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RESUMEN

Vernonia gracilis Kunth es una especie botanica de arbustos perteneciente a la
familia Asteraceae. Esta investigacion tuvo como objetivo confirmar la relacion entre
la actividad antibacteriana y la composicién quimica de los tallos de Vernonia
gracilis Kunth. Los extractos se obtuvieron por maceracién, se realizaron pruebas
quimicas de coloracién y/o precipitacion para detectar los metabolitos secundarios,
presentes en los extractos (hexano, diclorometano y etanol) de los tallos de la
especie Vernonia gracilis Kunth y la evaluacion de la actividad antibacteriana se
efectudé mediante el método de Kirby-Bauer. Se determiné la presencia de alcaloides
y compuestos fendlicos en el extracto de etanol, triterpenos y esteroles en los
extractos de hexano, diclorometano y etanol. Los extractos de diclorometano y
etanol fueron activos frente a Staphylococcus aureus (7 mm), Klebsiella pneumoniae
(7 mm) y Pseudomonas aeruginosa (8 mm y 7 mm), respectivamente; mientras que
el extracto de diclorometano presentdé actividad contra Enterococcus faecalis (7

mm).

Palabras Clave: Vernonia gracilis Kunth, composicion quimica, actividad
antibacteriana, cepas grampositivas y gramnegativas.
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INTRODUCCION

Los extractos equivalen a preparar un jugo, afladiendo el solvente y las
plantas medicinales, obteniéndose sus principios activos. Muchos extractos
de plantas como Vernonia gracilis Kunth son recomendados por médicos
naturistas a sus pacientes para el tratamiento de piodermias en bafos para
alergias y lavar heridas. Este efecto se debe a los componentes quimicos
que poseen actividad antibacteriana y que tienen capacidad de inhibir o
destruir el microorganismo patégeno (Alvarez, 2006; Negroni, 2009; Canel,
2012).

Junto a su actividad antimicrobiana los extractos provenientes de las
plantas poseen otras aplicaciones de importancia clinica, entre las que
podemos destacar: antiinflamatoria, analgésicas, antioxidantes,
inmunomoduladoras, espasmoliticas y sedantes. La importancia de esta
investigacion radica en la proliferacion de enfermedades causada por
microorganismos patdgenos siendo una preocupacion generalizada, que
constituye un factor de riesgo de salud publica, asi como la resistencia
bacteriana que han adquirido y que continda en aumento y representa serios
retos para el tratamiento de infecciones. Las bacterias utilizan diversos
mecanismos para defenderse de los antibidticos, ademas de encontrarse en
constante evolucion (Corzo, 2012; Chilquillo y Cervantes, 2017).

Por ello, en los ultimos afios el hombre ha encontrado en los recursos
naturales la solucion a diferentes problematicas, empleando las plantas a
nivel alimenticio, industrial y medicinal, convirtiéndose de esta manera, en
materias primas de vital importancia para el avance de la humanidad, es asi
como los productos naturales han desempefiado un papel importante y se ha
demostrado en diversas investigaciones el poder antibacteriano de los
extractos derivado de las plantas (Tafur, Torres y Villegas, 2008; Corzo,
2012).



El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacion entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica de los tallos de Vernonia gracilis
Kunth.

Este trabajo de investigacion estara estructurado de la siguiente manera:
El Capitulo I, denominado el problema, formado por los siguientes subtitulos:
Planteamiento del Problema, Justificacion de la Investigacion, Objetivos de la
Investigacion, Alcances y Limitaciones de la Investigacion a llevar a cabo. El
Capitulo I, llamado Marco Teoérico, en el que se describen los Trabajos
Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Teoricas, Definicion de Términos,
Operacionalizacion de las Variables e Hipotesis. ElI Capitulo 1ll, titulado
Marco Metodolégico, consta de los siguientes subtitulos: Tipo de
Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variables, Procedimientos y Disefio de analisis. El Capitulo 1V, describe los
Resultados y Discusiones, finalmente el Capitulo V hace referencia a las

Conclusiones y las Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La resistencia a los antibioticos estd aumentando en todo el mundo a
niveles peligrosos. Dia tras dia estan apareciendo y propagandose en todo el
planeta nuevos mecanismos de resistencia que ponen en peligro nuestra
capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes. Un creciente
namero de infecciones, como neumonia, tuberculosis, septicemia, gonorrea,
son cada vez mas dificiles y a veces, imposibles de tratar, a medida que los
antimicrobianos van perdiendo eficacia (Serra, 2017).

El incremento de la resistencia a los antimicrobianos ha sido impulsado
por un conjunto de diversos factores, incluyendo la prescripcion y venta
inapropiada de antibidticos, su uso indiscriminado en procesos infecciosos
virales, el abandono del tratamiento por algunos pacientes sin concluirse lo
prescrito y factores intrinsecos de las bacterias por mutaciones genéticas
(Serra, 2017).

El problema se ha agravado con la escasez de incentivos econémicos
para el impulso de nuevos productos farmacéuticos, sobre todo, en paises de
escaso y los en via de desarrollo. La importancia de la vigilancia
epidemiolégica general en las instituciones y localidades, prescribir
antibioticos sélo cuando sean necesarios, cuidar los aspectos basicos de
higiene como el lavado de manos, generar y atender las campafias sobre el
buen uso de antibidticos, son significativos para el enfrentamiento a esta

problematica de salud (Lobato, 2019).



Después de describir la situacion actual del problema la autora de esta

investigacion presenta el siguiente enunciado holopréaxico:

¢, Cudl es la relaciéon entre la composicién quimica de tallos de Vernonia

gracilis Kunth y la actividad antibacteriana?

Justificacién de la Investigacion

Se puede afirmar que el uso de las plantas medicinales naci6 casi con el
hombre. Desde los tiempos prehistdricos hasta comienzos del siglo XIX, por
ensayo Yy error, éste utilizd los elementos que la naturaleza brindaba para
curar enfermedades y las de sus animales, asi mismo para mejorar su estado
de animo. Esta practica médica pasaba y se perfeccionaba de generacion en
generacion, por lo cual se denominé medicina tradicional. Hasta el siglo
XVIII se conocian las propiedades curativas de las plantas, su efecto sobre el
organismo y su modo de aplicacion, pero se desconocian sus principios
activos (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Desde tiempos remotos las plantas han cumplido un papel importante en
el &rea terapéutica gracias a las multiples propiedades que ellas poseen. Por
esta razén en las Ultimas décadas ha ido tomando cada dia mayor
importancia su estudio y el desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
determinacion e identificacion de las sustancias o principios activos
contenidos en las plantas medicinales (Lizcano y Vergara, 2008).

La practica de la medicina herbaria se basa en el uso terapéutico de las
plantas medicinales como sustitutas de las medicinas farmacéuticas. De las
plantas se usan sus extractos en diversas formas de preparacion, para
mejorar el estado de salud, para aliviar las afecciones como dolor de cabeza,
guemaduras, dolor de encias, estrefiimiento, dolores estomacales, problemas
de ovarios, obesidad, fiebres, epilepsia, calculos biliares, gastritis, flemas de

pecho, desinflamantes y antitumorales. Ademas, muchos extractos de



Vernonia gracilis Kunth son recomendados por médicos naturistas para el
tratamiento de infecciones de la piel (Garcia, 2007).

Los argumentos anteriores justifican el por qué se escogid estudiar la
actividad antibacteriana y la composicién quimica de los tallos de Vernonia

gracilis Kunth.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacién entre la actividad antibacteriana y la composicion
quimica de los tallos de Vernonia gracilis Kunth.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de los tallos de Vernonia gracilis Kunth,
mediante el proceso de extraccion por maceracion.

e Detectar cualitativamente los metabolitos secundarios de los extractos
de los tallos de V. gracilis Kunth, a través de pruebas quimicas de
coloracion y/o precipitacion.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de diclorometano y
etanol de los tallos de Vernonia gracilis Kunth, mediante el método

difusién en disco (Kirby-Bauer).

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacién

Los alcances de una investigacion se refieren a la amplitud de lo que se

quiere saber, es decir, el conocimiento a adquirir durante el proceso de



indagaciéon (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). En cuanto a la
profundidad del conocimiento, se logré determinar sensibilidad antibacteriana
de los extractos de los tallos de Vernonia gracilis Kunth, frente a las bacterias

grampositivas y bacterias gramnegativas ensayadas.

Limitaciones de la Investigacion

En el desarrollo de esta investigacion se encontraron limitantes por las
fallas constantes del suministro de energia eléctrica, agua, dificultad con el
transporte publico, limitaciones técnicas por la escasez y altos costos de
reactivos y del material para elaborar la parte experimental, como la
adquisicion del agar Mueller Hinton con el que se analizé la actividad
antibacteriana de los extractos de diclorometano y etanol de los tallos de
Vernonia gracilis Kunth. Asi también, inconvenientes en la recoleccion de la
planta ubicada en las afueras de la ciudad de Mérida (Municipio Sucre,

ciudad de Lagunillas, situado a 30 km) y la poca cantidad de la misma.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Jepkoech, Kerubo, Nchiozem, Kenanda, Guefack, Mbaveng, Kuete y
Heydenreich (2022), publicaron un estudio titulado “Metabolitos secundarios
antibacterianos de Vernonia auriculifera Hiern (Asteraceae) contra fenotipos
multirresistentes”. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antibacteriana del extracto de Vernonia auriculifera y de las cepas aisladas
frente a microorganismos multirresistentes. El estudio arrojé metabolitos
secundarios conocidos como estigmasterol (1), apigenina (2), diosmetina (3)
y D-manitol (4) (Figura 1), se determinaron basandose en métodos
espectroscopicos; el extracto fue evaluado contra tales microorganismos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Providencia stuartii. Los autores
concluyeron que el extracto etandlico de V. auriculifera mostré una fuerte
actividad antibacteriana contra el 100 % de las cepas bacterianas probadas,
a una CIM < 100 pg/mL, en comparacion con la Ciprofloxacina®,
demostrando que podria ser una fuente potencial de fitofarmacos para el

control de infecciones bacterianas multirresistentes.
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Figura 1. Compuestos aislados de la especie Vernonia auriculifera Hiern
Tomado y modificado de Jepkoech y cols., 2022.

Joshi, Pandey, Maiti, Tripathi, Paliwal, Nand, Sharma, Samant, Pande, y
Chandra (2021), publicaron un estudio titulado “Actividad antimicrobiana de
los extractos metandlicos de Vernonia cinerea contra Xanthomonas oryzae e
identificacion de sus compuestos mediante técnicas in silico”. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos
metandlicos de V. cinerea. En los resultados obtenidos se observd que el
extracto metandlico de la planta fue el mas eficaz entre tres extractos de
disolventes (cloroformo, cloroformo+etanol y etanol) y mostré una mejor zona
de inhibicion a diferentes concentraciones (25 pg/mL, 50 pg/mL y 100
pg/mL). Los autores concluyeron que, se pueden utilizar moléculas
especificas como rutina (5) y acido 1,2-benceno dicarboxilico (6) (Figura 2)
de V. cinerea para desarrollar potenciales pesticidas naturales y pueden

proporcionar mejores oportunidades para la innovacion y el desarrollo de



compuestos antimicrobianos respetuosos con el medio ambiente contra la

infeccion por X. oryzae en el arroz.

. O
HOY Y “OH

OH
Rutina (5)
o)

OH
OH

o)
Acido 1,2-benceno dicarboxilico (6)
Figura 2. Compuestos aislados de la especie Vernonia cinerea
Tomado y modificado de Joshiy cols., 2021.

Fairuz, Farhanah, Muda, Asib, Zaharah, Abu y Izera (2020), publicaron un
articulo que llevé como titulo "Actividad antifingica y deteccion fitoquimica de
extracto de Vernonia amygdalina contra Botrytis cinerea causando la
enfermedad del moho gris en las frutas de tomate“. El objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad antifangica de los extractos de hojas de
V. amygdalina contra B. cinerea y detectar los compuestos fitoquimicos en el
extracto crudo que tuvo la mayor actividad antifingica mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM). Los resultados
demostraron que el extracto de diclorometano de V. amygdalina podria ser



atil para inhibir la enfermedad del moho gris en frutos de tomate. Entre los
compuestos aislados destacan el escualeno (7), fitol (8), triacontano (9) y
heptacosano (10) (Figura 3) con alta actividad antifingica. Los autores
concluyeron que se aislaron: triterpenos como escualeno, diterpenos como

fitol, hidrocarburos alifaticos como triacontano y heptacosano.

=z =z z

Escualeno (7)

HO/\)\/\/l\/\/l\/\/l\

Fitol (8)
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
Triacontano (9)

P S Ve T W V2 Y e N
Heptacosano (10)

Figura 3. Compuestos aislados de las hojas de Vernonia amygdalina

Tomado y modificado de Fairuz y cols., 2020.

Unuofin, Oladipo, Msagati, Lebelo, Meddows-Taylor y More (2020),
realizaron un articulo que se titulé “Nueva nanoaleacién bimetalica de plata-
platino (AgPtNP) sintetizada a partir de los extractos de Vernonia mespilifolia:
actividad antioxidante, antimicrobiana y citotéxica”. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar la actividad antioxidante, antimicrobiana y citotoxica de los
extractos de Vernonia mespilifolia. Los resultados obtenidos demostraron
qgue las nanoparticulas o AgPtNP sintetizados de V. mespilifolia tenian alta
capacidad de depuracion de radicales libres, asi como una potente actividad
antimicrobiana frente a los patdgenos ensayados. La concentracion

inhibitoria minima (CIM) de AgPtNPs tuvo la mas fuerte actividad inhibidora
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frente a la cepa grampositiva (S. aureus: 32,5 pg/mL), seguido de 250 ug/mL
y 125 ug/mL contra E. coli y C. albicans, respectivamente y una gran
citotoxicidad selectiva hacia la linea celular de cancer de mama MCF-7,
concluyendo que la bioactividad mostrada destacO su potencial en
aplicaciones biomédicas terapéuticas.

Mozirandi, Tagwireyi y Mukanganyama (2019), realizaron un articulo que
se titulo “Evaluacién de la actividad antimicrobiana del condrillasterol aislado
de Vernonia adoensis (Asteraceae)’. El objetivo de este estudio fue aislar los
compuestos bioactivos del extracto de acetona de las hojas y evaluar su
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa por el método de microdilucion en
caldo. Los resultados demostraron que el condrillasterol (11) (Figura 4) a una
concentracion de 100 ug/mL, posee actividad antibacteriana contra todas las
cepas analizadas, la bacteria mas susceptible fue P. aeruginosa cuyo
crecimiento fue inhibido en un 65 %, K. pneumoniae en un 38 % y S. aureus
en un 25 %. Los autores concluyeron que los extractos de Vernonia adoensis

tienen potencial antibacteriano contra cepas de interés clinico.

HaC cH
CHy N\ s

CH CHs

HsC

HO
Condrilasterol (11)
Figura 4. Compuesto aislado de las hojas de Vernonia adoensis.

Tomado y modificado Mozirandi y cols., 2019.
Habtamu y Melaku (2018), publicaron una investigacion que se titulo:

“Compuestos antibacterianos y antioxidantes de los extractos de flores de

Vernonia amygdalina”. El objetivo de este estudio se basé en identificar los
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compuestos antibacterianos y antioxidantes de las flores de V. amygdalina.
Como resultado el extracto de cloroformo condujo al aislamiento de dos
compuestos identificados como tricosano (12) y vernolida (13), mientras que
el extracto de acetona proporciond isorhamnetina (14) y luteolina (Figura 5).
Como resultado los extractos inhibieron significativamente el radical 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH). Los autores concluyeron que los extractos y
compuestos ensayados a una concentracion de 100 pg/mL, muestran alta
actividad antibacteriana; mientras que, la actividad antioxidante presentada
por el extracto de acetona y la isorhamnetina fueron significativas. Todos los
trabajos descritos anteriormente, son de gran importancia puesto que los
resultados de los mismos aportaron una orientacién para la realizacion de

esta investigacion.

Tricosano (12)

OH O

Isorhamnetina (14)
Figura 5. Compuestos aislados de las flores de Vernonia amygdalina

Tomado y modificado de Habtamu y Melaku, 2018.
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Antecedentes Histoéricos

La tribu Vernonieae Cass., constituye uno de los grupos mas grandes de
la familia Asteraceae, con alrededor de 1700 especies distribuidas en las
regiones tropicales de Asia, Africa y América. La mayoria de las especies
pertenecen al extenso género Vernonia Shreb, que comprende alrededor de
1000 especies, de las cuales el 50 % crecen en el nuevo mundo. Las
especies de este género presentan una gran variacion en el habito y
morfologia. Los géneros americanos se hallan agrupados actualmente en 10
subtribus, que se distinguen principalmente por el tipo de polen, el nUmero de
flores, el tipo de receptaculo, el numero cromosémico y la presencia de
metabolitos secundarios como lactonas sesquiterpénicas. En Sudamérica,
las Vernonieae estan representadas por alrededor de 350-360 especies que
habitan principalmente en el norte de Argentina, Bolivia, Brasil y Paraguay
(Angulo, Vega y Dematteis, 2012; Canel, 2012).

La delimitacién tribal de Vernonieae se ha mantenido practicamente sin
cambios desde que fue propuesta por Cassini, sin embargo, la tribu ha
presentado diversos problemas taxonémicos, debido principalmente al gran
namero de especies agrupadas en el género Vernonia Schreb. La gran
variacion en habito y morfologia de las especies, llevé a diferentes autores a
adoptar distintos criterios en la delimitacion taxonémica, circunscribiéndose
Vernonia principalmente a Norteamérica y segrega casi todas las especies
sudamericanas a nuevos géneros (Angulo, Vega y Dematteis, 2012).Tal
como se delimita actualmente la tribu, dos de los grupos mas grandes son los
géneros Lessingianthus H. Rob. [=Vernonia sect. Lepidaploa (Cass.) DC.
subsect. Macrocephalae Benth. & Hook.] vy Lepidaploa (Cass.) Cass.
[= Vernonia sect. Lepidaploa (Cass.) DC. subsect. Axilliflorae Benth. & Hook.]
(Dematteis 2006; Borges y Dematteis 2008; Dematteis y Angulo 2014).
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Los géneros Lepidaploa (Cass.) Cass y Lessingianthus H. Rob.
(Vernonieae, Asteraceae) fueron establecidos para separar a las especies
inicialmente ubicadas en Vernonia Schereb. En el afio 1988 y el afio 1990,
Robinson indicé que no se han producido discusiones con respecto a los
limites del género Lessingianthus y el género Lepidaploa, respectivamente.
Las Unicas novedades han sido la descripcibn de nuevas especies 0
combinaciones y la resolucion de algunos problemas nomenclaturales
puntuales, sin embargo; algunas especies todavia incluidas en Vernonia no
han sido estudiadas apropiadamente y en consecuencia su posicion y
estatus taxondmicos permanecen inciertos (Dematteis 2006; Borges y
Dematteis 2008; Dematteis y Angulo 2014).

Tal como se delimitan actualmente, Lepidaploa estd compuesto por
alrededor de 150 especies ampliamente distribuidas en Sudamérica,
mientras que Lessingianthus presenta 120 especies con una gran
concentracion en el sudeste de Brasil. EI género Lepidaploa (Cass.) Cass.,
en Venezuela posee 20 especies incluye entre sus miembros tres especies
de distribucion restringida, Lepidaploa carachensis, Lepidaploa imeriensis y
Lepidaploa pari. Una de estas especies Lepidaploa carachensis, se
distribuye geograficamente de forma restringida al estado Truijillo, tiene un
rango altitudinal: 1.500-2.400 m.s.n.m, se encuentra en Bosques montafiosos
andinos de Venezuela. Ademas, Lepidaploa imeriensis, se distribuye
geograficamente en el estado Amazonas, sobre bancos arenosos de rio, su
rango altitudinal oscila entre 1.725-2.100 m.s.n.m., Lepidaploa pari, se
encuentra presente solo en el estado Bolivar, municipios Piar y Gran
Sabana, su rango altitudinal oscila entre 970-1600 m.s.n.m., y su ecorregion
en selvas hiumedas de alta montafia de la Guayana. También es importante
mencionar a la especie Lepidaploa gracilis Kunth, si bien hay pocos reportes
a cerca de esta, se conoce que su sindnimo es Vernonia gracilis Kunth,
nombre con el cual fue realizada esta investigacion (Lasser, 1964; Benitez y
Granada, 2017).
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Bases Teobricas

Familia Asteraceae

El nombre “Asteraceae” deriva del género tipo de la familia Aster, término
que a su vez significa estrella y hace alusion a la forma de la inflorescencia.
Es uno de los grupos de plantas vasculares mas grandes que hay; se estima
que a nivel mundial existen alrededor de 1.535 géneros y de 23.000 a 32.000
especies. Las plantas que integran esta familia son un grupo altamente
heterogéneo respecto a la morfologia de sus partes vegetativas (raices,
tallos, hojas, indumento, etc.), ya que presentan casi todos los tipos de
formas, disposicion y arreglo; en cambio, es conspicuamente homogéneo en
cuanto a la morfologia de la inflorescencia que las hace verdaderamente
inconfundibles. Son plantas herbaceas anuales 0 perennes, mas raramente
arbustos o arboles. Se caracterizan por presentar las flores agrupadas en
capitulos, inflorescencia que funcionalmente se comporta como una flor. Sus
hojas sin estipulas, generalmente alternas, en ocasiones en roseta basal;
pueden presentar espinas. Presenta flores hermafroditas, unisexuales o
estériles, sin caliz o con éste reemplazado por vilano de pelos o escamas.
Los frutos son tipo aquenio o cipsela, puede presentar en su extremo
superior vilano, en ocasiones sobre una prolongacién estrecha o pico, puede
almacenar inulina, un polisacarido, como sustancia de reserva (Casco, 2009;
Tapia, 2010; Delbdn, Cosa y Bernardello, 2012; Canel, 2012).

La familia Asteraceae es el grupo mas evolucionado de las
dicotiledoneas, su distribucion es cosmopolita y se considera la mas
abundante de las angiospermas en el mundo, pero se halla mejor
representada en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales. Las

asteraceas representan una considerable importancia ecolégica y econdémica
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al integrar un alto porcentaje de la flora vernacula en muchas regiones del
mundo. Tienen gran relevancia desde el punto de vista econdmico, ya que
incluyen una gran variedad de usos como: plantas comestibles como la
‘lechuga”, medicinales como: “manzanilla”, especies cultivadas por sus
semillas oleaginosas como el “girasol” y en la industria en la obtencién de los
acidos grasos epoxi de Vernonia (Casco, 2009; Tapia, 2010; Delbén, Cosa y
Bernardello, 2012; Canel, 2012). Taxondémicamente, se clasifica de la

siguiente manera:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

V V V V V VY

Familia: Asteraceae

Actividad farmacolégicay composicion quimica de la familia
Asteraceae

La familia de las asteraceas es una de las mas empleadas en la medicina
tradicional para tratamientos en numerosas dolencias. Diversos estudios han
demostrado que especies de esta familia presentan actividad
antiinflamatoria, antioxidante, antimicética y antibacteriana. Esto se debe a
metabolitos secundarios presentes en la planta, como terpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, lactonas sesquiterpénicas (Tabla 1, Figura 6)
(Fahn, 1979; Evert, 2006; Delbon, Cosa y Bernardello, 2012; Canel, 2012).
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Tabla 1. Actividad farmacolégica y composicion quimica de la familia

Asteraceae

Actividad
farmacoldgica

Especies

Composicion
quimica

Referencias

Antiinflamatoria

Matricaria ecutita

(Vikas, Payal, Parveen,
Sukhbir, y Dhirender,
2010).

Antioxidante

Camazuleno (15) | (Ramadan,  Goeters,

Watzer, Krause,
Achillea millefolium Lohmann, Bauer,

Hempel y Imming,

2006).
Taraxacum Taraxasterol (16) | (Wang, Li, Liu, Xu,
officinale Wang y Zhang, 2016).
Viguiera sylvatica

(Dupuy, Murillo, y
Decachaeta Germacranolido | Bonilla, 2008).
thieleana a7

Antimicotica

Baccharis uncinella

Espatulenol (18)

(Ascari, 2007).

Tagetes patula

Limoneno (19)

(Brijesh, Rohit, Suresh
y Birendra, 2012).

Antibacteriana | Wedelia calycina (Nirmal, Chavan,
Tambe, Jadhav,
Ghogare, Bhalkey
Girme, 2005).

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Camazuleno (15) Taraxasterol (16)

CH,
HO
CHs
HsC™ CHj
Germacrandlido (17) Espatulenol (18)
CHj
H,C” “CH,

Limoneno (19)
Figura 6. Algunos compuestos aislados de la familia Asteraceae
Tomado y modificado de Nirmal y cols., 2005; Ramadan y cols., 2006; Ascari,
2007; Dupuy y cols., 2008; Vikas y cols., 2010 y Wang y cols., 2016.

Género Vernonia

Es un género constituido por aproximadamente 1.000 especies de
arbustos, que pertenecen a la familia Asteraceae, fue nombrado en honor al
botanico inglés William Vernon. Se caracteriza por ser arbusto o arbol puede
alcanzar hasta 2-3 m y 6 m de alto, respectivamente. Las ramas son

tomentulosa o glabras, las hojas cortas pecioladas, oblongas a lanceoladas,
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simples, alternas mayoria de 6-15 cm de largo y 1,5-3 cm de ancho, agudo o
acuminado obtuso o agudo en la base, margenes enteros a veces
denticulados, inflorescencia usualmente de 20-30 cm. Las flores se
presentan en paniculas terminales con flores pequefias, aromaticas, de color
blanco, rosado o morado. Se reproduce por estacas y semillas (Rojas,
Bermudez y Jiménez, 2006; Gtedhill, 2008).

Se distribuye naturalmente en la mayoria de los paises de Africa y
América del Sur, se han descrito mas de 300 especies de Africa, y
aproximadamente un tercio se encuentra en Madagascar, crece a altitudes
entre 100- 2.300 metros. Es un género muy comun en claros de bosques y
praderas, a orilla de carreteras y jardines. Se encuentra a orilla de rios y
lagos, a veces es cultivada o mantenida en las fincas luego de su presencia
espontanea, crece en tierras de cultivo abandonadas. Requiere de luz solar
plena en el cultivo, la floraciébn se induce por dias cortos, prefiere un
ambiente humedo aunque es resistente a la sequia, se puede encontrar en
todos los tipos de suelo, pero funciona mejor en suelos ricos en humus
(Grubben, 2004).

Las semillas de esta planta oleaginosas son ricas (70-80 % del total de
acidos grasos) en acidos grasos epoxidados. Los aceites epoxi tienen amplio
uso en plastificantes y en aditivos para la manufactura de resinas. En Africa,
Vernonia galamensis es utilizado como aceite de semilla, Vernonia
amygdalina (Figura 7) es la especie mas cultivada y estudiada del género
Vernonia, que cuenta con unas 1.000 especies de arbustos, normalmente, no
produce semillas sino que su cultivo suele realizarse mediante la plantaciéon
de tallos y crece sobre todo en zonas tropicales. Se encuentra principalmente
a lo largo de los drenajes, las plantaciones comerciales o los bosques, es un
arbusto arbolado de unos 2 a 10 m de altura que se regenera rapidamente
después de plantado. Las hojas tienen forma peciolada, su sabor amargo se
ha asociado con la presencia de saponinas, alcaloides, taninos y glucésidos;

es un sustituto del lupulo utilizado para controlar la contaminacion microbiana
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en la elaboracion de la cerveza sin reducir la calidad de la malta, puede
cosecharse dos veces al mes durante el periodo de siete afios. En Uganda
de las hojas producen un polvo verdoso y es consumida como té por los
pacientes que sufren de malaria, en Nigeria es una hortaliza muy consumida
siendo un ingrediente clave del Ndolé (lwu, 1993; Grubben, 2004; Rojas,
Bermudez y Jiménez, 2006; Alaraa, Abdurahmana, Abdul y Olalerea, 2017).

Figura 7. Arbusto de Vernonia amygdalina
Tomado y modificado de Grubben, 2004

Varios estudios fitoquimicos realizados sobre Vernonia amygdalina,
revelaron que esta planta esta enriquecida con proteinas, grasas, fibras,
aminoacidos, minerales vitaminas y carbohidratos; también han sugerido que
contiene compuestos bioactivos entre ellos, flavonoides, saponinas,
alcaloides, taninos, fenoles, triterpenoides y varios tipos de lactonas
sesquiterpénicas; estos le confieren diferentes propiedades farmacolégicas
como  antimicrobianas  antimalérico,  antitrombotico, antioxidante,
antidiabético, laxante, hipoglucémico, antihelmintico, antiinflamatorio,
catartico, anticancerigeno, antifungico y antibacteriano (Alaraa y cols., 2017).

La especie Vernonia guineensis Benth conocida localmente como
"ginseng africano”, es una planta herbacea que se distribuye principalmente
por Africa, desde Mali hasta el oeste de Camerun, los tubérculos enteros,
parecidos a la zanahoria, son vendidos por los herbolarios en los mercados y
es de gran importancia debido a su uso en preparados tradicionales para el

tratamiento de la malaria y la ictericia. De sus raices, se aislaron algunos
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compuestos quimicos, como una nueva ceramida, llamada vernoguinamida
(20) (Figura 8), junto con otros compuestos mas, incluidos tres
antraquinonas: physion (21), eritroglaucina (22) y emodina (23) (Figura 9),
triterpenoides: hop-17(21)-en-3B-il acetato (24), lupeol (25) y &cido betulinico
(26) (Figura 10), esteroides: vernoguinésido (27) (Figura 11) y estigmasterol y
tres 4cidos grasos derivados: acido tetracosanoico (28), acido tricosanico
(29) y éster de glicerol de acido araquidico (30) (Figura 12). Las
antraquinonas physion y emodina y el triterpeno hop-17(21)-en-36-il acetato,
se aislaron por primera vez del género Vernonia. Los compuestos aislados
fueron probados por su actividad antibacteriana, el metabolito més activo fue
la antraquinona eritroglaucina contra E. coli (CIM de 62,5 pg/mL) y Shigella
flexneri (CIM de 31 pg/mL) (Wouamba, Happi, Lenta, Sewald y Kouam,
2020).

HOI\/\/\/\/\/\/\/\/\/

o} NH OH
Ho\/\)\/\/\/\/\/\/\/\/\/
OH

Vernoguinamida (20)
Figura 8. Ceramida aislada de la especie Vernonia guineensis Benth

Tomado y modificado de Wouamba y cols., 2020.
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Figura 9. Antraquinonas aisladas de la especie Vernonia guineensis Benth

Tomado y modificado de Wouamba y cols., 2020.

CH,

AcO ,

Hop-17(21)-en-3B-il acetato (24)

S
<

Lupeol (25)

Acido betulinico (26)
Figura 10. Triterpenos aislados de la especie Vernonia guineensis Benth

Tomado y modificado de Wouamba y cols., 2020.
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GlcO

Vernoguinosido (27)
Figura 11. Esteroide aislado de la especie Vernonia guineensis Benth

Tomado y modificado de Wouamba y cols., 2020.

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)’\OH

Acido tetracosanoico (28)

NN NN NN .

Acido tricosanico (29)

/\/\/\/\/WV\/\)I\O/\(\OH
OH
Ester de glicerol de acido araquidico (30)
Figura 12. Acidos grasos derivados aislados de la especie Vernonia
guineensis Benth

Tomado y modificado de Wouamba y cols., 2020.

En lo que respecta a su actividad, algunos autores encontraron que las

fracciones de solventes como n-hexano, cloroformo, y acetato de etilo de
Vernonia cinerea poseen actividad antioxidante y antimicrobiana contra la
mayoria de las bacterias patdgenas humanas probadas (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Candida albicans y Aspergillus flavus). Los

organismos mas susceptibles fueron Bacillus subtilis, Escherichia coli y
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Pseudomonas aeruginosa; la fraccion de acetato de etilo demostro la mayor
actividad, por lo que podria explorarse como un candidato para la basqueda
futura de agentes antimicrobianos para la curacion y el tratamiento de
diferentes dolencias segun otros estudios (Mubo, Oluwafunmilola y Okorie,

2016). Taxonomicamente se divide de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia: Cichorioideae

Tribu: Vernonieae

V V.V V V V V V¥V

Género: Vernonia

Actividad farmacoldgica y composicion quimica del género Vernonia

El género Vernonia ha sido utilizado por diversas culturas en la medicina
natural, existen diversos estudios que han permitido comprobar la actividad
antibacteriana, antioxidante y antiinflamatoria de diferentes especies de
Vernonia. Ademas, muchos extractos de las hojas de Vernonia brasiliana
presentan actividad contra Plasmodium falciparum en los ensayos in vitro, el
lupeol se identific6 como el compuesto responsable de la actividad
antimalarica. Muchas especies de este género contienen lactonas
sesquiterpénicas, sesquiterpenos, esteroides, flavonoides, triterpenos (Tabla
2, Figura 13) (Iwu, 1993; Blair y Madrigal, 2005; Canel, 2012).
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Tabla 2. Actividad farmacoldgica y composicion quimica del género Vernonia

Actividad Especies Composicion Referencias
Farmacologica quimica
Vernonia (Rabe, T., Mullholland, D., y
colorata Van Staden, 2002).
Vernonia Vernolida (13) (Habtamu y Melaku, 2018).
amygdalina
Antibacteriana | Vernonia (Maia, Torres, Pessoa, De
brasiliana (- cariofileno (31) | Menezes, Costa, Nogueira,
Vernonia Maciel, De Souza, Cavalcante
remotiflora y Albuquerque, 2010).
Vernonia Condrillasterol (11) | (Mozirandi, Tagwireyi y
adoensis Mukanganyama, 2019).
Vernonia Luteolina (32) (Habtamu, y Melaku, 2018).
Antioxidante | amygdalina
Antimalarica | Vernonia Lupeol (25) (Blair y Madrigal, 2005).
brasiliana

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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CHj;

H,C

CH;
CH;

- cariofileno (31)

OH O
Luteolina (32)
Figura 13. Compuestos obtenido en el género Vernonia

Tomado y modificado de Maia y cols., 2010; Habtamu, y Melaku, 2018.

Especie Vernonia gracilis Kunth

Es una especie perteneciente a la familia Asteraceae. Es una planta
herbacea, erecta hasta subdecumbente; haciéndose glabros con el tiempo.
Hojas alternas, sésiles o muy brevemente pecioladas, oblongas o
estrechamente oblongo-lanceoladas, agudas hasta cortamente acuminadas
en el apice, obtusas hasta redondeadas en la base, 3-7 cm de largo, 1,5-3
cm de ancho, escasamente pilosas por ambas caras, glandulas rojizas
abundantes en la cara inferior, crenadas hasta enteras, membranaceas,
penninervadas; peciolos 1 mm de largo o no diferenciado de la lamina foliar
(Lasser, 1964).

Cabezuelas sésiles, solitarias o en grupos de 2-4 en las axilas de las
hojas superiores, formando una inflorescencia cimosa diferenciada,
conteniendo 21-26 flores. Involucro anchamente acampanado, 4-5 mm de

largo, 3-4 seriado; bracteas externas de base triangular y aristadas, aristas
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igual o méas cortas que la base, loas internas obtusas o redondeadas en el
apice, puberulentas o glabras. Corolas pilosas en los Iébulos y de unos 6 mm
de largo. Aquenios débilmente pubescentes, glandulosos y de 1,5-2 mm de
largo. Papus blanco, biseriado; serie externa constituida por escamas
anchamente oblongas de 1-1,2 mm de largo; serie interna constituida por
aristas de 4-5 mm de largo (Figura 14) (Lasser, 1964). TaxonGmicamente se

divide de la siguiente forma:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia: Cichorioideae
Tribu: Vernonieae

Género: Vernonia

vV V.V V V V V V VY

Especie: Vernonia gracilis Kunth
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Figura 14. Vernonia gracilis Kunth
A. Parte superior de la planta
B. Hoja
C. Cabezuela completa
D. Flor (desprovista de papus y aguenio)
E. Fruto

Tomado y modificado de Lasser, 1964

Productos Naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de
compuestos pero se define “producto natural’” o “metabolito secundario”, que
se usa como sinénimo, se le conoce también como producto quimico y en la
mayoria de los casos no tiene utilidad aparente para el ser que lo sintetiza, a
diferencia de los metabolitos primarios o productos bioquimicos que
presentan una utilidad definida y que son comunes a todos los seres vivos:

carbohidratos, lipidos, proteinas, entre otros (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Clasificacion de los productos naturales

Esta clasificacion puede hacerse de acuerdo a sus estructuras, a su
bioformacion, a la fuente de produccién o a su accion biolégica (Marcano y

Hasegawa, 2002):

Poliacetilenos

Son compuestos que presentan triples enlaces y enlaces alénicos
acompafiados o no por dobles enlaces, contienen uno o mMA&s grupos
acetilenos (Figura 15). Son frecuentes en vegetales superiores Ole4ceas,
Umbeliferas y Compuestas. Algunos aparecen en las raices de las plantas
(Castillo y Martinez, 2007).

OH
o)
Figura 15. Estructura quimica de los poliacetilenos
Tomado y modificado de Castillo y Martinez, 2007.

Fenoles

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos en cuyas
estructuras presentan grupos funcionales oxigenados, contienen al menos un
grupo fenol, se caracterizan por presentar en su estructura un anillo de
benceno con, al menos, un grupo hidroxilo (fenélico) (Figura 16) (Marcano y

Hasegawa, 2002).
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Figura 16. Estructura quimica de los fenoles

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Taninos

Las plantas presentan una mezcla compleja de compuestos fendlicos y
entre ellos los flavonoides poliméricos de alto peso molecular y estructuras
mal definidas que por hidrélisis producen antocianidinas y flavanoles. Este
grupo de sustancias se conoce como proantocianidinas y forma parte de los

llamados taninos condensados (Figura 17) (Marcano y Hasegawa, 2002).

Figura 17. Estructura quimica de los taninos

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Flavonoides

Tienen como estructura base, un esqueleto de C6-C3-C6 que puede sufrir
posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales,
siendo una familia muy diversa, pero se caracterizan por ser polifendélicos
(Figura 18) y solubles en agua. Suponen aproximadamente la mitad de los

compuestos fenolicos presentes en las plantas (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Figura 18. Estructura quimica de los flavonoides

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Quinonas

Estan ampliamente representadas, bien sea como nucleo principal de una
estructura o formando parte de moléculas complejas aromaticas o
aromaticas-alifaticas (Figura 19) y a veces diméricas, constituyen un grupo
de pigmentos vegetales y animales. Son compuestos coloreados, desde el
amarillo al casi negro, aunque la mayoria son amarillas, naranjas o rojas

(Marcano y Hasegawa, 2002; Castillo y Martinez, 2007).

Figura 19. Estructura quimica de los quinonas
Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Cumarinas

Es un compuesto quimico organico perteneciente a la familia de las
benzopironas. Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
derivadas del acido cinamico por ciclizacion de la cadena lateral del acido o-
cumarico (Figura 20). Son lactonas aromaticas, pueden clasificarse en 3
grupos: hidroxicumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas (Castillo y
Martinez, 2007).
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Figura 20. Estructura quimica de las cumarinas
Tomado y modificado de Castillo y Martinez, 2007.

Monoterpenos

Son los terpenoides que constan de 2 unidades de isopreno (10
carbonos), fueron considerados la unidad base, a partir de la cual se hizo el
resto de la nomenclatura (Figura 21). Son sustancias lipofilicas, volatiles,
responsables del olor caracteristico de la planta, la gran mayoria son
compuestos ciclicos constituidos por uno o dos ciclos y hay aciclicos como el

linalol, pero son pocos numerosos (Romo, 2006).

CHs

H,C” “CH,4
Figura 21. Estructura quimica de los monoterpenos
Tomado y modificado de Romo, 2006.

Lactonas sesquiterpénicas

Son metabolitos que se encuentran con bastante frecuencia en plantas
pertenecientes a la familia de las compuestas. Su estructura de
sesquiterpeno, es derivada del germacrandlido (Figura 22). Ademas, le dan
el sabor caracteristico amargo a la planta, son incoloras o ligeramente

coloreadas, y presentan una solubilidad variable (Romo, 2006).
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Figura 22. Estructura quimica de las lactonas sesquiterpénicas

Tomado y modificado de Romo, 2006.

Saponinas

Son un grupo de glucésidos amorfos coloidales, muchos de estos
glucésidos tienen la férmula general CnH2n8010 (Figura 23), son muy
hidrosolubles y producen espuma cuando se agita la solucion acuosa. Se
conocen 2 tipos generales de éstas, los esteroides, como la digitonina, y los

triterpenoides, como la esculina (Gennaro, 2003).
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Figura 23. Estructura quimica de las saponinas

Tomado y modificado de Gennaro, 2003.

Alcaloides

Comprenden una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios
gue contienen nitrdgeno y se encuentran en un 20 % en las especies de
plantas vasculares. En estas sustancias, el atomo de nitrégeno esta

formando parte de un anillo heterociclico, un anillo que contiene atomos
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nitrégeno y de carbono (Figura 24), muchos de ellos son alcalinos (Taiz y
Zeiger, 2006).
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Figura 24. Estructura quimica de los alcaloides
Tomado y modificado de Taiz y Zeiger, 2006.

Extractos Vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido
por tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como
agua, etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de
principios activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de
partes de una planta fresca o seca (Ruiz y Susunaga, 2000).

Procesos de extraccion

Los procesos de extraccion varian en funcion de la escala de produccion,
de la naturaleza y calidad de la materia prima y de la naturaleza del solvente.
Los procesos de extraccion pueden ser divididos en dos grupos, procesos
que dan como resultado un equilibrio de la concentracién entre el soluto, el
residuo y los procesos que agotan completamente la droga. Los procesos de
gue dan como resultado el equilibrio de la concentracién son la maceraciéon y
los procesos que agotan completamente la droga es la percolacion
(Sharapin, 2000).
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Extraccion por maceracion

Es un procedimiento para extraer los principios activos de la planta en frio,
a temperatura ambiente (15 a 25 °C); puede utilizarse agua, alcohol, vino o
aceite. La planta se debe limpiar muy bien, desmenuzar, triturar, picar,
trocear o machacar antes de ponerla en remojo. Se coloca la cantidad de
planta indicada en un envase y se le agregar el solvente (agua hervida,
vinagre, vino, alcohol etilico u otros) en la proporcién requerida. Se deja bien
tapado durante periodos que pueden ir de 24 h a 2 semanas, segln sea
necesario; se agita periddicamente la maceracion para favorecer la
extraccion de los principios activos (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Transcurrido el tiempo necesario se pasa por un colador, pafio o lienzo,
se exprime el residuo, se filtra con papel filtro y se guarda herméticamente
tapado. La maceracion en agua debe ser por tiempo corto, para evitar

fermentacion o formacién de moho (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Extraccion por percolacién

La percolacién consiste en hacer pasar el solvente a través de la droga,
hasta si extraccidbn exhaustiva completa. La percolacion simple, comprende
la extraccion exhaustiva de la droga con el solvente siempre renovado. En
pequefia escala, la percolacibn se realiza en aparatos, denominados
percoladores (un recipiente estrecho en forma cilindrica o cénica con ambos
extremos abiertos), provistos de un grifo en la parte inferior, para regular el

flujo del solvente (Sharapin, 2000).

Tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico

Es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite

determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
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quimicos presentes en una planta, consiste en la extraccion de la planta con
solventes apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracion. Debe
permitir la evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de
bajo costo. Los resultados constituyen Unicamente una orientacion y deben
interpretarse en conjunto con los resultados del “screening” farmacolégico
(Sharapin, 2000).

Se fundamenta en pruebas preliminares sencillas y rapidas que permiten
detectar cualitativamente la presencia de determinados grupos de
compuestos. Se ayudan de la micro quimica para evidenciar estos grupos de
constituyentes mediante la formacién de precipitados, coloraciones, entre
otros (Bucay, 2009).

Ensayo de Dragendorff

En el andlisis fitoquimico preliminar las técnicas de reconocimiento son
basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal
(extractos acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados formando
precipitados con reactivos como el mercuriyoduro de potasio (Mayer) y
yoduro de bismuto (Dragendorff), estas reacciones se basan en los
siguientes comportamientos (Coy, Parra'y Cuca, 2014):

El yoduro de potasico cuando reacciona con cloruro mercurico, forma un
precipitado rojo de yoduro mercurico: [HgClz2 + 2I- — 2CI~ + Hgl2] soluble
en exceso de iones de yoduro con formacion de un anién complejo incoloro:
[Hgl2 + I= — Hgl2"%]. La solucion alcalina de este complejo sirve para
descubrir indicios de amoniaco. En esta reaccién se forma el compuesto de
color pardo oxiyoduro mercurio amoniaco, que es soluble en exceso de

complejo [Hgl2"4], generando intenso color amarillo.
Ensayo de Mayer

Esta reaccion ocurre entre los electrones del atomo de nitrdgeno que

reacciona con el ion K* del tetrayoduro de dipotasio para formar un complejo
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alcaloide de potasio que se caracteriza por un precipitado color crema que
indica la presencia de alcaloides (Ardoino, Boeris y Toso, 2013).

Ensayo de Baljet

Es una reaccién indirecta, que identifica el nucleo esteroidal (ciclo
lacténico) presente de la genina de estos compuestos, el cual reacciona con
el &cido picrico y produce una coloracién roja. Permite reconocer la presencia
de compuestos con agrupamiento lactonico (cumarinas), aunque otros
compuestos lactdénicos pueden dar positivo en el ensayo (Rodriguez,
Guevara y Soto, 2012).

Ensayo de espuma

Permite determinar la presencia de saponinas, al observar espuma
abundante. Las saponinas son un grupo de glicésidos solubles en agua, que
tienen la propiedad de disminuir la tension superficial del agua (Vega, Vieray
Herrera, 2009).

Ensayo de Borntrager

Esta reaccion es utilizada para la deteccion directa de quinonas en los
extractos vegetales. Las naftoquinonas y antraquinonas libres al ser tratadas
con soluciones alcalinas de hidroxido aménico forman complejos de color

rojo cereza (Figura 25) (Vega Viera y Herrera, 2009).

@] OH
COD wvm— G
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Figura 25. Fundamento quimico de la reaccion de Borntrager.

Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.
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Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides, en ambos
tipos debe poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el
anillo B y en la posicion 5-6. Esta prueba colorimétrica utiliza una mezcla
compuesta acido sulfarico y anhidrido acético que producen sustancias
cromoforas con el ciclopentano perhidrofenantreno, por el incremento de los
dos dobles enlaces conjugados formados por la deshidratacion e

isomerizaciones en los terpenos y esteroides (Figura 26) (Dominguez, 1979).

R R

R
Anhidrido acético
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— —_—
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Figura 26. Fundamento quimico de la reaccion de Lieberman-Bourchard

Tomado y modificado de Dominguez, 1979.

Ensayo del cloruro férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos. Al
reaccionar los compuestos con el cloruro férrico acuoso forman productos de
oxidacion y complejos de color que indican su presencia, la coloracion se
debe a la formacion de enlaces cristalinos entre el ion hierro (lll) y los pares
electronicos libres en los compuestos fendlicos y taninos (Figura 27)
(Ardoino, Boeris y Toso, 2013).

oo

‘OH

* FeCly —— Feo (OR)? * 3HCI
HO OH HO OH

Figura 27. Fundamento quimico de la Reaccién con FeCls.

Tomado y modificado de Dominguez, 1979; Coy, Parra'y Cuca, 2014.
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Bacterias

Son microorganismos que poseen una estructura relativamente simple,
son procariotas, es decir, unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, ni
reticulo endoplasmico que se reproducen por division asexual. Ademas,
tienen una capacidad extraordinaria de adaptacion a diferentes condiciones
ambientales. Afortunadamente, solo algunas especies se asocian con
enfermedades humanas, sin embargo, algunas de ellos son agentes
etioldgicos de enfermedades infecciosas fatales (Murray, Rosenthal y Pfaller,
2009; Serrano y Gutiérrez, 2018).

Clasificaciéon de las bacterias

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcion de la

estructura de su pared celular (Gama, 2017; Serrano y Gutiérrez, 2018).

Bacterias grampositivas

Son bacterias que en cuya pared celular esta principalmente formada por
peptidoglicano (Figura 28) y que carece de la membrana externa que tienen
las bacterias gramnegativas. Se tifien por la coloracién de Gram, adquiriendo
el color violeta oscuro (Gama, 2017; Serrano y Gutiérrez, 2018). A
continuacion se mencionaran las bacterias que se utilizaron en esta

investigacion.
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Figura 28. Pared celular de las bacterias grampositivas
Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos en racimos, inmoéviles no formadores de
esporas, catalasa y coagulasa positiva y aerobios facultativos, fermentan el
manitol, las colonias son redondas, elevadas y resplandecientes de color
amarillo dorado intenso (Figura 29). Ademas, causa infecciones piégenas en
lactantes y nifios, en la piel, celulitis e infecciones post-operatorios. Pueden
pasar las barreras locales de la lesion llegando a los ganglios linfaticos y al

torrente sanguineo en donde se multiplica causando necrosis (Canel, 2012).

Figura 29. Staphylococcus aureus

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.
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Enterococcus faecalis

Son cocos grampositivos, forman parte de la microbiota de la cavidad oral
y del tracto gastrointestinal, anaerobios facultativos, catalasa negativo,
inmovil y no esporulado que se dispone en pares o cadenas (Figura 30).
Tienen un rango 6ptimo de crecimiento de 30 a 35 °C, crecen en caldos con
6,5 % de NaCl e hidrolizan la esculina. Se atribuye ser el agente causal de

endocarditis bacteriana (Armijo y Silva, 2011).

Figura 30. Enterococcus faecalis

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Bacterias gramnegativas

Son bacterias que contienen en su pared celular relativamente poco
peptidoglicano, pero que tiene una membrana externa compuesta por
lipopolisacéaridos y otras macromoléculas (Figura 31). La membrana externa
cumple diversas funciones especializadas, su intensa carga negativa dificulta
considerablemente la fagocitosis y la actividad del complemento. Son tefidas
a través de la coloracion de Gram, adquiriendo un color rosa claro (Murray,
Rosenthal y Pfaller, 2009; Gama, 2017). Seguidamente, se describen las

bacterias que seran utilizadas en la presente investigacion.
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Figura 31. Pared celular de las bacterias gramnegativas.
Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Klebsiella pneumoniae

Son bacilos cortos gramnegativos, aerobios o anaerobios facultativos,
inmoviles, fermentan la lactosa y la sacarosa, producen acido y gas a partir
de glucosa, es positivo para el citrato y urea (Figura 32). Se desarrolla en
todos los medios de cultivo usuales, tienen aspecto mucoso y semiliquido
debido a que posee una capsula. Estd asociado a enfermedades
pulmonares, aparato genitourinario y es comun en infecciones nosocomiales
(Tortora, Funke y Case, 2007.)

Figura 32. Klebsiella pneumoniae

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.
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Escherichia coli

Es un bacilo gramnegativo, aerobios o anaerobios, fermenta la lactosa y
la glucosa, sin capsula y moviles (Figura 33). Las cepas lisas forman colonias
incoloras, convexas y brillantes, pero al ser sub-cultivadas se convierten en
cepas rugosas que forman colonias granuladas y opacas. Se encuentra en el
intestino grueso, causan enfermedad intestinal primaria e infeccion extra-
intestinal, puede desplazarse del conducto intestinal al tracto urinario y a los
rifones por via hematogena o linfatica presentando con mayor frecuencia

procesos patolégicos en el tracto urinario (Canel, 2012).

Figura 33. Escherichia coli

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gramnegativo, movil, aerobio, no forma esporas, fermenta la
glucosa, es negativo al indol y generalmente no tiene capsula (Figura 34). En
un medio de agar sangre, las colonias son grandes, irregulares con pigmento
verde. Tienen proteasas que pueden ser responsables de las lesiones
cutaneas hemorragicas observadas en algunas infecciones. Ademas produce
una enterotoxina responsable de la diarrea asociada en infecciones
intestinales, también da lugar a infecciones del tracto urinario, infecciones de
guemaduras y heridas, meningitis, bronconeumonia y endocarditis bacteriana
(Canel, 2012).
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Figura 34. Pseudomonas aeruginosa

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007.

Resistencia bacteriana

La resistencia de las bacterias a los antibidticos es una consecuencia
previsible de la variacion genética, al administrar un antibiético se ejerce una
presion selectiva sobre las bacterias de tal manera que se ven forzadas a
defenderse. Se define como las estrategias que utilizan las bacterias para
disminuir o inactivar la accion de los agentes antimicrobianos, atacandolos y
asi persistiendo en el hospedero (Quintero, Nieto y Lerma, 2001).

Las modificaciones genéticas que se presentan en las bacterias son
capaces de impedir que los antibiéticos las destruyan al generar por lo
menos ocho sistemas de defensa (Quintero, Nieto y Lerma, 2001). En tal

sentido, se presentan diversos mecanismos de resistencia:

Destruccién o inactivacidén enzimatica

La forma mas comun de este tipo de resistencia es la perduracion de -
lactamasas, que son enzimas que actdan rompiendo la unién amiga. Estas
enzimas estan presentes tanto en bacterias Gram negativas como en
grampositivas. Inicialmente la bacteria se ve expuesta al antibidtico y esto la
induce a producir la beta B-lactamasas. La resistencia de las bacterias por el
mecanismo de inhibicidbn enzimatica no esta limitada al medio hospitalario,
sino que también toca a las bacterias adquiridas en las comunidades
(Quintero, Nieto y Lerma, 2001; Plasencia, 2003).
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Alteracion de la membrana bacteriana

La diferencia a la susceptibilidad a las penicilinas se debe a la existencia
de una membrana externa que impide que el antibiético la atraviese en los
Gram negativos y a unos orificios Illamados porinas, los cuales estan
constituidos por proteinas que forman un canal de paso restringido hacia el
interior de la bacteria, esta membrana externa esta ausente en los Gram
positivos. La resistencia a algunos antibioticos se debe a las mutaciones que
permiten que las bacterias pierdan porinas especificas y se vuelvan

resistentes a los antibiéticos B-lactamicos (Quintero, Nieto y Lerma, 2001).

Cambios en la permeabilidad de la membrana interna

Otra forma de resistencia de la bacteria es la alteracion de la produccién
energética que no permite el paso del antibiético de la capa externa a la
interna de la membrana: este transito consume energia y se efectla
mediante un transportador anionico; al alterar la bacteria este mecanismo se

defiende del ataque del antibiético (Plasencia, 2003).

Alteracion del blanco ribosomal

Por medio de este mecanismo la bacteria adquiere habilidad para inhibir
la sintesis proteinica y el crecimiento celular. También se puede modificar el
ribosoma mediante la mutacién de algunas de sus proteinas como la 12S de
ala subunidad 30S. La resistencia a Rifampicina®, por modificacion de la
ARN-polimerasa, y la mutaciéon de las subunidades de la ADN-girasa (que
otorga resistencia a las quinolonas) son ejemplo de ellos. La alteracion del
blanco ribosomal lo realiza la bacteria por genes medianos por plasmidos
(Plasencia, 2003).

Modificacién enzimatica

Es debida al cambio enzimatico codificado por el gen del plasmido o el

cromosoma. La alteracion de la molécula por acetilacion, fosforilacion y
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adenilacion, puede inactivar los antibidticos durante su paso por el
citoplasma bacteriano. Las enzimas responsables son altamente
heterogéneas y su sintesis esta codificada por varios genes, por lo cual la

mutacion no es frecuente (Quintero, Nieto y Lerma, 2001).

Extraccién activa del antibiotico

Por medio de este mecanismo, se altera la produccion de energia, se
disminuye la entrada y concentracion del antibiético y se promueve la
extraccion activa del mismo y su efecto se reduce. Para garantizar que el
antibiotico sea expulsado hasta el ambiente externo las bombas de energia
altamente eficientes se acoplan con algunas porinas. Una de las
caracteristicas mas interesante de este tipo de resistencia es que suele
conferir proteccion contra diferentes antimicrobianos a la vez (Quintero, Nieto
y Lerma, 2001).

Alteracién de los precursores de la pared

Por medio de este mecanismo de resistencia mediado por un gen
cromosomal, el peptidoglicano precursor es cambiado al modificar la
terminacion D-alamina por D-alanina-D-lactato y de esta manera se logra que
el antibidtico no se pueda unir al precursor de membrana. Este mecanismo
se ha estudiado con Vancomicina® y antibioticos glicopeptidicos (Quintero,
Nieto y Lerma, 2001).

Modificacion de las enzimas blanco

Este mecanismo de resistencia a la penicilina y otros antibioticos -
lactamicos comprende las alteraciones en una o mas de las proteinas
fijadoras de penicilina (PBP) que son fundamentales en la sintesis de
peptidoglicanos que forman la membrana bacteriana y al alterarlos, hace que
la bacteria se torne resistente al antibidtico (Tabla 3) (Quintero, Nieto y
Lerma, 2001).
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Tabla 3. Problemas comunes de resistencia bacteriana

Tipos de antibiéticos

Mecanismos de resistencia

Cefalosporinas

B-lactamasas de amplio espectro, cefalosporinasas
cromosomales

Inhibidores de B-lactamasas

Hiperproductores de p-lactamasas,
lactamasas resistentes a los
cefalosporinasas cromosomales

nuevas G-
inhibidores,

Carbapenemos

Metaloenzimas zinc y otras f-lactamasas

Vancomicina®,
Teicoplanina®

Precursores de pared celular modificados por
afinidad disminuida por la Vancomicina®

Quinolonas Alteraciones en la ADN topoisomerasas, cambios en
la permeabilidad.
Trimetoprim- Enzimas resistentes a la sintesis de folatos
Sulfametoxazol®
Eritromicina®, macrolidos Metilacion del ribosoma bacteriano produciendo
nuevos resistencia a los macrélidos y Clindamicina®

Aminoglucésidos

Enzimas modificadoras de los aminoglucésidos

Fuente: Quintero y cols., 2001.

Antibidticos

Son agentes terapéuticos de accion bactericida o bacteriostatica sobre un

espectro mas o menos amplio de gérmenes patogenos. EI 80 % de las
prescripciones de antibioticos son penicilinas por su bajo costo y eficacia
frente a un amplio espectro de bacterias grampositivas y gramnegativas
(Plasencia, 2003).

Mecanismo de accién de los antibi6ticos

Hay varios sitios de accién posibles para los antimicrobianos dentro de la
célula bacteriana pero las vias o las estructuras atacadas con mayor
frecuencia son las sintesis de la pared celular, la membrana celular, la
sintesis de proteinas y de ADN y ARN (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Inhiben la sintesis de la pared celular

La pared de la célula bacteriana, conocida como peptidoglicano cumple

una funcién esencial en la vida de esa célula. El anillo B-talactamico es la
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clave del mecanismo de accion de estos farmacos, que estan dirigidos contra
la sintesis de la pared celular y la inhiben por uniéon a las enzimas que
participan en ella. Las enzimas esenciales para esta funcion se encuentran
fijas en la membrana celular y como grupo se denominan proteinas de union
a la Penicilina® (PBP), con frecuencia son las mas importantes para la
supervivencia (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Inhibidores de la funcion de la membrana celular

Las polimixinas son los agentes que alteran la membrana de la célula
bacteriana mas antiguos. Esta alteracion produce pérdida de
macromoléculas y de iones esenciales para la supervivencia celular, son mas
activas contra las bacterias gramnegativas. Ademas, las células huésped
humanas también tienen membranas, de modo que hay riesgos de toxicidad
por polimixinas, por ello, suelen utilizarse como ultimo recurso cuando se
aislan bacilos gramnegativos multirresistentes (Forbes, Sahm y Weissfeld,
2009).

Inhibidores de la sintesis de ADNy ARN

Los agentes antimicrobianos primarios dirigidos contra el metabolismo del
ADN son las fluoroquinolonas y el Metronidazol®. Las fluoroquinolonas como
el Ciprofloxacino® y el Ofloxacino® se unen con las ADN girasas
involucradas en la regulacion del superenrollamiento del ADN bacteriano, un
proceso esencial para la replicacién y la transcripcion del ADN. Del
Metronidazol® se desconoce el mecanismo exacto, pero se cree que
provocan rupturas de las cadenas de ADN. La Rifampicina® se une a la
enzima ARN polimerasa dependiente del ADN e inhibe la sintesis del ARN
(Plasencia, 2003; Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).
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Inhibidores de procesos metabdlicos

Las bacterias usan la via del &cido folico para producir precursores
importantes para la sintesis de ADN. Las diana de las sulfonamidas es una
de estas enzimas, la dihidropteroato sintetasa, a la que se unen para destruir
la via del &cido folico. El Trimetoprim® también actta en la via del acido
folico, sin embargo, inhiben otra enzima la dihidropteroato reductasa. El
mecanismo de accion de la Nitrofurantoina® no se conoce por completo,
puede tener varias dianas entre las proteinas bacterianas y en la sintesis de

enzimas, también puede dafiar el ADN (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Inhibidores de la sintesis de proteinas

Varias clases de antibioticos estan dirigidas contra la sintesis de proteinas
bacterianas y provocan alteraciones graves del metabolismo celular. Los
aminoglucoésidos, tetraciclinas y glicilciclinas inhiben la sintesis de proteinas
bacterianas y se unen a los receptores de proteina presentes en la
subunidad ribosémica 30S del microorganismo. Los fenicoles, macrélidos,
lincosaminas, estreptograminas y oxazolidonas inhiben la sintesis de
proteinas al unirse a los receptores presentes en la subunidad 50S del
ribosoma (Tabla 4) (Plasencia, 2003).

Tabla 4. Mecanismo de accién de los antibiéticos

Tipos de antibidticos Mecanismo de accion
B-lactamicos, glucopéptidos, bacitracina Inhiben la sintesis de la pared celular
Polimixinas Inhiben la sintesis de la membrana

externa de la pared celular
Rifamicinas, quinolonas Inhiben la sintesis del ADN y el ARN
Sulfonamidas, diaminopiridinas Inhiben la sintesis de cofactores
metabdlicos
Aminoglucosidos, tetraciclinas,
glicilciclinas (Subunidad 30S) Inhiben la sintesis de las proteinas
Fenicoles, macrolidos, lincosaminas,
estreptograminas, oxazolidonas
(Subunidad 50S)

Fuente: Plasencia, 2003.
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Actividad antibacteriana

Es la capacidad que tiene una sustancia de inhibir o destruir un
microorganismo patogeno. Se puede evaluar mediante el método de difusion
en agar con disco o pozo, permite determinar en forma cualitativa el efecto
antimicrobiano y los métodos de dilucion para determinar en forma

cuantitativa el efecto antimicrobiano (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Método de difusién

Es un método cualitativo, que se caracteriza por ser de facil
estandarizacion y esta indicado para microorganismos no exigentes y
crecimiento rapido. Este método se puede realizar ya sea en pozo o disco ya
que actualmente ambos se encuentran estandarizados (Sanchez, Castillo y
Garcia, 2016).

Técnica de difusién en disco (Kirby- Bauer)

Se realiza la inoculaciéon y sobre la superficie de los agares Mueller Hinton
(bacterias) y Saboreaud-Dextrosa (levadura). Se impregna de 10 a 25 pL de
los extractos, estandares y blancos en cada uno de los discos de papel filtro
Whatman N° 42 por triplicado y se colocan sobre la superficie de la placa de
agar inoculada. Estas se incuban invertidas a 35 °C por 24 h para bacterias y
a 29 °C por 48 h en caso de levaduras, posteriormente se miden los halos de

inhibicion incluyendo el diametro del disco (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Técnica de difusion en pozos

Se deposita el indculo y se siembra sobre agar selectivo estipulado;
seguido de ello se hacen los pozos sobre la superficie del agar con el apoyo
de un sacabocados de 6 mm de diametro y en cada uno de ellos se deposita

de 10 a 25 pL de los extractos a evaluar, estandares (control positivo y
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negativo) y blanco por triplicado, se deja reposar por espacio de 30 min (para
evaporar el liquido), se incuba con la caja invertida a 35°C por 24 h para
bacterias y a 29 °C por 48 h en caso de levaduras y posteriormente se miden

los halos de inhibicién (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Método de dilucion

El método de dilucién en agar o en caldo, es usado para determinar la
concentracion minima bactericida y la concentraciéon minima inhibitoria. En la
técnica de dilucion en caldo, son usadas microplacas (microdilucion) que
contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. La cepa es
inoculada en los diferentes tubos o pozos de la microplacas y la
concentracion minima inhibitoria (CMI) es determinada después de la
incubacion. En la técnica de dilucion en agar, las cajas se siembran por
profundidad con una determinada concentracion de extracto vegetal, luego
se inoculan con la cepa de estudio y se incuban por 24 horas (Ramirez y
Castafio, 2009).

Definicion Operacional de Términos

Bactericidas
Son sustancias que provocan la destruccion del germen por lo que su

accion sobre el mismo es irreversible (Dominguez, Galiana y Pérez, 2002).

Bacteriostaticos
Son antisépticos que consiguen frenar el crecimiento de los
microorganismos. Este procedimiento es reversible por lo que cuando deja
de estar presente la sustancia bacteriostatica, los gérmenes pueden volver a

reproducirse (Dominguez, Galiana y Pérez, 2002).
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Medios de cultivo
Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes, que proveen condiciones bioquimicas y biofisicas apropiadas
para el aislamiento, desarrollo y mantenimiento de los microorganismos

(Ramirez y cols., 2010).

Antibiograma
Es el procedimiento que se utiliza en el laboratorio para la determinacion
de la sensibilidad de un microorganismo ante diferentes antibiéticos. Es la
principal ayuda que ofrece el laboratorio clinico para la eleccién de un

tratamiento apropiado (Porres y Ruiz, 2018).

Concentracion minima inhibitoria
Es definida como la concentracion mas baja de sustancias que puede
inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24

horas (Ramirez y Castafio, 2009).

Operacionalizacion de las variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con el
respectivo criterio de analisis, es necesario la definicion conceptual y la
operacional de las mismas (Hurtado 2010). En tal sentido, las variables se
operacionalizan con la finalidad de identificar los elementos y datos
empiricos que expresan su presencia. El proceso de la operacionalizacion de
las variables garantiz6 que los objetivos propuestos fuesen alcanzados
(Tabla 5y 6).
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Tabla 5.

Operacionalizacion de

la variable dependiente Actividad

antibacteriana de los tallos de Vernonia gracilis Kunth

1.Variable 2.Tipo de variable 3.Definicion conceptual
¢, Qué es?

La actividad

Actividad antibacteriana es la

antibacteriana de los
tallos de Vernonia
gracilis Kunth

Dependiente
Cuantitativa

capacidad que tiene una
sustancia para inhibir o

destruir un
microorganismo
patégeno (Sanchez,

Castillo y Garcia, 2016).

4.Definicién
operacional
.,Como se mide?

5. Dimensiones

6. Indicador

Métodos de difusion

(Técnica de difusion

en agar y técnica de
difusién en pozo)

Cepas grampositivas:

-Staphylococcus  aureus
ATCC 25923
-Enterococcus faecalis
ATCC 29219

Cepas gramnegativas:
-Escherichia ' coli - ATCC
25922

-Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

-Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Presencia o ausencia del
halo de inhibicion.

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Tabla 6. Operacionalizacion de la variable independiente Composicion

guimica de los tallos de Vernonia gracilis Kunth

1. Variable

2. Tipo de
variable

3. Definicién conceptual
¢ Qué es?

Composicién quimica
de los tallos de
Vernonia gracilis
Kunth

Independiente
Cualitativa

Los metabolitos secundarios
son un grupo de compuestos
gue defienden a las plantas de
los herbivoros y microbios
patégenos, estan implicados
ademéds en la interaccion
planta-animal, ayudando a
atraer a animales por medio de
sefiales visuales y olfativas
(Taiz y Zeiger, 2006).

4. Definicién

operacional 5. Dimensiones 6. Indicador
¢.Coémo se mide?
Ensayo de Alcaloides: precipitado
Dragendorff anaranjado

Ensayo de Mayer

Alcaloides: - precipitado color
crema

Ensayo de Baljet

Compuestos lacténicos: color
rojo

Ensayo de Quinonas y Antraquinonas:
Borntrager color rojo
Ensayo de Triterpenos: coloracion roja
Lieberman- Esteroles: coloraciéon verde-
IPrue.b,as de Buchard azulado
T co_orgmfc_)n como Ensayo de espuma | Saponinas:  formaciéon  de
amizaje fitoquimico espuma
Ensayo de cloruro | Compuestos  fendlicos y/o

férrico

taninos: color rojo, azul o
verde)

Prueba de
Hidréxido de
Amonio NHOH,[ ]

Cumarinas: Fluorescencia azul-
violeta

Ensayo de Shinoda

Flavonoides: rojo escarlata

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Hipotesis

Estudios previos reportan que el género Vernonia constituye una fuente
de compuestos con actividad biolégica de interés cientifico, por lo cual es de
esperar que los extractos de los tallos de Vernonia gracilis Kunth presenten

metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

55



CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo Investigacion

El tipo de investigacion se refiere a la clase de estudio que se va a llevar a
cabo. Orienta sobre la finalidad general del estudio y sobre la manera de
recoger los datos necesarios. En tal sentido, los tipos de investigacion
pueden ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa,
predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa (Hurtado, 2010).
Por lo que esta investigacion es de tipo confirmatoria, la cual tiene como
propoésito confirmar relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion

quimica de los tallos de Vernonia gracilis Kunth.

Disefio de Investigacion

Los datos fueron recolectados teniendo en cuenta el dénde, el cuando y la
amplitud de la informacién (Hurtado, 2010). El donde, es mixto por contener
un disefio de campo (al recolectar los datos de la realidad) y de laboratorio
(en el caso del procesamiento de una muestra). Para el cuando, redne un
disefio contemporaneo, ya que se recolectd la informacion durante el
desarrollo de la investigacién y a su vez es transversal, en el caso de tomar
los datos una sola vez. Y por ultimo, segun la amplitud de la informacion fue

bivariable, debido a que hay una variable dependiente y otra independiente.
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Poblacién y muestra

Unidad de investigaciéon

El grupo de estudio estuvo representado por la planta Vernonia gracilis
Kunth que fue estudiada en el Laboratorio de Productos Naturales del
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes.

Muestra

La “n” muestral es no probabilistica y estuvo representada por los tallos de
Vernonia gracilis Kunth que fueron analizados en el Laboratorio de Productos
Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Sistema de Variables

Las variables relacionadas con el estudio de esta investigacion son las
siguientes: Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana de los tallos
de Vernonia gracilis Kunth (Tabla 5) y variable independiente (VI):
Composicion quimica de los tallos de Vernonia gracilis Kunth (Tabla 6). Estas
variables permitieron la verificacion del fenébmeno de estudio en la unidad de

investigacion.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Un instrumento de recoleccion de datos es cualquier recurso, dispositivo o

formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener, registrar o almacenar
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informacion, mediante formularios, hojas de datos, fotografias, tablas,
graficos (Arias, 2006).

Procedimiento de la Investigacion

Recoleccién y preparacion del material vegetal

Las muestras vegetales se recolectaron en el Jardin Botanico “Ing. Carlos
Liscano” de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la
Universidad de Los Andes, en San Juan de Lagunillas del Estado Mérida. La
planta fue recolectada por el Ing. Juan Carmona, la Prof. Alida Pérez y Loris
Graterol (Figura 35). Fue procesada e identificada taxonGmicamente por el
Dr. Pablo Meléndez Director-Curador Herbario MERF. Igualmente, se
deposité una muestra para el vaucher coleccién # 01 en el herbario MERF
“Dr. Luis Enrique Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis,
Universidad de Los Andes (Figura 36). Se seleccionaron los tallos en buen
estado de la planta. Se procedi6 al secado en la estufa a temperatura de 40
°C. Seguidamente se realizé el triturado de los tallos con la ayuda de un

molino.

Figura 35. Especie Vernonia gracilis

Fuente: Carmona, Graterol y Pérez, 2022.
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Figura 36. Vaucher de la muestra de Vernonia gracilis Kunth, depositada en

el Herbario MERF
Elaborado por: Meléndez, 2022.

Obtencion de los extractos

Con el material vegetal seco y molido (100,0 g) se realizé la maceracién
utilizando diferentes solventes: hexano, diclorometano y etanol por 3 dias cl/u,
respectivamente. El solvente fue retirado utilizando el rotaevaporador a una
temperatura de 40 °C. El producto seco se pesoO y se colocé en un envase de
color ambar (extracto de hexano: 24,24 g; extracto de diclorometano: 23,73 ¢

y el extracto de etanol: 23,09 g).
Screening fitoquimico
Ensayo de Dragendorff

Utilizado para detectar la presencia de alcaloides. Se debe tomar en

cuenta que si el extracto esta disuelto en solvente organico, este debe
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evaporarse en bafio de maria y el residuo redisolver en 1 mL de acido
clorhidrico al 1 %. Si se trata de un extracto acuoso, a la alicuota se le afiade
1 gota de acido clorhidrico concentrado. Para el ensayo, a la solucion acuosa
acida se le afadio 3 gotas de reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se
considera (+), turbidez definida (++), precipitado amarillo (+++). En este
ensayo se uso el extracto de etanol (Bucay, 2009).

Ensayo de Mayer

Utilizado para detectar la presencia de alcaloides. Al filtrado (extracto de
etanol) se le adicion6 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer. Se considera
positivo si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado

color crema (+++) (Bucay, 2009).

Ensayo de Baljet

Es atil para reconocer la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico. Si la alicuota de la muestra a probar no estd en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de maria y redisolverse en 1 mL de alcohol.
A las mismas (extractos de hexano, diclorometano y etanol) se les afiadi6 1
mL del reactivo. La prueba es positiva, cuando aparece una coloracién o

precipitado de color rojo (++ y +++) respectivamente (Bucay, 2009).

Ensayo de Borntrager

Es util para detectar la presencia de quinonas. Si la alicuota no esta en
cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de maria y el residuo
redisolverse en 1 mL de cloroformo. A los extractos de hexano,
diclorometano y etanol, se les adicion6 1 mL de hidroxido de sodio, hidroxido
de potasio o amonio al 5 %. Se agitd mezclando las fases y se dejo en
reposo hasta su ulterior separacion. El ensayo es positivo cuando la fase
acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, en este caso se reporta (++)

0 rojo, para lo cual se reporta (+++) (Bucay, 2009; Guerrero, 2014).
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Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides, en ambos
tipos debe poseer un ndcleo del androstano. Para ello, si la alicuota no se
encuentra en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de maria y el
residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. A los extractos de hexano,
diclorometano y etanol, se les adicion06 1 mL de anhidrido acético y se
mezcld bien. Por la pared del tubo de ensayo se tiene por un cambio rapido
de coloracion, rosado-azul muy rapido, verde intenso visible aunque rapido,

verde oscuro-negro final de la reaccién (Bucay, 2009; Guerrero, 2014).

Ensayo de espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. La alicuota del extracto (etanol) se diluy6é con 5
veces su volumen en agua y se agitdé la mezcla fuertemente durante 5-10
minutos. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie
del liquido de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos
(Bucay, 2009; Guerrero, 2014).

Ensayo del cloruro férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos. Si el
extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles
como taninos. A una alicuota del extracto (etanol) se le adicioné 3 gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiologica. Si el
extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una
alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 4 % en solucion salina fisiologica. Si el
ensayo es positivo se observara, un color rojo-vino indicando presencia de
compuestos fendlicos en general, si es un color verde intenso indica
presencia de taninos del tipo pirocatecélicos, si es un color azul indica

presencia de taninos tipo pirogalotanicos (Bucay, 2009).
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Actividad antibacteriana

Método de difusion en agar

Se prepar6 el agar bajo estrictas condiciones de esterilidad y se dejo
solidificar en las placas a temperatura ambiente para luego ser inoculadas.
Después se procedid a preparar los inéculos tomando las colonias de
referencias internacional perteneciente a la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC), del Cepario de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
para ser resuspendidas en los tubos de ensayo con solucion salina estéril
(0,85 %), hasta que la turbidez fue igual a la del estandar de McFarland 0,5.
La determinacién de la actividad antibacteriana se llevé a cabo empleando la
técnica de difusion de disco en agar o método de Kirby Bauer. El in6culo una
vez preparado fue tomado con un hisopo estéril, rotando el mismo por las
paredes del tubo de ensayo, luego se sembro la muestra en la placa de agar
Mueller Hinton. Después de haber sembrado todas las placas con los
diferentes microorganismos ensayados, se colocaron los discos de papel
filtro impregnados con 10 pyL a una concentracion determinada (10 mg/mL)
de los extractos puros de diclorometano y etanol de manera equidistante,
también se ubicaron los discos de antibiéticos de referencia (controles
positivos) para cada microorganismo (Eritromicina® 15 pg-Staphylococcus
aureus ATCC 25923; Ampicilina® 10 pg-Enterococcus faecalis ATCC 29212
y Piperacilina® 100 pg-Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853), como control negativo se usO dimetilsulfoxido
(DMSO). Las lecturas se realizaron midiendo en milimetros (mm) con una

regla los halos de inhibicion presente en las placas.
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Esquema 1. Procedimiento de la Investigacion

1. Recoleccion de la planta
Especie Vernonia gracilis Kunth

'

2. Tratamiento

'

3. Maceracion

'

i— Extractos de los tallos _i
Diclorometano y etanol Hexano, diclorometano y etanol
Actividad antibacteriana Tamizaje fitoquimico

! '

. \V\VA Pruebas quimicas
Método de difusién en
agar/Técnica de Kirby Bauer

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
RESULTADOS
Determinacion del % de rendimiento de los extractos hexano,

diclorometano y etanol

Tabla 7. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento

EH ED EE
Peso inicial (g) 100 100 100
Peso final (g) 24,24 23,73 23,09
% R 24,24 23,73 23,09

Leyenda: EH: extracto de hexano, ED: extracto de diclorometano, EE: extracto de etanol,
% R: porcentaje de rendimiento.

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

“Screening” fitoquimico

En el ensayo de “Screening” fitoquimico llevado a cabo en los extractos
de hexano, diclorometano y etanol de los tallos de la especie Vernonia
gracilis Kunth, se logré detectar la presencia de metabolitos secundarios,
entre ellos alcaloides con la prueba de Dragendorff, Wagner y Mayer
(positivo con el extracto de etanol), triterpenos y esteroles con la reaccion de
Liebermann-Burchard (positivos con los extractos de hexano, diclorometano
y etanol) y compuestos fendlicos con la reaccion con FeCls al 1 % (positivo

con el extracto de etanol).
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En contra parte, no se detectaron saponinas, taninos, flavonoides,
cumarinas, antraquinonas, quinonas y lactonas sesquiterpénicas; por ende
tales compuestos no se encuentran en los tallos de la especie Vernonia
gracilis Kunth o no se lograron detectar bien sea por los solventes utilizados

y/o sus concentraciones son muy bajas (Tabla 8).
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Tabla N° 8. Tamizaje Fitoquimico de los extractos hexano, diclorometano y

etanol de los tallos de la especie Vernonia gracilis Kunth.

Extracto Hexano Extracto Extracto Etanol
Metabolito Prueba Tallos Diclorometano Tallos
Tallos
Dragendorff NE NE ++
Alcaloides Mayer NE NE ++
Wagner NE NE ++
(Precipitado)
Prueba de
Triterpenos y Liebermann ++++ +++ ++
Esteroles -Burchard (Rojo/Triterpenos) (Verde (Verde
oscuro/Esteroles) /Esteroles)
Compuestos Reaccion NE NE +++
fendlicos con FeCl; al (Verde oscuro-
1% negro)
Saponinas Prueba de NE NE -
la Espuma
Taninos Ensayo _de NE NE -
la Gelatina
- Ensayo de NE - -
Flavonoides )
Shinoda
Cumarinas Prueba con NE - -
NH4OH [ ]
Antraguinonas Prueba con NE - -
NH4OH [ ]
Quinonas Prueba con - - -
H2S04 [ ]
Lactonas Ensayo de - - -
sesquiterpenicas Baljet

Leyenda: NE: No Ensayado; ++++: Muy abundante;

Ausente

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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» Alcaloides: Al agregar los reactivos de Drangendorff, Wagner y Mayer
a los tubos con el extracto de etanol, en el primero y en el tercero se
observé una turbidez definida, en el segundo un precipitado marrén; lo

cual indica positividad para las mencionadas pruebas (Figura 37).

Figura 37. Determinacién de Alcaloides en el extracto de etanol

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Triterpenos/esteroles: Esta prueba fue positiva, ya que al adicionar el
reactivo (H2SO4 + anhidrido acético) a los tubos con los extractos de
hexano, diclorometano y etanol se percibi6 la apariciéon de los colores

rojo, verde oscuro-negro y verde; respectivamente (Figura 38).

Figura 38. Determinacion de Triterpenos y Esteroles en los extractos de

hexano, diclorometano y etanol

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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» Compuestos fendlicos: Al afadir las gotas del tricloruro férrico al
tubo con el extracto de etanol, se logré observar un precipitado de

color verde intenso, esto significa que la reaccion fue positiva (Figura
39).

Figura 39. Determinacién de Compuestos Fendlicos en el extracto de etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Saponinas: Al agitar el tubo con el extracto de etanol, no hubo
formacion de espuma, por lo tanto se consideré a la prueba como
negativa (Figura 40).

Figura 40. Determinacién de Saponinas en el extracto de etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Taninos: Este ensayo fue negativo, porgue no se formo un precipitado

en el tubo conteniendo el extracto de etanol (Figura 41).
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Figura 41. Determinacion de Taninos en el extracto de etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Flavonoides: El ensayo fue negativo tanto en el extracto de
diclorometano como en el extracto de etanol, puesto que no se
visualizé un color rojo (Figura 42).

Figura 42. Determinacion de Flavonoides en los extractos de diclorometano

y etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Cumarinas: Al exponer, a la luz ultravioleta los tubos con los extractos
de diclorometano y etanol junto con el reactivo (NH4OH [ ]), no se

percibié una fluorescencia; esto sefiala a la prueba como negativa
(Figura 43).
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L+ - -

Diclorowitane Elauod

Figura 43. Determinacion de Cumarinas en los extractos de diclorometano y
etanol

Elaborado por: Graterol y Pérez.

» Quinonas: La prueba fue negativa, debido a que los extractos de
hexano, diclorometano y etanol, disueltos en el H2SO4 [ ], no

desarrollaron coloraciéon alguna (Figura 44).

Figura 44. Determinacién de Quinonas en los extractos de hexano,

diclorometano y etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Antraquinonas: El ensayo fue negativo, debido a que en los tubos
con los extractos de diclorometano y etanol, no observo el color rojo
(Figura 45).
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Figura 45. Determinacidén de Antraquinonas en los extractos de

diclorometano y etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

» Lactonas sesquiterpénicas: AL agregar las gotas del reactivo de
Baljet a los tubos de los extractos de hexano, diclorometano y etanol,

no se generd un cambio de coloracion (Figura 46).

Figura 46. Determinacion de Lactonas en los extractos de hexano,

diclorometano y etanol
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Actividad antibacteriana de los extractos de diclorometano y etanol

obtenidos de los tallos de la especie Vernonia gracilis Kunth

Los resultados obtenidos en el ensayo de la actividad antibacteriana de
los extractos de Vernonia gracilis Kunth a la concentraciéon de 10 mg/mL,
realizado mediante el método de difusion: Kirby Bauer, se exponen en la
Tabla 9. Los mismos, mostraron actividad frente a las bacterias
grampositivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (Figura 47), con un halo
de inhibicibn de 7 mm: extracto de diclorometano/etanol y Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) (Figura 48), con un halo de inhibicion de 7 mm:
extracto de diclorometano, asi como frente a las bacterias gramnegativas
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) (Figura 49), un halo de inhibicién de
7mm: extracto de diclorometano/etanol y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) (Figura 50), un halo de inhibiciébn de 8 mm: extracto de diclorometano
y 7 mm: extracto de etanol. En el caso de E. coli no hubo crecimiento, por lo

cual no se pudo determinar la actividad en la misma.

Figura 47. Ensayo de los extractos de diclorometano y etanol en S. aureus
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Figura 48. Ensayo de los extractos de diclorometano y etanol en E. faecalis
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.

Figura 49. Ensayo de los extractos de diclorometano y etanol en K.

pneumoniae
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Figura 50. Ensayo de los extractos de diclorometano y etanol en P.

aeruginosa
Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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Tabla 9. Resultados de la Actividad Antibacteriana de los Extractos de

diclorometano y etanol de los Tallos de la Especie Vernonia gracilis Kunth

Halos de inhibicién en mm

Concentracion ETD ETE Antibioticos de

Microorganismos (mg/mL) referencia

PIP AM ERI

Staphylococcus
aureus 10 7 7 - - 26
ATCC 25923

Enterococcus
faecalis 10 7 0 - 17 -
ATCC 29212

Klebsiella
pneumoniae 10 7 7 18 - -
ATCC 23357

Escherichia coli

ATCC 25922 NP P, Ui AR ) )

Pseudomonas
aeruginosa 10 8 7 32 - -
ATCC 27853

Leyenda: ETD: Extracto de tallos de diclorometano, ETE: Extracto de tallos de etanol, PIP:
Piperacilina® 100 pg, AM: Ampicilina® 10 pg, ERI: Eritromicina® 15 pg, mg/mL:
Miligramos/mililitros, mm: Milimetros, ND: No determinado.

Elaborado por: Graterol y Pérez, 2022.
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DISCUSIONES

En el presente estudio, se pudo confirmar la relacion entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica de los extractos provenientes de los
tallos de Vernonia gracilis Kunth a una concentracion de 10 mg/mL, ademas
mediante pruebas quimicas de coloracién se encontraron compuestos como
alcaloides (extracto de etanol), triterpenos y esteroles (extractos de hexano,
diclorometano y etanol) y compuestos fendlicos (extracto de etanol).
Asimismo, se observé actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus (halo de inhibicion de 7 mm: extractos de diclorometano y etanol),
Enterococcus faecalis (halo de inhibicibn de 7 mm: extracto de
diclorometano), Klebsiella pneumoniae (halo de inhibicion de 7 mm: extractos
de diclorometano y etanol) y Pseudomonas aeruginosa (halo de inhibicién: el
extracto de diclorometano 8 mm y extracto de etanol 7 mm).

Lo antes mencionado, guarda relacién con lo referido por Jepkoech y cols
(2022), quienes aislaron estigmasterol de tipo esteroide, flavonoides como
apigenina y diosmetina, D-manitol de tipo polialcohol; a su vez demostraron
qgue el extracto etandlico de V. auriculifera posee actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Providencia stuartii, a
una CIM < 100 upg/mL; Joshi y cols (2021), observaron que el extracto
metandlico de V. cinerea inhibi6 a Xanthomonas oryzae a diferentes
concentraciones: 25 pyg/mL, 50 pg/mL y 100 pg/mL. Fairuz y cols (2020),
lograron aislar compuestos de los extractos de hojas de V. amygdalina
como escualeno, fitol, triacontano y heptacosano, con alta actividad
antifangica contra B. cinerea. Unuofin y cols (2020), encontraron hallazgos
similares, potente actividad antimicrobiana frente a microbios patégenos (S.
aureus, E. coli y Candida albicans).

Asi también, coincide con lo expuesto por Unuofin y cols., 2020 los

mismos, obtuvieron nanoparticulas sintetizadas a partir de los extractos de
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Vernonia mespilifolia con una gran actividad antimicrobiana frente a S.
aureus a una CIM de 32,5 ug/mL, seguido de E. coli: 250 pg/mL y C.
albicans: 125 pg/mL. Mozirandi y cols (2019), encontraron un compuesto
quimico llamado condrillasterol tipo esterol, aislado de la especie Vernonia
adoensis; con actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa cuyo
crecimiento fue inhibido en un 65 %, Klebsiella pneumoniae 38 % vy
Staphylococcus aureus 25 %; asimismo Habtamu y Melaku (2018), aislaron
varios compuestos de las flores de Vernonia amygdalina, con el extracto de
cloroformo: tricosano y vernolida de tipo lactona, con el extracto de acetona:
dos flavonoides isorhamnetina y luteolina; tales metabolitos mostraron alta
actividad antibacteriana en la cepa Staphylococcus aureus. Lo descrito por
Mubo y cols (2016), también se corresponde con los resultados de este
estudio, los mismos encontraron que diferentes extractos (hexano, acetato de
etilo y cloroformo) de Vernonia cinerea mostraron una zona de inhibicion de
13,5 mm; 12,8 mm y 11,0 mm contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus subtilis, respectivamente.

Es importante destacar que si bien hay relacién con los trabajos previos,
también existen algunas diferencias, estas pueden estar asociadas con las
diferentes especies de plantas estudiadas, distribucion geogréafica, diferentes
extractos usados, composicién quimica, métodos de extraccion llevados a
cabo, partes de la especie analizada (raices, tallos, hojas, flores y frutos),
entre otros aspectos importantes a tener en cuenta, a la hora de realizar
cualquier actividad de este tipo.

Por ejemplo en este trabajo el etanol, indico ser el solvente mas adecuado
para extraer los metabolitos secundarios de los tallos en la especie Vernonia
gracilis Kunth; porque se detectaron abundantes alcaloides, triterpenos,
esteroles y compuestos fendlicos, los autores Jepkoech y cols (2022),
también hallaron al etanol como el mejor solvente, debido a que lograron
obtener gran cantidad de metabolitos secundarios y una fuerte actividad

antibacteriana contra el 100 % de las cepas bacterianas probadas. Por el
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contrario Joshi y cols (2021), observaron que el extracto metanodlico de
Vernonia cinerea fue el mas eficaz de los tres extractos de disolventes
usados (cloroformo, cloroformo+etanol y etanol), puesto que mostré una
mejor zona de inhibicion; Mozirandi y cols (2019), demostraron que el
solvente idoéneo para separar los compuestos activos de Vernonia adoensis
fue el cloroformo; en el caso de Mubo, Oluwafunmilola y Okorie (2016),
encontraron a la fraccion de acetato de etilo, para obtener los metabolitos
secundarios de Vernonia cinerea. Es fundamental precisar, que tales
discrepancias se deben a que no existe un solvente de extraccion definido,
pues ello dependera de la distribucién geografica de la especie, la calidad de
la muestra, la composicion quimica de los metabolitos a extraer de la especie
y la cantidad de los metabolito secundarios, del tamafio molecular; asi como
de factores como la concentracion del solvente, temperatura, tiempo de
contacto, entre otros (Aspé y Fernandez, 2011; Capriotti, Cavaliere,

Crescenzi, Foglia, Nescatelli, Samperi y Lagana, 2014).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

» En la presente investigacion se detectaron metabolitos secundarios
provenientes de los extractos de diclorometano y etanol de Vernonia
gracilis Kunth mediante pruebas quimicas de coloracion, estos
compuestos fueron alcaloides, triterpenos, esteroles y compuestos
fendlicos.

» El extracto de etanol, indico ser el solvente mas adecuado porque se
extrajeron la mayor cantidad de metabolitos secundarios como
alcaloides, esteroles y compuestos fendlicos.

» La actividad antibacteriana se observo frente a las bacterias
grampositivas Staphylococcus aureus (halo de inhibicion de 7 mm,
para los extractos de diclorometano y etanol) y Enterococcus faecalis
(halo de inhibicibn de 7 mm: extracto de diclorometano); asi como
frente a la bacterias gramnegativas Klebsiella pneumoniae (halo de
inhibicibn de 7 mm, extractos de diclorometano y etanol) y
Pseudomonas aeruginosa (halo de inhibicion: extracto de etanol 7 mm
y el extracto de diclorometano 8 mm).

» El extracto de diclorometano de los tallos de Vernonia gracilis Kunth a
la concentracion de 10 mg/mL, resultd ser el mas efectivo de los
extractos evaluados, ya que inhibié tanto las bacterias grampostivas

como gramnegativas ensayadas.
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» Esta investigacion constituye un aporte significativo a la fitoquimica del
género debido a que no hay estudios quimicos y de actividad biol6gica
sobre la especie V. gracilis Kunth, siendo este el primer reporte de la

composicién quimica de los tallos y de la actividad antibacteriana.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio sobre la composicion quimica y actividad
antibacteriana de Vernonia gracilis Kunth, utilizando muestras como
raices, hojas y/o flores.

Elaborar una investigacién sobre la composicion quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de Vernonia gracilis Kunth, para
verificar si posee compuestos responsables de dicha actividad.
Evaluar otras actividades biologicas a los extractos de la especie
Vernonia gracilis Kunth.

En vista de la actividad antibacteriana encontrada en los extractos de
diclorometano y etanol de la especie Vernonia gracilis Kunth, se
recomienda la elaboracion de un producto, tipo fitofarmaco con los
tallos de la especie Vernonia gracilis Kunth para el tratamiento de
infecciones causadas por las bacterias evaluadas, especificamente
macerados en soluciones hidroetandlicas a concentraciones de etanol
de 30 % o 70 %; ya que la literatura ha reportado que se considera
como un procedimiento de extraccidon seguro y eficiente, ademas es
de baja toxicidad para uso humano, especificamente a nivel tépico.
Promover el cultivo de la especie Vernonia gracilis Kunth en los
diferentes Jardin Botanico de la ULA, ya que existe poca cantidad de
la especie en el estado Mérida, particularmente en el Jardin Boténico
“Ingeniero Carlos Liscano”, San Juan de Lagunillas de la Universidad

de Los Andes.
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