Figura 18. Fundamento quimico de la reaccion de las cumarinas
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Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.
Quinonas

La naftoquinonas y antraquinonas libres, al ser tratadas con la solucion de
hidréxido amédnico forman complejos de color rojo cereza. Al extracto se le
adiciona peréxido de hidrogeno y acido sulfrico y se procede a calentar,
bajo estas condiciones, se hidrolizan los enlaces glicosidicos y se oxidan las
antronas y los antranoles hasta antraquinonas, las cuales al ser extraidas
con tolueno y agitadas en presencia de una solucién de hidréxido de sodio al
5 % que contiene hidroxido de amonio al 2 %, presentan coloraciones que
van del rosado al rojo intenso, dependiendo de la concentracién de estos
compuestos en la muestra Esta reaccién es utilizada para la deteccion
directa de quinonas en los extractos vegetales (Figura 19) (Tamayo, Verdecia
y Mojera, 2011).

Figura 19. Fundamento quimico de la reaccidon de quinonas
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Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.
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Actividad antibacteriana

Es la capacidad de una sustancia de matar, destruir, inactivar o impedir la
proliferacion o accion patdgena de un determinado microorganismo. Dicha
sustancia puede ser de origen natural o sintetizada quimicamente en el
laboratorio, en ambos casos es conocidas con el nombre de antibidtico.
Estos Ultimos a su vez se clasifican en bactericidas que lisan o destruyen el
microorganismo, Yy en bacteriostaticos que inhiben la multiplicacién
bacteriana y ademas poseen un efecto reversible, es decir, que al retirar el
antibiético el microorganismo se sigue multiplicando. La actividad
antibacteriana es determinada mediante pruebas de susceptibilidad, en las
cuales se evalla la respuesta de una bacteria frente a concentraciones

preestablecidas de antibioticos (Koneman, 2008).

Bacterias

Son microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos
unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi,
ni reticulo endoplasmico, que se reproducen por divisidbn asexual. La pared
celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas basicas;
una pared grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared
gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi como una
membrana externa. El organismo humano estd habitado por miles de
especies bacterianas distintas, mientras algunas mantienen una relacién
transitoria, otras habitan en el ser humano de manera permanente
(Koneman, 2008). En microbiologia, las bacterias se pueden clasificar en dos
grandes grupos segun la estructura de la pared celular: las bacterias

grampositivas y las bacterias gramnegativas (Spicer, 2009).
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Bacterias gramnegativas

En microbiologia, se denominan bacterias gramnegativas aquellas que no
se tifien de violeta, sino que lo hacen de un color rosado tenue, por la tincion
de Gram. La caracteristica clave que diferencia una bacteria gramnegativa
de una bacteria grampositiva, es la composicion y estructura de la pared
celular. En las bacterias gramnegativas esta formada por dos membranas
lipidicas, una interna (citoplasmatica) y otra externa, con un espacio entre
ellas denominado espacio periplasmético. En dicho espacio, se dispone una
capa de una sustancia llamada peptidoglicano, la cual es mas delgada en
bacterias gramnegativas que en grampositivas (Spicer, 2009). Las cepas
gramnegativas que se utilizaran para llevar a cabo este estudio seran:

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae

Es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano
Klebsiella, que ademéas desempefia un papel importante como causa de las
enfermedades infecciosas oportunistas. Es un bacilo que fermenta la lactosa,
la mayoria produce colonias sumamente mucoides en placas, debido a la
produccion de polisacaridos abundantes. Todas son inméviles e indol
negativas y son caracteristicamente resistentes a mdltiples antibioticos.
Ademas de la resistencia natural de este microorganismo a la ampicilina y a

la carbenicilina (Garcia, 2005).
Pseudomonas aeruginosa
Es un bacilo gramnegativo, oxidasa positiva y puede crecer a

temperaturas superiores a 42°C. Las cepas de esta especie presentan un

caracteristico color verde brillante, debido a la producciéon de pigmentos
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piocianina, de color azul, y pioverdina, de color amarillo fluorescente, los
cuales juntos le dan dicha coloracién. Es un habitante comun de agua,
suelos y plantas. En los hospitales pueden ser encontrada en respiradores,
humidificadores, verteros, duchas, piscinas de hidroterapia y ocasionalmente
en las manos de los trabajadores de la salud. Es un patégeno oportunista,
responsable de una alta gama de infecciones, principalmente nosocomiales
(Lujan, 2014).

Escherichia coli

Es el microorganismo de vida libre que mejor se ha estudiado. Son bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativos, fermentadores y oxidasa negativa.
Pueden ser moviles la mayoria o inmoviles, son parte de la familia
Enterobacteriaceae. La mayor parte de ellas fermentan la lactosa y son

capaces de producir indol a partir de triptéfano (Garcia, 2005).

Bacterias grampositivas

Son aquellas que poseen una pared celular interna y una pared de
peptidoglucano, ésta dltima forma el exoesqueleto que da consistencia y
forma esencial para la replicacion y supervivencia a la bacteria. No poseen
membrana externa, presentan aproximadamente 25 laminas de glicano de 20
a 80 nm de grosor, estd compuesta por otras sustancias como acidos
teicdicos y lipoteicoicos. Se tifien de color morado, ya que retienen el
colorante. Estas bacterias son mas sensibles a los antibiéticos que las
gramnegativas (Murray, 2009). Las cepas que se utilizaran para llevar a cabo
este estudio seran especies de Staphylococcus aureus y Enterococcus

faecalis.
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Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos, con un diametro de 0,5 a 1,5 um; estan
agrupados formando racimos de uvas. Estas son bacterias inmoviles, no
esporuladas,y no poseen céapsula, ademéas son anaerobias facultativas. La
especie Staphylococcus aureus produce catalasa (enzima capaz de
desdoblar el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre), caracteristica
que se utiliza para diferenciar éste género de los Streptococcus y
Enterococcus los cuales son catalasa negativa (Cervantes, Garcia y Paz,
2014).

Enterococcus faecalis

Son células bacterianas esféricas y ovoides, de tamafio 0,6 a 2,5 pm. son
cocos grampositivos no formadores de endosporas. Se presentan en forma
de pares o de cadenas cortas. Son no moétiles y anaerobios facultativos,
quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo. Son mas abundantes en el
tracto gastrointestinal de los humanos, lo cual podria explicar su prevalencia
en los aislamientos clinicos, ademéas de su virulencia incrementada (Diaz,
Rodriguez y Zhurbenko, 2010).

Actividad antibacteriana de los fitoquimicos

Son mecanismos en los cuales los fitoquimicos alteran la biologia de los
microorganismos (Medina, 2000). Esto puede ocurrir mediante la formacién
de complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas de las
bacterias, inactivando la proteina y anulando su funcion la mayoria de las
veces. Se ha evidenciado que este mecanismo es ejercido por las quinonas.

Asi mismo, se ha registrado que los alcaloides presentan un mecanismo de
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accion basado en la intercalacion entre la pared celular y el ADN del
microorganismo (Domingo y Lépez, 2003).

Ademas, existen otros fitoquimicos tales como el fenol, el cual es un
metabolito secundario que ha demostrado tener actividad antibacteriana.
Este emplea como mecanismo la desorganizaciéon de las paredes y
membranas celulares que contienen lipidos. Lo que conlleva a la pérdida del
contenido celular y ademas éste también participa en la inactivacion de los
sistemas enzimaticos de las bacterias (Bharathajothi, Bhaaskarant y Menaca,
2015).

Mecanismos de accién de los antibidticos

Los agentes antimicrobianos actlan por una serie de mecanismos, muy
diferentes entre ellos y cuyos blancos se encuentran en distintas regiones de
la célula atacada. Las diversas regiones de ataque antibacteriano mas
importantes son:

» Pared bacteriana: Los antibiticos que atacan la pared bacteriana
ejercen su efecto a través del blogueo de su sintesis. Actdan
interfiiendo en la sintesis de peptidoglicanos, los cuales son
elementos esenciales en la constitucion de la pared, al presentarse
alteraciones en dicha pared se conduce a la lisis bacteriana. Cabe
destacar, que estos antimicrobianos solo ejercen su efecto frente a
microorganismos que estan en crecimiento activo.

» Membrana bacteriana: algunos antibiéticos actian alterando la
permeabilidad de la membrana externa de la pared celular, al unirse a
los lipopolisacéaridos y fosfolipidos de ésta, lo cual conlleva a la
pérdida de componentes esenciales y a la muerte de la bacteria. Cabe
destacar, que este mecanismo de accion solo se da en bacterias
gramnegativas ya que estas son las Unicas que poseen membrana

externa.
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» Sintesis de proteinas: algunos antibitticos tienen la capacidad de
interferir en la sintesis de proteinas, actuando en diversos niveles del
ribosoma. Dada la complejidad de este proceso, hay diversos blancos
qgue son afectados por los diferentes agentes antibacterianos, estos
pueden actuar a nivel de la porcion 30S del ribosoma, induciendo
errores en la lectura de la informacion aportada por el ARN mensajero.
De esta manera, la proteina que se sintetice contendra errores y no
sera atil. También son capaces de inducir alteraciones en la porcion
50S del ribosoma, inhibiendo la transpeptidasa, lo que impide que se
formen los péptidos. Todos estos mecanismos, de una u otra manera,
detienen o desvian la sintesis de proteinas.

» Sintesis de acidos nucleicos: los agentes que actuan a nivel de los
acidos nucleicos son varios y sus sitios de accion diversos. Estos
pueden actuar impidiendo la sintesis de purinas, asi como a nivel de
las cadenas de ADN, impidiendo el superenrrollamiento, por inhibicion
de la enzima topoisomerasa. Algunos de ellos, ademas dan lugar a la
disrupcion de las cadenas de ADN, impidiendo su reparacion
(Koneman, 2008).

Mecanismos de resistencia a los antibiéticos en bacterias

Son estrategias que generan las bacterias para disminuir o inactivar la
accion de los agentes antimicrobianos, ante el ataque de estos y asi poder
persistir dentro del hospedero. Estos mecanismos pueden ser intrinsecos, es
decir, que los posee la bacteria en su interior de manera natural o extrinseco,
si la bacteria los adquiere del medio por mutacion cromosomica o
recombinacion genética. Los cambios genéticos son relativamente faciles en
bacterias, dada la simplicidad de su ADN Yy la facilidad con la que pueden
adquirir ADN de otras bacterias. Estos cambios genéticos producen cambios

biologicos en la bacteria y son esos cambios los responsables de la

45



resistencia. Las bacterias susceptibles a un antibiotico pueden adquirir
resistencia, ya sea por mutacion de sus genes o aceptando genes de
resistencia de otra bacteria (Mendoza, 2008).

Dentro de los mecanismos de resistencia que los microorganismos han
desarrollado, se encuentra la produccion enzimas que evitan el efecto del
antibiotico. Estas pueden ser enzimas con actividad hidrolitica o
modificadora. Ademas, pueden presentar bombas de expulsion o eflujo que
son proteinas de membrana que toman el antibacteriano y lo expulsan fuera
de la bacteria para impedir que llegue al sitio de accion.

Asi mismo, pueden realizar cambios de permeabilidad de membrana para
evitar que el antibidtico entre en la bacteria. Algunos microorganismos
pueden alterar el sitio de accidén del antimicrobiano, para que este no lo
reconozca y no se una a él, evitando asi que ejerza su efecto. Es importante
destacar, que algunas bacterias pueden presentar mas de un mecanismo de

resistencia (Tortora, 2007).

Métodos para la determinacion de la actividad antibacteriana

Son un conjunto de procedimientos que permiten evaluar la actividad
antibacteriana de una determinada sustancia. La seleccion del método mas
apropiado depende de la composicion quimica de la sustancia a evaluar y del
microorganismo objetivo. Entre los métodos mas empleados para la
evaluacion antibacteriana de los componentes quimicos presentes en las

plantas se incluyen los de difusion y los de dilucién (Garcia, 1994).
Método de difusion de disco en agar (Kirby-Bauer)
En este método se emplean discos de papel absorbente, impregnados

con una concentracion conocida del antimicrobiano. Estos discos se colocan

en la superficie de una placa de agar de Mieller Hinton de 4 mm de espesor,
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en la que se acaba de inocular una suspensién de la cepa por probar, con
una turbidez equivalente al tubo 0,5 del nefelémetro de McFarland. Cuando
el disco se humedece, el antimicrobiano difunde radialmente hacia afuera y
crea un gradiente de concentracion por disco. Asi, el antimicrobiano esta en
alta concentracion cerca del disco y va disminuyendo a medida que se aleja
del mismo.

El diametro del anillo de inhibicion dependera de la sensibilidad o
resistencia del microorganismo por probar, asi como también de la
solubilidad de la droga y de la taza de difusién a través del agar. Por eso, es
importante controlar muy bien el medio de cultivo, su espesor, el tiempo de
incubacion y la concentracion de las bacterias inoculadas, entre otros
factores. Si se presentan zonas de inhibicibn de crecimiento bacteriano
alrededor de los discos, la medicion de esos diametros de inhibicién y su
comparacion con los valores de los cuadros de referencia, permite establecer
si la cepa es resistente, intermedia o susceptible a esa droga (Gamboa y
Rodriguez, 2005).

Método de difusién en pozo modificado (Kirby Bauer)

Para este método se emplea el uso del agar Mueller Hinton, el mismo se
inocula masivamente en la superficie con la suspension bacteriana y los
controles (turbidez equivalente al patron 0,5 McFarland), y se espera 15
minutos para permitir la absorcién de éste en la superficie del medio. Con un
sacabocados estéril se perfora el medio de cultivo buscando obtener un pozo
de 6mm de diametro, con bordes uniformes y hasta el fondo de la placa de
petri. Se debe evaluar un extracto por placa, en cada pozo se agrega 20 pL
de la dilucién del extracto a probar, usando un pozo para el dimetilsulfoxido
(DMSO) como control negativo. Los medios se incuban a una temperatura
aproximada de 37°C durante 18-24 horas. Finalmente, se realiza la lectura

de la susceptibilidad antimicrobiana, por observacién y medicién del halo de
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inhibicién alrededor de cada pozo. Los ensayos se realizan por duplicado
para cada aislamiento bacteriano (Corrales y Melo, 2013).

Método de dilucién en agar

Las técnicas de dilucion en agar, se pueden utilizar para medir
cuantitativamente la actividad "in vitro" de un antimicrobiano frente a un
cultivo bacteriano. Estos métodos se basan en la preparacion de una serie
de placas con agar, a los cuales se les agrega el antibidtico en distintas
concentraciones. Luego se inoculan cada una de las placas con una
suspension estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se
examinan después de incubar “overnight” a 35 + 2°C y se determina la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del antimicrobiano frente al
microorganismo ensayado. El resultado final depende significativamente de
la metodologia empleada. Por ello, para obtener valores reproducibles intra e
inter laboratorios, cada detalle técnico debe ser cuidadosamente controlado
(Malbran, 2012).
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Definicion Operacional de Términos

Pubescencia

En botanica, este término se refiere a cualquier 6rgano vegetal (hoja, tallo,
fruto), que presenta una superficie vellosa cubierta de pelos finos, suaves y
no muy largos, esto se da debido a que la epidermis de la planta presenta
modificaciones, denominadas pelos. Esta pubescencia puede ser unicelular o
pluricelular, pero su origen es siempre una sola célula epidérmica. Con
frecuencia, forman una capa densa sobre las hojas, la cual actia como

barrera protectora de luz (Molina, 2008).

Disolvente ideal

Es aquel que disuelve gran proporcién de la sustancia organica que se
desea extraer, pero muy poco a las otras sustancias que la acompafan. Este
debe ser volatil para facilitar su posterior eliminacion por evaporaciéon o
destilacion. Entre los solventes mas usados en las extracciones estan:
hexano, éter de petréleo, éter etilico, cloroformo, tetracloruro de carbono,

alcohol etilico, metanol, entre otros (Vogel, 1974).

Hojas pecioladas

Son hojas que se encuentran unidas al tallo mediante un peciolo. El
peciolo o pedunculo foliar, es el filamento, en general delgado y de color
verde que une el limbo al tallo. Su haz suele ser plano o concavo, mientras
gue su envés suele ser convexo. Sus tejidos vasculares, que comunican la
hoja con el tallo, permiten la llegada del agua y los minerales absorbidos por
la raiz; tiene, ademas, la capacidad de orientar a la hoja en la direccion de la
luz solar (Louis, 2008).
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Extraccioén

Es la técnica mas empleada para proceder a la separacion y purificacion
de los componentes de una mezcla o para aislar un compuesto organico de
sus fuentes naturales. Puede definirse como la separacion de un
componente de una mezcla por medio de un disolvente orgéanico (inmiscible
con el agua) en contacto con una fase acuosa. Lo que en realidad se realiza
en una extraccion es la transferencia de una sustancia de una fase a otra,

normalmente de una fase acuosa a una organica (Gomez y Valcarcel, 2004).

Inflorescencia

En botéanica se conoce como inflorescencia a la disposicion de las flores
sobre las ramas o un tallo. Por lo tanto, la inflorescencia supone una
ramificacion que, en lineas generales, es constante para cada especie
vegetal. Se pueden distinguir 2 grupos de inflorescencia, la cimosa también
denominada inflorescencia determinada, la cual tiene una flor en el extremo
del tallo; y la inflorescencia racimosa, también conocida como indeterminada,

en la que el tallo no termina con una flor (Maldonado, 1983).

Compuestos bioactivos

La bioactividad es la capacidad que tiene un material de interactuar
guimicamente con los tejidos de un organismo. Los compuestos bioactivos
son sustancias quimicas que se encuentran en pequefias cantidades en las
plantas y en algunos alimentos. La importancia de su estudio radica en que
estos cumplen funciones en el cuerpo que pueden contribuir a la buena salud
(Melvin, 2002).
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Cepas de referencia internacional

Las cepas de referencia internacional son microorganismos conservados
y distribuidos por colecciones de cultivo; que se encuentran definidos como
minimo a nivel de género y especie. Estos se encuentran certificados para el
control de calidad en microbiologia. Son utilizados en disciplinas como la
clinica, alimenticia, farmacéutica, cosmética, ambiental, y principalmente en
estudios para la determinacién de la actividad antibacteriana (Koneman,
2008)

Sésil

En botanica se utiliza el término sésil, para definir a los 6rganos o piezas
de las plantas, generalmente hojas o partes de las flores, que carecen de
una pieza soporte que la sostenga. Por tanto, se encuentran posadas
directamente en el 6rgano o parte de la planta donde esta localizada. En
otras palabras, se refiere a hojas sin peciolo o flores sin pedinculo, es decir,

gue se encuentran unidas al tallo directamente (Herrera, 2008).

Fitoquimico

La palabra fitoquimico proviene del griego “fito” que significa planta y
“quimico” que significa sustancia quimica. Estas son producidas por las
plantas, y contienen el principio activo que permite caracterizar y diferenciar
cada especie vegetal (Marcano y Hasegawa, 2002). Segun Chasquibol
(2003), son compuestos quimicos desarrollados por las plantas, cuya
importancia para su supervivencia es fundamental. En ellas, tales sustancias
actian como sistemas de defensa natural, protegiendo de infecciones e
invasiones microbianas. Existen diferentes clases de fitoquimicos, y entre los
principales se encuentran, los fenoles, taninos, alcaloides, flavonoides y

saponinas.
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Metabolitos secundarios

Son sustancias de estructura compleja presentes en concentraciones muy
bajas. Las cuales ejercen efectos fisiolégicos y farmacolégicos sobre el
hombre. Ademas, representan el principio activo de la planta, y son
altamente valorados a nivel comercial (Avalos y Pérez, 2009)

Los metabolitos secundarios son conocidos también como productos
quimicos, que derivan del metabolismo primario. Se sintetizan en bajas
concentraciones y no de forma generalizada en la planta. Estos no tienen
funcion directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de
solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacién o
formacion de carbohidratos, proteinas y lipidos (Marcano y Hasegawa, 2002).
La obtencion de estos metabolitos en especies vegetales, implica muchos
inconvenientes, incluidos los cambios en sus constituyentes, dependiendo
del clima o forma de cultivo, presencia de compuestos con efectos adversos
0 antagonicos, cambios en bioactividad durante su manipulacién,

almacenamiento y preparacion de materiales (Sarkar y cols.,2021).
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Operacionalizacion de las Variables

La definicion operacional de las variables consiste en transformar un
concepto abstracto en uno empirico. Con el fin de obtener el indicador que
refleje la presencia de la variable en la poblacion de estudio (Palella y
Martins, 2004). Tal como se resume en las tablas 3 y 4 a continuacion.

Tabla 3. Operacionalizacion de la variable dependiente actividad
antibacteriana del Heliotropium indicum L. en cepas de referencia

internacional

Variable Tipo de variable Definicién
Es la capacidad de ciertas
Actividad antibacteriana Dependiente sustancias de eliminar o
del Heliotropium indicum Cuantitativa inhibir el crecimiento de
L. en cepas de referencia Continua agentes bacterianos
internacional (Prats, 2007).
Definicion operacional Dimensiones Indicador

Se mide a través de un | Sensible

antibiograma, tal como: Intermedio-moderado Tamafio de halos de
-Método de difusion en | Resistente inhibicion en milimetros
Disco (Kirby-Bauer). frente a las cepas | (mm).

grampositivas

(Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis) y
gramnegativas

(Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa
y Klebsiella pneumoniae).

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obreg6n, 2023.
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Tabla 4. Operacionalizacion de la variable independiente composicion

quimica del Heliotropium indicum L.

Variable Tipo de variable Definicidn

Se refiere a qué

sustancias estan
Composicién quimica del Independiente presentes en una
Heliotropium indicum L. Cualitativa determinada muestra

(Valenzuela, 1995).

Definicion operacional Dimensiones Indicador

-Alcaloides: presencia de
Se mide por medio del | Presencia de fitoquimicos | precipitado color rojo a

tamizaje fitoquimico a | tales como: naranja rojizo
través de reacciones de | -Alcaloides (Dragendorff) a marrén
identificacion cualitativa -Fenoles (Wagner) o a blanco
-Taninos (Mayer).
-Flavonoides -Fenoles: viraje de color a
-Saponinas azul oscuro.
-Triterpenos -Taninos: aparicién de un
-Cumarinas precipitado blanco.
-Quinonas -Flavonoides: viraje de

color a rojo (Shinoda).
Viraje a amarillo-naranja
(NaOH).

-Saponinas: presencia de
espuma.
-Triterpenos/esteroles:
viraje a color verde
azulado o rojo-violeta.
-Cumarinas: presencia de
fluorescencia de color
azul

-Quinonas: presencia de
color rojo.

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregoén, 2023.
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Hipotesis

Una variedad de trabajos previos reporta la presencia de diversos
metabolitos secundarios bioldgicamente activos en el género Heliotropium,
en especial alcaloides, los cuales poseen diversas actividades
farmacoldgicas, entre las que destaca la actividad antibacteriana, por lo cual
se espera que exista relacion directa entre la composicion quimica del
Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

las hojas de dicho espécimen, en cepas de referencia internacional.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

La investigacion en general responde a ciertos objetivos. De acuerdo a
cada uno de estos objetivos, es posible derivar un tipo particular de
investigacion. Para identificar el tipo de investigacion es importante conocer
la relacibn que se quiere estudiar (Hurtado, 2010). En este caso la
investigacion que se realizé fue de tipo confirmatoria. De tal modo en esta
investigaciébn se confirmd la relacién, entre la composicion quimica del
Heliotropium indicum L. y la actividad antibacteriana en cepas de referencia

internacional.

Disefio de Investigacion

Esta investigacion presentd un disefio de campo, debido a que las hojas
frescas de Heliotropium indicum L. se recolectaron en las zonas aledafias a
la poblacion de Encontrados, Municipio Catatumbo, Estado Zulia. Ademas,
fue de laboratorio, porque las hojas fueron procesadas en el Laboratorio de
Quimica de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de Los Andes. El
disefio también fue de tipo contemporaneo y transeccional, ya que los datos
se obtuvieron en el presente y una sola vez. Finalmente fue bivariable, ya

gue el evento de estudio estuvo conformado por dos variables.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion es el conjunto de elementos, de los cuales se quiere conocer
o investigar algunas de sus caracteristicas. La muestra es un subconjunto
representativo de un universo o poblacién (Arias, 2006). La unidad de

investigacion fue la especie en estudio Heliotropium indicum L.

Seleccion del tamafio muestral

La “n” muestral estuvo representada por las hojas de la especie en

estudio Heliotropium indicum L.

Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion fueron sistematizadas en
dependiente, la cual estuvo representada por la actividad antibacteriana y
depende de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos a partir de la especie en estudio; y la variable independiente que

corresponde a la composiciéon quimica del Heliotropium indicum L.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Son los recursos de los cuales se puede valer el investigador para
acercarse a los fenomenos de su evento de estudio. En esta investigacion se
empleo el uso de tablas que permitieron clasificar ambas variables de estudio
y ademas se llevd a cabo la observacion directa, la cual permitié identificar
los metabolitos secundarios presentes en el Heliotropium indicum L., asi

como la presencia de los halos de inhibicion en las pruebas de
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susceptibilidad, lo que permiti6 clasificar a los microorganismos como
sensibles, intermedios o0 resistentes, frente a los extractos etanélicos

obtenidos.

Procedimiento de la Investigacion

El procedimiento que se siguid en esta investigacion comprende la
recoleccion del material vegetal, preparacion de los extractos vegetales,
realizacion de las pruebas quimicas preliminares, y finalmente Ila
determinacién de la actividad antibacteriana. Este consistié en dos procesos,
el primero de ellos, tuvo como finalidad determinar la composicion quimica de
los extractos vegetales, e inicid con la recoleccion del material, en este paso
se localiz6 la planta, se comprobo su clasificacion botanica, se ubico en la
literatura quimica, y esto informé sobre los posibles constituyentes quimicos,
lo que permitié planificar el fraccionamiento, la purificacion y las pruebas
bioldgicas. La planta fue recolectada en la poblacion de Encontrados,
Municipio Catatumbo, Estado Zulia y se proces6 en el Laboratorio de
Quimica de Productos Naturales, del Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de Los Andes, bajo la
asesoria de la Dra. Ysbelia Obregon.

El material vegetal que se uso tuvo un peso de 180 gramos, el mismo fue
destinado para la obtencién de los extractos organicos. Previo a esto, las
hojas de Heliotropium indicum L. fueron separadas, y luego sometidas ha
secado a temperatura ambiente hasta obtener un peso constante. Luego se
realizé el proceso de molienda empleando el uso de un molino de cuchilla,
con lo cual se obtuvo un peso de 28,7 gramos. Seguido a esto, para la
preparacion de los extractos vegetales, el material seco y molido fue tratado
mediante la técnica de reflujo con disolventes de polaridad ascendente tales

como: hexano y etanol.
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Una vez se realiz6 la etapa de extraccion, se procedio a realizar la
concentracion del extracto hasta sequedad. La cual consistié en eliminar
parte del solvente, para aumentar el contenido de solidos en el extracto
(Esquema 1). Este proceso se realiz6 a presion reducida con lo que se
disminuy6 la temperatura de calentamiento, necesaria para la salida del
solvente. El rotavapor fue una buena alternativa para este tipo de trabajo en
el laboratorio, razon por la cual fue utilizado en esta investigacion (Sharapin,
2000).

59


https://www.monografias.com/trabajos15/informe-laboratorio/informe-laboratorio.shtml

Esquema 1. Recoleccion de la especie vegetal y obtencion de los extractos

de Heliotropium indicum L.

¢
s; Recoleccidnde la especie vegetal
V Heliotropium indicumL.

Procedimiento de secadoy _ _*/,I
molienda \‘ﬁ

Preparacién de los
extractos

Hexano Etanol
| . |

Concentracion de extractos
hasta sequedad

g Determinacionde
2 actividad Tamizaje
antibacteriana fitoquimico

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.

Andlisis fitoquimico preliminar
Los extractos de hexano y etanol fueron utilizados para la identificacion de

los diversos compuestos fitoquimicos presentes en la planta. El extracto polar

(etanol) ademas se utilizd para la determinacion de la actividad
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antibacteriana (Avila y Fonte, 2010). El andlisis fitoquimico preliminar se
realizé a traves de diferentes técnicas de identificacion cualitativa (Esquema
2). Estas fueron de precipitacion, colorimétricas, de espuma y de
fluorescencia. Las pruebas empleadas para la identificacion de alcaloides
fueron de precipitacion, se llevaron a cabo mediante el uso del reactivo de
Dragendorff, el cual se realizé en un tubo de ensayo, al agregar 1 mL de los
extractos previamente tratados con acido clorhidrico (HCI) al 10 % y 1 mL del
reactivo de Dragendorff, la formacion de un precipitado rojo o naranja indico
la positividad de la prueba (Arango, 2008).

Para la identificacién de alcaloides se llevaron a cabo dos pruebas mas,
en una de ellas se utilizo el reactivo de Wagner y se realizé en un tubo de
ensayo al adicionar 1 mL de los extractos, mas 1 mL de reactivo de Wagner,
en esta prueba, un precipitado marrén indicé resultado positivo. La otra
prueba que se desarrollé fue la de Mayer, la cual se realiz6 al agregar en un
tubo de ensayo 1 mL de los extractos, mas 1 mL de reactivo de Mayer, la
aparicion de un precipitado blanco o color crema indico un resultado positivo
(Remington, 2003).

De igual forma para indicar la presencia de fenoles y taninos, se utilizo el
método de cloruro férrico (FeCls), para el cual se empled el uso de dos tubos,
uno con el control blanco (hexano) y el otro con el extracto, este ultimo se
preparé al agregar aproximadamente 1 mL del extracto y al adicionar un
mililitro de solucién de cloruro férrico al 2,5 % en agua. Al tubo de ensayo
marcado como blanco se le adicion6 1 mL de hexano y 1 mL de cloruro
férrico al 2,5 % en agua. La positividad de la prueba se evidencié, por un
cambio de coloracion a azul oscuro o la formacion de algun precipitado, lo
que fue indicativo de la presencia de fenoles o taninos pirogalicos. Por otra
parte, si el cambio fue a verde oscuro indicé la presencia de fenoles o
taninos de tipo catecol (Aguilar, Gutiérrez, y Robles, 2016). Ademas de esto,
para la identificacion de taninos también se utilizd la prueba de la gelatina al

1 %, para lo cual se diluyo la gelatina en 4 mL de agua destilada, se llevé a
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calentamiento y se trasvaso a dos tubos de ensayo, el primero representaba
el control positivo al cual se le afiadié etanol, el mismo tiene la capacidad de
romper la gelatina, mientras que en el segundo tubo se agregdé 1 mL del
extracto etanodlico del espécimen vegetal disuelto en agua destilada, la
presencia de taninos se evidencia por la aparicion de un precipitado blanco
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Para la identificacion de flavonoides, se utilizd la prueba de Shinoda e
hidroxido de sodio (NaOH), estas fueron llevadas a cabo al agregar en un
tubo de ensayo 2 mL de los extractos; para la prueba de Shinoda se adicion6
de 2 a 3 virutas de magnesio metalico y 0,3 mL de &cido clorhidrico
concentrado. Se dej6 reposar por 10 minutos y se anoté la coloracién
observada (Aguilar, Gutiérrez, y Robles, 2016). Ahora bien, para la prueba de
NaOH se adicion6 1 mL del mismo y la positividad de la prueba se evidencié
por un viraje a color amarillo-marron. En cuanto a la identificacion de
saponinas, se utiliz6 el método de espuma, el cual consisti6 en agitar
vigorosamente la solucién acuosa, obtenida del extracto etanélico total, en un
tubo de ensayo y luego se observo la espuma formada. Esta debio ser
estable por lo menos 30 minutos para poder establecer la presencia de
saponinas, y un aspecto importante fue la altura de la espuma, de modo que
al presentarse una altura mayor a 5 mm se consider6 la positividad de la
prueba (Blanco y Mena, 2015).

Asi mismo, para identificar triterpenos y/o esteroides se realiz6 la prueba
de Liebermann-Burchard, en la cual se mezcl6 2 mL del extracto con 1 mL de
cloroformo, luego se agregé 3 mL del reactivo de Liebermann-Burchard, la
aparicion de color en el lapso de una hora determiné que la prueba es
positiva, con la formacion de colores azul o verde para esteroides y rojo o
violeta para triterpenos (Carvajal y Uribe, 2009). Para la identificacion de
cumarinas, se realiz6 la prueba de fluorescencia en un tubo de ensayo, al
cual se agregd 2 mL del extracto vegetal, 2 a 3 gotas de hidréxido de amonio

(NH4OH), posteriormente el tubo se llevo a la lampara de luz ultravioleta (UV)
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y se evito el contacto directo de la luz con las manos; la positividad de la
prueba se observo por la presencia de fluorescencia de color azul.

Por otro lado, para la identificacion de quinonas, se empled la reaccion de
Borntrager, que consistidé en colocar una porcion del extracto de etanol y de
hexano en una capsula de porcelana. Seguido a esto, se agreg6 de 2 a 3
gotas de acido sulfarico sobre cada porcion de extracto; la positividad de la

prueba se evidencié por la aparicion de un color rojo- violeta fugaz.

Esquema 2. Técnicas cualitativas para la identificacion de metabolitos

secundarios presentes en el Heliotropium indicum L.

Técnicas cualitativas de identificacion de metabolitos secundarios

Alcaloides

Solucion de HCl al 10 %

| | |
Prueba de Dragendorff = | Prueba de Wagner Prueba de Mayer

- 1 mL del extracto - 1 mL del extracto -1 mL del extracto
- 1 mL de reactivo de - 1 mL de reactivo -1 mL de reactivo de
Dragendorff de Wagner Mayer
| | |
Se observa un Se observa un Se observa un
precipitado color precipitado color precipitado color
naranja marrén blanco

] ] ]

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.
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Esquema 2. Técnicas cualitativas para la identificacion de metabolitos

secundarios presentes en el Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Técnicas cualitativas de identificacion de metabolitos secundarios

Fenoles Taninos
Prueba de tricloruro férrico Prueba de gelatina al 1 %
-1 mL del extracto - Adicionar al extracto 2 mL de agua destilada
- 1 mL de tricloruro férrico al 2,5 % en agua | | - Afiadir solucion de gelatina al 1 %
Se evidencia un viraje de color a Se observa la formacion de un
azul oscuro o verde oscuro precipitado blanco

i H

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.
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Esquema 2 Técnicas cualitativas para la identificacion de metabolitos

secundarios presentes en el Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Técnicas cualitativas de identificacion de metabolitos secundarios

Triterpenos / Esteroles

Prueba de Liebermann-Burchard

- 2 mL del extracto vegetal
- 1 mL de cloroformo

- 3 mL de reactivo de Liebermann-Burchard

Se evidencia un viraje de color azul

H

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.
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Prueba de Espuma

Agitacion vigorosa del
extracto etandlico

Se evidencia la presencia
de espuma



Esquema 2 Técnicas cualitativas para la identificacion de metabolitos

secundarios presentes en el Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Técnicas cualitativas de identificacion de metabolitos secundarios

Flavoroides
| |
Prueba de Shinoda Prueba de NaOH
| |
- 2 mL del extracto - 1 mL del extracto
- 2 a 3 virutas de - 1 mL de NaOH
magnesio metalico ‘

- 0,3 mL de HCI
‘ Se observa un

: : — viraje de color
Se evidencia un viraje amarillo-marrén

de color a rojo-magenta

] ]

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.
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Esquema 2 Técnicas cualitativas para la identificacion de metabolitos

secundarios presentes en el Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Técnicas cualitativas de identificacion de metabolitos secundarios

Quinonas Cumarinas
Prueba de Borntrager Prueba de fluorescencia
- Porcion de los - 2 mL del extracto vegetal
extractos en una -2 a 3 gotas de NH,OH

capsula de porcelana ‘

- 2 a 3 gotas de H,SO,
‘ Se evidencia la presencia de

fluorescencia de color azul
Se evidencia la
presencia de un color
rojo-violeta fugaz

]

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023
Evaluaciéon de la actividad antibacteriana

El segundo proceso experimental consisti6 en la determinacion de la
actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Heliotropium indicum
L.; para lo cual se seleccionaron cinco cepas bacterianas, dos pertenecientes
al grupo de las bacterias grampositivas y tres del grupo de bacterias
gramnegativas, las cuales fueron cepas de referencia internacional de la
Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC) (Tabla 5), estas bacterias

fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
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de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, a cargo de la
Licenciada Maria Eugenia Nieves. El procedimiento se desarroll6 en el
Laboratorio de Actinomicetos del Instituto de Investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (ULA), bajo la

asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e Ysbelia Obregon.

Tabla 5. Cepas de Referencia Internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC)

Bacterias grampositivas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias gramnegativas (ATCC)

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

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén (2023).

Se aplico el método de difusion de disco en agar (Kirby-Bauer), el cual se
basé en la difusién del antimicrobiano sobre el medio de agar y se evalu6 el
crecimiento de las bacterias y se categorizaron como sensibles, intermedias
o resistentes. La concentracidon del extracto de Heliotropium indicum L. que
se utilizo, fue de 10 mg/mL. En este procedimiento se us6 como control
negativo el dimetilsulféxido (DMSO). Como control positivo se emple6 el uso
de antibiéticos comerciales, tales como Eritromicina ®, Ampicilina ® y
Piperacilina ® en concentraciones de 15 pg, 10 ug y 100 pg respectivamente,

para las cinco cepas bacterianas.
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El medio de cultivo empleado para las cepas fue el agar Mueller Hinton, el
cual se preparar6é colocando aproximadamente 18 mL de dicho agar estéril,
dejandolo solidificar a temperatura ambiente. Para la preparacion de los pre-
in6culos bacterianos, las cepas a ensayar se incubaron en agar Mueller
Hinton a 37 °C de 16 a 18 horas antes de hacer el ensayo microbiano, debido
a que en ese tiempo las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para
su crecimiento. Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y
purificadas, se prepard un indculo bacteriano a una concentracion igual a la
del estandar 0,5 de Mc Farland, con la ayuda de un asa estéril, se tomé una
pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas en tubos 13x100
previamente esterilizados, que contenian 5 mL de una solucion de cloruro de
sodio (NaCl) al 0,9 % hasta alcanzar una turbidez equivalente al patron de
Mc Farland (108 UFC/mL). Las placas que contenian el agar Mueller Hinton,
fueron inoculadas con la suspension microbiana preparada anteriormente, y
se elimind el liquido sobrenadante con un hisopo de algodon estéril. Seguido
a esto, se extendio por la superficie del agar en varias direcciones, con el fin
de sembrar uniformemente el medio de cultivo. En cada placa se colocaron
discos de papel de filtro Whatmann N° 1, de 6 mm de diametro, los cuales se
esterilizaron previamente con luz ultravioleta (LUV), durante toda una noche,
luego fueron impregnados con el extracto etanélico de la planta en estudio, y
finalmente se colocaron en las placas inoculadas. Posterior a esto, las placas
fueron incubadas a 37 °C por 24 horas. Este procedimiento fue realizado
para cada microorganismo, transcurrido el periodo de incubacion, se observé
la formacién de halos de inhibicion y se procedio a registrar los diametros en
milimetros (mm). Para concluir se realizdé la lectura, de acuerdo a las
categorias interpretativas, y se clasificaron las bacterias como sensible,

intermedio/moderado y resistente (Esquema 3).
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Esquema 3 Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico del Heliotropium indicum L. por el método de difusion de

disco en agar (Kirby Bauer).

Seleccidon de las cepas bacterianas

Bacterias gramnegativas Bacterias grampositivas

* Escherichia coli « Staphylococcus aureus

* Klebsiella pneumoniae

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon, 2023.
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Esquema 3 Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana del
extracto etandlico del Heliotropium indicum L. por el método de difusion de

disco en agar (Kirby Bauer) (Continuacion).

Preparacmn q9| Pre-indculo bacteriano Inoculacion en el
medio de cultivo estandarizado medio de cultivo
(Mieller- Hinton)
/ Impregnacién de discos de
@ papel filtro con extracto

etandlico (10 mg/mL)

Medicion de los halos de inhibicion ‘

‘ Incubacion a 37°C por
., 24 horas
Interpretacion

Sensible || Intermedio/Moderado | = Resistente

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén, 2023.

Disefio de Analisis

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: cualitativo y cuantitativo.
En esta investigacion el analisis de los datos fué realizado a través de un
enfoque tanto cuantitativo, como cualitativo. Al respecto, Pallela y Martins
(2004) refirieron que el enfoque cuantitativo se basa en la expresiéon
numeérica de los datos y el analisis realizado a través de operaciones
matematicas, este enfoque estuvo representado por el didmetro en
milimetros (mm) de los halos de inhibicion registrados en las pruebas de

susceptibilidad. Mientras que el enfoque cualitativo no se basa en
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mediciones ni expresiones numéricas, sino en caracteristicas de la unidad de
investigacién, y estuvo representado por las caracteristicas quimicas
observadas en las pruebas preliminares de identificacion, que se llevaron a
cabo en el tamizaje fitoquimico. Sin embargo, a pesar de que el tamizaje
fitoquimico fue expresado cualitativamente, este dejo entrever una
frecuencia, la cual pudo ser absoluta o relativa, indicativa de la
predominancia de metabolitos secundarios, con respecto a la ausencia de

algunos de ellos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Se recolectaron 180 gramos de las hojas de Heliotropium indicum L. las
cuales fueron sometidas a secado y molienda, obteniéndose un peso de 28,7
gramos de material vegetal seco y molido, el cual se llevé a extraccion con
disolventes de polaridad ascendente tales como: hexano y etanol. Luego de
la etapa de extraccion, se realizd la concentracion del extracto hasta
sequedad y se obtuvo un extracto de hexano de 0,31 g y un extracto de
etanol de 0,92 g (Tabla 6). Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de

rendimiento de cada extracto (Tabla 7).

Tabla 6. Pesos obtenidos de los extractos vegetales de hexano y etanol de
las hojas de Heliotropium indicum L.

Cantidad (gramos)

Extracto de las hojas de Hexano Etanol
Heliotropium indicum L. 0,31¢g 0,929

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon (2023).

Para la determinacién del porcentaje de rendimiento (%R) se utilizé la

siguiente formula:

peso final del extracto obtenido

%R = x 100
peso inicial de la muestra
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Tabla 7. Determinacion del porcentaje de rendimiento de los extractos de

hexano y etanol de las hojas de Heliotropium indicum L.

Extracto de hexano Extracto de etanol

Peso inicial de la planta

seca y molida (g) 28,79 28,79
Peso final del extracto (g) 0,31¢g 0,92¢g
% de Rendimiento 1,08 % 3,20 %

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon (2023).

Andlisis fitoquimico preliminar

Los extractos obtenidos a partir de las hojas de Heliotropium indicum L.
fueron sometidos a una serie de pruebas quimicas, con la finalidad de
determinar la presencia de los distintos metabolitos secundarios contenidos
en dicha planta. Mediante las pruebas cualitativas se demostr6 que el
extracto de hexano de las hojas de Heliotropium indicum L. contenia
triterpenos y esteroles, lo cual se evidencié mediante la aparicion de un anillo
de color rojo y verde respectivamente; mientras que el extracto etandlico
presentd esteroles, por cual se observé un anillo de color verde; ademas se
determind la presencia de alcaloides en dicho extracto, mediante la aparicion
de un precipitado naranja- rojizo, a través de la prueba de Dragendorff. Por
otra parte, en el estudio de los flavonoides se determiné la presencia de los
mismos en el extracto de hexano, a través de la prueba de hidréxido de sodio
(NaOH) cuya positividad se demostré mediante un viraje de color a amarillo-
naranja.

Por el contrario, se evidencié la ausencia de los compuestos como
saponinas, fenoles, taninos, cumarinas y quinonas, en los extractos

ensayados (Tabla 8y 9).
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Tabla 8. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las hojas de Heliotropium indicum L.

Pruebas quimicas Extractos
Hexano Etanol
Alcaloides

Dragendorff - +
Wagner - -
Mayer - -
Triterpenos y esteroles ++ +
Liebermann-Burchard (Verde/ Rojo) (Verde)

Compuestos fendlicos
(FeCls)

ND

Saponinas
Espuma

ND

Taninos

Gelatina al 1%

ND

Flavonoides
Shinoda
NaOH al 10%

Cumarinas
NH4+OH

Quinonas
H2S04

Leyenda: No determinado (ND), Negativo (-), Positivo (+).

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obrego6n (2023).
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Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de los

extractos de las hojas de Heliotropium indicum L.

Imagen de los resultados para alcaloides

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Alcaloides

-Prueba: Dragendorff (D),
Wagner (W) y Mayer (M)
-Reporte: Extracto etandlico:
positivo para la prueba de
Dragendorff y negativo para las

pruebas de Wagner y Mayer.

Extracto de hexano: Negativo

para las 3 pruebas.

Imagen de los resultados para compuestos fendélicos

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Compuestos fendlicos

-Prueba: Tricloruro férrico
(FeCls)

-Reporte: Negativo para el

extracto de etanol

Leyenda: Control Positivo (C+), Extracto de etanol (EE), Extracto de hexano
(EH), Dragendorff (D), Wagner (W) y Mayer (M).
Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén (2023).
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Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de los

extractos de las hojas de Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Imagen de los resultados para triterpenos/esteroles

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Triterpenos/esteroles

-Prueba: Liebermann-Burchard
-Reporte: Positivo para el extracto
de hexano (verde/rojo) y para el

extracto de etanol (verde)

Imagen de los resultados para flavonoides

Prueba Shinoda

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Flavonoides

-Prueba: Shinoda e Hidroxido de
Sodio al 10 % (NaOH)

-Reporte: Positivo para el extracto
de hexano en
Hidroxido de

la prueba de
Sodio

naranja), y negativo para el extracto

(amarillo-

de etanol. Negativo para ambos
extractos en la prueba de Shinoda.

Leyenda: Control Positivo (C+), Extracto de etanol (EE), Extracto de hexano

(EH).

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obrego6n (2023).




Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de los

extractos de las hojas de Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Imagen de los resultados para taninos

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Taninos

-Prueba: Gelatina al 1 %
-Reporte: Negativo para el

extracto de etanol

para cumarinas

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Cumarinas

-Prueba: Hidroxido de amonio
concentrado

-Reporte: Negativo para el

extracto de hexano y de etanol

Leyenda: Control Positivo (C+), Extracto de etanol (EE), Extracto de hexano

(EH).

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obrego6n (2023).

78




Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de los

extractos de las hojas de Heliotropium indicum L. (Continuacion).

Imagen de los resultados para quinonas

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Quinonas

-Prueba: Acido sulftrico
concentrado

-Reporte: Negativo para el

extracto de hexano y de etanol

para saponinas

Interpretacion de resultados

-Metabolitos determinados:
Saponinas

-Prueba: Ensayo de espuma
-Reporte: Negativo para el

extracto de etanol

Leyenda: Control Positivo (C+), Extracto de etanol (EE), Extracto de hexano

(EH).

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon (2023).

Evaluacién de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del extracto de etanol de las hojas de

Heliotropium indicum L. fue evaluada mediante el método de difusion en agar

con disco (Kirby-Bauer). Para esto se utiliz6 una concentracion de 10 mg/mL
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del extracto, frente a cinco cepas de referencia internacional (Tabla 10) y
posteriormente se midio los halos de inhibicidn y se realiz6 la categorizacion

de las bacterias ensayadas (Figura 20).

Tabla 10. Resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad

antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Heliotropium indicum L.

Muestra Halos de inhibicidon de las cepas bacterianas
ensayada ATCC (mm)
[10 mg/mL ]
S. aureus E. faecalis P.aeruginosa | K.pneumoniae

ATCC 25923 | ATCC 29212 | ATCC 27853 | ATCC 23357

Extracto
etandlico 7 8 7 8
DMSO 0 0 0 0

Nota: no hubo crecimiento de la cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922.

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon (2023).

Figura 20. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos de la evaluacion de
la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Heliotropium
indicum L., correspondiente a la muestra nimero 13.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregén (2023).
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Figura 20. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos de la evaluacion de
la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Heliotropium

indicum L., correspondiente a la muestra nimero 13. (Continuacion).

Enterococcus faecalis Klebsiella pneumoniae

Elaborado por: Morales, Sandoval y Obregon (2023).
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Discusiones

Este trabajo tuvo como finalidad evaluar la composiciéon quimica y la
actividad antibacteriana de los extractos obtenidos a partir de las hojas de
Heliotropium indicum L. Obteniéndose un extracto de hexano y uno de
etanol, a los cuales se les realiz6 un screening fitoquimico a través de una
serie de reacciones quimicas cualitativas, determinando asi la presencia o
ausencia de los distintos metabolitos secundarios ensayados. Los resultados
obtenidos revelaron la presencia de triterpenos, esteroles y flavonoides en el
extracto de hexano, mientras que en el extracto de etanol se evidenci6 la
presencia de esteroles y alcaloides. Por otra parte, en la evaluacién
fitoquimica de compuestos como fenoles, saponinas, taninos, cumarinas y
quinonas, se comprobd la ausencia de los mismos, en ambos extractos.

De acuerdo a lo descrito anteriormente, Goyal y Sharma en el afo 2014,
realizaron una investigacion sobre la composicion fitoquimica de las plantas
del género Heliotropium, para la cual utilizaron tallos y hojas de diversas
especies, las cuales fueron sometidas a una extraccion continda (extraccion
en caliente), con solventes de polaridad ascendente como el diclorometano,
etanol y agua, determinando la presencia de fitoquimicos bioactivos en los
tallos y hojas del Heliotropium indicum L., tales como: alcaloides de
pirrolizidina, fenoles, terpenos, esteroles y quinonas. Esta investigacion se
correlaciona con el presente trabajo, ya que en ambos se evidencio la
presencia de alcaloides, terpenos Yy esteroles, sin embargo, los
investigadores demostraron la presencia de otros metabolitos secundarios
mencionados anteriormente y esto pudo deberse a que ellos utilizaron
diferentes partes de la planta y diferentes solventes. Ademas, la recoleccion
del espécimen se realizO en diferentes ubicaciones geograficas (India y
Venezuela) y se ha demostrado que esta ultima influye en la sintesis de
metabolitos secundarios. Segun Sarkar y cols., (2021), las especies

vegetales presentan cambios en sus bioconstituyentes, dependiendo del
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clima o forma de cultivo, presencia de compuestos con efectos adversos o
antagonicos, cambios en bioactividad durante su manipulacion,
almacenamiento y preparacion de materiales, por tal motivo estas pudieran
ser las razones de las discrepancias observadas en los resultados de ambas
investigaciones.

Por otro lado, la investigacién fitoquimica del extracto metandlico de las
hojas de Heliotropium indicum L realizado por Adedeji y Osungunna en el
afio 2018, fue llevado a cabo empleando el método de maceraciéon para la
obtencion del extracto metandlico. El analisis fitoquimico confirmo la
presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas y taninos,
los cuales resultaron negativos en la presente investigacion, a excepcion de
los alcaloides. Esta diferencia de resultados pudo ser originada, debido a la
variacion en las condiciones de ensayo empleadas para la técnica de
extraccion, tales como, la técnica de maceraciéon y el uso de metanol como
solvente; mientras que en este trabajo la técnica de extraccion empleada fue
reflujo en caliente y se us6 como solventes el hexano y etanol. Debido a la
presencia de alcaloides en dicho espécimen vegetal, se puede intuir que
estos presentan actividad antibacteriana, ya que en estos metabolitos
secundarios se conoce un mecanismo se accion que se basa en la
intercalacion entre la pared celular y en ADN del microorganismo.

En cuanto a la evaluacion de la actividad antibacteriana, fue realizada
posteriormente al tamizaje fitoquimico, empleando el método de difusion en
agar con disco (Kirby-Bauer), permitiendo determinar la actividad presentada
por el extracto etandlico de las hojas de Heliotropium indicum L., frente a
cepas bacterianas de referencia internacional (ATCC) tales como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Se emple6 como control negativo el
Dimetilsulfoxido (DMSO); arrojando resultados indicativos de tener actividad
antibacteriana, presentando halos de inhibiciébn de 7 mm de diametro contra

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa y de 8 mm frente a
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Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae; por otra parte, en cuanto a la
cepa de Escherichia coli, fue indeterminada, debido a que no hubo
crecimiento bacteriano.

Los investigadores Adedeji y Osungunna en el afio 2018, realizaron un
estudio de la actividad antibacteriana del extracto de metanol de Heliotropium
indicum frente a cinco cepas bacterianas las cuales fueron Proteus mirabilis,
Klebsiella spp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy
Escherichia coli. Para lo cual se emple6 el método de difusion en pozo
modificado (Kirby-Bauer) con concentraciones del extracto de 6,25, 12,5, 25,
50, 100 y 200 mg/mL. Los resultados de la evaluacién de la actividad
antibacteriana revelaron que tanto S. aureus y Klebsiella spp. se inhibieron a
50, 100 y 200 mg/mL del extracto, mientras que P. aeruginosa Yy P. mirabilis
fueron inhibidos a 100 mg/mL y 200 mg/mL, E. coli se inhibi6 solo a 200
mg/mL de concentracion del extracto. En base a esto, en lineas generales,
se puede confirmar la correlacion entre ambas investigaciones en cuanto a la
capacidad inhibitoria del Heliotropium indicum L., frente a las diversas cepas
bacterianas, puesto que, a pesar de usar diferentes métodos para la
evaluacién antibacteriana, asi como diferentes concentraciones de los
extractos ensayados, se evidencio la presencia de actividad antibacteriana
en ambos estudios. Sin embargo, cabe destacar que en esta investigacion se
utilizé una concentracion de 10 mg/mL de extracto, siendo esta inferior a las
concentraciones que demostraron tener actividad inhibitoria significativa (50,
100 y 200 mg/mL), frente a las cepas bacterianas ensayadas por de Adedeji
y Osungunna.

Asi mismo, en el afio 2021, Olaleye y Toloja, realizaron un estudio sobre
la actividad antibacteriana del Heliotropium indicum L. contra cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, empleando el método de difusion
de disco en agar (Kirby-Bauer) en el cual se demostr6 la actividad
antibacteriana del extracto metandlico de las flores de Heliotropium indicum

L. contra las cepas mencionadas, registrando halos de inhibicion de 32 mm
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de diametro para S. aureus y de 28 mm de didmetro para E.coli, frente a una
concentracion de extracto metandlico de 100 mg/mL por lo que se evidencia
una diferencia significativa en los diametros de los halos de inhibicion al
compararlos con la presente investigacion; esto es debido a que se utilizaron
diferentes partes de la planta en estudio, asi como diferentes
concentraciones del extracto, ya que en dicha investigacion usaron flores y
una concentracion de 100 mg/mL del extracto , mientras que en el presente
trabajo se utilizaron hojas del espécimen vegetal y una concentracion de 10
mg/mL. Ademas, en el proceso de la obtencidén de los extractos del presente
ensayo, se emplearon hexano y etanol como solventes, mientras que,
Olaleye y Toloja usaron metanol; razon por la cual se presentan
discrepancias entre ambos estudios.

Por otra parte, Nakkuntod, y Prapatsorn en el 2021, realizaron un estudio
para evaluar la actividad antimicrobiana de diversas malezas, entre las
cuales estuvo incluido el Heliotropium indicum L., para lo cual se utilizo el
método de difusion en agar con disco, ensayando los extractos acuosos,
acetona, hexano y metandlico, de las malezas, a una concentracion de 12
mg/mL contra Candida albicans, Malassezia furfur, Malassezia globosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. El resultado de la
evaluacion del extracto metandlico de Heliotropium indicum L. mostro
actividad antibacteriana frente a S. aureus y B. subtilis; registrando un halo
de inhibicién de 9,0 mm de didmetro para ambas cepas bacterianas. Esta
investigacion se correlaciona con el presente estudio debido a que se utilizo
el mismo método y concentraciones similares para la determinacion de la
actividad antibacteriana, obteniéndose halos de inhibicion con diametros
cercanos en ambas investigaciones. Ya que en el presente estudio se
registrd un halo de inhibicion de 7 mm de didmetro para la cepa de S. aureus

empleando una concentracion del extracto etanélico de 10 mg/mL.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Mediante la técnica de extraccidén por reflujo, se lograron obtener los
extractos de hexano y etanol de las hojas de Heliotropium indicum L.,
con un porcentaje de rendimiento de 1,08 % y 3,20 %
respectivamente.

El tamizaje fitoquimico que se realizé al extracto de hexano, revelo la
presencia de triterpenos, esteroles y flavonoides

El analisis fitoquimico del extracto de etanol de las hojas de
Heliotropium indicum L. demostré la presencia de alcaloides y
esteroles.

La actividad antibacteriana del extracto etandlico, a una concentracion
de 10 mg/mL, se realizé6 mediante el método de difusion de disco en
agar (Kirby-Bauer) y presentd frente a las cepas de Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa un halo de inhibicién de 7 mm de
diametro cada una, mientras que Enterococcus faecalis y Klebsiella
pneumoniae presentaron un halo de inhibicion de 8 mm cada una. Por
otra parte, en cuanto a la cepa de Escherichia coli, fue indeterminada,
debido a que no hubo crecimiento bacteriano.

Esta investigacion represent6 el primer reporte proveniente del Estado
Mérida sobre la composicion quimica preliminar de los extractos de
Heliotropium indicum L. vy la actividad antibacteriana en cepas de

referencia internacional.
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Recomendaciones

» Obtener extractos vegetales utilizando distintos solventes (metanol,
diclorometano y agua), asi como diferentes técnicas de extraccion,
con la finalidad de aislar e identificar diversos metabolitos secundarios
de distinta naturaleza, de acuerdo a su polaridad.

» Para la extraccion se recomienda utilizar como espécimen vegetal
distintas partes de la planta en estudio, como lo son flores, tallos,
raices y frutos, con el fin de identificar otros metabolitos presentes en
dichas partes, ademas es importante tener en cuenta la ubicacion
geografica de la planta, ya que influye en la produccién de metabolitos
secundarios.

» Analizar la actividad antibacteriana de los extractos de hexano y
etanol, por medio de la técnica de dilucién en caldo, para obtener la
concentracion inhibitoria- minima (CIM), de esta manera se lograria
determinar la concentracién exacta a la cual las cepas bacterianas son
inhibidas, ademas de permitir la comparacion de resultados al aplicar
el método de difusion de disco en agar (Kirby-Bauer).

» Evaluar otras actividades biol6gicas de los extractos de las hojas
Heliotropium indicum L., tales como: actividad antifungica, cicatrizante,

antioxidante y antiinflamatoria.
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