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RESUMEN

Los extractos de plantas proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo
de nuevas drogas que puedan ser utilizadas para el control microbiano, la
especie Cassia alata L., es una planta considerada de alto valor debido a sus
usos etnomedicinales en mudltiples trastornos de salud. El objetivo de esta
investigacion fue confirmar la relacion que existe entre la composicion quimica
de los extractos de las flores de C. alata y la actividad antibacteriana en cepas
de referencia internacional (ATCC). La obtencién de los extractos de etanol y
hexano a partir de las flores secas de la especie C. alata, fueron preparados
por el método de reflujo en caliente. La composicion quimica de los extractos
de las flores se determin6é mediante el tamizaje fitoquimico, a través de
pruebas quimicas de laboratorio cualitativas lograndose identificar en el
extracto de hexano triterpenos, esteroles, flavonoides, quinonas vy
sesquisterpenolactonas, y en el de etanol esteroles, compuestos fendlicos,
flavonoides y sesquisterpenolactonas. Para la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto de etanol se empleo la técnica de difusion en agar
(Kirby-Bauer), determindndose que el extracto es activo a una concentracion
de 1.000 ppm con halos de inhibicion para las cepas de Staphylococcus
aureus de 8 mm, en Escherichia coli de 7 mm, Pseudomonas aeruginosa de
7 mm y Klebsiella pneumoniae no se evidencié crecimiento.

Palabras clave: Cassia alata, extracto de flores, tamizaje fitoquimico,
actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibioticos se acelera con el uso indebido y abusivo
de estos, por lo cual se ha convertido en un problema serio y generalizado en
los paises en desarrollo, tanto en hospitales como en la comunidad, causando
una alta mortalidad cada afio (Wikaningtyas y Sukandar, 2016). El uso
inapropiado de antimicrobianos es el factor mas influyente de la resistencia a
estos farmacos y la aparicibn mundial de bacterias resistentes a mdltiples
medicamentos, que ha limitado cada vez mas la efectividad de las drogas
actuales causando un fracaso terapéutico significativo (Djeussi, Noumedem,
Seukep, Fankam, Voukengy Tankeo, 2013).

Dicha resistencia reduce la eficacia de los farmacos antibacterianos, por
lo que el tratamiento de los pacientes es dificil, costoso o incluso imposible,
resultando en una enfermedad prolongada (World Health Organization, 2014).
En el siglo XX hubo gran interés por encontrar sustancias dotadas de efecto
selectivo en contra de microorganismos, sin que se lesionaran los tejidos
organicos debido a esto, las nuevas clases de antibi6ticos se han convertido
en una opcién popular para reducir la oposicion por parte de los
microorganismos bacterianos hacia estos. Sin embargo, dicha resistencia es
dificil de reducir. La utilizacién de las hierbas aromaticas tiene sus origenes en
lo mas remoto de la historia en la medicina natural cuyas cualidades han sido
destacadas a lo largo de los tiempo, siendo una estrategia para evitar la
aparicion de bacterias farmacorresistentes mediante el uso de agentes
terapéuticos alternativos de plantas que sean eficaces, seguros y de bajo costo
(Dominguez, 1973; Diastuti, Sya, Juliawaty y Singgih, 2014).

En este mismo orden de ideas, el uso de agentes antimicrobianos de
origen natural ha sido estudiado en modelos in vitro demostrando que diversos

extractos de plantas tienen la capacidad de ejercer un efecto biolégico sobre



el crecimiento y/o produccion de factores de virulencia de diferentes
microorganismos. Es asi, que la busqueda de nuevos compuestos con
actividad antimicrobiana, dentro de la medicina herbolaria tradicional,
representa un factor determinante para el tratamiento de las infecciones
producidas por bacterias. No obstante, es necesario categorizar este tipo de
estudios, porque la actividad antibacteriana de los extractos vegetales puede
diferir entre cepas de una misma especie. Adicionalmente, sus propiedades
pueden variar en funcion de los 6rganos vegetales empleados, los métodos de
extraccion, las estaciones o periodos de recolecta y las diferentes condiciones
fisicoquimicas del terreno (Dominguez, 1973; Martinez, Betancourt, Alonso, y
Jauregui, 1996; Jain, Bansal, y Bhasin, 2009).

En general, las plantas y sus constituyentes ocupan una posicion
importante en el conocimiento de nuevas sustancias y principios activos, en el
mundo se han desarrollado numerosas investigaciones enfocadas a la
busqueda de nuevos compuestos con propiedades antibacterianas
(Baharudin, Hamid, y Susanti, 2015). Es por ello que la especie Cassia alata
L. se utiiza como una opcién terapéutica, especialmente para tratar
infecciones bacterianas, fungicas, virales y parasitarias por tener la capacidad
de impedir la proliferacion de microorganismos que pueden provocar
infecciones graves o incluso la muerte de los seres humanos (Garcia, 2015;
Kumar, Divya, Lavanya, Navya, Apparao, Kumar y Satyanarayana, 2016).

Este proyecto de investigacion ha sido sistematizado de la siguiente
manera. El Capitulo I, denominado El Problema, formado por los siguientes
subtitulos: Planteamiento del Problema, Justificacibn e Importancia de la
Investigacion, Objetivos de la Investigacion, Alcances y Limitaciones de la
Investigacion. EI Capitulo II, llamado Marco Tedrico, en cual se describen los
Trabajos Previos, Antecedentes Histéricos o Epistemoldgico, Bases Tedricas,
Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacién de las Variables e

Hipotesis. El Capitulo lll, titulado Marco Metodoldgico, consta de los siguientes



subtitulos: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion, Unidad de
Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Procedimientos o
Metodologia de la Investigacion y Disefio de Andlisis. El Capitulo IV, nombrado

Resultados y Discusion. ElI Capitulo V, designado Conclusiones vy
Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El uso excesivo de medicamentos bactericidas y bacteriostaticos es el
mayor contribuyente individual a la resistencia microbiana a dichos farmacos
y al surgimiento de bacterias con multiples mecanismos de defensa, limitando
y provocando fallas importantes en el tratamiento del paciente. El efecto en
personas particularmente susceptibles es mas pronunciado, lo que lleva a una
enfermedad prolongada y una mayor mortalidad. Una tactica utilizada cada
vez mas para evitar esto es usar terapias de reemplazo de plantas que sean
efectivas contra las bacterias resistentes a los antibiéticos, que sean seguras
y eficaz (World Health Organization, 2014).

Debido a la ineficacia de muchos farmacos convencionales, la
busqueda de nuevos farmacos de origen natural ha cobrado impulso en los
ultimos afos, por ello la medicina natural de origen vegetal se usa como una
opcién terapéutica, especialmente para tratar infecciones bacterianas,
fungicas y virales, asi como aquellas enfermedades causadas por parasitos
(Kumar y cols., 2016). Existen reportes en la literatura que evidencian la gran
variedad de géneros que poseen propiedades antibacterianas y antifingicas,
entre las plantas con tales actividades esta Cassia alata L. (Okooboh 'y
Gambo, 2013). Las plantas medicinales son ampliamente utilizada en todo el

mundo en dos areas diferentes de gestion de la salud: sistema moderno de



medicina y sistema de medicina tradicional, ya que potencialmente podrian
tratar muchas enfermedades modernas (Kumar y cols., 2016).

Hoy en dia, la practica del uso de remedios caseros hechos a base de
plantas medicinales, todavia es considerablemente activa dentro de la
comunidad, donde se usan para tratar enfermedades conocidas como una
alternativa a la medicina moderna. Hay un mayor interés en volver al
conocimiento de la medicina tradicional, con la esperanza de descubrir nuevas
actividades bioldgicas dentro de estas plantas; un ejemplo de esto es la
especie C. alata L., que es considerada de alto valor medicinal debido a sus
usos etnomedicinales en multiples trastornos de salud, que incluyen
gastroenteritis, diarrea, estrefiimiento e intoxicacion alimentaria, anemia de
células falciformes, diabetes, hipertension, hepatitis, enfermedades e
infecciones de la piel, ictericia, eccema vy tifia, quemaduras, heridas, asma e
infeccion del tracto respiratorio superior (Goh, Basri, Yasin, Tahay Ahmad,
2017).

De acuerdo con los estudios realizados durante el ultimo quinquenio,
varios autores han realizado diversas investigaciones en busqueda de la
actividad biolégica que poseen las plantas. De esta manera estudios
realizados han concluido que el tamizado antimicrobiano dio alguna
justificacion para el uso de las hojas de C. alata en la medicina tradicional
debido a la presencia de compuestos bioactivos tales como saponinas,
alcaloides, esteroides, taninos, alta presencia de flavonoides, entre otros los
cuales confieren actividad biologica para ejercer efectos tales como
antibacteriano y antifingico que permiten la utilizacién de esta planta como
alternativa terapéutica (Carpio y Ambida, 2019). Los resultados también han
demostrado que solventes como el hexano y el etanol son buenos disolventes
para la extraccion de fitoquimicos de las hojas y los tallos de C. alata,
exhibiendo actividad antibacteriana contra cepas de Escherichia coliy Bacillus



sp., mostrando en la evaluacion un mejor resultado el extracto de hexano de
hojas sobre Pseudomonas aeruginosa (Vivekanandan y Ajeesh, 2018).

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

¢Cuél es la relacion que existe entre la composicion quimica de los
extractos de las flores de C. alata y la actividad antibacteriana en cepas de

referencia internacional (ATCC)?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

Actualmente el problema mas importante de salud publica que afecta a
la poblacion a nivel mundial, es el incremento de la resistencia antibacteriana
debido al uso masivo de los antibidticos durante las Ultimas décadas esta
ejerciendo una presidbn selectiva en el mundo de las bacterias,
desencadenando, de modo alarmante resistencias a numerosos antibioticos.
Como resultado, tratamientos terapéuticos que en un principio fueron eficaces
ahora resultan inocuos en enfermedades infecciosas. Notablemente la
consecuencia mas grave de la resistencia bacteriana es el compromiso del
éxito de dichos tratamiento, obviamente, aquellos pacientes infectados por
bacterias resistentes a los farmacos, tienen un mayor riesgo de muerte por la
dificultad de dar con un tratamiento eficaz, lo cual eleva a su vez el coste
econdmico al consumir mas recursos sanitarios que los pacientes infectados
por cepas no resistentes a los antibioticos, lo que ha creado la necesidad de
buscar nuevas sustancias que permitan controlar enfermedades asociadas a
microorganismos para mejorar la salud de la poblacion (Torrades, 2001;
Tomas, 2015).

Las plantas medicinales tienen una gran variedad de metabolitos
secundarios, con diferentes propiedades terapéuticas para el tratamiento de
infecciones bacterianas y micéticas. En la actualidad se esta dando un uso
muy importante a dichas plantas por el hecho de que no generen resistencia
por parte de las bacterias ya es suficiente para plantearse su empleo regular,
estimulan los mecanismos naturales de eliminacion, inhiben el crecimiento de
los gérmenes patdégenos y aumentan las defensas del organismo, mientras
que los antibidticos sintéticos suelen bajarlas. Es por ello que la poblacion
prefiere consumir cada vez mas productos de origen natural de forma de

infusiones o unguentos, principalmente por la falta de indicaciones de los



efectos colaterales que pueden producir los medicamentos sintéticos y por los
altos costos de los antibiéticos convencionales hoy en dia (Dominguez, 2002).

Los estudios fitoquimicos realizados a la especie Cassia alata L., han
revelado la presencia de ciertos metabolitos secundarios con propiedades
bioactivas como las saponinas que poseen actividad antiinflamatoria y
antibacteriana, los compuestos fendlicos siendo buenos antioxidantes, las
antraquinonas con propiedades purgantes y flavonoides cuyas propiedades
antitumorales, antibacteriales y antifingicas son ampliamente conocidas, las
cuales pueden ser de gran utilidad en la medicina alternativa para el
tratamiento de muchas enfermedades (Okooboh y Gambo, 2013). Debido a
las variadas estrategias de defensa de las plantas que les confieren
propiedades bioldgicas les permiten desarrollar diferentes actividades que les
posibilita eliminar patégenos (Croteau, Kutchan y Lewis, 2000). Por esta razén,
muchas especies del reino Plantae han sido consideradas importantes en la
medicina de hoy en dia que representan una potencialidad que motivo la

realizacion de esta investigacion.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la composicion quimica de los extractos de
las flores de Cassia alata L. y la actividad antibacteriana en cepas de
referencia internacional (ATCC).

Objetivos Especificos

Obtener los extractos de hexano y etanol de las flores de Cassia alata
L., mediante la técnica de reflujo en caliente.

Identificar cualitativamente la composicién quimica de los extractos de
las flores de C. alata L., por medio de pruebas quimicas preliminares.
Comprobar la actividad antibacteriana del extracto de etanol de C. alata
L. en cepas de referencia internacional ATCC, utilizando la técnica de

difusién del disco en agar (Kirby-Bauer).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La presente investigacion tiene como alcance aportar nuevos datos
relacionados con la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto de
etanol de las flores de Cassia alata, asi como también, confirmar que dicha
actividad esté relacionada con la composicion quimica de los extractos.
Ademas pretende ampliar los conocimientos de la autora en cuanto al tema de

estudio.

Limitaciones de la Investigacion

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacién las limitaciones
técnicas estan relacionadas con la escasez del material y altos costos de
reactivos para elaborar la parte experimental de dicha investigacion, aunado a
esto, se presentaron fallas en cuanto al servicio eléctrico, agua, gas e internet
durante la realizacion del mismo, asi como también, la dificultad para encontrar

trabajos previos sobre dicho tema de investigacion.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Mahdi, Zamzani y Nashihah (2022). Realizaron un trabajo de
investigacion titulado: Actividad antibacteriana del extracto de etanol de los
tallos de Cassia alata contra Staphylococcus aureus. Para la elaboracion de
los extractos se recolectaron tallos de la planta los cuales fueron clasificados,
lavados, cortados y secados para su posterior utilizacion, la extraccién se llevo
a cabo mediante el método de extraccion asistida por ultrasonido (UAE), el
polvo de C. alata se mezclo con etanol al 96 % en una proporcion de 4:1,
posteriormente se determiné la presencia de metabolitos secundarios tales
como saponinas, flavonoides, taninos y alcaloides. En las pruebas
microbiolégicas realizadas para evaluar la actividad antibacteriana se
determind por el método de difusién del disco en agar, los resultados obtenidos
de los halos de inhibicion del extracto contra cepas de S. aureus a
concentraciones de 25 %, 50 %y 75 % fueron de 17,6 mm, 21 mmy 22,6 mm
respectivamente con el mayor halo de inhibiciéon a 100 % de concentracion a
25 mm, concluyendo que el extracto preparados de los tallos de esta planta
tiene un fuerte efecto inhibitorio sobre la cepa bacteriana ensayada.

Fotso, Tcho, Tekapi, Ndjakou, Nguefeu, Duplex y Toze (2021).
Realizaron un trabajo de investigacion llamado: Constituyentes quimicos y
actividades antimicrobianas de algunos compuestos aislados de la especie

camerunesa de Cassia alata. La caracterizacion fitoquimica a partir de los
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extractos de metanol crudos de las hojas y tallos se obtuvieron diversos
compuestos mediante una cromatografia en gel de silice y sus estructuras se
elucidaron por medio de la técnica de resonancia magnética nuclear
identificando los siguientes metabolitos secundarios: triterpenos, esteroides,
flavonoides y antraquinonas que tienen importancia antiinfecciosa. En el
presente trabajo se evalud la actividad antibacteriana in vitro utilizando el
método de microdilucion en caldo frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Streptoccocus pneumoniae, Escherichia coli,
cepas aisladas intrahospitalarias como Salmonella typhi y Enterobacter
cloacae. Los resultados demuestras que los extractos de los tallos presenta
una fuerte actividad en casi todas las cepas utilizadas con valor de CIM que
variaron de 15,6 a 62,5 ug/mL mientras que los extractos de las hojas
presentaron actividad antibacteriana en la mayoria de los microorganismos
probados con una fuerte actividad exhibida en Pseudomonas aeruginosa con
un CIM de 7,8 pg/mL. Los resultados obtenidos en esta investigacion son
importantes para la realizacion de la propuesta del presente trabajo.

Oladeji, Adelowo, Oluyori y Bankole (2020). Realizaron un trabajo de
investigaciébn denominado: Descripcion etnobotanica y actividades bioldgicas
de Cassia alata en diferentes partes de la planta. Las evaluaciones
fitoquimicas a partir de la técnica de cromatografia liquidan al vacio, revelaron
que existe una variacion en algunos metabolitos investigados debido a factores
geograficos y climaticos. Los metabolitos secundarios presentes en C. alata
contribuyeron a la pronunciada cicatrizacion de heridas y actividades
antibacterianas. Los potenciales antibacterianos de las hierbas medicinales se
evaluaron por el método de dilucion en caldo, determinandose la zona de
inhibicion (ZOIl) o la concentracion inhibitoria minima (CIM). El potencial
antibacteriano in vivo de los extractos de metanol de las hojas, tallos y flores
de C. alata se evaluaron a una concentracion de 512 mg/mL frente a diferentes

cepas bacterianas. Los glucésidos de antraquinona y flavonoides detectados
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en extractos del arbusto inhibieron significativamente el crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus con ZOI entre 9,7 y 14,8 mm. Los
compuestos aislados obtenidos a partir de fracciones purificadas del extracto
de flor de C. alata (glucésidos de antraquinona, esteroides, taninos y aceites
volatiles) se evaluaron en aislados bacterianos seleccionados. Se mostraron
fuertes actividades inhibitorias a CIM de 500 mg/mL contra los aislados clinicos
de S. faecalis, B. subtilis, S. aureus, Pseudomonas putida a 500 mg/mL se
observo un ZOI de 10 a 25 mm. Por otra parte los extractos de metanol de C.
alata se evaluaron contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus (grampositivo), Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Pseudomonas
aureus, Vibrio mimicus, Salmonella paratyphi, Vibrio parahaemolyticus vy
Salmonella typhi (gramnegativas) mediante el ensayo de difusion en disco. Las
fracciones exhibieron actividades inhibidoras significativas contra bacterias
aisladas a 100 pg/mL. Los investigadores del presente trabajo revelaron
resultados y datos de interés que han motivado la realizacion de este
manuscrito.

Carpio y Ambida (2019), realizaron un trabajo de investigacion que se
titul6: Actividad antibacteriana de los extractos crudos de las raices y la corteza
de Cassia alata Linn. Para la elaboracion de los extractos vegetales se
trituraron 250 g de raices y 300 g de corteza a partir de las muestras frescas
las cuales fueron recolectadas en Filipinas. La determinacion de dicha
actividad se realizo frente a cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli mediante el método de difusion del disco en agar. Los resultados revelan
gue los preparados crudos de la planta tuvieron actividad antibacteriana contra
los organismos de prueba segun lo indicado por los halos de inhibicién
alrededor de los discos de papel de filtro. El extracto crudo de la raiz de C.
alata tuvo un halo de inhibicion de 9,3 mm en S. aureus y 6,3 mm para E.
coli., por su parte el obtenido a partir de la corteza fue mas efectivo que los de

raiz, ya que los primeros tenian una zona de inhibicién de 7,3 mm en S. aureus
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y 12,3 mm E. coli en adelante. El analisis estadistico de los resultados muestra
una diferencia significativa en las actividades de las muestras crudas de las
raices, la de corteza y los antibiéticos comerciales. Esto implica que los
extractos no son comparables en su efecto sobre los organismos de prueba
con el farmaco antibacteriano comercial. Este trabajo es de gran importancia,
pues de los resultados obtenidos del mismo surge la proposicion de

investigacion del proyecto a elaborar.

Antecedentes Historicos o Epistemoldgico

El género Cassia fue descrito por primera vez en el afio 1753 por el
médico y botanico escocés William Roxburgh y publicado en Flora indica; or,
descriptions of Indian Plants 2: 349. En el afio 1762, también fue descrito por
el cientifico y botanico sueco Carlos Linneo y publicado en Species
Plantarum 1: 376. (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009). El Cédice Florentino, en el siglo XVI menciona sobre la planta Cassia:”
que las hojas y las raices molidas en agua son de utilidad para los apostemas
también conocidas como aftas bucales”. En el mismo siglo, Francisco
Hernandez comenta “que el machacado y untado de las hojas de este género
son utilizadas en la cura de las dermatitis”. Para el siglo XX, Maximino
Martinez la reporta como anticrotélico, antipirético, antisifilitico, catértico,
contra dermatosis, diaforético, diurético y para curar enfermedades venéreas
(Bravo, 1977; Otto, Ameso y Onegi, 2014).

Los primeros trabajos importantes sobre este género fue realizado por
Colladon, quién en 1816 publicé en “Histoire Médicale et Systématique des
Casses”, en el cual hizo gran énfasis en la utilizacidon farmacéutica de la esta
especie. En 1837, doce afios mas tarde Vogel, efectia un trabajo sobre este

género al realizar el estudio de las Leguminosas del Brasil, en él enumera 278
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especies, de las cuales seria confirmada posteriormente 200 de ellas (Bravo,
1977).

En el afio 1871, George Bentham hace una revision del género, donde
pudo identificar y describir 338 especies. Posterior a la revision del género
realizada por Bentham y hasta nuestros dias, se han publicado innumerables
trabajos sobre estudios taxondmicos, quimicos, anatomicos y morfologicos de

esta planta en distintos paises (Bravo, 1977).

Bases Teodricas

Familia Fabaceae

La familia Fabaceae Lindl. (Leguminosae Juss.), para muchos
cientificos es una familia con abundantes e importantes especies. Es la tercera
familia mas grande de las angiospermas después de Orchidaceae y
Asteraceae, y la segunda después de las Poaceae (gramineas) en términos
de importancia agricola y econdmica; taxonomicamente la familia Fabaceae
pertenece al reino Plantae, se divide en 3 subfamilias: Faboideae Rudd (o
Papilionoideae Juss.), Caesalpinioideae DC y Mimosoideae DC (Rodriguez y
Gamez, 2010). Esta familia también conocida como Leguminosae, término que
fue propuesto por Jussieu en el afio 1789, en el que se incluyen todos los
géneros de leguminosas y se diferencian los distintos tipos de flores (Llamas
y Acedo, 2016).

Presentan una amplia distribucion en el mundo, donde se han reportado
730 géneros y 19400 especies, representando el 9,4 % de las eucotiledoneas
y se ha estimado que aproximadamente el 16 % de las plantas lefiosas de los
bosques lluviosos neotropicales pertenecen a esta familia. En Venezuela, esta
familia comprende alrededor de 151 géneros y 993 especies, incluyendo 9

endémicas, ampliamente distribuidas en todas las zonas de vida, siendo la
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mas abundante la Faboideae con 489 especies, seguida por las
Caesalpionoideae y Mimosoideae con 278 y 229 especies respectivamente
(Rodriguez y Gamez, 2010; Llamas y Acedo, 2016).

Esta familia muestra una gran variedad de habitos, desde hierbas
(algunas acuéticas), bejucos, hasta arboles gigantes y se pueden encontrar en
diferentes zonas de vida, van desde bosques secos tropdfilos hasta de tipo
pluvial. Se reconoce facilmente, por su fruto en legumbre, también por poseer
hojas alternas, compuestas, con estipulas, generalmente pulvinuladas y flores
llamativas (Rodriguez y Gamez, 2010). Ademas, posen granos de polen que
se caracterizan por ser tricolporados, exina gruesa, semitectada y reticulada
(Mercado, Jiménez y Sanchez, 2011). En cuanto a los componentes quimicos
presentes en dicha familia, esta es rica en metabolitos secundarios y
propiedades organolépticas, como terpenoides, alcaloides y taninos, de
reconocido aroma y sabor (Morales y Ladio, 2008).

Dentro de los usos y aplicacion en la medicina tradicional para los que
se emplean las especies pertenecientes a la familia Fabaceae se encuentran
como los mas frecuentes en los tratamientos asociados a enfermedades del
sistema gastrointestinal y sistema respiratorio, asi como para otras afecciones
como manchas en la piel, fiebre, dolor de cabeza, entre otros (Zambrano,
Buenafio, Mancera y Jiménez, 2015). Posee propiedades farmacolégicas
como astringentes, hipoglicemiante, diuréticas, antiasmatico, antisépticas,
entre otros (Del Vitto, Petenatti y Petenatti, 1997).

Desde el punto de vista sistematico y nhomenclatura tiene gran interés,
existen otros criterios biolégicos que le dan aun mayor importancia al estudio
de las leguminosas venezolanas. A pesar de ello, en el ambito regional o local,
como ocurre en la ciudad de Mérida, es poco el material o informacion
botanica, y escasos los estudios sobre la identificacion de especies de dicha
familia. En la ciudad de Meérida existen especies arbéreas de singular

importancia economica y ornamental, siendo estas bastante comunes en
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parques, avenidas, plazas y areas boscosas encontradas del casco urbano.
Se reportan 42 especies, distribuidas en 25 géneros y tres subfamilias, siendo
la mejor representada la Mimosoideae con 17 especies de la familia Fabaceae,
seguida de la subfamilia Faboideae con 13 especies y la Caesalpinioideae con
12 especies presentes en la ciudad de Mérida (Rodriguez y Gadmez, 2010).

Los géneros mas estudiados en Venezuela y el mundo pertenecientes
a esta familia son Astragalus y Ormosia de la subfamilia Faboideae, seguidas
de Cassia y Caesalpinia que se encuentran dentro de la subfamilia
Caesalpionoideae, por ultimos las especies de los géneros de Acacia y
Mimosa de las subfamilia Mimosoideae (Castafieda, Gutiérrez, Carrillo y
Sotelo, 2017; Llamas y Acedo, 2016).

Género Cassia

Es un género cosmopolita, con aproximadamente 1396 especies
descritas, la mayoria en América, otras en Africa tropical, Madagascar, Sur de
Asia y Australia, muchas de ellas crecen cerca de los tropicos pero ocupan
también regiones célidas, excepcionalmente habitan zonas frias, algunas por
su excelente floracion son cultivadas como ornamentales, otras son
medicinales debido a la presencia de glicésidos cianogénicos, alcaloides y
glicosidos antraquindnicos (Bianco y Kraus, 1997).

Este comprende alrededor de mil especies de arboles, arbustos y
plantas herbaceas de hojas paripinnadas y flores zigomorfas, solitarias o
dispuestas en racimos simples o compuestos, poseen 5 pétalos, por lo general
de color amarillo y a menudo unguiculado. El fruto es una legumbre dehiscente
o indehiscente, de forma y tamafio variable (Sanchez, 2003). La clasificacion

taxondmicamente de este género se encuentra descrita en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacién Taxonomia del Género Cassia

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida C. Agard
Subclase: Magnoliidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Cassia L.
Sinonimia: Senna L.

Tomado y modificado de trépicos.org

Las especies pertenecientes a este género se emplean como
ornamentales y enormemente en el sistema medicinal tradicional para el
tratamiento de muchas enfermedades tales como Cassia fistula (a), Cassia
occidentalis (b), Cassia tora (c) y Cassia auriculata (d) (Figura 1). En la historia
de la medicina popular, estas plantas se utilizan como laxante y purgante
(Deshpande y Bhalsing, 2013; Hennebelle, Weniger, Joseph, Sahpaz y
Bailleul, 2009), para curar dolores de cabeza y fiebre (Singh, Singh y Yadav,
2013), también son usadas para tratar heridas, infecciones en la piel como
eccema, sarna y tifia, ictericia, anorexia, reumatismo Yy problemas
gastrointestinales (Khurm, Wang, Zhang, Nawaz, Naeem, Hayat, Saqib,
Zhang, Zhan y Guo, 2020). Ademas de reportar multiples acciones bioldgicas
y farmacoldgicas importantes tales como antiinflamatoria, hipoglucemiante y
antimutagénico (Somchit, Reezal, Nur y Mutalib, 2003), antitumoral (Prasanna,
Harish, Pichal, Sakthisekaran y Gunasekaran, 2009), antiplasmodial (Iwalewa,
Oguntoye, Rai y lyaniwura, 1997), antioxidante (Yen y Chuang, 2000) y

antibacteriana y antifangica (Khurmy cols., 2020).
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Figura 1. Especies Estudiadas del Género Cassia

Cassia tora (c) Cassia auriculata (d)

Tomado y modificado de https://es.dreamstime.com/cassia-es-un-g%C3%A9nero-

de-plantas-florecientes-en-la-familia-las-leguminosas-fabaceae-especies

Del cribado fitoquimico de los diferentes extractos de las hojas, flores,
tallos y raices de las plantas del género Cassia se han aislado e identificado
metabolitos secundarios pertenecientes a los alcaloides tales como n*,n8-

dibenzoilespermidina (1) y N-metil-morfolina (2), varias antraquinonas como
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emodina (3) y obtusina (4) y derivados de los flavonoides luteolina (5) y
naringenina (6) (Figura 1) (Khurm et al; 2020).

Figura 2. Algunos Metabolitos Aislados del Género Cassia
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Tomado y modificado de Khurm y cols.,2020

También se han aislados fitoesteroles como estigmasterol (7),
triterpenos pentaciclicos como el acido betulinico (8), rubrofusarina (9)
perteneciente a y-naftopironas y acido vanillico (10) derivado del &cido

benzoico (Figura 3) (Khurm y cols., 2020).
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Figura 3. Otros Metabolitos Secundarios Aislados del Género Cassia
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Tomado y modificado de Khurm y cols., 2020

Especie Cassia alata L.

Es originaria de México, se puede encontrar en diversos habitats, en los
tropicos crecen hasta una altitud de 1.200 metros en Brasil, Colombia, Guyana,
Guayana Francesa, Surinam y Venezuela, donde crece preferentemente
sobre las riberas de los rios y de los lagos, comunmente conocida como
guacamaya francesa, mucoteno o mocote. Es un arbusto perenne, que crece
rapidamente a pleno sol en una amplia gama de suelos desde una altura de 3
m hasta 4,5 m con tallos rectos de madera. Las hojas son grandes, bilaterales,
simétricas opuestas y pliegues juntos en la noche. Las inflorescencias son
racimos terminales erectos, largos 2-5 cm, con numerosas flores cercanas
entre si, de color amarillo brillante de cerca 3 cm de diametro (Figura 4). La
fruta es una vaina con una concha marrén lefiosa de unos 12 cm de largo y
dificil de tocar (Okooboh y Nanbol, 2013).
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Figura 4. Follajes e Inflorescencias de Cassia alata
B 1.'- ‘~ J v' = I

Tomado y modificado de
https://www.monaconatureencyclopedia.com/senna-alata/?lang=es.

De los extractos de las hojas de esta especie han reportados diversas
propiedades farmacoldgicas, tales como actividades antimicrobianas vy
antifangicas (Crockett, Guede-Guina, Pugh, Vangah-Manda, Robinson,
Olubadewo y Ochillao, 1992; Ibrahim y Osman, 1995; Khan, Kihira y Omoloso,
2001; Villasenor, Canlas, Pascua, Sabando y Soliven, 2002; Somchit, Reezal,
Elysha y Mutalib, 2003), antiséptico (Esimone, Nworu, Ekong y Okereke,
2008), antiinflamatorio y analgésico (Palanichamy y Nagarajan, 1990), y anti-
hiperglucémico (Palanichamy, Nagarajan y Devasagayam, 1988). También ha
mostrado actividades terapéuticas (Damodaran y Venkataraman, 1994) y
antienvejecimiento (Pauly, Danoux y Contet, 2002). Esta planta presenta
dentro de sus principales metabolitos secundarios varios flavonoides como
crisoeriol (11), kaempferol (12), quercetina (13), 5,7,4'-trihidroflavanona (14),
kaempferol-3-O-p-D-glucopiranosido (15), algunos hidrocarburos saturados

como tetratriacontano (16), n-dotriacontanol (17), n-triacontanol (18), ademas
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de los acidos palmitico (19) estearico (20) (Figura 5) (Gupta y Singh,1991; Liu,
Xu, Zou y Yang, 2009).

Figura 5. Principales Metabolitos Secundarios Aislados de C. alata
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Tomado y modificado de Ogunwande y cols., 2010
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Figura 5. Principales Metabolitos Secundarios Aislados de C. alata

(Continuacion)
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Tomado y modificado de Ogunwande y cols., 2010
También se han aislado las siguientes antraquinonas: alatinona (21),
alatinol (22) y alquinona (23) (Figura 6) (Hemlata y Kalidhar, 1993; Hemlata y

Kalidhar, 1994; Yadav y Kalidhar, 1994).

Figura 6. Antraquinonas Aisladas de C. alata
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Tomado y modificado de Ogunwande y cols., 2010
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Producto Natural

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de
compuestos que se define como “producto natural” o “metabolito secundario”,
que se usa como sinénimo, aquél que es propio de una especie, se le conoce
también como producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene utilidad
aparente para el ser que lo sintetiza, a diferencia de los metabolitos primarios
o0 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).

Metabolitos Secundarios

Las plantas, al igual que los animales, las algas, los hongos y las bacterias,
realizan funciones fisiolégicas en las que estan implicadas rutas metabdlicas
tales como la respiracion y sintesis de proteinas. Sin embargo, las plantas son
poseedoras casi exclusivas de otras rutas metabdlicas por las que sintetizan
una gama extremadamente amplia de sustancias llamadas metabolitos
secundarios (Avalos y Pérez, 2009). Los metabolitos secundarios se agrupan

en 4 clases principales:

e Compuestos Alifaticos

En la naturaleza son muy frecuentes y se presentan tanto en animales
como vegetales, sus estructuras son mas sencillas que la mayoria de los
metabolitos secundarios. Pueden agruparse en: &cidos grasos y sus
derivados, poliacetiieno (24), prostaglandinas (25) y sus analogos,

acetogeninas alifaticas (26) y otros compuestos (Figura 7). Presentan en su
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mayoria, estructuras aciclicas poco ramificadas, las cuales se forman por
condensaciones sucesivas de unidades de acetato-malonato (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Figura 7. Ejemplos de Compuestos Alifaticos
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Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002

e Compuestos Aromaticos

Los compuestos aromaticos naturales incluyen derivados simples de
benceno, anillos bencénicos condensados, monémeros, dimeros o polimeros
de alto peso molecular, como lo son las ligninas y taninos, que se encuentran
practicamente en todas las plantas superiores y por ello se les considera
productos universales. Generalmente presentan grupos funcionales
oxigenados que en la mayoria de los casos son fenoles (27) (Figura 8) y por
lo que se les conoce con el nombre genérico de compuestos fendlicos. Esta
expresion engloba una amplia gama de estructuras de las cuales los

flavonoides y sus derivados son los mas abundantes, entre los compuestos de
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bajo peso molecular como por ejemplo la quercetina (28) (Figura 8). Algunos
poseen cadenas alifaticas de origen terpénico o policétido, frecuentemente se
encuentran asociados con azucares y estan presentes tanto en el reino vegetal

como en el animal (Marcano y Hasegawa, 2002).

Figura 8. Estructura Molecular de Algunos Compuestos Aromaticos
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Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002

Fenol (27)

e Terpenos

La gran diversidad estructural de los terpenos (Figura 9) dificulta el
resumen de las caracteristicas comunes de estos compuestos, pues no solo
se trata de la variedad en los grupos funcionales, sino ademas del numero de
atomos de carbono que conforman el esqueleto. Entre los primeros, los
oxigenados ocupan un lugar prioritario (alcoholes, ésteres, éteres, acidos
carboxilicos, aldehidos, cetonas, cetales, entre otros) y le siguen funciones con
azufre, halégenos (principalmente encontrados en compuestos de origen
marino) y nitrdgeno, en cuyo caso la molécula se clasifica como alcaloide. Los
terpenos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, su frecuencia y
abundancia estan intimamente ligados a factores genéticos y climaticos

(Marcano y Hasegawa, 2002).
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Figura 9. Diversidad Estructural de los Terpenos
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Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002

e Alcaloides

Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas
superiores y se han encontrado en mas de 100 familias de Faner6gamas, en
menor proporcién en Criptdgamas (licopodios), microorganismos (ergot) y
animales (peces y sapos). Su actividad fisiologica, principalmente a nivel del
sistema nervioso. Algunos se han manifestado como altamente toxicos, y otros
en dosis apropiadas son drogas comunmente usadas en medicina, por
ejemplo, la morfina (Figura 10). Estos compuestos son casi siempre incoloros
(berberina es amarillo y sanguinaria es rojo), sélidos cristalinos (los alcaloides
de tabaco son liquidos), Opticamente activos, generalmente levorrotatorios
(cinconina y laudanosina son desxtrorrotatorios) y el nitrdgeno, caso siempre
forma parte de uno o varios ciclos. La variedad estructural es muy grande,
tanto en su esqueleto carbonado como en el tipo y numero de sustituyentes

(Marcano y Hasegawa, 2002).
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Figura 10. Estructura Quimica de la Morfina

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002

Plantas Medicinales

Las condiciones que defienden el uso de las plantas medicinales y sus
extractos o derivados en terapéutica, pueden afianzarse en las siguientes
premisas: trabajan en la reactivacion de funciones o procesos organicos
alterados, estimulan las defensas de los organismos, no las reemplazan ni las
fuerzan a actuar, ajustan el flujo armonico de la energia vital, refuerzan el
funcionamiento Optico de oOrganos y tejidos en funciones nutritivas,
regenerativas, pueden contribuir a la remineralizacion, en los casos
necesarios, eliminan toxinas o sustancias indeseables (depuracion y limpieza)
favoreciendo la circulacion sanguinea, son Utiles en terapias de prevencion,
de conservaciéon y regeneracion, ya como terapia de primer orden, o como
medicacion auxiliar o complementaria de otras, por lo general, no causan

reacciones alérgicas, de acumulacion o de habituaciéon (Albornoz, 1992).

Modalidades de Uso de las Plantas Medicinales

a) Directamente como yerbas, en su forma natural, para tratar sintomas

especificos (indigestion, dolor de cabeza, fiebre, tos, entre otros). La manera
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de administrarlas es como: infusiones, decocciones, cataplasmas, compresas,
emplastos, bafos (Albornoz, 1992).

b) Como droga cruda mejorada, preparadas en formas de extractos
fluidos, extractos blandos, tinturas, jarabes, vinos, polvos, lociones, capsulas,
etc. Son elaboradas con fines directos e inmediatos, de utilidad social y
requiere de una tecnologia menor, manejada por farmaceéuticos o especialistas
expertos (Albornoz, 1992).

Aqui, las sustancias contenidas en una o0 mas drogas crudas, se asocian
por sinergizacion para producir un efecto terapéutico determinado, suave,
confiable y nula toxicidad (Albornoz, 1992).

c) Industrializadas por una alta tecnologia farmacéutica. Asi se logran
aislar sustancias de alta potencia farmacoldgicas, moléculas puras de una
estructura quimica conocidas que ejercen acciones definidas y mensurables
sobre las células del organismo (Albornoz, 1992).

Generalmente dados los costos elevados de siembra, recoleccion y
procesamiento de las plantas medicinales, la industria procede a estudiar las
técnicas conducentes a la sintesis quimica de las moléculas aisladas con fines

de comercializacion (Albornoz, 1992).

Estudio Fitoquimico

La fitoquimica comprende el estudio de los metabolitos secundarios de
origen vegetal y la metodologia que se sigue depende de los objetivos de tales
estudios. Sin embargo, existen etapas comunes, que no necesariamente
ocurren al mismo tiempo, las cuales son, la seleccion del material que depende
del interés particular que se tenga de determinado compuesto quimico, Si
posee cierta actividad biolégica o de una determinada familia o género de
alguna planta; pruebas de la actividad biol6gica que se refiere al efecto que

ejerce la muestra botanica sobre los seres vivos; examen quimico de la
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muestra que pueden ser pruebas quimicas de campo o de laboratorio y por
altimo la parte de material que se analizara, generalmente las plantas

herbaceas se utilizan en su totalidad (Marcano y Hasegawa, 2002).

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico permite determinar cualitativamente los principales
grupos quimicos presentes en una planta y a partir de ahi, orientar la
extraccion o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos
de mayor interés. Este tamizaje consiste en la extraccion de la sustancias
provenientes del metabolismo secundario con solventes apropiados, la
aplicacion de reacciones de color y precipitacion (Sharapin, 2000). Dentro de
las principales pruebas quimicas para la identificacion de metabolitos

secundarios tenemos:

e Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner: permite identificar la
presencia de alcaloides, con la solucion acuosa acida del extracto se
realiza el ensayo, agregando 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Se
considera (+) cuando se presenta opalescencia, (++) cuando presenta
turbidez definida y (+++) cuando presenta precipitado. Para el ensayo
con Mayer y Wagner se aflade 2 o 3 gotas de la solucion reactiva
respectivamente, si se observa opalescencia, turbidez definida,
precipitado coposo, entonces se considera positiva la presencia de este
tipo de metabolito. En el caso de alcaloides cuaternarios y/o
aminoacidos libres, estos solo se encontraran en el extracto acuoso y
para considerar su presencia debe observarse la aparicion de turbidez
definida o precipitado coposo en todos los casos, ya que la aparicion de

opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de una
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extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias

(Pereira, Vega, Almeida 'y Morales, 2009).

Ensayo de Liebermann-Burchard: se utliza para identificar
triterpenos y esteroides debido a que ambos tipos de productos poseen
un ndcleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la
posicion 5-6. Un ensayo positivo se reconoce por un cambio rapido de
coloracion: rosado-azul, verde intenso o verde oscuro-negro; muy
pocas veces se puede observar el primer cambio, el tercer cambio
generalmente se observa cuando el material evaluado tiene cantidades

importantes de estos compuestos (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Ensayo del Cloruro Férrico: esta permite reconocer la presencia de
compuestos fendlicos en un extracto vegetal, el cloruro de hierro (lll)
como catalizador de reacciones de alquilacion de benceno, siendo este
una prueba colorimétrica tradicional para fenoles, que usa una
disolucién al 1 % de cloruro de hierro (lll) que ha sido neutralizada con
hidréxido sddico hasta que se forme un leve precipitado de FeO(OH).
Un ensayo positivo da la siguiente informacion general: 1) desarrollo de
una coloracion rojo-vino: compuestos fendlicos en general, 2) desarrollo
de una coloracién verde intensa: taninos del tipo pirocatecolicos y 3)
desarrollo de una coloracion azul: taninos del tipo pirogalotanicos (Coy,
Parra'y Cuca, 2014).

Ensayo de Espuma: permite reconocer la presencia de saponinas,
tanto del tipo esteroidal como triterpénicas, el ensayo se considera

positivo al aparecer una espuma en la superficie del liquido de mas de
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2 mm de espesor que persistio por mas de 2 min (Pereira, Vega,
Almeida y Morales, 2009).

Ensayo de la Gelatina: los taninos tienen la propiedad de unirse a las
proteinas y precipitarlas, es por ello que este ensayo es el mas utilizado
para reconocer la presencia de los mismos, la formaciéon de un
precipitado blanco indica la positividad (Carvajal, Uribe, Sierray Rueda,
2009).

Ensayo de Shinoda: permite reconocer la presencia de flavonoides,
los cuales son compuesto polifendlicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en plantas. El ensayo se considera positivo
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o

rojo, intensos en todos los casos (Marcano y Hasewaga, 2002).

Ensayo con Hidréxido de Amonio: las cumarinas son compuestos
derivados de la a-benzopirona. Dado que en su estructura presentan un
gran numero de instauraciones, estos compuestos exhiben una fuerte
fluorescencia azul o verde al ser irradiados con luz ultravioleta,
propiedad que se aprovecha para su deteccidn al adicionar hidroxido
de amonio concentrado, observandose una fluorescencia
caracteristicas de estas al ser llevada la muestra a la camara de luz

ultravioleta (Carvajal, Uribe, Sierra y Rueda, 2009).

Ensayo con Hidroxido de Amonio: las antraquinonas, son quinonas
triciclicas derivadas del antraceno, para su determinacién se emplean
soluciones de hidroxido de amonio concentrado siendo esta prueba

positiva al evidenciarse una coloracion que va del rosado al rojo intenso,
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dependiendo de la concentracion de estos compuestos en la muestra
en los dos primeros minutos (Carvajal, Uribe, Sierra y Rueda, 2009).

e Ensayo con Acido Sulfurico: permite la identificacién de quinonas, ya
que estas tienden a dar colores rojos o purpuras con alcalis
concentrados y con acido sulfarico, por lo que se usa para identificarlas
acido sulfarico concentrado, reaccionando al agregar gotas de este
compuesto a pequefias cantidades del extracto etandlico en estudio
(Verde, Garcia y Rivas, 2016).

e Ensayo de Baljet: permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos con agrupamiento lactdnico, en particular cumarinas,
aunque hay otros compuestos lactonicos que pueden dar también
positivo en este ensayo. La presencia de esta familia de compuestos se
considera positiva por la aparicién de una coloracién y un precipitado

anaranjado o rojo oscuro (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Ensayo de Kedde: permite identificar la presencia de glucésidos
cardioténicos. En un ensayo positivo se desarrolla una coloracion

violacea, persistente durante 1 a 2 horas (Verde, Garcia y Rivas, 2016).

Extractos Vegetales

Se define como extracto vegetal el producto liquido obtenido a partir de
plantas o parte de ellas con varios procedimientos y con varios solventes.
Dependiendo del grado de concentracion de los extractivos, los extractos
pueden clasificarse en: extractos fluidos o liquidos en los que el volumen de

liquido del extracto es igual al volumen de la planta seca que se haya usado,
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extractos semisélidos o blandos son a los que se les ha retirado el agua
parcialmente hasta tener una consistencia de unguiento y extractos secos son
aguellos a los que se les ha retirado en su totalidad el agua y su apariencia es

la de un polvo muy fino (Bonatti, 1991).

Métodos de Extraccién

Los métodos de extraccion implican el tratamiento del material vegetal
con el disolvente adecuado, que solubilice dentro de lo posible, Gnicamente el
principio activo deseado, permitiendo involucrar la division de la mezcla en un
namero discreto de fracciones. El proceso de extraccion se puede realizar de
forma discontinua en frio como la maceracién, semi-continuo en caliente por
medio de la destilacion de arrastre por vapor, de forma continua por medio del
soxhlet, entre otros (Verde, Garcia y Rivas, 2016).

e Extraccion por Reflujo: en este proceso, el material fragmentado
disuelto en un disolvente convenientemente escogido, se somete a
ebullicién. Debido a que un calentamiento prolongado de la solucion
podria conducir a la evaporacion total del disolvente, se utiliza un equipo
de reflujo que consta de un balon de destilacion (que contiene el
material a extraer mas el disolvente) y un refrigerante (Figura 11). La
temperatura elevada del disolvente permite una mejor extraccion de los
componentes deseados ya que la solubilidad de la mayoria de las
sustancias aumenta con la temperatura. Este método presenta el
inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se alteran o
descomponen a la temperatura de ebullicién del disolvente (Lamarque,

Zygadlo, Labuckas, Lopez, Torres y Maestri, 2008).
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Figura 11. Técnica para la Extraccion con Reflujo
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Tomado y modificado de https://quimica.laguia2000.com/quimica-organica/reflujo

e Maceracion: este es un método de extraccién sélido-liquido donde el
material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos solubles
en el liguido de extraccion. Para realizar este proceso el material
vegetal se corta en pequefos trozos o molido, fresco o0 seco se coloca
en recipientes adecuados, afiadiendo el solvente seleccionado por
polaridad: hexano (o éter de petréleo), cloroformo y finalmente metanol
o etanol en reposo 0 en un equipo con agitacion continla, a temperatura
ambiente durante 5 dias cada extraccién. Otra opcion es obtenerlo en
una forma directa agregando una mezcla de solventes: metanol:
cloroformo: hexano en la proporcién 7:2:1, obteniendo un extracto en

forma directa (Bonatti, 1991).

e Percolacion: la percolacién es el flujo del agua o de otro liquido a través
de los poros o intersticios de una capa permeable, pudiendo o no llenar
el liquido los poros de los materiales granulosos mas o menos finos,

que rellenan el medio filtrante (Torres, Vega y Garibaldi, 2006).
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e Extraccion Continua (Soxhlet): la extraccion Soxhlet se realiza en las
siguientes etapas: 1) colocacion del solvente en un balén. 2) ebullicion
del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo. 3) el
condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso
con la muestra en su interior. 4) ascenso del nivel del solvente cubriendo
el cartucho hasta un punto en que se produce el reflujo que vuelve el
solvente con el material extraido al balén. 5) Se vuelve a producir este
proceso la cantidad de veces necesaria para que la muestra quede
agotada. Lo extraido se va concentrando en el balon del solvente.
Después de terminado el proceso se decanta y se evapora el solvente

en un rotavapor (Figura 12) (Nufiez, 2008; Verde, Garcia y Rivas, 2016).

Figura 12. Equipo de Rotavapor Utilizado para la Destilacion al Vacio
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Tomado y modificado de Verde, Garcia y Rivas, 2016
Generalidades de las Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares relativamente simples.
Dado que su material genético no esta encerrado por una membrana nuclear

especial, las células bacterianas se denominan procariontes, de las palabras
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griegas que significan prenucleo. Estas suelen presentar diversas formas; la
forma de baston de los bacilos, la forma esférica u oval de los cocos y la forma
de tirabuzon o curva de los espirilos son las mas comunes, pero algunas
bacterias presentan formas estrelladas o cuadradas. Las bacterias
individuales pueden formar pares, cadenas, racimos u otros agrupamientos;
estas formaciones suelen ser caracteristicas de un género o especie de
bacteria en particular (Tortora, Funke y Case 2007).

Las bacterias estan recubiertas por paredes celulares que en gran parte
estan constituidas por un complejo de hidrato de carbono y proteina
denominado peptidoglucano. Las bacterias suelen reproducirse mediante la
division en dos células iguales; este proceso se conoce como fision binaria.
Para la nutricion de la mayoria de las bacterias utilizan sustancias quimicas
organicas, que en la naturaleza pueden provenir de organismos muertos o
vivos. Algunas bacterias pueden producir sus propios alimentos mediante la
fotosintesis y algunas pueden nutrirse de sustancias inorganicas (Tortora,
Funke y Case, 2007).

Tincion de Gram

La tincibn de gram es 0til porque permite clasificar a las bacterias en dos
grandes grupos: grampositivas y gramnegativas (Tortora, Funke y Case,
2007).

En este procedimiento se realiza un extendido fijado con calor se cubre
con violeta de genciana como el colorante violeta de genciana imparte su color
a todas las células, se le denomina colorante primario. Después de un breve
lapso, se escurre el colorante primario, se lava el extendido y se cubre con
yodo, un mordiente. Cuando se lava el yodo, tanto las bacterias grampositivas
como las gramnegativas aparecen de color violeta oscuro o purpura. A

continuacion, se lava el portaobjetos con una solucién de alcohol- acetona.
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Esta solucion es un agente decolorante que elimina el color violeta de las
células de algunas especies, pero de otras no. Se elimina el alcohol con agua
y se tifie el portaobjetos son safranina, un colorante basico. Luego se vuelve a
lavar el extendido, se lo seca con papel absorbente y se le examina en el
microscopio (Tortora, Funke y Case, 2007).

Las bacterias que conservan el color violeta o purpura después de
agregarles el alcohol para decolorarlas se clasifican como grampositivas; las
bacterias que pierden el color violeta oscuro después de la decoloracion y
toman el color rosado de la safranina se clasifican como gramnegativas
(Tortora, Funke y Case, 2007).

Bacterias Gram positivas

Las bacterias grampositivas estan poseen una pared que esta
constituida por varias capas peptidoglucano que conforma una estructura
rigida y gruesa. Ademas, la pared celular de estas bacterias contiene acidos
teicoicos, que estan compuestos principalmente por un alcohol y fosfato
(Figura 13). Existen dos clases de acidos teicoicos: el acido lipoteicoico, que
abarcatoda la capa de peptidoglucano y esta unida a la membrana plasmatica,
y el &cido teicoico mural, que esta unido a la capa de peptidoglucano (Tortora,
Funke y Case, 2007).
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Figura 13. Pared Celular de las Bacterias grampositivas
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007

Bacterias Gram negativas

Las bacterias gramnegativas poseen una pared celular compuesta por
pocas capas de peptidoglucano y una membrana externa, compuesta por
lipopolisacéridos, lipoproteinas y fosfolipidos (Figura 14). El peptidoglucano
estd unido a lipoproteinas de la membrana externa y se encuentra en el
periplasma, una sustancia gelatinosa localizada entre la membrana externa y
la membrana plasmatica, que contiene una concentracion elevada de enzimas
degradantes y proteinas de transporte. La pared de las bacterias

gramnegativas no posee acido teicoico (Tortora, Funke y Case, 2007).

40



Figura 14. Pared Celular de las Bacterias gramnegativas

w‘"ﬂ}“""ﬂm""""@“"lg@m {!;

Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case, 2007
Descripcién de las Bacterias Utilizadas en este Estudio

Dentro de los microorganismos grampositivos existen una gran variedad de
géneros y especies, de los cuales solo hablaremos de: Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis.

e Staphylococcus aureus: pertenece al Reino: Bacteria, al Filo: Firmicutes,
a la Clase: Bacilli, al Orden: Bacillales, a la Familia: Micrococcaceae, al
Género: Staphylococcus y a la Especie: aureus, estas bacterias se
denominan asi por sus colonias amarillas (aureus= oro, dorado) (Figura
15). Este microorganismo se caracteriza por presentar una disposicion
tipica en forma de racimos de uva, inmdviles, son anaerobios facultativos,
miden aproximadamente 1 um de didmetro, catalasa positivos. Estas
bacterias crecen relativamente bien en condiciones de presién osmotica

elevada y humedad reducida, lo que explica en parte que pueden
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desarrollarse y sobrevivir en las secreciones nasales y en la piel (Tortora,
Funke y Case, 2007; Konemam, 2008).

Figura 15. Colonias Amarillas de S. aureus

Tomado y modificado de hitps://apic.org/monthly alerts/staphylococcus-

aureus/

e Enterococcus faecalis pertenece al Reino: Bacteria, al Filo: Firmicutes, a
la Clase: Bacili, al Orden: Lactobacillales, a la Familia: Enterococcaceae,
al Género: Enterococcus y la Especie: faecalis (Figura 16). Es una bacteria
inmovil y anaerobio facultativo; son microbios relativamente resistentes,
persisten como contaminantes en el ambito hospitalario, en las manos, en
la ropa de cama e incluso como aerosol fecal. En el &mbito médico con
frecuencia invaden el torrente sanguineo a través de elementos invasivos

como los catéteres permanentes (Tortora, Funke y Case, 2007).
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Figura 16. Vista desde el Microscopio del Enterococcus faecalis

Tomado y modificado de
https://www.theatlantic.com/science/archive/2019/04/qgut-bacteria-

outbreak/586780/

Existe una amplia variedad de microorganismos gramnegativos, pero
en esta investigacion solo nos enfocaremos en las bacterias: Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

e Escherichia coli: es un bacilo movil por flagelos peritricos, tiene forma de
barra (Figura 17), es un habitante comun del intestino de los seres vivos,
el cual se clasifica taxonomicamente en: Reino: Bacteria, Filo:
Proteobacteria, Clase: Gammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales,
Familia: Enterobacteriaceae, Género: Escherichia y Especie: coli. Es
quizas el microorganismo procarionte mas estudiado por el ser humano, es
anaerobico facultativo, mide entre 0,5 um de ancho por 3 um de largo
(Koneman, 2008; Rea, 2012).
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Figura 17. Bacilo de Escherichia coli

Tomado y modificado de
https://hospital.vallhebron.com/es/enfermedades/infeccion-por-escherichia-

coli

e Klebsiella pneumoniae: son bacilos no flagelados (Figura 18), por lo
tanto, son inmoviles. Se encuentra frecuentemente en el suelo o el agua.
Esta especie puede producir una forma grave de neumonia en los seres
humanos y se clasifica taxondmicamente en Reino: Bacteria, Filo:
Proteobacteria, Clase: Grammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales,
Familia: Enterobacteriaceae, Genero: Klebsiella y Especie: pneumoniae
(Tortora, Funke y Case, 2007; Rea, 2012).

Figura 18. Bacilos no Flagelados de K. pneumoniae

Tomado y modificado de https://solucionesdesinfeccion.com/tag/klebsiella-

pneumoniae/

e Pseudomonas aeruginosa: son bacilos aerobios, moviles por medio de

flagelos polares, sean Unicos o en mechones (Figura 19). Este
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microorganismo se clasifica en: Reino: Bacteria, Filo: Proteobacteria,
Clase: Gammaproteobacteria, Familia: Pseudomonadaceae, Género:
Pseudomonas y Especie: aeruginosa. Estas bacterias son muy comunes
en el suelo y en otros ambientes naturales, la cual produce un pigmento
soluble de color azul verdoso, este microorganismo puede infectar el tracto
urinario, las quemaduras y las heridas y pueden causar sepsis, abscesos
y meningitis (Tortora, Funke y Case, 2007).

Figura 19. Bacilos Aerobios Flagelados de P. aeruginosa

Tomado y modificado de https://www.dzif.de/en/could-green-tea-hold-key-

reducing-antibiotic-resistance

Actividad Antibacteriana

Se define como la habilidad especifica o capacidad de un producto de
lograr su efecto y se basa en la medicion de algun atributo del producto, por
ejemplo, su efecto inhibitorio frente a un determinado microorganismo (Halo
de inhibiciobn) se determina por el meétodo analitico mas adecuado,
normalmente métodos de andlisis microbiolégicos. La actividad de un
antibiotico puede ser demostrada mediante el efecto inhibitorio de la sustancia
en cuestion cuando es evaluado frente a un microorganismo. En los analisis
de potencia o actividad, se compara cuantitativamente el efecto de una

muestra sobre un sistema biolégico con el sistema producido por una
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preparacion estandar en las mismas condiciones y para la cual ya se ha
determinado exactamente su actividad, obteniendo asi un valor de actividad

relativo al del estandar de referencia (Rea, 2012).

Métodos para la Determinacién de la Actividad Antibacteriana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in
vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, los métodos
para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres grupos
principales: métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautografia, un
cuarto método es el andlisis conductimétrico, el cual detecta el crecimiento
microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del
medio de cultivo. De estos dos ultimos no se profundizard en este trabajo
(Ramirez y Marin, 2009).

e Métodos de Difusion: método de difusion en disco, esta apoyado por
datos clinicos y de laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados
son altamente reproducibles. Este se basa en el método de Kirby-Balter. El
fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el
efecto de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las
cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos. EI método se
basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para
inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibiciébn de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se
ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, o se ha
sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia
(Ramirez y Marin, 2009).
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La técnica con sensidiscos presenta varias desventajas; una de ellas es
la composicion del papel filtro Whatman el cual se compone de celulosa
(uniones B-(1-4) de monémeros de glucosa), los cuales tienen muchos grupos
hidroxilos libres presentes en cada glucosa, haciendo que la superficie del
disco sea hidrofilica, interviniendo directamente con algunos compuestos
catidnicos de los productos naturales absorbiéndolos en la superficie del disco
e impidiendo la difusion de estos en el agar, los compuestos apolares pueden
no ser influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir facilmente en el
agar. Esto puede explicar en parte la mas alta sensibilidad detectada cuando
el método se utiliza directamente en pozo. En el caso de evaluar varias
sustancias los discos de papel filtro o los pozos deben ponerse en forma
equidistante. A continuacion, se procede a su incubacion a la temperatura
adecuada por 24 horas luego se mide el halo de inhibicién y se comparan los
efectos de las distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el
antibiético control. La lectura de los resultados representa la actividad in vitro

de la sustancia (Ramirez y Marin, 2009).

e Meétodos de Dilucion: el método de dilucién en agar o en caldo como test
de susceptibilidad microbiana es utilizado para determinar la concentracion
bactericida minima (CBM) y la concentracion inhibitoria minima (CIM), la
cual es definida como la concentracién méas baja de sustancia que puede
inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por
24 horas, y la (CBM) como la concentracion mas baja que puede prevenir
el crecimiento de un organismo después de subcultivar en un medio libre
del compuesto evaluado, estas variables son una herramienta para

investigar nuevos antimicrobianos (Ramirez y Marin, 2009).
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En la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucion) que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal.
El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las
microplacas y la CIM es determinada después de la incubacién (Ramirez y
Marin, 2009).

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

Los métodos de microdilucion en caldo son una técnica util para
determinar CIM, en un gran nimero de muestras. La ventaja sobre los métodos
de difusion radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades pequenias,
lo cual es importante cuando se trabaja con productos naturales, ademas
permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (Ramirez y
Marin, 2009).

Antimicrobianos

Los antimicrobianos son sustancias producidas por microorganismos
(bacterias, hongos, actinomices) que suprimen el crecimiento o que destruyen
a otros microorganismos. De manera practica, el concepto también se aplica
a farmacos sintéticos como la sulfonamida y las quinolonas y a semisintéticos
como algunas penicilinas y cefalosporinas (Rodriguez, Vidrio y Campos,
2009).

Los antimicrobianos son eficaces en el manejo de las enfermedades

infecciosas debido a su toxicidad selectiva, que implica efectos tdoxicos en
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microorganismos invasores sin dafiar a las células del hospedero (Rodriguez,
Vidrio y Campos, 2009).

Agentes Antimicrobianos Bactericidas

Tienen efectos téxicos directos sobre las bacterias y las destruyen
(Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009). La actividad bactericida es el valor de la
actividad antimicrobiana que destruye a un microorganismo determinado. Se
determina in vitro enfrentando una concentracion estandar de microorganismo
con una serie de diluciones de antimicrobianos. La concentracion mas baja
gue destruye el 99,9 % de la poblacion se denomina concentracion bactericida
minima (CBM) (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009; Rodriguez, Vidrio y
Campos, 2009).

Agentes Antimicrobianos Bacteriostaticos

Inhiben la sintesis de proteinas o interfieren con el metabolismo,
alterando su funcién o inhibiendo su crecimiento (Rodriguez, Vidrio y Campos,
2009). La actividad bacteriostatica es el valor de la actividad antimicrobiana
que inhibe el crecimiento de un microorganismo. Se determina in vitro
enfrentando una concentracion estandar de microorganismo con una serie de
diluciones de antimicrobianos. La concentracion mas baja que destruye el 99,9
% de la poblacion se denomina concentracion inhibitoria minima (CIM)
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).
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Mecanismos de Accién del Antibidtico

Los mecanismos por los que los antibidticos antibacterianos utilizados

alteran la biologia de los microorganismos son los que a continuacion

detallamos a continuacion:

Inhibicion de la sintesis de la pared celular: la mayoria de los antibiéticos
activos sobre la pared se clasifican en antibioticos beta lactamicos (por
ejemplo, penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenems,
monobactamicos, inhibidores de B-lactamasas) los cuales previene la
inactivacion enzimética del beta lactdmico, asi denominados porque
comparten una estructura de anillo beta lactdmico comun. Otros
antibioticos que interfieren en la construccion de la pared celular bacteriana
son la vancomicina, la daptomicinay la bacitracina por inhibir la sintesis del
peptidoglucano y la despolarizacion de la membrana citoplasmatica
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Desorganizacion de la membrana externa de la pared: las polimixinas son
un grupo de polipéptidos ciclicos. Estos antibidticos se insertan en
membranas bacterianas como detergentes, interactuando con los
lipopolisacéaridos y los fosfolipidos de la membrana externa, lo que produce
una mayor permeabilidad de la célula y en ultimo término su muerte. Las
polimixinas B y E (colistina) son capaces de causar una importante
nefrotoxicidad (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Inhibicibn de la sintesis de proteinas mediada por aminoglucésidos:

tetraciclinas y glicilciclinas. Este grupo de antibiéticos ejercen su accién al

pasar a través de la membrana externa bacteriana, la pared celular y la
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membrana citoplasmética al citoplasma, en donde inhiben la sintesis de
proteinas, la elongacion polipeptidica y la liberacion prematura de cadenas
aberrantes al unirse de modo reversible o irreversible a las proteinas
ribosémicas 30S. Por otra parte, antibidticos como macrélidos, fenicoles,
lincozamidas, entre otros la iniciacion de la sintesis de proteinas y la
elongacion polipeptidica al unirse a las proteinas ribosémicas 50S
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Inhibicién de la sintesis de &cidos nucleicos: las quinolonas son agentes
guimioterapéuticos sintéticos que inhiben la topoisomerasa de tipo Il
(girasa) en el ADN bacteriano o la topoisomerasa de tipo IV, que se
requieren para la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN y las
rifampicinas se une a la ARN polimerasa dependiente del ADN e inhibe la

iniciacion de la sintesis de ARN (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Inhibicion en la sintesis de cofactores metabdlicos: tales como las
diaminopirimidinas que inhiben la dihidrofolato reductasa e impiden el paso
de acido folico afolinico (paso necesario para la sintesis de bases puricas
y pirimidinicas) y las sufonamidas inhiben la incorporacion de
dihidropteroato sintasa desestructurando la sintesis del acido folico
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Resistencia a los Antimicrobianos

Algunos microorganismos son intrinsecamente resistentes a un

antibiotico o a un grupo de antibidticos denominandose resistencia natural

Cuyo caracter constante es observado en cepas de una misma especie

bacteriana y es un mecanismo permanente, determinado genéticamente y sin
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correlacion con la dosis de antibiético un claro ejemplo de esto es la especie
bacteriana Klebsiella pneumoniae que por su produccion natural de beta
lactamasas es resistente a las penicilinas; sin embargo, la resistencia
adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por
naturaleza es sensible a un antibidtico pero que ha sido modificada
genéticamente ya sea por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia
(plasmidos, transposones e integrones). Son evolutivas y su frecuencia
depende de la utilizacion, al abuso y a la prescripcion inapropiada e irracional
de los antibioticos (Pérez y Roble, 2013; Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009).

La resistencia bacteriana a un antibidtico ocurre cuando la bacteria
evoluciona para combatir el mecanismo de accién del farmaco y se atribuye a
la capacidad del ADN de: 1) sufrir mutacién espontanea que le confiere
resistencia (insercion, delecion o sustitucion de unos o mas nucleétidos dentro
de un genoma); 2) trasladarse de un organismo a otro (clinicamente mas
comun; el ADN que confiere resistencia esta integrado en un plasmido que se
transfiere a otras especies bacterianas en el proceso de conjugacion) (Pérez
y Roble, 2013; Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009).

Finalmente, los cuatro mecanismos basicos por medio de los cuales los
microorganismos expresan su resistencia son:

a) Cambios en la estructura del sitio blanco (proteinas de unién,
ribosomas, topoisomerasas).

b) Disminucién de la permeabilidad al antibidtico o su expulsion del
medio intracelular.

¢) Produccién de enzimas inactivadoras.

d) Cambios en la via metabdlica. Cuando la resistencia a un antibiético
particular confiere resistencia a todos los antibidticos de ese grupo se le

denomina resistencia cruzada (Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009).
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Mecanismos de Resistencia

Destruccion o inactivacion enzimatica: es la perduracion de beta
lactamasas, que son enzimas que actdan rompiendo la unién amiga,

hidrolizando los agentes antimicrobianos (Rea, 2012).

Alteracion de la membrana bacteriana: las bacterias gramnegativas
pueden volverse resistentes a los antibidticos beta-lactamicos mediante
el desarrollo de barreras de permeabilidad. Esto es usualmente
provocado por porinas alteradas en la membrana externa que ya no
permiten la entrada y el transito de las moléculas del antibidtico dentro
de la célula. Cuando los beta-lactamicos no pueden alcanzar las PBPs,

la célula es resistente (Rea, 2012).

Cambios en la permeabilidad de la membrana interna: 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 efectia mediante un transportador aniénico; al alterar la
bacteria este mecanismo se defiende del ataque del antibiético (Rea,
2012).

Alteracion del blanco ribosomal: las PBPs tanto en bacterias
grampositivas y gramnegativas pueden ser alteradas mediante
mutacion de manera que los B-lactamicos no puedan unirse a ellas; por
tanto la célula es resistente a agentes antimicrobianos. Los ribosomas,
la metilacién del ARN ribosémico confiere resistencia a los macrolidos.

ADN girasa y topoisomerasa |V, mutaciones en los genes
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cromosomicos de ADN girasa y topoisomerasa IV confieren resistencia

a las quinolonas (Rea, 2012).

e Modificacibn enzimética: modifica los antibiéticos aminoglucdsidos;
esta resistencia de las bacterias aerObicas es debida al cambio
enzimatico codificado por el gen del plasmido o del cromosoma. Las
bacterias gramnegativas pueden producir enzimas adenilantes,
fosforilantes o acetilantes que modifican un aminoglucésido para
inactivarlo (Rea, 2012).

e [Extraccion activa del antibidtico: este mecanismo altera la produccién
de energia y disminuye asi no solamente la entrada del antibi6tico sino
gue a su vez las bacterias reducen la concentracion del antibiotico y
promueve la extraccion activa del mismo y su efecto se reduce.

Alteraciones de los precursores de la pared (Rea, 2012).

e Por este mecanismo de resistencia mediado por un gen cromosomal: el
peptidoglucano precursor es cambiado al modificar la terminacion D-
alanina por D-alanina -D-lactato y de esta manera se logra que el
antibidtico no se pueda unir al precursor de la membrana. Este
mecanismo se ha estudiado con vancomicina y antibidticos

glicopeptidicos (Rea, 2012).
Quorum Sensing (QS)
La deteccion de quorum es un proceso de comunicacion célula-célula

en el que las bacterias utilizan la produccion y detecciéon de sustancias

guimicas extracelulares llamadas autoinductores para controlar la densidad de
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poblacion celular. La deteccion de quérum permite que las bacterias
sincronicen la expresion génica del grupo y por lo tanto, actien al mismo
tiempo. Los procesos bacterianos como la formacion de biopeliculas, la
secrecion de factores de virulencia, la bioluminiscencia, la produccion de
antibiéticos, la esporulaciéon y la competencia para la captacién de ADN suelen
ser criticos para la supervivencia. Sin embargo, estos comportamientos son
aparentemente inutiles si los realiza una sola bacteria actuando sola. Por ello,
a través de un proceso llamado “quérum sensing (QS)” o “deteccion de
quérum”, las bacterias controlan sincronicamente la expresion génica en
respuesta a los cambios en la densidad celular y la complejidad de las
especies, en definitiva, se puede definir el gquérum sensing como el mecanismo
bacteriano de comunicacion intracelular que controla la expresion génica en
funcién de la densidad celular (Wai y Bassler, 2015).

La deteccién de quérum permite que las bacterias cambien entre dos
programas distintos de expresion génica: uno que se favorece en baja
densidad celular (LCD) para comportamientos individuales y asociales, y otro,
que se favorece en alta densidad celular (HCD) para comportamientos
sociales, comportamientos de grupo. Los pasos fundamentales involucrados
en la deteccion y respuesta a las fluctuaciones en el nimero de células son
analogos en todos los sistemas de deteccion de quérum conocidos. Primero,
las moléculas de bajo peso molecular llamadas autoinductores se sintetizan
intracelularmente. En segundo lugar, estas moléculas se liberan pasivamente
0 se secretan activamente fuera de las células. A medida que aumenta el
namero de células en una poblacion, también aumenta la concentracién
extracelular de autoinductor. En tercer lugar, cuando los autoinductores se
acumulan por encima del nivel de umbral minimo requerido para la deteccion,
los receptores afines se unen a los autoinductores y desencadenan cascadas
de transduccion de sefiales que dan como resultado cambios en la expresion

génica en toda la poblacion. Por lo tanto, la deteccién de quérum permite que
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las células de una poblacion funcionen al unisono y, al hacerlo, se comportan

como un colectivo (Wai y Bassler, 2015).

Definicion Operacional de Términos

Antibioticos
Los antibioticos son metabolitos secundarios, capaces de inhibir a bajas
concentraciones el crecimiento de organismos microbianos y aun de

destruirlos, a través de un mecanismo antimetabolico (Albornoz, 1980).

Etnobotanica
Es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen
entre el hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes.
El desarrollo de la etnobotanica es estudiado por disciplina cientificas tales
como la propia botanica, sociologia, psicologia, antropologia, ecologia e
historia (Albornoz, 1992).

Etnomedicina
También llamado medicina primitiva, es el conjunto de conocimientos
empiricos, inscritos dentro de un corpus variado de creencias meédicas,
procedimientos, técnicas y tratamientos, donde se encuentran muchos
elementos de enfoque pragmaético, eficaces para la restauracion y la basqueda

del bienestar del organismo humano (Albornoz, 1992).

Espectro Antibacteriano
Rango de actividad de una sustancia contra los microorganismos. Un
farmaco antibacteriano de amplio espectro puede inhibir una gran variedad de
bacterias grampositivas y gramnegativas, mientras que un farmaco de

espectro reducido solo es activo contra determinados géneros (Murray,
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Rosenthal y Pfaller, 2009). Estos tienen el inconveniente de que su
administracion altera drasticamente a la flora bacteriana normal y pude

favorecer una sobreinfeccion (Rodriguez, Vidrio y Campos, 2009).

Fitoquimica
Este vocablo proviene del griego Phyton (planta o vegetal), literalmente
significa quimica de las plantas. La fitoquimica se encarga del estudio de las
sustancias vegetales: extraccion, separacion, purificacion y elucidacion de

estructuras moleculares (Albornoz, 1980).

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

aliviando y curando afecciones (Albornoz, 1992).

Potencia de un Agente Antibacteriano
Es la actividad por miligramo, de un agente quimioterapico. Se expresa
segun la minima concentracion en la cual es capaz de inhibir la multiplicacion

de un tipo de microorganismo susceptible a su accion (Albornoz, 1980).
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Operacionalizacion de las Variables

Para operacionalizar el sistema de variables, es necesario la definicion
conceptual y la operacional de las mismas, este proceso le permite al
investigador identificar aquellos aspectos perceptibles de un evento que hacen
posible dar cuenta de la presencia o intensidad de este (Hurtado, 2010). En
tal sentido, las variables se operacionalizan con el fin de identificar los
elementos y datos empiricos que expresan su presencia. En esta investigacion
se mediran las variables que no admiten valores intermedios (discretas) y
algunas continuas con dimensiones dicotdmicas y politomicas. El nivel de
medicion sera nominal y de intervalo, los indicadores derivaran de las bases
tedricas. La sistematizacion de la variable dependiente e independiente se

muestra en las Tablas 2 y 3 respectivamente.
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Tabla 2. Operacionalizacién de la Variable Dependiente: Actividad

Antibacteriana de los Extractos de las Flores de Cassia alata L.

1.Variable 2.Tipo de variable
Dependiente
Actividad Cuantitativa
antibacteriana de los
extractos de la
especie Cassia alata Discreta
L.
4.Definicidn
operacional 5.Dimensiones
¢Como se mide?
La actividad Cepas grampositivas:
antibacteriana se
puede medir por: - Staphylococcus
aureus

-  Método de - Enterococcus fecalis
Difusion en Disco
(Kirby-Bauer)

Cepas gramnegativas:

- Escherichia coli

- Pseudomonas
aeruginosa

- Klebsiella
pneumoniae

Fuente: Garcia y Obregén, 2022
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3.Definicion Conceptual
¢, Qué es?
La actividad antibacteriana
se define como la habilidad
especifica o capacidad de
un producto de lograr su
efecto planeado y se basa
en la medicion de algln
atributo del producto, por
ejemplo, su efecto
inhibitorio frente a un
determinado
microorganismo (Koneman,
2008).

6.Indicador

- Sensible
- Intermedio
- Resistente

- Presencia o ausencia
del halo de inhibicién

frente a cepas
grampositivas y
gramnegativas



Tabla 3. Operacionalizacion de la Variable Independiente: Composicion

Quimica de los Extractos de las Flores de Cassia alata L.

1.Variable

Composicion
guimica de los
extractos de las
flores de Cassia
alata L.

4.Definicién
operacional
¢Como se mide?

Pruebas
guimicas
preliminares de
tipo cualitativas

2.Tipo de variable

Independiente

Cualitativa

Discreta

5.Dimensiones

Las pruebas quimicas cualitativas
a realizar para:

Alcaloides : prueba de
Dragendorff, Wagner y Mayer
Esteroles y/o triterpenos:
prueba de Liebermann
Burchard

Saponinas: prueba de
espuma

Compuestos fendlicos
simples: prueba con tricloruro
férrico

Taninos: prueba con gelatina
all%

Flavonoides: prueba Shinoda
y NaOH al 10 %

Quinonas: prueba con acido
sulfarico concentrado
Antraquinonas: prueba con
hidréxido de amonio
Glicosidos cardiotonicos:
ensayo de Kedde
Cumarinas: prueba con
hidréxido de amonio
Lactonas sesquiterpénicas:
ensayo de Baljet

Fuente: Garcia y Obregoén, 2022
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3.Definicién Conceptual
¢, Qué es?

Metabolito  secundario o
producto natural que se usa
como sinénimo, aquel que es
propio de una especie, se le
conoce también como
producto quimico y en la
mayoria de los casos no tiene
utilidad aparente para el ser
gue lo sintetiza (Marcano y
Hasegawa, 2002).

6.Indicador

- Alcaloides: aparicion de
turbidez o precipitado

- Esteroles/triterpenos:
coloracién azul o verde y
rojizas para triterpenos

- Saponinas: formacion de
abundante espuma

- Compuestos  fendlicos:
coloracién de azul a negro

- Taninos: precipitado
blanco

- Flavonoides: coloracion
naranja a rojo para
flavonas; si es rojo para
flavonoles y magenta para
flavononas

- Antraquinonas y
quinonas: coloracion roja

- Glicésidos cardiotonicos:
coloracion  parpura o
violacea

- Lactonas
sesquiterpénicas:
coloraciones roja, violeta
0 rosa



Hipotesis

Estudios previos reportan la presencia de diversos metabolitos
secundarios biolégicamente activos en el género Cassia por lo cual es de
esperar que los extractos de las flores de Cassia alata L., posean actividad

antibacteriana frente a cepas grampositivas y gramnegativas.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion alude al grado de profundidad, complejidad y la
clase de resultado a lograr en la investigacion. Una investigacion confirmatoria
requiere de una explicacion previa o una hipétesis, la cual se desea confirmar
(Hurtado, 2010). Es por ello, que en esta investigacion se requiere confirmar
la relacion entre la actividad antibacteriana y el tamizaje fitoquimico de las

flores de Cassia alata L.

Disefio de la Investigacion

El disefio de investigacion se basa en el procedimiento, el cual ademas,
alude a las decisiones que se toman en cuanto al proceso de recoleccién de
datos, por lo que la presente investigacién es de tipo confirmatoria, con un
disefio de campo y de laboratorio, es decir, mixta porque los datos se
recolectaron en un ambiente natural en zonas aledafias a la poblacién de
Santa Cruz de Zulia del Municipio Colén, Estado Zulia. Por otra parte, es
contemporanea ya que la recoleccion se realizé durante el desarrollo de la
investigacion y transversal porque las muestras fueron recolectadas una vez.
Ademas, la amplitud de la informacion recolectada es multivariable, ya que
este trabajo estara orientado al estudio de varios eventos por cada tipo de
evento (Hurtado, 2010Db).
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion en una investigacion es el conjunto de unidades de las que
se desea obtener informacién y sobre las que se van a generar conclusiones.
La poblacion puede ser definida como el conjunto finito o infinito de elementos,
personas o0 cosas pertinentes a una investigacion y que generalmente suele
ser inaccesible. El establecimiento de la poblacion estard intimamente
asociado al tema del estudio (Palella y Martins, 2012). La unidad de
investigacién esta representada por la especie Cassia alata L. situada en
zonas aledarfias a la poblacion de Santa Cruz de Zulia del Municipio Colén,
Estado Zulia, la cual se analizO en el Laboratorio del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Laboratorio de

Productos Naturales de la Universidad de Los Andes.

Seleccion del Tamarfio de la Muestra

La “n” muestral estara representada por las flores recolectadas de la
especie C. alata. El tipo de muestra utilizada es no probabilistica, respecto a
que la eleccion de los elementos no depende de la probabilidad, sino de
causas relacionadas con las caracteristicas de la investigacion o de quien hace
la muestra. Aqui el procedimiento no es mecanico ni con base en férmulas de
probabilidad, sino que depende del proceso de toma de decisiones de un
investigador o de un grupo de investigadores y desde luego, las muestras
seleccionadas obedecen a otros criterios de investigacion. Elegir entre una
muestra probabilistica y una no probabilistica depende de los objetivos del
estudio, del esquema de investigacion y la contribucién que se piense realizar

con ella (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).
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Sistema de Variables

Las variables son elementos o factores que pueden ser clasificados en
una o mas categorias. Es posible medirlas o cuantificarlas, segun sus
propiedades o caracteristicas. Por la relacion que guardan con el propadsito de
la investigacion las variables pueden ser: dependiente, independiente e
interviniente (Palella y Martins, 2012). Las variables que tienen relacién con el
objetivo de la investigacion son las siguientes:

e Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del extracto de

etanol de las flores de Cassia alata L (Tabla 2).
e Variable independiente (VI): Composicion quimica de los extractos

de las flores de Cassia alata L (Tabla 3).
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Instrumento de Recoleccion

Una vez realizado el plan de la investigacion y resueltos los problemas
que plantea el muestreo, se hace uso de las técnicas de recoleccion de datos,
que son las distintas formas o maneras de obtener la informacion. Esta
investigacion esta enfocada en la técnica de observacion, que consiste en
estar a la expectativa frente al fenomeno, del cual se tomo y se registro la
informacion para su posterior andlisis que se realizé por medio de la utilizacion
de tablas para recopilar de manera cualitativa de los datos obtenidos de las
pruebas preliminares para la identificacion de los metabolitos presentes en la
planta en estudio, de igual forma se registraron los datos recopilados arrojados
por el método empleado para la determinacion de la actividad antibacteriana;
en ella se apoyo el investigador para obtener el mayor nimero de datos
(Palella 'y Martins, 2012).

Procedimientos de la Investigacion
La descripcién del procedimiento de la investigacion se describe en el

Esquema 1, los diferentes estadios que se realizaron durante la realizacién

de este proyecto.
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Esquema 1. Procedimiento General de la Investigacion

Recoleccion de la muestra

i Planta Cassia alata L.

A 4

Obtencion de los extractos

h 4 A 4

Evaluacion de la actividad

antibacteriana Tamizaje fitoquimico

A 4 v

Método de difusion en disco Pruebas preliminares para la
(Kirby-Baiier) determinar la composicion quimica
Analisis y discusion de los datos
obtenidos
A 4
Conclusion

Fuente: Garcia y Obregon, 2022

Recoleccidon de la muestra

Las flores de C. alata fue recolectada en zonas aledafias a la poblacion
de Santa Cruz de Zulia del Municipio Col6n, Estado Zulia y transportada al
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, fue identificada botanicamente en el herbario
M.E.R.F. "Dr. Luis Ruiz Teran™ de dicha institucion.
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Secado del Material Vegetal

Se pesaron 492 gramos de flores frescas, las cuales se colocaron en
cestas hechas a base de papel periédico, en un lugar fresco y seco, al cabo
de un tiempo se procedié a completar el secado en estufa a una temperatura
de 40 °C por 24 horas. El material seco se pesé y trituro con la ayuda de un
molino obteniendo 74,49 gramos de muestra, luego se almacend en sobres de
papel a temperatura ambiente para su posterior uso y elaboracion de los

extractos vegetales.

Preparacion de los Extractos

Para analizar las propiedades medicinales de una droga vegetal, en
muchos casos se recurre a métodos de extraccion mas complejos, que
permitan obtener métodos reproducibles, con cuantificacion de principios
activos en lo posible (Verde, Garcia y Rivas, 2016). EI método extractivo
empleado para la elaboracion de nuestros extractos fue reflujo en caliente,
eliminando el exceso de los solventes con la ayuda de un rotavapor como se

muestra en la Figura 20.

e Preparacion del Extracto de Hexano: para la preparacion de este
extracto vegetal se colocaron 74,49 g de las flores previamente secadas
y molidas en un balén aforado con 400 mL de hexano destilado
(solvente organico no polar), esta preparacion se conecté a un equipo
de reflujo el cual se esta conectado a una manta caliente a una
temperatura de 60 °C, una vez la mezcla comienza a hervir la
temperatura se ajusta a 50 °C, esto consigue un mayor rendimiento de

la extraccion; transcurrido un tiempo se observo caer la primera gota,

67



desde ese momento se comienza a contar 1 hora para luego filtrar la

mezcla con la ayuda de un embudo cubierto con papel de filtro.

Preparacion del Extracto de Etanol: en la elaboracion del extracto de
etanol se utilizaron las flores molidas empleadas en el anterior proceso,
mezclamos el material con 400 mL del solvente polar al 96 % y
realizamos los procesos de calentamiento y filtracion que empleamos

para el extracto de hexano.

Luego de realizadas las filtraciones de la mezcla obtenida con
las flores de Cassia y los liquidos fueron llevados al rotaevaporador a
baja presién y temperatura de aire controlada de 50 °C, estos se
concentraron por separado hasta sequedad para la eliminacion de los
solventes y concentracion de los extractos. Finalmente los extractos
fueron envasados en frascos ambar y debidamente identificados para
luego ser llevados a secar a la estufa a 40 °C hasta peso constante
(Tabla 6), para su posterior determinacién antibacteriana y la

caracterizacion fitoquimica.
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Figura 20. Procedimiento para la Obtencion de los Extractos de Hexano y

Etanol de las Flores de Cassia alata L.

Las flores
secas y
molidas se
pesaron

Reflujo en
caliente con
los solventes

ae60°C

Se filtraron las
soluciones de

cada extracto

Fuente: Garcia y Obregon, 2022
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Identificacion de Metabolitos Secundarios

Para el fraccionamiento e identificacion de los compuestos quimicos

presentes en la planta una vez ya realizados los extractos vegetales se

requiere de la utilizacion de pruebas preliminares, la cual es una técnica que

demuestra de forma cualitativa la presencia o ausencia de los compuestos

secundarios de un planta mediante la observacion de reacciones coloreadas

y/o precipitacion (Dominguez, 1973). A continuacion, se describen las pruebas

realizadas para la determinacion fitoquimica utilizadas en ese manuscrito:

Determinacion de Alcaloides (Ensayos de Dragendorff, Wagner y
Mayer): se realizaron las pruebas con los reactivos de Dragendorff,
Wagner y Mayer, en tres tubos de ensayos se disolvieron de 1-2 mg del
extracto etandlico en 6 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 10 %, se calent6
en bafio de Maria por quince minutos, se dejo enfriar y se filtré la
muestra. Posteriormente se dividio el filtrado en 3 tubos de ensayo (2,0
mL c/u) identificados para cada reactivo. Luego se adicionaron al
respectivo tubo 2 a 3 gotas de sales de metales pesados como el ioduro
de potasio (reactivo de Dragendorff), el ioduro de potasio y mercurio
(reactivo de Mayer) y la sal del reactivo de Wagner, la formacién de
precipitados de color naranja, blanco y rojo pardo respectivamente,
indica la presencia de alcaloides basicos (Coy, Parray Cuca, 2014).

Determinacion de Triterpenos y Esteroles (Ensayo de Lieberman-
Burchard): se colocaron en dos tubos de ensayo secos, limpios y con
la respectiva identificacibn pequefias cantidades de extracto seco
(flores) con 5 mL de diclorometano hasta disolver para adicionarle 0,5
mL de solucion cloroformica anhidra, luego se afiadio 0,5 mL de
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anhidrido acético y cuidadosamente por la pared del tubo una gota de
acido sulfurico concentrado. Se considero positiva la prueba cuando
aparecieron coloraciones azules o verdes para esteroles y coloraciones

rojizas para triterpenos (Verde, Garcia y Rivas, 2016).

Determinacion de Compuestos Fendlicos (Prueba de Tricloruro
Férrico): se disolvié una pequefia cantidad de la muestra en agua y se
agrego unas gotas de solucion de cloruro férrico al 5 %, la formacion de
un complejo coloreado transitorio 0 permanente purpura, verde o azul

indica la presencia de fenol o enol (Coy, Parra'y Cuca, 2014).

Determinacion de Saponinas (Prueba de Altura y Estabilidad de
Espuma): en un tubo de ensayo se colocaron 1-2 mg de muestra
disuelta en 2 mL de agua destilada, se agitd vigorosamente durante 1
minuto, se determind la altura de espuma en caso de que se presentara.
Cuando se forma espuma abundante y persistente durante 1 hora es
indicativo de la presencia de saponinas en las muestras (Verde, Garcia
y Rivas, 2016).

Determinacion de Taninos (Gelatina al 1 %): en un tubo de ensayo
se colocaron de 1-2 mg de muestra y disolvieron con 3 mL de agua,
luego se adicionaron 2 mL de solucion de gelatina al 1 %, la formacién
de un precipitado blanco indica la presencia de taninos (Dominguez,

1973; Marcano y Hasewaga, 2002).
Determinacion de Flavonoides (Ensayo de Shinoda): se disolvieron

2 mL del extracto etanodlico y hexanoico se adiciono 2 gotas de HCI
concentrado por las paredes del tubo, luego se colocaron trozos de
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magnesio metalico cuidadosamente, la formacion de una coloracion
naranja a rojo indica la presencia de flavonas, si es rojo flavonoles y si

es magenta flavononas (Marcano y Hasewaga, 2002).

Determinacion de Cumarinas (Reaccion con Hidroxido de
Amonio): se disolvié una alicuota de las muestras en 1 mL de etanol y
se agregaron dos gotas de hidroxido de amonio concentrado ([NHaOH]),
luego se observaron en cémara de luz ultravioleta a 365 nm, se
considera positiva la prueba cuando presenta una fluorescencia azul-
violeta y la ausencia de la misma indica la negatividad (Dominguez,

1973; Marcano y Hasewaga, 2002).

Determinacion de Antraquinonas (Reaccién con Hidroxido de
Amonio): se disolvio una alicuota de los extractos en 3 mL de etanol,
se adicion06 una gota de hidréxido de amonio concentrado, la presencia
de una coloracion roja en los dos primeros minutos indica la positividad

de la prueba para antraquinonas (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de Quinonas (Reaccion con Acido Sulfarico): se
colocé de 1-2 mg de los extractos vegetales en una capsula de
porcelana, se agregd 1 gota de &cido sulfirico concentrado, la
formacién de una coloracion roja revela la presencia de quinonas

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de Lactonas Sesquiterpénicas (Prueba de Baljet):
se agregd una porcion del extracto a una capsula de porcelana o en
tubo de ensayo disolver una porcion del extracto en etanol, luego se le
adicionan una gota de hidroxido de potasio 2 N en metanol. Calentar la
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mezcla a ebullicién de 1 a 2 minutos, enfriar y llevar a pH de 1 con acido
clorhidrico 0,5 N. Se adicion6é una gota de cloruro férrico 1 %. Las
coloraciones roja, violeta o rosa indican que la prueba es positiva para

este metabolito (Verde, Garcia y Rivas, 2016).

e Determinacion de Glicésidos Cardiotonicos (Ensayo de Kedde):
permitié reconocer en el extracto etandlico la presencia de glucosidos
cardioténicos. Una alicuota del extracto en etanol se mezclé con 1 mL
de reactivo y se dejo reposar de 5 a 10 minutos. La positividad de la
prueba se consider6 con la presencia de una coloracién violacea
(Verde, Garcia y Rivas, 2016).

Determinacién de la Actividad Antibacteriana

Para la determinacion de la actividad antibacteriana de del extracto de
etanol se procedio a preparar el medio de cultivo so6lido (Mueller Hinton), las
temperaturas de incubacion, varian dependiendo del microorganismo en
cuestién, siendo la temperatura de 37 °C para la mayoria de las bacterias; el
tiempo de incubacion también puede variar de 24-48 horas. Una vez cultivadas
las cepas en el medio, se debe realizar la preparacion del inéculo segun la
escala de Mc Farland y se verifica con la absorbancia a 580 nm cercana al 25
%, luego se siembran las bacterias en estudio para determinar la actividad
antibacteriana de los extractos, posteriormente medir los halos de inhibicion y
determinar si el microorganismos es sensible o no (Esquema 2) (Sanchez,
Castillo y Garcia, 2016).
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Esquema 2. Procedimiento para Determinar la Actividad Antibacteriana de los
Extractos de Hexano y Etanol de las Flores de Cassia alata L. por el Método

de Difusién en Disco (Kirby-Bauer)

Seleccion de las cepas bacterianas grampositivas y
gramnegativas

A A

Preparacion del medio de cultivo

A 4

Incubacion a 37 °C de 24-28 horas

A A

Inoculacién del cultivo bacteriano sobre la superficie de
los agares Miieller-Hinton

v

Evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el
método de difusién en agar

y

Impregnar de 10 a 15 L de los extractos, estindares y blancos
en cada uno de los discos de papel filtro

A

Temperatura de 35 £ 2 °C por 24 horas

2

Medir los halos de inhibicién y el diametro de los discos

A

Lectura de la prueba

Sensible (positivo) /\ Resistente (negativo)

Fuente: Garcia y Obregoén, 2022
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana por el Método de
Difusién en Disco (Kirby-Bauer)

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bater
y cols. 1966 (método de Kirby-Bater), es un método cuantitativo, que se
caracteriza por ser facilmente estandarizable y que estd indicado para
microorganismos no exigentes de crecimiento rapido (Taroco, Seija y Vignoli,
2008). Esta prueba se desarroll6 en el Laboratorio de Actinomicetos del
Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes (ULA), bajo la asesoria de las Profesoras Yndra

Cordero e Ysbelia Obregén (Esquema 2).

Bacterias Estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies pertenecen a las bacterias grampositivas y tres pertenecientes a las
bacteria gramnegativas de referencia internacional de la 58 Colecciéon de
Cultivos Tipo Americano (ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del cepario
del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de
la Universidad de Los Andes a cargo de la Licenciada Maria Eugenia Nieves
(Tabla 4).
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Tabla 4. Cepas de Referencia Internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC)

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

Bacterias Gramnegativas (ATCC)

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

Tomado y modificado de CLSI, 2021

Controles Positivos

Para el estudio de la actividad antibacteriana de las bacterias ATCC
ensayadas, se tomO en cuenta para la eleccion de los grupos controles
positivos, las recomendaciones que establece el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos por sus siglas en inglés CLSI 2021, lo que permitié
determinar qué tipo de antibiético debe usarse con cada especie de las cepas
(Tabla 5).
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Tabla 5. Halos de Inhibicibn de los Controles Positivos Usados Como

Referencia en las Cepas Bacterianas

Halos de Inhibicion en mm

Cepas Bacterianas E AMP PIP
ATCC (15 pg) (10 pg) (100 pg)

CLsI CE CLSI CE CLSI CE

Staphylococcus aureus =23 26 - - - -
ATCC 25923

Enterococcus faecalis - - 217 10 - -
ATCC 29212
Escherichia coli - - - - > 21 20
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa - - - - =21 18
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae - - - - > 21 18
ATCC 23357
Leyenda: Lectura de los halos de la inhibicién de los antibioticos realizados
en el laboratorio frente a cepas ATCC: Eritromicina 15 ug (E), Ampicilina 10 pg
(AMP), Piperacilina 100 pg (PIP), Milimetros (mm), Lectura de los halos de
inhibicion recomendados por el Instituto de Estandares de Laboratorio Clinicos
(CLSI), Halos de Cepas ensayadas obtenidos (CE).
Fuente: Garcia y Obregon, 2022

Preparacion de las Muestras

El extracto vegetal realizado con etanol (solvente polar) de las flores de

C. alata fue evaluado inicialmente en una concentracion de 1.000 ppm.
Preparacion de Placas
Las placas de Petri se prepararon colocando aproximadamente 18 mL

de Agar Mueller Hinton (Merck ®) estéril, dejandose solidificar a temperatura

ambiente.
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Preparacion de Pre-in6culos Bacterianos

Las cepas a ensayar se incubaron en agar Mueller Hinton a 37 °C por
16 a 18 horas antes de hacer el ensayo microbiano, debido a que en ese
tiempo las bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento,
especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de multiplicacién en

la curva de crecimiento bacteriano (Anon, 2003).

Preparacién de los In6culos Bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas,
se preparo el indculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de
esta manera una pequefa cantidad de colonias para luego ser suspendidas
en tubos 13x100 previamente estéril que contenian 5 mL de una solucion de
Cloruro de Sodio (NacCl) al 0,9 % hasta que alcanz6 una turbidez equivalente
al patrén de Mac Farlan (10 68 UFC/mL).

Inoculacion de las Placas

Luego de preparar las placas, se inocularon en forma homogénea en la
superficie de cada una de ellas con cada uno de los in6culos bacterianos
utilizando para ello un hisopo de algodén estéril.
Preparacion de los Discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro

para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizaron con luz

ultravioleta (LUV), durante toda una noche.
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Colocacién de los Discos Impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller-Hinton previamente indculados
con cada cepa en estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 uL de
la dilucion preparada a una concentracion de 1.000 ppm del extracto a
ensayar, ademas de los discos de antibiéticos comerciales como control
positivo con el fin de medir la sensibilidad de los microorganismos a estudiar
(Tabla 5) y como control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente

dimetil sulfoxido (DMSO); usando una pinza metalica previamente esterilizada.

Pre-incubacién e Incubaciéon de las Placas

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

(incubacion).

Lectura de las Placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo
de 24 horas estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con
una regla milimétrica. Donde se considero un resultado positivo 0 sensible
(presencia de actividad antibacteriana) cuando se observdé un halo de
inhibicion alrededor del disco, y se tomd como resultado negativo o resistente
(sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El diamétro de la zona

de inhibicion producto de la actividad antibacteriana de las muestras en estudio
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se expresO6 en milimetros (mm) (Rodriguez, Gamboa, Hernandez y Garcia,
2005).

Disefio de Analisis

Los datos recolectados en la fase interactiva del proceso de
investigacion fueron analizados a través de un enfoque cuantitativo, al
expresar numéricamente los resultados de la actividad antibacteriana
mediante la medicién de halos de inhibicién en milimetros (mm) relacionada al
crecimiento bacteriano in vitro de cada una de las cepas en estudio contra la
accion antibacteriana que pueda tener el extracto de la especie C. alata, de
igual manera tendran un enfoque cualitativo, al observar y describir los
resultados obtenidos en las pruebas preliminares de identificacion, que se
llevan a cabo en el tamizaje fitoquimico (Palella y Martins, 2010).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Las flores de Cassia alata L. fueron sometidas a un proceso de reflujo
en caliente realizando extractos con solventes de polaridad creciente (hexano
y etanol) que fueron concentrados hasta la sequedad con la implementacion
de un rotavapor a presion y temperatura controlada obteniéndose extractos de
hexano con un peso de 0,52 g y etanol con un peso constante de 2,88 g, los

porcentajes de rendimiento se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentajes de Rendimiento de los Extractos Vegetales de Hexano y

Etanol de las Flores de Cassia alata L.

Rendimiento (%)
Extractos de las
_ Hexano Etanol
Flores de Cassia alata
0,68 3,85

Fuente: Garcia y Obregon, 2022

Andlisis Fitoquimico Preliminar

Los extractos obtenidos a partir de las flores de la planta Cassia alata

L., fueron sometidos a las distintas pruebas quimicas preestablecidas para
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conocer el grupo de metabolitos secundarios presentes en la muestra; siendo
de forma cualitativa la revelacion de cada uno de los componentes por
fendmenos quimicos de reaccion como: viraje de color, precipitados, turbidez
del medio, produccion de espuma y fluorescencia por exposicion a la luz
ultravioleta (UV). Estos fendmenos fueron los indicativos primordiales para la
presencia de los metabolitos presentes de la planta en estudio (Tabla 8).

Las pruebas cualitativas demostraron que el extracto de hexano de las
flores de C. alata poseen triterpenos y esteroles, siendo los ultimos mas
abundantes, reflejdndose por la aparicion de un anillo de color verde intenso
caracteristico, a su vez se observl la aparicion de un anillo rojo por la
presencia de triterpenos en la muestra; sin embargo, para este mismo ensayo
realizado al extracto de etanol se pudo evidenciar la positividad para
triterpenos. Por otra parte, los compuestos fendlicos fueron estudiados en el
extracto etandlico visualizando un ligero color verde, los flavonoides fueron
reconocidos en ambos extractos, evidencidndose su presencia por la
formacion de un color rojo, siendo este mas intenso en la evaluacién del
extracto de hexano que determina la presencia de flavonoides. De igual modo,
las quinonas también fueron observadas debido a la aparicion de un
precipitado caracteristico ligeramente rojo, mostrando asi la positividad de
estos metabolitos en las flores de la especie; finalmente, se muestra la
positividad de las lactonas sesquiterpénicas al observar la rapida desaparicion
de un color rosa durante el ensayo. Por el contrario, los compuestos como
alcaloides, saponinas, taninos, cumarinas, antraquinonas Yy glicosidos

cardiotdnicos se encuentran ausentes en los extractos ensayados (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados del Tamizaje Fitoquimico Realizado a los Extractos

Obtenidos de las Flores de Cassia alata L.

Prueba Quimica

Alcaloides
Dragendorff

Wagner

Mayer
Triterpenos/Esteroles
Liebermann Burchard
Compuestos Fendlicos
FeCls

Saponinas

Espuma

Taninos

Gelatina al 1%
Flavonoides
Shinoda

NaOH al 10%
Cumarinas

NH.OH
Antraguinonas
NH4OH

Quinonas

H2S04

Lactonas
Sesquiterpénicas

Baljet

Glic6sidos Cardiotonicos

Kedde

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

Abundante: (+++).

Fuente: Garcia y Obregon, 2022
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Hexano Etanol
ND -
++ +
(Verde/ Rojo) (Verde)
+
ND (Ligeramente Verde)
ND -
ND -
++ (Rojo) + (Rojo)
ND -
ND -
+ -
(Ligeramente Rojo)
+ +
(Rosa) (Rosa)



Tabla 8. Reporte de Resultados llustrados del Tamizaje Fitoquimico de los

Extractos de las Flores de Cassia alata L.

Fotos de los Resultados para Alcaloides

i

Fotos de los Resultados para
Triterpenos/Esteroles

Interpretacion de los resultados

Metabolitos Determinados: Alcaloides
Prueba: Dragendorff (D), reactivo de Wagner
(W) y reactivo de Mayer (M)

Reporte: negativo para el extracto de etanol
(EE) con los tres reactivos

Interpretacion de los resultados
Metabolitos Determinados: Triterpenos/
Esteroles
Prueba: Liebermann-Burchard
Reporte: positivo para el extracto de
hexano (EH) (verdelvioleta) y etanol (EE)
(verde)

Fotos de los Resultados para
Compuestos Fendlicos

Fotos de los Resultados para
Saponinas

Interpretacidn de los resultados
Metabolitos Determinados: Compuestos
Fenodlicos
Prueba: Tricloruro Férrico
Reporte: positivo para el extracto de etanol
(EE) (ligeramente verde)

Interpretaciéon de los resultados
Metabolitos Determinados: Saponinas
Prueba: Altura y Estabilidad De Espuma
Reporte: negativo para el extracto de

etanol (EE)

Fuente: Garcia y Obregén, 2022
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Tabla 8. Reporte de Resultados llustrados del Tamizaje Fitoquimico de los

Extractos de las Flores de Cassia alata L. (Continuacion)

Fotos de los Resultados para Taninos

Fotos de los Resultados para
Flavonoides

Interpretacion de los resultados
Metabolitos Determinados: Taninos
Prueba: Gelatina al 1 %

Reporte: negativo para el extracto de etanol
(EE)
Nota: Control positivo (C+)

Interpretacion de los resultados
Metabolitos Determinados: Flavonoides
Prueba: Shinoda e Hidroxido de Sodio al
10 %

Reporte: positivo para los extracto de
hexano (EH) (rojo intenso) y etanol (EE)
(rojo) en el ensayo de NaOH(H) al 10 % vy
negativo para ambos extractos en la prueba
de Shinoda (S)

Nota: Rutina (R)

Fotos de los Resultados para
Cumarinas

| e

Fotos de los Resultados para
Antraquinonas

Interpretaciéon de los resultados
Metabolitos Determinados: Cumarinas
Prueba: Hidr6xido de Amonio Concentrado
Reporte: negativo para el extracto de etanol
(EE)

Nota: Control positivo (C+)

Interpretaciéon de los resultados
Metabolitos Determinados:
Antraquinonas
Prueba: Hidréxido de Amonio Concentrado
Reporte: negativo para el extracto de
etanol (EE)

Fuente: Garcia y Obregén, 2022
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Tabla 8. Reporte de Resultados llustrados del Tamizaje Fitoquimico de los

Extractos de las Flores de Cassia alata L.

Fotos de los Resultados para Quinonas Fotos de los Resultados para
Sesquisterpenolactonas

Interpretacion de los resultados Interpretacion de los resultados

Metabolitos Determinados: Quinonas Metabolitos Determinados: Lactonas
Prueba: Acido Sulfarico Concentrado Sesquiterpénicas

Reporte: positivo para el extracto de hexano | Prueba: Baljet
(EH) (ligeramente rojo) y negativo para el | Reporte: positivo para los extracto de
extracto de etanol (EE) hexano (EH) y etanol (EE) (rosa)

Fotos de los Resultados para
Glicésidos Cardiotonicos

~ :
1 B

Interpretaciéon de los resultados
Metabolitos Determinados: Glicsidos
Cardiotonicos
Prueba: Kedde
Reporte: negativo para ambos extractos

Fuente: Garcia y Obregén, 2022
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Evaluacion de la Actividad Antibacteriana

En cuanto a la determinacion de la actividad antibacteriana de la
especie vegetal en estudio se realizé por medio del método de difusion en
disco (Kirby-Bater), evaluando el extracto de etanol realizado a partir de las
flores de la planta, probado a una concentracion madres de 1.000 ppm de
solucion, frente a diferentes cepas de referencia internacional como lo son
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 (Tabla 4), para ello se aplicaron controles
positivos de antibidticos comerciales (Tabla 5). Los resultados obtenidos del
extracto ensayado frentes a los microorganismos de prueba se muestran en la

Tabla 9y la Figura 21.

Tabla 9. Resultados Obtenidos para la Determinacion de la Actividad

Antibacteriana de los Extractos de las Hojas de Cassia alata L.

Muestra Bacterias ATCC (mm)
ensayada
Concentracion  S. aureus E. faecalis E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa
1.000 ppm ATCC 25923 ATCC 29212 ATCC 25922  ATCC 23357 ATCC 27853
EE 8 ID 7 0
DMSO (C-) 0 ID 0 0 0

Leyenda: EE: Extracto de Etanol. mm: Milimetros. DMSO: Dimetil Sulféxido.
C-: Control negativo. ID: Indeterminado.
Fuente: Garcia y Obregon, 2022
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Figura 21. Reporte de los Resultados llustrados de la Actividad Antibacteriana
del Extracto de Etanol de las Flores de Cassia alata L.

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Leyenda: Extracto de Etanol (2), Dimetil Sulféxido (5)
Fuente: Garcia y Obregén, 2022
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Discusiones

Este trabajo fue enfocado a la determinacion de la actividad
antibacteriana y el tamizaje fitoquimico de los extractos de las flores de Cassia
alata, en tal sentido por medio del reflujo en caliente y su respectiva
concentracion en un rotaevaporador se obtuvieron extractos vegetales de
hexano y etanol de las flores de la especie estudiada, a los cuales se les realizé
un screening preliminar por medio de reacciones quimicas cualitativas en las
que se demostraron la presencia de metabolitos secundarios. En la evaluacién
del extracto de hexano pudimos evidenciar la presencia de triterpenos y
esteroles, ademas de observar reacciones positivas para los ensayos de
hidroxido de sodio, acido sulfarico y la prueba de baljet siendo estos usados
para la identificacion de metabolitos como lo son flavonoides, quinonas y
lactonas sesquiterpénicas respectivamente, ademas de observar la ausencia
de glicésidos cardiotonicos en mencionado extracto.

Asi mismo, el extracto de etanol presentd positividad en compuestos
fendlicos, esteroles, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas, en igual forma al
evaluar compuestos tales como alcaloides, saponinas, taninos, cumarinas,
antraquinonas, quinonas y glicosidos cardiotonicos pudimos notar la ausencia
de estos al aplicar el tamizaje fitoquimico correspondiente. En cuanto al
andlisis antibacteriano posteriormente realizado, implementamos el método de
difusion en disco (Kirby-Bater) permitiéndonos conocer la actividad
presentada por el extracto de etanol en cepas bacterianas de referencia
internacional (ATCC), arrojando resultados indicativos de tener actividad
bioldgica activa frente a Staphylococcus aureus con resultado de 8 mm de
diametro en el halo de inhibicion, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
con 7 mm en la inhibicion resultante a una concentracion de 1.000 ppm, sin
embargo, se observé que el extracto ensayado fue inactivo contra cepas de

Klebsiella pneumoniae.
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El cribado fitoquimico elaborado por Khurm, Wang, Zhang, Nawaz,
Naeem, Hayat, Saqib, Zhang, Zhan y Guo, en el 2020, a partir de todos los
organos vegetales (hojas, tallos, raices, flores y frutos) de las especies
pertenecientes al género Cassia se asilaron e identificaron grupos destacados
de metabolitos secundarios de los extractos de hexano, cloroformo, éter de
petrdleo, acetato de etilo, etanol y metanol que incluyen flavonoides,
alcaloides, antraquinonas esteroles, fenilpropanoides y y-naftopironas; los
investigadores realizaron la actividad antibacteriana por el método de dilucién
en caldo de los ejemplares botanicos de dicho género comprobando que los
extractos de metanol de la planta entera de C. alata presenta accion
inhibitorios del 100 % en el crecimiento de Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus y Corynebacterium diphtheriae a una concentracion de
400 ppm. El presente estudio se correlaciona con los resultados de esta
investigacion ya que demostraron la presencia de flavonoides y esteroles las
cuales se determinaron en las pruebas cualitativas de laboratorio ensayadas,
ademas de comprobar que los extractos de dicha especie son activos frente a
S. aureus.

Dentro de este orden de ideas, Hakim, Yulizar y Apriandanu en el afio
2020, implementaron la extraccién con solventes como hexano y agua para
evaluar la presencia de metabolitos secundarios arrojando positividad para
alcaloides, esteroles, flavonoides y saponinas mediante pruebas estandares
de laboratorio; para los extractos se utilizaron las hojas de C. alata las cuales
fueron secadas a temperatura ambiente bajo sombra, para ser molidas y
sometidas a maceracion por 10 dias para preparar el extracto crudo de hexano
y ser sometido a reacciones cualitativas. Esta investigacion se correlaciona
con la nuestra aunque los investigadores demostraron la existencia de
alcaloides y saponinas, estoy podria deberse a la parte de la planta sometida
a estudios. Por otro lado, la investigacion fitoquimica de los extractos de

etanol, hidroalcohol y agua de las flores y hojas secas a través de pruebas
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cualitativas de laboratorio del género botanico en estudio elaborada por
Kumar, Anburaj y Vasantha en el distrito Thanjavur-India en el afio 2016
confirma la alta presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y terpenos
presente en las flores de color amarillo oro, dando también a conocer que los
metabolitos que méas abundan en las hojas son los alcaloides, antraquinonas,
taninos coincidiendo con nuestros resultados.

Somchit, Reezal, Elysha y Mutalib (2003) en Malasia, determinaron la
actividad antibacteriana in vitro por el método de difusiéon en disco realizado
en los extractos de etanol y agua de las hojas y la corteza de C. alata, la
extraccion a partir de las muestras secas se realizé utilizando un aparato de
soxhlet llevandolos hasta sequedad por congelaciéon durante 48 horas, los
investigadores revelaron que estos inhibian el crecimiento de Staphylococcus
aureus de manera dependiente de la concentracién; la actividad antibacteriana
se detectd a una concentracion de 15 ppm para el extracto etandlico de las
hojas y a una concentracion de 10 ppm para los extractos de agua, mostrando
zonas de inhibicion de 13 mm y 10 mm respectivamente, no hubo actividad
por parte de los extractos (etanol y agua) realizados de la corteza de la planta;
lo anteriormente expuesto ratifica el potencial medicinal por parte de nuestro
objeto de exploracion.

En el afio 2015 (India); Raji, Sreenidhi, Sugithra, Renugadevi y Samrot,
realizaron un trabajo de investigacion con el objetivo de detectar compuestos
fitoquimicos y estudiar la bioactividad de las hojas de C. alata, llevandose a
cabo la extraccién con cloroformo, éter de petréleo, etanol y agua con 10 g de
la muestra previamente seca y molida con 100 mL de cada solvente,
identificAndose en la evaluacion preliminar fitoconstituyentes inherentes
presentes en la planta, identificando del solvente etandlico: flavonoides,
terpenoides, esteroles, fenoles vy alcaloides, mientras que los extractos
acuosos, el de éter de petréleo y cloroformo exhibieron los compuestos ya

mencionas mas la presencia de glicésidos, saponinas, carbohidratos y
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proteinas. Los extractos de cloroformo y etanol evaluados por el método de
difusion en pozo a concentraciones de 1.000 ppm, presentaron buena
actividad antibacteriana frente a cepas de S. aureus, Bacillus sp. y Salmonella
sp., demostrando que este Ultimo es mas vulnerable a mencionados extractos
mostrando halos de inhibicién que oscilan alrededor de 20 mm, cabe resaltar
que todos los extractos fueron capaces de inhibir los microorganismos
probados. Finalmente estos hechos hacen alusion a la buena accion
antibacteriana y posiblemente anticancerigena por la cual se decidio
determinar dicha actividad.

Sin embargo, Essiett y Bassey (2013), plantearon la realizacion de
cribado fitoquimico y comparacion nutricional de 3 géneros e pertenecientes a
la familia Fabaceae en Nigeria entre las cuales destaca Senna alata, para la
determinacion de los metabolitos secundarios el material vegetal de eleccion
en este caso fueron las flores de las especies vegetales para la elaboracion
de los extractos, para ello usaron una mezcla de 50 % de etanol mas agua
destilada, los pétalos se secaron al aire libre siendo molidos hasta polvo con
ayuda de un mortero, luego fueron puestos en maceracién en frio a
temperatura ambiente durante 72 horas, pasado ese tiempo se filtraron y
concentraron al vacio a 40 °C para realizar las pruebas cualitativas. Los
resultados demuestran la presencia de glucosidos cardioténicos, saponinas,
taninos y flavonoides siendo este Ultimo compuesto responsable de una amplia
variedad de actividades terapéuticas como antihipertensivo, antirreumatico,
antioxidante y antimicrobiano. Los investigadores pautaron requisitos minimos
gue aseguraran la presencia de importantes compuestos del metabolismo de
la planta con actividad biolégica que ayudase a la determinacion de otros
estudios, siendo este la humedad que no deberia sobrepasar el valor de 14 %,
determinando asi la utilizacion no solo de las flores de esta familia sino que
también las demas partes del arbusto en el alivio de distintas afecciones; este

trabajo a pesar que difiere en cuanto a la metodologia para la elaboracion de
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los extractos vegetales y los resultados recolectados para la elaboracion de
este manuscrito se correlaciona con la importacion de detectar compuestos
gue ayuden a la poblacion en cuanto enfermedades infecciosas en las que se
dificulta la eliminacion del agente causante del malestar.

Adentrandose en la busqueda de la citotoxicidad provocada por los
extractos de las hojas de Cassia alata, en Malasia Fadzureena, Mazura,
Adiana y Hani (2013), secaron el material vegetal en estufa a 45 °C para
proceder a la respectiva maceracion en frio con hexano y cloroformo por 3 dias
con cada solvente, al paso de este tiempo se concentraron con la ayuda de un
evaporador rotatorio para luego ser envasados y almacenados a -20 °C para
después ser utilizados en las pruebas quimicas, mismas que en los resultados
se evidenciaron la presencia de significativos fitoquimicos como flavonoides y
esteroles. Todos los extractos y compuestos aislados exhibieron muy bajo
efecto citotdxico hacia las lineas celulares normales indicando seguridad para
el tratamiento de condiciones asociados a la inflamacion; los datos
evidenciados por estos investigadores se correlacionan con los recolectados
por parte de nuestro extracto de hexano de las flores de C. alata.

Segun, Rekha, Vasavi, Vipin, Saptami y Arun en el afio 2016 (India),
demostraron que la actividad inhibidora de quérum sensing (QS) de los
metabolitos de Cassia alata, teniendo especial interés en combatir la
resistencia a los medicamentos, esta hierba medicinal es importante en todo
el mundo siendo utilizada para combatir infecciones causadas por
microorganismos. Se prepard un extracto de etanol por cromatografia en capa
fina a partir de las hojas de la planta, ademas de la extraccion de una fraccién
purificada rica en flavonoides, la cual fue probada por el método de difusion en
pozo mostrando actividad contra la deteccion de quérum en Chromobacterium
violaceum y también fue eficaz contra la atenuacion de los factores de
virulencia controlados por QS en Pseudomonas aeruginosa. La actividad se

atribuye a la rica composicion de flavonoides de la planta, mostrando
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resultados de inhibicion de un 50 % de la produccion de violaceina en C.
violaceum con zonas de inhibicién de 20 mm a una concentracion de 50 ppm
de la fraccion purificada del metabolito y por consiguiente una inhibicion
significativa de los factores de virulencia de P. aeruginosa mostrando zonas
de inhibicion de 12 mm; formulando asi la posibilidad de desarrollar farmacos
a partir de los compuestos aislados de la planta contra infecciones causadas
por la patogenicidad de bacterias mediada por deteccibn de quérum;
confirmando la actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa la cual fue
previamente ensayada.

Finalmente en Nigeria, Okooboh y Gambo (2013) realizaron una
caracterizacion fitoquimica de las hojas de C. alata en las que se extrajeron
sucesivamente con hexano y acetato de etilo con extractor soxhlet, cada
extracto se concentré al vacio, se purifico las fracciones con la utilizacién de
cromatografia, posteriormente se mantuvieron en desecadores durante 3 dias
antes de realizar las pruebas quimicas, demostrando por medio de la
evaluacion fitoquimica preliminar del extracto de hexano la presencia de
antraquinonas libres, flavonoides, esteroides y saponinas las cuales confieren
propiedades biolégicas a la especie botanica en estudio.

Las evaluaciones fitoquimicas realizadas por los investigadores
anteriormente mencionados revelara que existe una variacion de los
metabolitos secundarios presentes en la especie en estudio a pesar de ser la
misma planta con la que se realizaron los trabajos, debido a los factores
geograficos y climaticos presentes en la zona de recolecciéon del material
botanico, por consiguiente es de esperar que la actividad antibacteriana de los
extractos vegetales varie en los estudios microbiolégicos (Marinez y cols.,
1996; Oladeji y cols., 2020).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los extractos de hexano y etanol de las flores de Cassia alata L.
evidenciaron la presencia de triterpenos, esteroles, compuestos fendlicos,
flavonoides y lactonas sesquiterpénicas, demostrandose la ausencia de
alcaloides, saponinas, taninos, cumarinas, antraquinonas, quinonas Yy
glicésidos cardiotonicos.

La actividad antibacteriana de los extractos de las flores de C. alata
determinada frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa indica que las muestras analizadas
presentan actividad antibacteriana, con halos de inhibicién entre 7-8 mm, con
una concentracion de 1.000 ppm, siendo las bacterias grampositivas las que
presentaron mayor sensibilidad.

La composicion quimica de los extractos realizados con las flores de
la especie ensayada segun los resultados obtenidos y las referencias

consultadas son similares.
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Recomendaciones

Estudiar los tallos y raices de la especie botanica Cassia alata para
identificar los metabolitos secundarios y determinar la actividad antibacteriana.

Realizar estudios fitoquimicos a los extractos elaborados a partir de
solventes polares.

Ensayar la actividad antibacteriana que puedan presentar los extractos
obtenidos con hexano.

Utilizar el método de difusion en pozo para evaluar la actividad
antibacteriana de los extractos obtenidos de las de C. alata.

Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) para establecer la
concentracion mas baja del extracto a la que puede inhibir el crecimiento
bacteriano.

Implementar técnicas cromatogréficas para separar e identificar los
metabolitos secundarios que se encuentren presentes en mayor cantidad en
los extractos de las flores de C. alata L.

Evaluar la actividad antioxidante, anticancerigena y antiparasitaria de
los extractos de las flores de la especie en estudio.
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