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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana
y el tamizaje fitoquimico de las hojas de Cassia alata L., en bacterias grampositivas y
gramnegativas. La planta fue recolectada en la localidad de Santa Cruz, estado Zulia, su
identificacion boténica se realizé en herbario de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
donde se almacend para ser procesada en el laboratorio del Instituto de Investigacion de
la misma facultad, las hojas secas y molidas fueron sometidas a reflujo en caliente con
hexano y etanol con el fin de separar los metabolitos secundarios en dos grupos: polares
y apolares. Partiendo de los extractos obtenidos, se realizaron pruebas de identificacion
por medio del tamizaje fitoquimico, logrando la identificacion de compuestos como:
triterpenos, esteroles y alcaloides. Y por Gltimo se comprobd la actividad antibacteriana
del extracto etanolico de las hojas utilizando el método de difusion en disco (Kirby
Bauer), donde se demostré que los extractos fueron activos frente a Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, y Klebsiella pneumoniae, mientras que frente a
Staphylococcus aureus no mostré actividad.

Palabras clave: Cassia alata, tamizaje fitoquimico, actividad antibacteriana, bacterias

grampositivas y gramnegativas.
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INTRODUCCION

A lo largo de los afios la herbolaria medicinal ha sido considerada como una ciencia
que estudia la utilizacion de los productos o extractos de origen vegetal para prevenir,
atenuar o curar un estado patologico, a través de los principios o propiedades quimicas
de los mismos (Prieto, Ocampo, Fernandez y Pérez, 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) defini6 las plantas medicinales, como
todo vegetal que contiene sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o
preventivos y que son precursores de hemisintesis quimiofarmacética (World Health
Organization, 2014).

Entre las propiedades que pueden poseer estos productos de plantas se encuentra la
actividad antibacteriana que es ejercida por sustancias bactericidas (ejercen una accion
letal para la bacteria) o bacteriostaticos (solo inhiben transitoriamente el crecimiento
bacteriano) (Salcedo, 2017). Para conocer los principios de los extractos de una planta
se puede utilizar el tamizaje fitoquimico, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos presentes en la misma a través de una
serie de pruebas bioquimicas principalmente colorimétricas (Sharapin, 2000). Una de
las plantas evidenciada en la literatura como poseedora de actividad antibacteriana es
la Cassia alata, un arbusto perenne de 2 a 4 metros de altura originario de América
tropical, perteneciente a la subfamilia Caesalpinacea (Chatterjee, Chatterjee y Dultta,
2013).

En 2013, Chatterjee, Chatterjee y Dutta hicieron una investigacion comparando los
diferentes extractos de Cassia alata con antibidticos comerciales y concluyeron que la
C. alata es una especie que posee actividad antimicrobiana significativa. Al considerar
los por qués de esta investigacion, los autores encontraron razones que justifican la
realizacion de la misma, la que mas destaca es la actividad de los metabolitos

secundarios de C. alata que estan estrechamente relacionados con la inhibicién del



crecimiento de patégenos formadores de biopeliculas (Saito, Trentin, Macedo,
Pungartnik y Gosmann, 2012).

Por lo tanto, la investigacion centra su interés sobre el evento de estudio basado en
la actividad antibacteriana y tamizaje fitoquimico desde el punto de vista
confirmatorio, ya que se pretende confirmar la relacion que existe entre la actividad
antibacteriana y el tamizaje fitoquimico de las hojas de Cassia alata L. en bacterias
grampositivas y gramnegativas.

Esta investigacion ha sido sistematizada de la siguiente manera. El Capitulo I: El
Problema, formado por los siguientes subtitulos: Planteamiento del Problema,
Justificacion e Importancia de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion, Alcances
y Limitaciones de la Investigacién. El Capitulo Il: Marco Teorico, en este se enmarcan
los Trabajos Previos, Antecedentes Historicos o Epistemoldgicos, Bases Teoricas,
Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las Variables e Hipétesis.
El Capitulo I11: Marco Metodolégico, describe el Tipo de Investigacion, Disefio de la
Investigacion, Unidad de Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de Variables,
Procedimientos o Metodologia de la Investigacion y Disefio de Andlisis. El capitulo IV
esta titulado como Resultados y Discusiones, y el capitulo V esté titulado y compuesto
por, Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

A partir de 1928, cuando Alexander Fleming descubrié la penicilina, comenz6 la
época de los antibidticos y desde esa fecha, en las décadas siguientes, se produjo un
incremento de forma exponencial en la creacién de nuevas clases de estos agentes,
especialmente en paises desarrollados. Sin embargo, en los afios recientes ha surgido
como un problema de consecuencias impredecibles la resistencia bacteriana a los
antibidticos, por la aparicion en las bacterias de mecanismos defensivos con el fin de
evadir la accion de estas sustancias (Monroy y Prieto, 2015).

Uno de los mecanismos de resistencia mas usados por la bacteria es disminuir
o0 evitar la presencia del antibidtico en su interior modificando su permeabilidad,
alterando su mecanismo de transporte activo en la membrana celular o generando
mecanismos de eliminacion activa del antibiético (Echeverria, 1998). Este proceso es
conocido como resistencia bacteriana, y es segun la Organizacién Mundial de la Salud,
una de las mayores amenazas para la salud en el mundo, la seguridad alimentaria y el
desarrollo (World Health Organization, 2014).

Existen reportes en la literatura que evidencian la gran variedad de géneros de
plantas con propiedades antibacterianas y antifingicas, entre las cuales esta la Cassia
alata, ampliamente cultivada en Cuba, se emplea por la poblacion como antiherpético,
diurético, anticatarral y contra afecciones cutaneas, en Suramérica como laxante y
como veneno para peces y en Africa se planta cerca de las casas para espantar a las
hormigas (Chatterjee, Chatterjee y Dutta, 2013).

La especie C. alata ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional debido

a la presencia de metabolitos secundarios que le confieren actividad bioldgica para
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ejercer efectos antibacterianos y antifingicos que permiten la utilizacion de esta planta
como alternativa terapéutica (Carpio y Ambida, 2019).

En la Universidad Estadal de Santa Cruz, l1héus, Brazil, se realizo el primer estudio
que muestra la capacidad de metabolitos de C. alata sobre dos importantes patdgenos
formadores de biopeliculas (Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa)
donde se concluyd que la actividad de la Cassia alata esté estrechamente relacionada
con la inhibicion del crecimiento bacteriano (Saito, Trentin, Macedo, Pungartnik y
Gosmann, 2012).

Estos metabolitos secundarios presentan una distribucion restringida en el reino
vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los
grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada,
estando a menudo su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una
familia, o incluso a algunas especies (Garcia y Pérez, 2009).

Una vez descrita la situacion del problema de estudio, la autora elabord el siguiente
enunciado holopraxico:

¢Cual es la relacion que existe entre la composicién quimica y la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Cassia alata L., en bacterias grampositivas y

gramnegativas?



Justificacion de la Investigacion

Actualmente, la aparicion de bacterias resistentes o multiresistentes a farmacos
antibacterianos, representa un grave problema de salud publica a nivel mundial; esta
problematica requiere una vigilancia constante, situacion que desafia a la comunidad
cientifica para la basqueda de alternativas. La disminucion de la eficacia y el aumento
de la toxicidad de los antibidticos sintéticos agravan el problema; por lo que los
cientificos estan buscando compuestos naturales para obtener soluciones. Al respecto,
la medicina tradicional basada en el uso de plantas medicinales representa una
alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias resistentes o
multirrestentes, tanto en humanos como animales (Valle, Andrade, Puzon, Cabrera y
Rivera, 2015).

Las plantas destinan una cantidad de energia a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas que se denominan metabolitos secundarios, por ejemplo, los
terpenos, los compuestos fenolicos y por Gltimo los alcaloides, muchos de estos
metabolitos han demostrado poseer actividad bioldgica en el tratamiento de
enfermedades, y son usados popularmente por la medicina tradicional, como método
curativo o preventivo (Abarca, Reyes, Alvarado, Jiménez y Corral, 2006).

Existen reportes en la literatura que evidencian la gran variedad de géneros de
plantas con propiedades antibacterianas y antifingicas, entre las cuales estd Cassia
alata (Chatterjee, Chatterjee y Dutta, 2013).

Se han realizado estudios que demuestran la diversidad de grupos funcionales de
compuestos entre los que se destacaron los alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas,
triterpenos, esteroles y quinonas presentes en los extractos de Cassia alata L. (Barrese,
Hernandez y Garcia, 2005).

El estudio y manejo adecuado de las plantas medicinales utilizadas en la medicina
tradicional o alternativa es de vital importancia, ya que mas de un tercio de la poblacion

en vias de desarrollo carece de medicamentos esenciales para mantener la salud, por lo
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tanto, la creacion de posibles fArmacos que sean seguros y efectivos pueden ser una
herramienta exitosa para incrementar el acceso a medidas de salud para los que carecen
de ellas (World Health Organization, 2014).



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacién entre la composicion quimica de los extractos de las hojas de
Cassia alata L. y la actividad antibacteriana en bacterias grampositivas y
gramnegativas.

Obijetivos Especificos

e Obtener los extractos organicos (hexano y etanol) de las hojas de la especie
Cassia alata L. por la técnica de reflujo en caliente.

o ldentificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos de
las hojas de C. alata L. mediante el tamizaje fitoquimico.

e Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de C.

alata L. frente a bacterias grampositivas y gramnegativas.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La siguiente investigacion tiene como alcance aportar nuevos conocimientos
relacionados con la determinacion de la actividad antibacteriana de Cassia alata L.,
también confirmar que dicha actividad esté relacionada con la composicion quimica de
los extractos de la planta mencionada, para promover estrategias terapéuticas de origen

vegetal como alternativa en contra de los mecanismos de resistencia bacteriana.

Limitaciones de la Investigacion

En el desarrollo del presente trabajo investigativo las limitaciones estuvieron
representadas por el alto costo y escasez de los materiales, productos e instrumentos
necesarios para la ejecucion de la parte experimental de la investigacion. Las limitantes
que se encontraron fueron de tipo econdmicas, por ser dificil la adquisicion del agar
Mueller Hinton en el que se valorara la actividad antibacteriana, también se incluyen

los cortes de luz.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Mar'ie, Zamzani y Nashihah (2022), realizaron una investigacion titulada
“Actividad antibacteriana del extracto etanolico de los tallos de Cassia alata contra
Staphylococcus aureus”. El objetivo de dicha investigacion fue determinar si los tallos
de la planta presentaban actividad contra S. aureus, para esta investigacion se utilizé
un método de extraccion asistido por ultrasonido, obteniendo concentraciones del
extracto del 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, los halos de inhibicion para dichas
concentraciones fueron de 17,6 mm, 21 mm, 22,6 mmy 25 mm para la concentracién
de 100 % respectivamente. Los resultados revelaron que a mayor concentracion del
extracto mayor es su actividad antibacteriana; también concluyeron que la extraccion
asistida por ultrasonido es més efectiva que las extracciones convencionales para la
obtencion de metabolitos secundarios, ya que utilizando la extraccion por maceracion
se obtuvo 0,42 % para flavonoides, por otro lado, con la extraccion asistida por
ultrasonido el nivel de flavonoides fue de 0,75 %. Los investigadores también
concluyeron que el extracto de las hojas de Cassia alata es menos efectivo contra S.
aureus que el extracto de los tallos, ya que los halos de inhibicion del extracto de las
hojas fueron de 5 mm, 7,2 mm, 7,6 mmy 12,2 mm respectivamente.

Eusebio y cols (2020) realizaron un trabajo de investigacion en la revista Advance
online publication que se titulo “Decoccion de las hojas de Cassia alata para el
tratamiento de la tifia imbricata en una tribu indigena del sur de filipinas”. El objetivo
de la investigacion consistio en determinar la eficacia de la decoccidn de hojas de
Cassia alata preparada en la comunidad para el tratamiento de la tifia imbricata. Para
esta determinacion se instruyé a los pacientes que se aplicaran la decoccion de hojas
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de C. alata durante 4 semanas. Antes y después del tratamiento se evaluo la gravedad
de la enfermedad a través de las puntuaciones de la escala analdgica visual (VAS) y las
cantidades de hidréxido de potasio (KOH) de los raspados de piel. Dos asesores
evaluaron la gravedad de la enfermedad en base a fotografias. Después de 4 semanas,
el 95 % habia disminuido las puntuaciones VAS de prurito. Hubo una diferencia
significativa en las puntuaciones de gravedad de la enfermedad antes y después del
tratamiento. Este es el primer estudio que mostro el potencial de una decoccion de hojas
preparada por la comunidad como una opcidén de tratamiento para la tifia imbricata.
En el 2019, Carpio y Ambida publicaron en la revista Advance Pharmaceutical
Journal una investigacion titulada “Actividad antibacteriana de los extractos crudos de
las raices y cortezas de Cassia alata Linn”. Su objetivo fue estudiar la actividad
antibacteriana de las raices y las cortezas de la planta frente a cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Para esta investigacion se usaron 250 gramos de raices y
300 de corteza, como control positivo se usaron antibiéticos comerciales como
cloranfenicol y tetraciclina, la actividad antibacteriana del extracto crudo se realizo
utilizando discos de papel filtro empapados con el mismo en placas cultivadas con S.
aureus y E. coli, se procedi6é a incubar por 24 horas a temperatura ambiente. Los
resultados revelaron que los extractos crudos de raiz y corteza de C. alata Linn, tienen
actividad antibacteriana contra los microorganismos de la prueba segun lo indicado por
las zonas de inhibicién alrededor de los discos de papel filtro, el extracto crudo de raiz
tuvo una zona de inhibicion promedio de 9 mm en S. aureus y 9 mm en E. coli; por
otro lado el extracto crudo de la corteza tuvo una zona de inhibicion de 7,3 mmen S.
aureus y 12,3 mm en E.coli siendo asi mas efectivo que el extracto de las raices.
Asimismo, Le (2019) realizé una investigacién cientifica publicada por la revista
Bulgarian Chemical Communications, titulada “Tamizaje fitoquimico y actividad
antibacteriana de los extractos de hojas y semillas de Cassia alata L.”. Su objetivo fue
determinar la presencia de algunos compuestos bioactivos de los extractos etanélicos

de hojas y semillas de la planta; como taninos, saponinas, antraquinonas y flavonoides.
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La actividad antibacteriana fue determinada la técnica de concentracién inhibitoria
minima (CIM). En este estudio se llegd a la conclusion de que los extractos de las hojas
inhiben el crecimiento de S. aureus y E. coli a una CIM de 400 mg/mL; S. enteritidis y
B. subtilis a una CIM de 800 mg/mL. Ademas, el extracto etanolico de semillas también
inhibe S. aureus a una CMI de 200 mg/mL, en cambio para E. coli, S. enteritidis y B.
subtilis presento una CIM de 400 mg/mL, respectivamente.

Antecedentes Historicos de la Investigacion

Ao largo de la historia, diferentes culturas han creado un conocimiento de remedios
vegetales que han constituido la base de la medicina moderna, existen evidencias del
uso de plantas medicinales a través de los siglos, estos usos han quedado documentados
en libros como la biblia, el papiro de Ebers (escrito por los egipcios) que describe unas
200 plantas medicinales y sus aplicaciones (Dominguez, 1979).

El Cdédice Florentino en el siglo XVI menciona con respecto a la Cassia alata, (ain
no habia sido clasificada) que las hojas y las raices molidas en agua eran de utilidad
para los apostemas. En el mismo siglo, Francisco Hernandez comenta que las hojas o
raices machacadas y untadas curan las rozaduras. Para el siglo XX, Maximino Martinez
la reporta como antipirético, antisifilitico, catartico, contra dermatosis, diaforético,
diuretico y para curar enfermedades venéreas (Estrada, 1989).

Los primeros trabajos importantes sobre este género fueron realizados por Colladon,
quién en 1816 publico el “Histoire Médicale et Systématique des Casses”, en el cual
hizo gran énfasis en la utilizacion farmacéutica de la esta especie. En 1837, doce afios
maés tarde Vogel, efectla un trabajo sobre este género al realizar el estudio de las
Leguminosas del Brasil, en él enumera 278 especies, de las cuales serian confirmadas
posteriormente 200 de ellas (Bravo, 1977).

En el afio 1871, George Bentham hace una revision del género, donde pudo
identificar y describir 338 especies, con posterioridad a la revision del género realizada

por G. Bentham, y hasta nuestros dias, se han publicado varios trabajos por diversos
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autores y para distintos paises; estos autores consideran que el nimero de especies
actualmente consideradas es de aproximadamente 600, con un elevado nimero y gran
distribucion en Brasil (Bravo, 1977).

En 1995 se publicé en la revista Journal of Ethnopharmacology una de las primeras
investigaciones sobre las propiedades y caracteristicas de la C. alata, en la cual
evaluaron actividad antimicrobiana del extracto crudo de Cassia alata en distintos
microorganismos patdgenos que pueden causar enfermedades de la piel en humanos.
Los resultados del presente trabajo indicaron que, existen propiedades antifingicas en
el extracto crudo de etanol de hojas de Cassia alata y que dicha actividad puede deberse
a la presencia de crisofanol en las hojas (Ibrahim y Osman 1995).

En la misma revista anteriormente mencionada, en el afio 2003, se publicd un
estudio denominado “Actividad antimicrobiana de los extractos acuosos y etanolicos
de Cassia alata”, donde se estudiaron los extractos etandlicos y acuosos de las hojas y
corteza de C. alata sobre hongos (Aspergillus fumigatus y Microsporum canis),
levaduras (C. albicans) y bacterias (Staphylococcus aureus y E. coli) la prueba in vitro
sobre la actividad antibacteriana reveld que los extractos de etandlicos y acuosos de
hojas de C. alata inhibieron el crecimiento de S. aureus, mientras que la E.coli no fue
inhibida por ninguno de los extractos. Se concluy6 entonces que dicha planta posee

actividad antimicrobiana (Somchit, Reezal, Nur y Mutalim, 2003).

Bases Tedricas

Familia Fabaceae

12



Aspectos Botanicos

Es una familia con abundantes e importantes especies, es la tercera familia méas
grande de las angiospermas después de Orchidaceae y Asteraceae, y la segunda después
de las Poaceae (gramineas). Su caracteristica principal, y por la cual se reconoce
facilmente, es su fruto en legumbre, también por poseer hojas alternas, compuestas,

con estipulas y generalmente pulvinuladas (Rodriguez y Gdmez, 2010).

Distribucion Geografica

Presentan una amplia distribucion mundial, ya que es cosmopolita; a nivel mundial
se han reportado 730 géneros y 19.400 especies. En Venezuela, la familia comprende
alrededor de 151 géneros y 993 especies, incluyendo nueve endémicas, ampliamente
distribuidas en todas las zonas de vida, siendo la més abundante la Faboideae con 489
especies, seguida por las Caesalpionoideae y Mimosoideae con 278 y 229 especies
respectivamente. En la ciudad de Mérida existe una gran variedad de leguminosas
arbéreas, de importancia ecoldgica, medicinal, alimenticia y ornamental, siendo estas

comunes en parques, avenidas, plazas y areas boscosas (Rodriguez y Gamez, 2010).

Clasificacion Taxondmica de la Familia

Taxonomicamente la familia Fabaceae o Leguminosae pertenece al reino Plantae,
se divide en 3 subfamilias: Faboideae Rudd, Caesalpinioideae DC y Mimosoideae DC
(Rodriguez y Gamez, 2010).

Metabolitos Secundarios aislados de la Familia Fabaceae

Los estudios fitoquimicos relacionados con esta familia de plantas revelan el
contenido de saponinas, triterpenos y diferentes tipos de flavonoides (Figura 1)

incluyendo flavononas (1), chalconas (2) e isoflavonas (3) (Reyes y Castro, 2017).
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Figura 1. Estructura quimica de los metabolitos secundarios aislados de la familia
Fabaceae.

Flavononas (1) Chalconas (2) Isoflavonas (3)

Tomado y modificado de Reyes y Castro, 2017.

Usos Etnobotanicos

Las plantas de esta familia se conocen por ser comestibles tanto por animales
domeésticos como por humanos. Desde el punto de vista de la alimentacion humana, lo
méas importante son las semillas, tomadas directamente como alimento. Las
leguminosas contribuyen a la seguridad alimentaria, a la nutricion, a combatir el
cambio climatico y a favorecer la biodiversidad. Muchas de ellas han sido cultivadas
como ornamentales, otras como plantas forrajeras y otras por sus semillas o legumbres
comestibles o porque de ellas se extraen aceites, tinturas o principios activos

medicinales (Llamas y Acedo, 2018).

Actividad Farmacologica

Entre la actividad farmacol6gica descrita para las distintas especies de las Fabaceae
se destacan el tratamiento de la ictericia, el control de procesos febriles, su empleo en
procesos inflamatorios de distinta etiologia y el tratamiento del cancer (Gomez y cols.,
2015).
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Subfamilia Caesalpinioideae

Aspectos Botanicos

Arboles, a veces con raices tabulares, arbustos, o hierbas, anuales o perennes, menos
frecuentemente lianas. Hojas alternas, pecioladas, bipinnadas. Flores zigomorfas,
generalmente bisexuales. Legumbres alargadas, rectas o encorvadas. Semillas
numerosas, con o sin endosperma mucilaginoso (Ulibarri, 2008). Se clasifica

taxondmicamente de la siguiente manera (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de la Subfamilia Caesalpinioideae.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioideae

Tomado y modificado de Ulibarri, 2008.

Distribucion Geografica

Las Caesalpinioideae son un grupo predominantemente tropical de 160 géneros con
2000 especies. El mayor nimero de géneros se encuentra en Africa tropical y América
tropical. En Malasia hay 25 géneros autdctonos, que contienen 200 especies nativas y
mas de 30 cultivadas, introducidas o naturalizadas. Ademas, también hay al menos
ocho géneros comunmente introducidos y ampliamente cultivados con doce especies
(Hou, Larsen y Larsen, 2000).
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Metabolitos Secundarios Aislados de la Subfamilia

Diversos estudios han demostrado la presencia de flavonoides en esta subfamilia,
principalmente isoflavonoides en sentido amplio, los flavonoides prenilados y los 5-
desoxiflavonoides. Ejemplos de su ocurrencia en Caesalpinioideae son el isoflavonoide

pterocarpano de las hojas de Cassia torosa (ver figura 2) (Kitakana y Takido, 1991).

Figura 2. Estructura quimica del isoflavonoide (pterocarpano) presente en la

Subfamilia Caesalpinioideae.
O
O /
"~

Pterocarpano (4)

Tomado y modificado de Kitakanay Takido, 1991.

También se ha estudiado la presencia de taninos en raices, tallos y frutos de plantas
lefiosas de regiones subtropicales, Caesalpiniaceae produce materiales tanicos en los
frutos secos de algunas especies de Caesalpinia sudamericanas e indias, la evidencia
disponible sugiere que los acidos triterpénicos de tipo oleaneno (Figura 3) son las
principales sapogeninas en Caesalpiniaceae: acido oleanolico (5) y acido equinocistico
(6) (Hou, Larsen y Larsen, 1996).

Figura 3. Acidos triterpénicos presentes en la subfamilia Caesalpinioideae.
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Acido oleanolico (5) Acido equinocistico (6)

Tomado y modificado de Hou, Larsen y Larsen, 1996.

Usos Etnobotanicos

La subfamilia Caesalpinioideae ha desempefiado un papel importante en la
herbolaria y la medicina popular como purgante y laxante debido a sus ingredientes
activos, ademas, es parte de remedios herbales y ténicos (Pansa, 2011).

Segun el Ayurveda, las hojas y las semillas de algunas especies de la subfamilia
Caesalpinioideae son laxantes, antihelmintico, oftdlmico, tonico hepatico, cardiotonico
y expectorante, también son Utiles en lepra, tifia, flatulencia, cdlico, dispepsia,
estrefiimiento, tos, bronquitis y trastornos cardiacos (Deodor, Khadabadi, Kamdi e
Ingle, 2009).

Actividad farmacoldgica

Los estudios farmacoldgicos realizados con las especies probaron las actividades
antiulcerogénicas (Bacchi y cols., 1995; Gonzalez, 2005), antiinflamatorio, analgésico
(Carvalho y cols., 1996), antibacteriano, antifungico (Ximenes, 2004), antioxidante
(Gonzalez, 2005), antimicrobiano (Farias, 2013; Magalhaes y cols., 2015),
hepatoprotector (Hassan y cols., 2015), hipoglucemiante (Vasconcelos y cols., 2011),
ademas de tener efectos cardiovasculares (Menezes y cols., 2007) y viricida contra

Herpesvirus y Poliovirus (Lopes y cols., 2013).

Género Cassia
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Aspectos Botanicos

El género Cassia, con 600 especies aproximadamente, es el mas grande de la
subfamilia Caesalpinoideae y esté distribuido en los tropicos y subtropicos. El género
representa una gran diversidad de formas de vida: arboles, arbustos y hierbas perennes.
En general, la flor es de pétalos amarillos. Carece de olor perceptible y presenta
asimetria (Delgado y Sousa, 2016). Se clasifica taxondmicamente de la siguiente
manera (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion Taxonomia del género Cassia

Reino: Plantae

Clase: Equisetopsida C. Agard
Subclase: Magnoliidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Cassia L.

Tomado y modificado de tropicos.org.

Distribucion Geografica

El género Cassia L (Tabla 2) posee representantes en casi todos los continentes con
clima tropical, subtropical y templado. Es un género de amplia distribucion en los
tropicos, en los pastizales y alrededor de pueblos y aldeas en Africa occidental (Bravo,
1977).

Metabolitos Secundarios Aislados del Género Cassia

El tamizaje fitoquimico de algunas especies del género Cassia como la Cassia
uniflora Mill ha demostrado la existencia de varias familias de metabolitos secundarios

de interés bioldgico y farmacoldgico como: flavonoides, antocianinas, fenoles, taninos,
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terpenos, esteroles, quinonas y cumarinas (Morales, Fonseca, Almeida, Morales y
Torres, 2011).

Entre los compuestos que se han aislado de plantas de este genero destacan (Figura
4), flavonas como la 2,5,7,4'-tetrahidroxi isoflavona (7); también se han identificado
compuestos flavonoides (Fatmawati, Purnomo y Bakar, 2020).

Los compuestos polifendlicos de algunas especies de Cassia muestran actividad
antihelmintica (Figura 5), entre ellos: niclosamida (8), oxiclozanida (9) y bitionol (10)
estos interfieren con la generacion de energia en parasitos helmintos (Deodor y cols.,
2009).

Figura 4. Metabolitos secundarios aislados del Género Cassia.

HOO
|
OH O OH

HO

2,5,7,4'-tetrahidroxi isoflavona (7)

Tomado y modificado de Fatmawati, Purnomo y Bakar, 2020.

Figura 5. Compuestos polifenolicos de algunas especies de Cassia.
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Bitionol (10)
Tomado y modificado de Fatmawati, Purnomo y Bakar, 2020.

Usos Etnobotanicos

Este género es utilizado por lo general de forma local, las personas suelen usar estas
plantas para lefia, fabricacion de escobas y techos naturales, muchas especies son
cultivadas como plantas ornamentales, algunas menciones populares indican que
algunas especies se utilizan para tinturas (Bravo, 1977).

Las cortezas y las raices de C. occidentalis fueron empleadas por los guaranies
contra la malaria, empledndose todavia como antipirético en Paraguay y otras zonas
tropicales (Lythgoe, 1972).

Estudios etnobotanicos realizados en Cuba, reconocen a varias especies del género
Cassia como plantas que poseen interés por sus propiedades medicinalesy se reportan
empleos tradicionales como antihipertensivos, antiinflamatorios, antiinfecciosos,
diuréticos, antitumorales,  antianémicos,  antimicrobianos,  antiherpéticos,
anticatarrales, analgésicos, contra afecciones cutaneas, para el tratamiento de trastornos
estomacales, espasmos, cdlicos nefriticos y célculos renales (Morales, Fonseca,
Almeida, Morales y Torres, 2011).

Actividad Farmacologica

Se reporta como la accién mas reconocida de las quinonas detectadas en las plantas
del género Cassia la de laxante. También se han reconocido los efectos beneficiosos
de las hojas de estas plantas en el tratamiento antiparasitario y contra infecciones

cutaneas de origen bacteriano y fungico. Las cumarinas aisladas en el género tienen
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efectos anticoagulantes y actividad vasodilatadora, ademas, se han reportado
propiedades antiespasmaodicas, antiparasitarias e insecticidas (Morales y cols., 2011).
Un estudio comprobo accién antimicrobiana de Cassia grandis sobre: Proteus vulgaris,

Staphyococcus aureus y Salmonella enteritidis (Quesada y cols., 2016).

Especie Cassia alata L.

Aspectos Botanicos

La especie Cassia alata es conocida comunmente como Senna salvaje, Cassia de
tifia, arbusto de vela en inglés y asuwun en idioma yoruba. Crece de 6 a 12 pies y se
puede identificar por sus picos cerosos erectos que se asemejan a una vela antes de que
se abran los senos individuales. Las hojas grandes, simétricas bilaterales, opuestas y se
pliegan juntas por la noche. El fruto es vaina, mientras que las semillas son pequefias
y cuadradas (Figura 6) (Farug, Hassan y Adebote, 2003).

Figura 6. Partes de la planta Cassia alata L.

(b) (d)

(a) Planta Cassia alata, (b) hojas, (c) fruto, (d) flores

Tomado y modificado de Fatmawati, Purnomo y Bakar, 2020.
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Esta planta se encuentra en la vegetacion secundaria a lo largo de las riberas de los
rios y crece rapidamente (Farug, Hassan y Adebote, 2003). Se clasifica

taxondémicamente de la siguiente manera (Tabla 3):

Tabla 3. Clasificacion Taxonomia de la especie Cassia alata

Reino: Plantae

Clase: Equisetopsida C. Agard
Subclase: Magnoliidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Cassia L.

Especie: Cassia alata L.

Tomado y modificado por tropicos.org.

Distribucion Geografica

Cassia alata es un arbusto originario del sudeste asiatico, el norte de Australia,
América Latina, Fiyi y Africa y se puede encontrar muy extendido en las regiones

tropicales, cultivandose con fines medicinales (Farug, Hassan y Adebote, 2003).

Metabolitos Secundarios Aislados en Cassia alata L.

Esta planta presenta dentro de sus principales metabolitos secundarios (Figura 7)
varios flavonoides como crisoeriol (11), kaempferol (12), quercetina (13), 5,7,4'-
trihidroflavanona  (14), kaempferol-3-O-4-D-glucopiranosido  (15), algunos
hidrocarburos saturados como tetratriacontano (16), n-dotriacontanol (17), n-
triacontanol (18), ademéas de los acidos palmitico (19) estedrico (20) (Gupta y
Singh,1991; Liu, Xu, Zou y Yang, 2009).
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Figura 7. Metabolitos secundarios presentes en Cassia alata.
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Tomado y modificado de Liu, Xu, Zou y Yang, 2009.
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Usos Etnobotanicos

Tiene aplicaciones muy importantes en la medicina popular, en Ghana y Costa de
Marfil, las decocciones de las hojas y las raices se usan para tratar la diarrea, la
disenteria y otros problemas gastrointestinales. Informes recientes han acreditado el
uso de C. alata en el tratamiento exitoso de hemorroides, estrefiimiento, hernia
inguinal, parasitosis intestinal, blenorragia, sifilis y diabetes (Makinde y cols., 2007).
En la parte norte de Nigeria, los practicantes de hierbas medicinales utilizan las raices,
los tallos y las hojas para tratar quemaduras, infecciones de la piel y de las heridas,
enfermedades diarreicas, infecciones gastrointestinales y del tracto respiratorio
superior. Informes anteriores en la literatura cientifica indicaron que algunas hojas y
raices de C. alata se pueden usar como remedio para fortnculos, heridas, infecciones
del tracto urinario y gastrointestinal, diarrea y escarlatina (EI-Mahmood y Doughari,
2008).

Actividad Farmacoldgica

La especie Cassia alata ha sido estudiada ampliamente para determinar la funcion
farmacoldgica de sus metabolitos secundarios. Un estudio demostrd que los extractos
de metanol, etanol, agua y cloroformo son activos contra varias especies bacterianas
como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Salmonella typhi,
Shigella boydii y Pseudomonas aeruginosa (Mahida y Mohan, 2006).

También se ha comprobado la actividad de los metabolitos secundarios de C. alata
sobre dos importantes patdgenos formadores de biopeliculas (Staphylococcus
epidermidis y Pseudomonas aeruginosa) donde se concluyd que la actividad de la
especie en estudio esta estrechamente relacionada con la inhibicion del crecimiento
bacteriano (Saito, Trentin, Macedo, Pungartnik y Gosmann, 2012).

Se han estudiado los extractos de hojas y raices de Cassia alata por su actividad
antibacteriana contra Neisseria gonorrhoeae, se concluyd que los extractos de raices
son mas potentes que los de hojas, independientemente del disolvente utilizado para la
extraccion; también ha sido estudiada su actividad sobre; bacterias, hongos y amebas.
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Las bacterias especificas contra las cuales se han encontrado actividad en las hojas son:
Vibrio cholerae, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp Yy
Escherichia coli (Otto, Ameso y Onegi, 2015).

Productos Naturales

A toda la diversidad de compuestos que el hombre extrae de un vegetal y aprovecha
o intenta darle alguna utilizacion los denominamos productos naturales vegetales, el
término se refiere generalmente a los metabolitos secundarios, con real o potencial
utilidad para el hombre y/o para la adaptacion de la planta al medio ambiente. En este
sentido, dichos metabolitos pueden clasificarse en metabolitos primarios y secundarios
(Ringuelet y Vifa, 2013).

Metabolitos primarios

Los metabolitos primarios serian todos aquellos que son esenciales para el
funcionamiento de toda materia viva, responsables de su estructura y de todas las
reacciones necesarias para mantener el estado vital y posibilitar el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccion, comprenden los glucidos o hidratos de carbono, los

lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos (Ringuelet y Vifia, 2013).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios cumplen funciones que no resultan estrictamente
vitales en los tejidos y representan en ocasiones compuestos de desecho del
metabolismo. No estan, en general, directamente involucrados con el crecimiento y
desarrollo, ni participan en procesos como la obtencion de energia. Muchos de ellos
son aprovechados por la planta que los sintetiza para interactuar con el medio, ya sea

para atraer polinizadores, repeler predadores, impedir la competencia con otras plantas,
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adaptarse a condiciones adversas de suelo o clima (Ringuelet y Vifia, 2013). Los
grandes grupos de metabolitos secundarios a tratar seran:

Alcaloides

Estructuralmente contienen uno o varios atomos de nitrégeno en su molécula, a
menudo formando parte de un anillo heterociclico (Figura 8), son derivados
biosintéticamente de aminoacidos, de actividad farmacoldgica significativa. Su peso

molecular oscila entre 100 y 900. (Ringuelet y Vifia, 2013).

Figura 8. Estructura general de los alcaloides
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(21)
Tomado y modificado de Ringuelet y Vifia, 2013.

Ruta Biosintética de los Alcaloides

Las rutas biosintéticas son diversas y los precursores que utilizan las plantas son los
aminoéacidos: L-ornitina, L-arginina, L-lisina, histidina, L-fenilalanina, L-triptéfano o
L-tirosina. En general la estructura carbonada del aminoacido es mantenida intacta en
la estructura del alcaloide, mientras que el carbono del acido carboxilico sufre
descarboxilacion. En algunos casos la molécula requiere carbonos suplementarios, y

éstos pueden ser proporcionados por grupos acetatos, es decir que, el resto de la
26



molécula deriva de otras vias como: la via del acetato, la via del acido shikimico o la
via del &cido mevalo6nico (Bruneton, 2001).

Cumarinas e Hidroxicumarinas

Son un grupo de compuestos fenolicos simples, presentan el esqueleto basico
fenilpropanoide. Algunos ejemplos que pueden mencionarse (Figura 9) incluyen a la
cumarina, la umbeliferona (7-hidroxicumarina) (22), la esculetina (6,7-
dihidroxicumarina) (23) y la escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina) (24)
(Ringuelet y Vifa, 2013).

Figura 9. Estructura quimica de las lactonas fenilpropanoides.
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Tomado y modificado de Ringuelet y Vifia, 2013.

Flavonoides

Los flavonoides son un grupo muy diverso de compuestos fenélicos, de los cuales
se conocen mas de 6.000 estructuras diferentes. El esqueleto comun a todos los
integrantes del grupo consta de dos anillos de seis atomos de carbono unidos mediante
un puente de tres atomos de carbono que forma un tercer ciclo (Figura 10). Son
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compuestos que presentan afinidad con el agua, se acumulan en las vacuolas celulares
y otorgan una variedad de colores, comprendidos desde el rojo carmesi al azul y violeta,
rosado, blanco y amarillo (Ringuelet y Vifia, 2013).

Figura 10. Estructura general de los compuestos flavonoides

(25)
Tomado y modificado de Ringuelet y Vifia, 2013

Estilbenos

Se trata de un grupo de compuestos estrechamente relacionados con los
flavonoides, por compartir precursores en comun durante su proceso de biosintesis e
incluso por presentar ciertas propiedades similares (Bowsher, Steer y Tobin, 2008). La
estructura de los estilbenos esta representada por dos anillos fenilo unidos entre si
mediante un puente de dos atomos de carbono (puente eteno). Se encuentran en un
grupo relativamente pequefio de especies y muestran una diversidad interesante de
actividades biologicas. Particularmente, se los ha mencionado como sustancias con

efectivas propiedades antifingicas (Ringuelet y Vifia, 2013).

Ligninas

Se trata de un polimero complejo, heterogéneo, formado mayoritariamente por
derivados fenilpropanoides que corresponden a los llamados monolignoles. La
diferencia estructural entre estos compuestos radica en la cantidad y posicion de los

grupos metoxilo unidos al anillo fenilo (Bowsher, Steer y Tobin, 2008).
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Taninos

Los taninos se caracterizan por ser compuestos solubles en agua. Son quimicamente
reactivos y facilmente oxidables, ya sea por accion de enzimas vegetales especificas 0
por efecto de metales. La actividad biologica de los taninos se correlaciona con su
capacidad de unirse a las proteinas y combinarse con enzimas, sus propiedades
antimicrobianas han sido ampliamente reconocidas y avalan algunos usos en medicina

popular de plantas ricas en estos compuestos (Heldt, 2005).

Rutas Biosintéticas de los Fenoles

Los compuestos fenolicos, se originan a partir de las siguientes vias metabolicas
secundarias: a) Directamente a partir del &cido shikimico (Figura 11), que es

considerado el precursor comin de todo el grupo (Ringuelet y Vifia, 2013).

Figura 11. Estructura quimica del acido shikimico
o. OH

HO™ ™" “OH
OH
Acido shikimico (26)
Tomado y modificado de Ringuelet y Vifia, 2013

b) A partir de los aminoacidos aromaticos como: fenilalanina (27), tirosina (28) y
triptofano (29) (Figura 12). La fenilalanina en particular (y en algunos casos la tirosina)
actia como precursor de algunos grupos de compuestos fenolicos. Es la denominada

via fenilpropanoide (Ringuelet y Vifia, 2013).

Figura 12. Estructura quimica de los aminoacidos aromaticos.
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Tomado y modificado de Ringuelet y Vifia, 2013.
c) A partir de una via combinada, donde participan compuestos fenilpropanoides por
un lado y por otro el malonato (anion del acido maldnico), bajo la forma de
malonilCoA. Esta es la denominada via fenilpropanoide-malonato (Ringuelet y Vifia,
2013).
Ruta del Acido Shikimico

Es considerada la ruta precursora comun de todo el grupo, los sustratos iniciales
para la sintesis de acido shikimico provienen de las vias de degradacion de glucidos.
Los compuestos de partida son la eritrosa fosfato (30), proveniente de la ruta oxidativa
de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato (31), compuesto intermediario de la
glucolisis (Figura 13) (Ringuelet y Vifia, 2013).

Figura 13. Estructura quimica de los compuestos precursores del acido shikimico
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OH
Eritrosa fosfato (30) Fosfoenolpiruvato (31)

Tomado y modificado de Ringuelet y Vifa, 2013.
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Via fenilpropanoide-malonato

Otra de las vias metabdlicas que dan origen a parte de los compuestos fendlicos es
la denominada via fenilpropanoide-malonato. Las clases de compuestos fendlicos
originados a través de esta ruta son fundamentalmente los flavonoides y estilbenos
(Figura 14) (Ringuelet y Vifa, 2013).

Figura 14. Biosintesis de Flavonoides y Estilbenos.
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tetrahidrochalcona resveratrol (estilbeno)

Elaborado por Uzcategui, 2022.

Terpenoides

Un gran nimero de sustancias vegetales estan incluidas en este grupo de
metabolitos secundarios, son liposolubles, y biosintéticamente asociados a la via del
acido mevalonico o a la via gliceraldehido fosfato - acido piravico, es quizas el grupo
mas numeroso, y tienen como unidad estructural basica a la molécula de isopreno
(Figura 15) (Ringuelet y Vifia, 2013). Sus esqueletos carbonados se forman por la unién

de dos o mas de estas unidades de 5 C, de ahi que también se los denomina
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isoprenoides. Son extraidos de los tejidos de las plantas con éter o cloroformo
(Ringuelet y Vifa, 2013).

Figura 15. Unidad estructural del isopreno.
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Isopreno (32)
Elaborado por Uzcéategui, 2022.

Ruta biosintética de los terpenos

La biosintesis de los terpenoides estd compartimentalizada, los sesquiterpenos,
triterpenos y politerpenos son producidos en compartimentos citosolicos y en el
reticulo endoplasmatico, mientras que el isopreno, monoterpenos, diterpenos y
tetraterpenos se sintetizan en los plastidos (Croteau, Kutchan, y Lewis, 2000).

Las vias biosintéticas para la sintesis de los terpenos difieren mucho en esos
compartimentos: la clasica via del acido mevalonico en el citosol y reticulo

endoplasmatico, y la via del gliceraldehido fosfato y piruvato en los plastidos.

Extractos Vegetales
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El proceso de extraccion consiste en incorporar las sustancias activas de una planta
a un solvente, que generalmente suele ser agua o alcohol. Se puede realizar en frio 0 en
caliente, y el producto resultante puede ser una solucion concentrada o espesa en
funcién de la sustancia de origen (Albornoz, 1980).

En la extraccion y purificacion de compuestos organicos mediante el empleo de
solventes, suelen seguir ciertas reglas basadas en las analogias estructurales existentes
entre la sustancia a extraer y el disolvente que se empleara para tal fin. De este modo,
para la extraccion de glucidos, lipidos, alcaloides, pigmentos, etc., a partir de los tejidos
vegetales 0 animales que los contienen (o de los liquidos organicos provenientes de
ellos) se empleardn disolventes cuya estructura sea semejante o afin a la de las
sustancias que se quieren extraer. La polaridad de los compuestos es otro elemento a
tener en cuenta al considerar la solubilidad de un soluto en un solvente dado. Es asi que
los solventes fuertemente polares disuelven solutos altamente polares, mientras que los
solventes poco polares disuelven los solutos de baja polaridad (Ringuelet y Vifia,
2012).

Métodos de Extraccion

Los métodos de extraccion implican el tratamiento del material vegetal con el
disolvente adecuado, que solubilice dentro de lo posible, Gnicamente el principio activo
deseado. El proceso de extraccién se puede realizar de forma discontinua en frio como
la maceracion, semicontinuo en caliente por medio de la destilacién de arrastre por

vapor, de forma continua por medio del soxhlet, entre otros (Oliva, 2012).

Extraccién por Reflujo

Es una técnica para extraer y preservar los compuestos esenciales en las especies
vegetales, durante el reflujo, la evaporizacion de la mezcla que se hierve es seguida por

la condensacion de estos vapores sobre las paredes interiores de un condensador, éste
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se refrigera con el agua que fluye por una camisa envolvente a su alrededor (Canales,
Carazo y Centeno, 2011).

Extraccion por Maceracion

Este es un método de extraccion solido-liquido donde el material vegetal que se
pretende extraer contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion. Para realizar
este proceso el material vegetal se corta en pequefios trozos o molido, fresco o seco se
coloca en recipientes adecuados, afiadiendo el solvente seleccionado por polaridad:
hexano (o éter de petroleo), cloroformo y finalmente metanol o etanol en reposo o en
un equipo con agitacion continta, a temperatura ambiente durante 5 dias cada
extraccion (Bonatti, 1991).

Percolacion

La percolacién es el flujo del agua o de otro liquido a través de los poros o
intersticios de una capa permeable, pudiendo o no llenar el liquido los poros de los
materiales granulosos méas o menos finos, que rellenan el medio filtrante (Torres, Vega
y Garibaldi, 2006).

Extraccion Continua (Soxhlet)

El método clasico para obtener distintos constituyentes organicos de tejidos
vegetales secos (madera, semillas, raices, hojas) es una extraccion continua del material
pulverizado en un equipo Soxhlet (Figura 16) con distintos solventes que permiten
extraer las sustancias buscadas con un mayor o menor grado de pureza. EI material
vegetal (seleccionado y pulverizado) es agotado en primer lugar con un solvente de
tipo no polar o de polaridad intermedia: éter de petrdleo, benceno, cloroformo, éter
etilico, etc. Luego la muestra es tratada con distintos alcoholes como etanol, metanol
(solventes de tipo polar) y finalmente con agua (Ringuelet y Vifia, 2012).
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Para la extraccion del material vegetal se puede dividir en: Parte aérea (flores, fruto,
semillas, hojas, tallos) y raiz, el estudio fitoquimico puede ser de la planta completa o

una de sus partes para un analisis especifico (Ringuelet y Vifa, 2013).

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consiste en la obtencion de extractos de plantas con
solventes apropiados, tales como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter. Otro
solvente, el diclorometano, se usa especificamente para la extraccion de terpenoides
(Sharapin, 2000).

Posterior a la extraccidn, se llevan a cabo reacciones de coloracion, las cuales son
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Algunas de las reacciones evaltan
grupos de sustancias y otros la presencia de otros compuestos como acidos grasos,
azucares reductores, polisacaridos y mucilagos (Sharapin, 2000). Dentro de las

principales pruebas quimicas para la identificacion de metabolitos secundarios estan:

Ensayo de Sudan
Es un método utilizado generalmente para demostrar la presencia de grasas
mediante tincion de triglicéridos, aunque también tifie otros lipidos. Pertenece al grupo
de colorantes indiferentes, que son aquellos que no tienen afinidad por estructuras
acidas o bésicas, se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula coloreada de
rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos, respectivamente
(Pereira, Vega, Almeida y Morales, 2009).
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Ensayo de Dragendorff

Permite conocer en el extracto acuoso alcohoélico y diclorometanico la presencia de
alcaloides, con la solucién acuosa &cida se realiza el ensayo, agregando 3 gotas del
reactivo de Dragendorff. Se considera (+) cuando se presenta opalescencia, (++)
cuando presenta turbidez definida y (+++) cuando presenta precipitado (Marcano y
Hasegawa, 2002).

Ensayo de Mayer y Wagner

Sirve para identificar alcaloides, se procede de la forma descrita para el ensayo de
Dragendorff, hasta obtener la solucién &cida. Si al afiadir 2 o 3 gotas de la solucion
reactiva de Mayer o Wagner respectivamente, se observa opalescencia, turbidez
definida, precipitado coposo, entonces se considera positiva la presencia de este tipo
de metabolito. En el caso de alcaloides cuaternarios y/o aminoacidos libres, estos sélo
se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia debe observarse la
aparicion de turbidez definida o precipitado coposo en todos los casos, ya que la
aparicion de opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de una
extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias (Pereira, Vega,
Almeida, Morales, 2009).

Ensayo de Liebermann-Burchard

Esta prueba permite identificar triterpenos y esteroles debido a que ambos tipos de
productos poseen un nucleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo By la
posicién 5-6 (Covo, 2017). Un ensayo positivo se reconoce por un cambio rapido de
coloracion: rosado-azul, verde intenso o verde oscuro-negro. El color es debido al
grupo hidroxilo (-OH) del sitosterol reacciona con los reactivos 1o que genera un

aumento en la conjugacion de la instauracion del anillo (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Ensayo de Shinoda

Reconoce la presencia de flavonoides. El ensayo se considera positivo cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los
casos (Covo, 2017). EI Magnesio reacciona con el HCI, el hidrégeno generado produce
por reduccién el ion flavilio de color rojo escarlata (varia desde el rosa muy débil hasta

rojo escarlata) (Dominguez, 1979).

Ensayo de Antocianinas

Permite identificar en los extractos la existencia de estructuras de secuencia C6-
C3-C6 del grupo de los flavonoides. La aparicidn de un color rojo a marron en la fase
amilica es indicativa de un ensayo positivo. La presencia de estructuras tipo
polisacérido, que forman un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la

densidad del agua de donde se extrae, denota la presencia de mucilagos (Covo, 2017).

Ensayo de Espuma

Las saponinas, glicésidos de compuestos esteroidales y triterpenoidales, se
manifestan por la formacién de una espuma persistente cuando se agita el vegetal con
agua (Marcano y Hasegawa, 2002).

Al ser un grupo de glicosidos se disuelven en agua caliente disminuyendo la tensién
superficial de esta, por lo tanto, al sacudir o agitar la muestra se forma una espuma

abundante y relativamente estable (Dominguez, 1979).

Ensayo del Cloruro Férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y taninos en un extracto
vegetal. Un ensayo es positivo cuando: (1) desarrollo de una coloracion rojo-vino:

compuestos fendlicos en general, (2) desarrollo de una coloracion verde intensa:
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taninos del tipo pirocatecolicos y (3) desarrollo de una coloracién azul: taninos del tipo
pirogalotanicos (Alayo y Guevara, 2012).

Ensayo de la Gelatina

Permite reconocer la presencia de taninos, que son polifenoles que tienen la
propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por esta razon, se emplea el reactivo
de gelatina al 1%, el cual produce un precipitado blanco en presencia de taninos (Alayo
y Guevara, 2012).

Bacterias

Se denominan “bacterias” al diverso grupo de microorganismos unicelulares,
procariotas, que se pueden encontrar practicamente en cualquier ambiente (suelos,
agua, aire, y como simbiontes, parasitos, o patdgenos del hombre, otros animales y
plantas). Son los organismos mas pequefios que contienen toda la maquinaria requerida
para su crecimiento y autorreplicacion a expensas del material alimenticio (Garcés y
Saravia, 2008).

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared
celular. Se diferencian segun su forma en cocos, bacilos y espirilos (Figura 17) (Pirez
y Mota, 2006).

Figura 16. Morfologia Bacteriana
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Tomado y modificado de Garcés y Saravia, 2008.
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Tinciéon de Gram

Para la identificacion bacteriana se utilizan técnicas como la tincién Gram, que es
un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia que permite diferenciar rapida
y facilmente las bacterias segun sus caracteristicas morfologicas. El principio del
método se basa en la tincion de todas las bacterias mediante cristal violeta o violeta de
genciana y posteriormente decolorar los microorganismos con alcohol-acetona, lo que
sucede con los gramnegativos, mientras que los grampositivos siguen manteniendo la
coloracion. Posteriormente se utiliza un colorante de contraste para visualizar los
microorganismos gramnegativos como la fucsina o safranina. De este modo podemos
visualizar las bacterias grampositivas de color azul-violaceo mientras que las

gramnegativas se visualizaran de color rojo o rosa (Mora, 2012).

Bacterias grampositivas

Las bacterias grampositivas poseen una pared que esta constituida por varias capas
peptidoglucano que conforma una estructura rigida y gruesa. Ademas, la pared celular
de estas bacterias contiene acidos teicoicos, que estan compuestos principalmente por
un alcohol y fosfato (Figura 18) (Tortora, Funke y Case, 2007).

Figura 17. Pared Celular de las Bacterias grampositivas
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Tomado y modificado de Garcés y Saravia, 2008.

Bacterias gramnegativas

Las bacterias gramnegativas poseen una pared celular compuesta por pocas capas
de peptidoglucano y una membrana externa, compuesta por lipopolisacaridos,
lipoproteinas y fosfolipidos (Figura 19). El peptidoglucano esta unido a lipoproteinas
de la membrana externa. La pared de las bacterias gramnegativas no posee &cido

teicoico (Tortora, Funke y Case, 2007).

Figura 18. Pared Celular de las Bacterias gramnegativas
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Mecanismos de Resistencia

Para ejercer su accion, un antibidtico requiere ingresar a la bacteria, mantenerse
intacto hasta llegar a su lugar de accién y luego unirse al punto donde va a ejercer su
funcién en la bacteria (Riveron, Hernandez, Martinez, y Machado, 2003).

Estos microorganismos han desarrollado varios mecanismos para resistir la accion
de los antibioticos. El primero de ellos es por la posicion de un sistema de expulsion
activa del antimicrobiano, una bomba expulsora que utilizan las bacterias para la
excrecion de productos residuales o tdxicos, con la que puede eliminar ademas muchos

de estos agentes antibacterianos. El segundo, se realiza mediante la disminucién de la
40



permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o modificacion de los canales de
entrada. La produccion de enzimas inactivantes de los antibidticos constituye el tercer
mecanismo. De esta forma son inhibidos los aminoglucésidos y el cloranfenicol, por
medio del acetil transferasa, y el caso mas tipico, el de las betalactamasas, para el grupo
de los betalactdmicos. Por Gltimo, algunos antibidticos ejercen su accién contra las
bacterias uniéndose a una proteina esencial para la supervivencia de estas, la resistencia
bacteriana se produce cuando el germen modifica la proteina diana, y cambia su
funcién (Riveron, Hernandez, Martinez y Betarte, 2003).

Todos estos mecanismos de proteccion los desarrolla la bacteria modificando su
informacion genética, a veces con variaciones sencillas, o variando grandes segmentos

de su codigo genético (Echeverria, 1998).

Antibioticos

Son sustancias que impiden el desarrollo o favorecen la muerte de un
microorganismo. En la practica se utiliza el término "antibi6tico™ para englobar a los
antimicrobianos biologicos (sintetizados por un microorganismo vivo) y de sintesis.
Ambos se caracterizan por poseer toxicidad selectiva, ya que no afectan a las células
del huésped. Se clasifican de acuerdo a su efecto en bactericidas (accion letal) y
bacteriostaticos (solo inhiben el crecimiento temporalmente). También se pueden
clasificar seglin su espectro de accion en amplio espectro (cuando actlian tanto en
bacterias grampositivas como en gramnegativas) y de espectro limitado (s6lo acttan

contra cocos o bacilos) (Basualdo, Coto y Torres, 2006).

Clasificacion de los Antibioticos

Se han disefiado varios esquemas para la clasificacion de los antibidticos, sin
embargo, la mas utilizada es la que los agrupa de acuerdo con su mecanismo de accion

y estructura quimica (Araque, 2000).
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Inhibidores de la Sintesis de la Pared Celular Bacteriana
Los antibioticos Betalactdmicos inhiben la sintesis de la pared bacteriana uniéndose
a enzimas que actlan en la fase final de la sintesis del peptidoglucano inactivandola,
ademas, inducen un efecto autolitico, por lo tanto, su efecto es bactericida (Araque,
2000).

Inhibidores de la Funcion de la Membrana Citoplasmatica
Su estructura quimica estd conformada por polipéptidos que se unen a los
fosfolipidos de la membrana citoplasmatica, alterando su permeabilidad y ocasionando

su destruccién (Arague, 2000).

Inhibidores de la Sintesis de Proteinas
Este grupo de antibidticos actta uniéndose a la unidad 30S ribosomal o a la unidad

50S ribosomal, inhibiendo la sintesis de proteinas (Araque, 2000).

Inhibidores de la Sintesis de Acidos Nucleicos

Son un grupo de antibidticos de estructura compleja que inhiben la sintesis de ARN
bacteriano mediante la inhibicién de la enzima ARN polimerasa, su accion es
bactericida (Araque, 2000).

Actividad Antibacteriana
Se define como la capacidad que posee una molécula natural (producida por un

organismo Vvivo, hongo o bacteria), sintética o semisintética, de inducir la muerte o

detener el crecimiento de bacterias (Seija 'y Vignoli, 2006).
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Técnicas para Medir la Actividad Antibacteriana

Existen diferentes meétodos, que incluyen las determinaciones de las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI), la eficacia antimicrobianay la evaluacion

del espectro antimicrobiano (Reyes, Palou y Lopez, 2014). Entre ellos estan:

Dilucién en Agar

El método de dilucion en agar es utilizado preparando diferentes diluciones del
antimicrobiano que luego se afiaden a los agares y son colocados en capsulas de Petri
para su solidificacion. Finalmente, los microorganismos en prueba son inoculados en
los agares e incubados a su temperatura y tiempos optimos (Reyes, Palou y Lopez,
2014).

Dilucién en Caldo

Este método se lleva a cabo en tubos con medios liquidos (caldos), los cuales
contienen concentraciones crecientes del antimicrobiano, en el cual se inocula un
numero definido de bacterias, posterior a la incubacion, la presencia de turbidez indica
el crecimiento del microorganismo (Reyes, Palou y Lopez, 2014).

Difusion en Agar

El método de difusion en agar ha sido el mas utilizado para determinar la actividad
antimicrobiana contra microorganismos aerobicos, el agar solidificado se inocula con
la suspension requerida del microorganismo; un papel filtro es impregnado con una
concentracion conocida del antimicrobiano, el cual es colocado en la superficie del
agar. Posteriormente las placas de Petri son incubadas a temperatura y tiempo 6ptimos,
este método se fundamenta en el principio de difusion del antimicrobiano hacia todo el

agar, lo que conduce a la inhibicion del crecimiento bacteriano mediante la formacion
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de zonas de inhibicion, la susceptibilidad del microorganismo esta relacionada con el
tamafio de dicha zona (Reyes, Palou y Lépez, 2014).

Definicién Operacional de Términos

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Es la concentracion del antibidtico requerida para impedir el crecimiento bacteriano
a partir de la incubacidon de bacterias en fase de crecimiento rapido, durante un periodo
de incubacion de una noche. Este término se utiliza para determinar la sensibilidad
bacteriana a un antibi6tico especifico (Basualdo, Coto y Torres, 2006).
Resistencia Bacteriana
Es el mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir la accion de los

agentes antimicrobianos (Riveron, Hernandez, Martinez y Betarte, 2003).

Sensibilidad Bacteriana
Se considera que una bacteria es sensible a un antibacteriano cuando la
concentracion de este en el lugar de la infeccion es al menos 4 veces superior a la
concentracion inhibitoria minima (CIM). Una concentracion por debajo de la CIM
califica a la bacteria de resistente y los valores intermedios como de moderadamente

sensibles (Riverdn, Hernandez, Martinez y Betarte, 2003).

Solvente
El término solvente se refiere a sustancias organicas en estado liquido, utilizadas
para disolver sélidos o gases u otros liquidos, la mayoria de ellos son derivados del
petrdleo o sintéticos (Huerta, 2005).
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Fitoquimica
Es la disciplina que tiene como principal objetivo el estudio de los constituyentes
quimicos de las plantas. El estudio de tales compuestos abarca: sus estructuras
quimicas, metabolismo (biosintesis y degradacion), distribucion natural, funcién

bioldgica, extraccion y evaluacion cuali-cuantitativa (Ringuelet y Vifia, 2013).

Fitoterapia
Vocablo proveniente del griego phyton = vegetal, también se le conoce como
Medicina Herbaria. Trata del uso de las plantas como ayuda terapéutica, en el
procuramiento de la salud y la lucha contra la enfermedad, restableciendo mecanismos
alterados de los sistemas organicos, evitando, aliviando y curando afecciones
(Albornoz, 1992).

Etnobotanica
Es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen entre el
hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes. El desarrollo de la
etnobotanica es estudiado por disciplina cientificas tales como la propia botanica,

sociologia, psicologia, antropologia, ecologia e historia (Albornoz, 1992).

Operacionalizacion de las Variables

La operacionalizacion de las variables es el procedimiento mediante el cual se
determinan los indicadores que caracterizan o tipifican a las variables de una
investigacion, con el fin de hacerlas observables y medibles con cierta precision y
facilidad. En este estudio por ser una investigacion de causa y efecto (confirmatoria),
las variables son de tipo continua: variable dependiente (Tabla 4) y cuantitativa,

discreta: variable independiente (Tabla 5) (Palella y Martins, 2012).
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Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad
antibacteriana de los extractos de las hojas de Cassia alata.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
¢ Qué es?

Actividad antibacteriana de
las hojas de Cassia alata

Dependiente
Cuantitativa

Discreta

Se define como la capacidad que
posee una molécula natural
(producida por un organismo vivo,
hongo o bacteria), sintética o
semisintética, de inducir la muerte
o0 la detencion del crecimiento de
bacterias, virus u hongos (Seija y
Vignoli 2006).

4.Definicién operacional 5.Dimensiones 6.Indicador
¢ COmo se mide?
La actividad antibacteriana | Cepas grampositivas:
se puede medir por:
- Staphyococcus - Sensible
- Método de Difusion del | aureus - Resistente

Disco (Kirby-Bauer)
- Meétodo modificado de
pozos de agar

- Enterococcus fecalis

Cepas gramnegativas:

- Escherichia coli
- Pseudomonas
aeruginosa

- Klebsiella
pneumoniae

-Presencia o ausencia del halo de
inhibicion ~ frente a  cepas
grampositivas y gramnegativas

Fuente: Uzcategui y Obregon, 2022.
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Tabla 5. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicién quimica

de los extractos de las hojas de Cassia alata.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
¢ Qué es?

Composicién quimica
de los extractos de las
hojas de Cassia alata

Independiente
Cualitativa

Discreta

Son moléculas orgénicas que no
parecen tener una funcion directa
en  procesos  fotosintéticos,
respiratorios, asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o
sintesis de proteinas,
carbohidratos 0 lipidos
(Ringuelet y Vifa, 2013).

4.Definicion
operacional
¢ COmo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

Pruebas quimicas
como

Tamizaje fitoquimico
0 Screening
fitoquimico.

Las pruebas quimicas

cualitativas a realizar son:

- Alcaloides

Aparicion  de  turbidez o

precipitado

- Esteroles y/o
triterpenos

Coloracién azul o verde

Coloracion violeta

- Saponinas

Formacion de abundante espuma

- Compuestos fendlicos

Coloracién de azul a negro

simples

- Taninos Precipitado blanco
Coloracién naranja a rojo para

- Flavonoides flavonas; si es rojo para
flavonoles y magenta para
flavononas

- Quinonas y Coloracion roja

Antraguinonas

- Glicosidos cardioténicos

coloracion purpura o viol&cea
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Sesquiterpenlactonas

Coloraciones roja, violeta o rosa

Fuente: Uzcétegui y Obregon, 2022.

Las especies del género Cassia han sido usadas como plantas medicinales en
diferentes partes del mundo, asimismo, se ha reportado el aislamiento de metabolitos
tales como flavonoides, alcaloides, esteroles, entre otros, que presentan gran variedad
de actividades bioldgicas, en tal sentido se presume que los extractos de las hojas de
Cassia alata L. posean metabolitos secundarios similares y los mismos sean activos

frente a cepas bacterianas de referencia internacional ATCC grampositivas y

gramnegativas.

Hipotesis
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion se refiere a la clase de estudio que se va a realizar. Orienta
sobre la finalidad general del estudio y sobre la manera de recoger informaciones o
datos necesarios (Palella y Martins, 2012). Esta investigacion fue tipo confirmatoria,
ya que se se quiso confirmar la relacion que existe entre la composicion quimica y la
actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de Cassia alata frente a cepas

grampositivas y gramnegativas.

Disefio de Investigacion

La presente cont6 con un disefio experimental, de campo y laboratorio, ya que las
muestras se recolectaron en un ambiente natural en el Estado Zulia, Municipio Colén,
especificamente en zonas aledafias a la poblacion de Santa Cruz de Zulia, las cuales
fueron procesadas en el laboratorio del Instituto de Investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis. El investigador domina las condiciones bajo las cuales se
realiza el experimento y modifica sus variables independientes para obtener resultados.
Por otra parte, la investigacion fue contemporanea ya que, la recoleccion sucedio
durante el desarrollo de la investigacion y transversal porque las muestras se

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

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion estuvo representada por la especie de Cassia alata
situada en situada en el Estado Zulia, Municipio Coldn, especificamente en zonas
aledafias a la poblacién de Santa Cruz de Zulia, y se analizaron en el Laboratorio del
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Laboratorio de

Productos Naturales de la Universidad de Los Andes.

Seleccion del Tamario de la Muestra

La “n” muestral estuvo representada por 420,49 gramos de hojas frescas de la

especie C. alata.

Sistema de Variables

Las variables que tienen relacion con el objetivo de la investigacion son las
siguientes:
* Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del extracto de las hojas de
Cassia alata L.
« Variable independiente (VI): Composicion quimica de los extractos de las hojas de

Cassia alata

Instrumentos de Recoleccion de Datos

Esta investigacion estuvo enfocada en la técnica de observacion, que consiste en

estar a la expectativa frente al fendmeno, del cual se tomo y se registro la informacion
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para su posterior analisis, que se realizo por medio de la utilizacion de tablas para
recopilar de manera cualitativa de los datos obtenidos de las pruebas preliminares para
la identificacion de los metabolitos presentes en la planta en estudio, de igual forma se
registraron los datos recopilados arrojados por el método empleado para la
determinacion de la actividad antibacteriana; en ella se ha apoyado el investigador para

obtener el mayor nimero de datos (Palella y Martins, 2012).

Procedimientos de la Investigacion

El procedimiento de la investigacion se describe en el esquema 1, con los diferentes

estadios que se realizaron durante la realizacion del este proyecto.

Esquema 1. Procedimiento empleado para la obtencién e identificacion de los

componentes de las hojas de Cassia alata L.

Recoleccion e identificacion botanica

Secado y molienda
Obtencién de los
extractos
|
Evaluacion de la Tamizaje fitoquimico
actividad antibacteriana
l

los resultados obtenidos

!

Conclusién

[ Anélisis y discusién de ]

Fuente: Uzcategui y Obregon, 2022.
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Recoleccion de la Muestra

El procedimiento que se realizd en la siguiente investigacion inicia con la
recoleccion de las hojas de la planta en las adyacencias de la poblacién de Santa Cruz
del Zulia y luego una muestra testigo fue llevada al herbario MERF de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis para su identificacion botanica (Figura 20) (Verde, Garcia y
Rivas, 2016).

Figura 19. Identificacién botanica de Cassia alata.
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Fuente: Uzcategui y Obregon, 2022.

Método Utilizado para la Preparacion de los Extractos

Una vez obtenida la planta, el método a utilizar para la preparacién de los diferentes
extractos organicos fue la técnica de extraccion en caliente por reflujo la cual es
realizada a una temperatura suave que oscila alrededor de los 40 o 60 °C (Carrion y
Garcia, 2010).

Las hojas se llevaron a la estufa donde se secaron a 40 °C y posteriormente se

molieron, para comenzar el proceso de extraccion se pesaron 158,20 g del material
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molido, sometiéndolo a extraccién por el proceso de reflujo en caliente a una
temperatura de 40 °C usando hexano (solvente apolar) y etanol (solvente polar) como
disolventes, se esperd que enfriaran los extractos, luego se filtrd cada uno por separado
para posteriormente llevar a cabo la concentracion en el rotavaporador a 80 rpm y 50
°C. Obteniendo 20 g de extracto de etanol con un rendimiento de 12,64 %y 22,30 g de
extracto de hexano con un rendimiento de 14,09 %.

Tamizaje Fitoquimico

Se llevaron a cabo reacciones de coloracidn, las cuales son reacciones sensibles,

reproducibles y de bajo costo. (Sharapin, 2000).

Determinaciéon de Alcaloides

Una porcidn de los extractos se disuelve en 2 mL de acido clorhidrico al 5-10 %, se
calienta y se filtra hasta que el filtrado sea completamente transparente. Se toma una
alicuota de filtrado para cada ensayo con los reactivos para alcaloide: Wagner, Mayer
y Dragendorff. Se considera como positiva las pruebas que formen un precipitado
naranja a rojo (Wagner), precipitado blanco a naranja (Mayer) y precipitado blanco a

naranja (Dragendorff) (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de esteroles y triterpenos

Se realiz6 la prueba de Liebermann-Burchard. Se tom6 una pequefia cantidad del
extracto previamente llevados a sequedad, se adiciond diclorometano en cantidad
suficiente para cubrir las muestras, se colocd en el ultrasonic hasta disolver las muestras,
se afiadio 0,5 mL de anhidrido acético, luego se adicion0 cuidadosamente por las
paredes de los tubos 2 gotas de acido sulfarico concentrado. Se consider6 positiva al
observar una coloracion azul o verde que indico la presencia de esteroles (Marcano y
Hasewaga, 2002).
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Determinacién de Flavonoides

Se utilizaron dos pruebas para la determinacion de flavonoides: la reaccion de
Shinoda y la reaccion de hidroxido de sodio al 10 % que se describen a continuacion:

Reaccion de Shinoda
Se mezclaron virutas de Magnesio, HCI concentrado y el extracto de la planta.
Después de algunos minutos el color rosa muestra la presencia de flavonoides

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Hidroxido de sodio al 10 %
Se adicionan 0,5 mL de NaOH si se forma una coloracién de amarillo a rojo indica
la presencia de xantonas y flavonas, de café a naranja flavonoles; de purpura a rojizo

chalconas y azul de antocianidas (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacién de antraquinonas y quinonas

Se colocaron 5 mL del extracto hexano y etanélico en una capsula de porcelanay se
concentrd a sequedad, posteriormente se dividio el extracto siruposo en 2 porciones. Se
agrego 1 gota de hidréxido de amonio concentrado a una parte del extracto; la ausencia
de una coloracidn roja indica la negatividad de la prueba para antraquinonas. Se agrega
1 gota de acido sulfurico concentrado a otra porcion de los extractos; la ausencia de una

coloracion roja indica la negatividad para quinonas (Marcano y Hasewaga, 2002).

Determinacién de cumarinas

Se disolvio la muestra en 1 mL de etanol y en otro tubo con 1 mL de diclorometano,
se agregd unas gotas de hidroxido de amonio concentrado a ambos tubos, se llevaron
los tubos a la lampara de luz ultravioleta (UV) a 365 nm, la ausencia de fluorescencia

azul indicd la negatividad de la prueba (Marcano y Hasewaga, 2002).
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana por el Método de Difusion en Disco
(Kirby- Bauer)

La determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de las
hojas de Cassia alata L. se describe en el esquema 2.

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer y cols.,
(método de Kirby-Bauer). Esta prueba se desarroll6 en el Laboratorio de Actinomicetos
del Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes (ULA), bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e

Ysbelia Obregon.

Bacterias estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos especies
pertenecen a las bacterias grampositivas y tres pertenecientes a las bacterias
gramnegativas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano
(ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes a cargo de la

Licenciada Maria Ugenia Nieves (Tabla 6).

Tabla 6. Cepas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias Gram positivas (ATCC).

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bacterias Gram negativas (ATCC).
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Elaborado por Uzcétegui, 2022.
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Preparacion de placas

En las placas de Petri se prepar6 el medio de cultivo colocandose aproximadamente
10 mL de Agar Mueller Hinton (Merck ®) estéril, dejandose solidificar a temperatura

ambiente.

Preparacion de pre-indculos bacterianos

Las cepas a ensayar se incuban en agar Mueller Hinton a 37 °C por 16 a 18
horas antes de hacer el ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo donde las bacterias
adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento, especificamente cuando
alcanzan su fase exponencial o de multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano
(Anon, 2003). Una vez que se obtienen las cepas bacterianas frescas y purificadas se
preparo el indculo bacteriano con la ayuda de una asa en aro estéril, tomandose de ésta
manera una pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas en una solucién
de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0,85 % previamente estéril, hasta alcanzar la turbidez
del patron de MacFarland N° 0,5 equivalentes a 105 UFC/mL.

Preparacion de los indculos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se preparé el
indculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de esta manera una
pequefia cantidad de colonias para luego ser suspendidas en tubos 13x100 previamente
estéril que contenian 5 mL de una solucion de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0,85 % hasta
que alcanzo una turbidez equivalente al patron de Mac Farlan (10 8 UFC/mL).

Inoculacion de las placas

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

algodon estéril.
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Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de didmetro para
realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz ultravioleta
(LUV), durante toda una noche. Previo a la preparacion del indculo se impregnaron los
discos de papel con 10 pL de la muestra en estudio a una concentracion comprendida
10.000 ppm. También se utilizaron discos de antibidticos comerciales como control
positivo con el fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a estudiar (Tabla
10) y como control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil
sulfoxido (DMSO).

Colocacién de los discos impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller Hinton previamente in6culados con cada
cepa estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 pL de la dilucién de 10.000
ppm de la muestra a ensayar y se colocaron los discos de antibioticos comerciales como
control positivo (Tabla 9) correspondiente a cada de las cepas en estudio, ademas del
control negativo; usando una pinza metélica previamente esterilizada (Bauer y cols,
1966).

Pre-incubacion e incubacion de las placas

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

atmaosfera aerdbica (incubacion).

Lectura de las placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de 24 h estas
fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con una regla milimétrica. Donde

57



se considerd un resultado positivo o sensible (presencia de actividad antibacteriana)
cuando se observo un halo de inhibicidn alrededor del disco, y se tom6 como resultado
negativo o resistente (sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El
diamétro de la zona de inhibiciéon producto de la actividad antibacteriana de las

muestras en estudio se expreso en milimetros (mm) (Bauer y cols, 1966).

Esquema 2. Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana de los

extractos de las hojas de Cassia alata L.

Seleccion de cepas bacterianas grampositivas y gramnegativas

Preparacién del medio de cultivo sélido (Muller Hinton)
v
Inoculacion del cultivo bacteriano

v

Incubacién a 37°C durante 18 a 14 horas

Evaluacién de la actividad antibacteriana mediante el método de difusiéon en disco
Colocacidn de los taxos imoreanados con los extractos
Pre-incubacion a 35°C durante 24 horas
Sensible (Positivo) Resistente (Negativo)

Fuente: Uzcategui y Obregon, 2022.
Disefio de Analisis
Los datos recolectados en la fase interactiva del proceso de investigacion fueron
analizados a través de un enfoque cuantitativo y cualitativo, al expresar numéricamente

los resultados. Asimismo, en el anélisis de los datos de la investigacion no se utilizaran
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métodos estadisticos, estos datos obtenidos en las pruebas preliminares seran
recopilados de manera cualitativa y expresados a traves de tablas (Palella y Martins,
2012).

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados
Las hojas de Cassia alata L. fueron sometidas a un proceso digestion en caliente
con dos solventes organicos: hexano y etanol, por separado, obteniéndose dos extractos
(Tabla 7).

Tabla 7. Descripcion del peso de los extractos y su rendimiento porcentual.

Parte de la Peso Peso del extracto Rendimiento
planta del extracto
Hojas Extracto de hexano: 22,30 g 14,09 %
. 158,20 g
molidas Extracto de etanol: 20 g 12,64 %

Elaborado por Uzcéategui, 2022.

Estudio Fitoquimico Preliminar

Los extractos obtenidos a partir de las hojas de la planta Cassia alata L., fueron
sometidos a las distintas pruebas quimicas preestablecidas para conocer el grupo de
metabolitos secundarios presentes en la muestra; siendo de forma cualitativa la
revelacion de cada uno de los componentes por fendmenos quimicos de reaccion como:
viraje de color, precipitados, turbidez del medio, y fluorescencia por exposicion a la
luz UV. Estos fendmenos fueron los indicativos primordiales para la presencia de los

metabolitos presentes de la planta en estudio (Tabla 8y 9).

Tabla 8. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las hojas de Cassia alata L.
Prueba quimica Hexano Etanol
Alcaloides
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Dragendorff

Mayer
Wagner
Quinonas

Antraquinonas
Cumarinas

Flavonoides

Shinoda

NaOH

Triterpenos y esteroles

Compuestos fenolicos
Taninos

Saponinas

Lactonas

Lactonas
sesquiterpenicas
Glicésidos
cardiotonicos

ND

ND
ND

ND

Triterpenos: + (rojo)
Esteroles: + (verde)

ND

Triterpenos: -
No hay viraje

Esteroles: + (verde)

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

Elaborado por: Uzcategui (2022).

Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de Cassia alata L.

Prueba

Control
positivo

Reporte
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— Etanokz—
(+)-Para alcalofdes

Prueba: Reactivos de
Dragendorff, Wagner y Mayer.
Metabolito determinado:
Alcaloides

Reporte: Positivo para
Dragendorff, Wagner y Mayer,
formacion de precipitados.
Tubos: extracto de etanol.

Prueba: H>SO4

Metabolito determinado:
Quinonas

Reporte: Negativo, no hay viraje
de color.

H: extracto de hexano.

E: extracto de etanol.

“~Hexano:

Prueba: NH40H cc.

Metabolito determinado:
Antraquinonas

Reporte: Negativo (no hay viraje
de color).

Tubos: extracto de hexano y
etanol.

Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de Cassia alata L.

(continuacion).
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Prueba: Fluorescencia UV
Metabolito determinado:
Cumarinas

Reporte: Negativo, no hay
presencia de fluorescencia
azul.

Tubos: extractos de hexano y
etanol.

Prueba: Shinoda
Metabolito determinado:
Flavonoides

Reporte: Negativo, no hay
viraje de color a rojo intenso.
Tubos: extractos de hexano y

etanol



Prueba: NaOH

Metabolito determinado:
Flavonoides

Reporte: Negativo, no hay
viraje de color.

Tubos: extractos de hexano y

etanol.

Tabla 9. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico de Cassia alata L.

(continuacion).

Prueba: Lieberman — Burchard
Metabolito determinado:
triterpenos Yy esteroles.

Reporte: Positivo

Viraje de color verde para esteroles
en ambos extractos y viraje rojo
para triterpenos solo en el
extractode hexano.

Tubos: extractos de hexano y

etanol.
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Elaborado por: zcétegui (2022).

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana

Se determiné a través del método de difusién en disco en agar (Kirby-Bauer), en el
extracto etandlico de las hojas, a una concentracion de 10 mg/ mL o 10.000 ppm, frente
a las diferentes cepas bacterianas ATCC: dos especies grampositivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212), y tres especies
gramnegativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherechia coli ATCC 25922
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Los resultados de esta actividad

antibacteriana se muestran en la tabla 10 (ver anexos 1,2 y 3).
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Tabla 10. Resultados obtenidos para la determinacién de la actividad antibacteriana

de extractos de Cassia alata L.

Halos de inhibicion en milimetros (mm) de bacterias ATCC

Muestras | S-aureus |E. faecalis | E. coli P. K.

ensayadss ] ATCC | ATCC | ATCC  fenginesa | preunonias
EHE 0 8 ND 8 8

DMSO (C-) 0 0 0 0 0
Controles Halos de inhibicion en milimetros (mm) de los controles
positivos positivos
Eritromicina 32 - - - -
15 pg
Ampicilina - 32 - - -
10 pg
Piperacilina - - 27 27 27
100 pg

Leyenda: EHE: Extracto hojas etanol, mm: Milimetros. DMSO: dimetil sulfoxido,

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

Elaborado por: Uzcategui (2022).

Discusiones

En la presente investigacion se obtuvo por digestion en caliente los extractos de
hexano y etanol de las hojas de Cassia alata L., a los cuales se les realizaron las pruebas
quimicas cualitativas que demostraron la presencia de algunos metabolitos
secundarios tales como: esteroles, triterpenos y alcaloides. Posteriormente se realizd

un screening antibacteriano al extracto de etanol, el cual nos permitié conocer la
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actividad de dicho extracto. Al comparar los resultados obtenidos con los estudios
anteriores en cuanto a la caracterizacion fitoquimica de extractos de Cassia alata L.
recolectada en diferentes paises, esta investigacion reflejo tener composicion quimica
similar.

Segln Raji y cols (2015), el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas
de Cassia alata cultivada en India, evidencio la presencia de alcaloides, triterpenos y
esteroles, por otro lado, el extracto de cloroformo demostr6 poseer terpenos, alcaloides,
flavonoides, esteroles y proteinas, por lo tanto, los metabolitos secundarios detectados
en el presente estudio estan de acuerdo con las caracteristicas fitoquimicas de la planta
descritas en la literatura, ya que en esta investigacion ambos extractos dieron
positividad para esteroles; por otro lado el extracto de etanol fue positivo para
alcaloides y solo el extracto de hexano evidencié la presencia de tritepenos.

El estudio realizado por Barrese, Hernandez y Garcia (2005), demostré la presencia
de metabolitos secundarios tales como: taninos, alcaloides, triterpenos, esteroles,
flavonoides, y quinonas en los extractos etéreo, acuoso y alcohdlico, de las hojas de
Cassia alata cultivada en la Habana Cuba, dichos extractos fueron obtenidos por
extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente; correlacionando esta
investigacién con la nuestra en la cual se demostrd la presencia de algunos de estos
metabolitos como es el caso de alcaloides, triterpenos y esteroles en las hojas de Cassia
alata L.

Saha, Proma, y Khan (2020), realizaron un tamizaje fitoquimico al extracto de n-
hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol, de las hojas de Cassia alata, cultivada
en Bangladés; en el cual demostraron la presencia de esteroles en todos los extractos y
como estos compuestos pueden ser los responsables de las propiedades antibacterianas,
antiparasitarias, cardiotonicas y hepatoprotectoras de la planta, lo cual coincide con la
presente investigacion ya que se identificaron esteroles en los extractos de hexano y

etanol estudiados.
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Por otra parte, Oladeji, Adelowo y Odelade (2016), en un tamizaje fitoquimico
realizado en los extractos etandlico y metanolico de las hojas de Cassia alata cultivada
en Nigeria, identificaron metabolitos secundarios como antraquinonas, flavonoides y
saponinas, estos hallazgos difieren con respecto al tamizaje de nuestra investigacion ya
que dichos metabolitos estan ausentes en los extractos analizados de las hojas de Cassia
alata.

Los mismos autores demostraron que el extracto etanélico de las hojas de la planta,
obtenido mediante extraccion en soxhlet present6 actividad antibacteriana contra
Klebsiella spp a una CMI de 180 pg/ mL, lo cual concuerda con el resultado de esta
investigacion, ya que el extracto etandlico de las hojas de Cassia alata demostraron
tener efecto inhibitorio frente a Klebsiella pneumoniae con un halo de inhibicién de 8
mm.

Alam, Karim, y Khan (2009), concluyeron que los extractos de etanol y cloroformo
de las hojas de Cassia alata (cultivada en Bangladés) obtenidos por maceracion, a una
concentracion de 100 mg/mL presentaban actividad antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus con un halo de inhibicién de 19 mm, Bacillus subtilis (17 mm)
y Salmonella typhi (16 mm), ademas se encontré6 que Escherichia coli y Vibrio
cholerae eran resistentes a los extractos probados, estos resultados difieren de los
resultados obtenidos en esta investigacion ya que no se evidencié que el extracto de las
hojas de Cassia alata presentara actividad antibacteriana contra S. aureus.

Asi mismo, Angelina y cols (2021), en su estudio sobre la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de las hojas de Cassia alata cultivada en diferentes localidades
de Indonesia, demostré poseer actividad antibacteriana contra S. aureus (CMI 250
png/mL), S. epidermidis, y B. subtilis (CMI 125 pg/ mL), estos resultados difieren con
la presente investigacion ya que el extracto de etanol utilizado no evidencio actividad
antibacteriana contra S. aureus.

Segun Thiviya y cols. (2022), estas diferencias arrojadas en diferentes

investigaciones estan relacionadas con la parte utilizada para la extraccion, el método
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de extraccion, la temporada de cosecha, edad de la planta, naturaleza del suelo y
condiciones ambientales, ademas, las variaciones en la composicion quimica tienen un
efecto directo sobre las actividades bioldgicas que poseen los extractos estudiados.
Por otro lado, Jeyaseelan, Tharmila y Thavaranjit (2011), en su estudio “Estudio in
vitro de los extractos acuosos de las hojas de Cassia alata y su actividad antibacteriana”
utilizando hojas cultivadas en Sri Lanka, concluyeron que los extractos obtenidos en
caliente y en frio a una concentracion de 100 mg/mL presentaban actividad
antibacteriana frente a cepas de P. aeruginosa con una zona de inhibicion de 19 mm,
relacionandose con la presente investigacion ya que el extracto etandlico de la planta
presento actividad antibacteriana contra P. aeruginosa con una zona de inhibicion de

8 mm.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los extractos de hexano y etanol obtenidos de las hojas de Cassia alata L. se
identificO mediante el tamizaje fitoquimico la presencia de esteroles. Por otro
lado, en el extracto etandlico se demostrd la presencia de esteroles y alcaloides.
Sin embargo, solo el extracto de hexano evidencio la presencia de triterpenos.

El extracto etanolico obtenido de las hojas de Cassia alata L. present6 actividad
antibacteriana contra las cepas ensayadas de Enterococcus faecalis (8 mm),
Pseudomonas aeruginosa (8 mm) y Klebsiella pneumoniae (8 mm), sin embargo,
el extracto etandlico obtenido de las hojas de Cassia alata L. no fue activo contra
Staphylococcus aureus.

El estudio de la composicion quimica de las hojas de la especie Cassia alata L.
es el primer reporte en Venezuela.

Adicionalmente este proyecto proporciona de manera especial el primer trabajo
que determina la actividad antibacteriana de las hojas de la especie Cassia alata
L. en Venezuela.
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Recomendaciones

Evaluar si los extractos de las hojas de Cassia alata L. presentan otro tipo de
actividad bioldgica como antioxidante, fotoprotectora o antifingica.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) para evaluar la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de las hojas de Cassia alata.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Cassia alata L.

en cepas nosocomiales
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ANEXOS

Tabla 11. Reporte ilustrado de los resultados de la actividad antibacteriana del
extracto etanolico de las hojas de Cassia alata L.

Prueba Reporte
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Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Disco nro. 18

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Disco nro. 18

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Escherechia coli ATCC 25922

Disco nro. 18
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Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Disco nro. 18

Prueba: Kirby- Bauer

Especie en estudio:
Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853.

Disco nro. 18

83






