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RESUMEN

Centrolobium paraense Tul., (Fabaceae), es una especie forestal conocida
con el nombre de Cartdn, ampliamente distribuido en la costa caribefia, se
caracteriza por su madera extremadamente ornamental. El objetivo de esta
investigacion fue confirmar la relacion entre la actividad antimicrobiana y la
composicion quimica de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense
Tul., en cepas de referencia internacional. Los extractos de la corteza de
hexano, acetona y etanol se obtuvieron mediante la técnica de extraccion
continua a reflujo. La composicion quimica se determiné mediante el tamizaje
fitoquimico. La actividad antimicrobiana se realizé mediante el método de
difusion en agar con discos. El resultado del tamizaje fitoquimico revel6 la
presencia de alcaloides, triterpenos, esteroles, fenoles, flavonoides, quinonas,
antraquinonas y lactonas sesquiterpenicas. La actividad antimicrobiana de los
extractos evidencié sensibilidad a Staphylococcus aureus (11mm con acetona
y 12 mm con etanol), Klebsiella pneumoniae (8mm con acetona y 9 mm con
etanol), Pseudomonas aeruginosa (7 mm para ambos extractos) y Candida
albicans (8 mm con etanol) a una concentracion de 10 mg/mL y no presento
actividad frente a Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Candida krusei. La
concentracion minima inhibitoria se evalu6 en Candida albicans arrojando
como resultado 9 mg/mL. Este es el primer reporte de composicion quimica y
actividad antimicrobiana de extractos de la corteza de Centrolobium paraense
Tul., del estado Bolivar.

Palabras claves: Fabaceae, Centrolobium paraense Tul., Tamizaje
fitoquimico, Actividad antimicrobiana
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INTRODUCCION

El ser humano guarda estrecha relacién con el medio ambiente que lo
rodea, muy en particular con las plantas. Porque, inicialmente empleo su uso
como mecanismo de supervivencia obteniendo innumerables beneficios:
alimentacion, vestimenta, materiales de construccion y salud (Dominguez,
1973). La aplicacion de plantas medicinales en todo el mundo precede a la
introduccién de antibidticos y otras drogas modernas. Una planta medicinal se
define como aquella que, en una 0 mas de sus estructuras bioldgicas, contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos, estas constituyen
una fuente Gtil de medicinas tanto tradicionales como modernas y las hierbas
medicinales tienen una utilidad genuina de la que depende aproximadamente
el 80 % de la poblacién rural como atencién primaria de salud (Osungunna,
2020).

Especificamente, ofrecen sustancias potencialmente Utiles aplicables a
enfermedades humanas, en concreto aquellas producidas por
microorganismos (Domingo y Lépez, 2003), por lo que se hace necesario
evaluar su actividad antimicrobiana. A este respecto, la actividad
antimicrobiana se define como la habilidad especifica o capacidad de un
antimicrobiano de inhibir el crecimiento de determinados organismos
caracterizados por la sensibilidad o resistencia de los mismos y se basa en la
medicion de su efecto inhibitorio (halo de inhibicion) (Betés, Duran, Mestres y
Nogués, 2008; Pedraza y Castellanos, 2009).

Desde siglos pasados, se conocen plantas cuyos extractos han sido usados
en pocimas o en curaciones (Marcano y Hasegawa, 2002). En tal sentido,
estos son un concentrado obtenido por tratamientos de productos vegetales
con solventes apropiados, tales como agua, etanol o éter, constituidos por una
mezcla de principios activos como mono y sesquiterpenos incluyendo cetonas

y aldehidos, los cuales actian como biocidas. Ademas, de sustancias inertes



que se producen de la totalidad o de partes de un planta fresca o seca (Barreto,
1997; Garcia, Martinez, Ortega y Castro, 2010).

Una investigacion puede iniciarse al darse cuenta que una situacion no se
desarrolla segun lo esperado o lo deseado. Ademas, de la existencia de
vacios, necesidades o carencias (Hurtado, 2012). Al respecto, los autores de
esta investigacion detectaron la ausencia de trabajos previos sobre actividades
biolégicas de Centrolobium paraense Tul., de alli la necesidad de analizar la
actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza contra cepas de
referencia internacional.

Centrolobium paraense Tul.,, es una especie forestal comercialmente
conocida en el exterior (Morgado, Gutiérrez, Garcia, Arrioja, Toro, Gébmez y
Velasquez, 2010). Son arboles de 4 a 30 metros de altura, los cuales tienen
un crecimiento de un metro por afio. Adicionalmente, se distinguen dos
variedades Centrolobium paraense Tul. var. orinocense Benth, y Centrolobium
paraense Tul. var. paraense (Aristeguieta, 2003; Pirie, Klitgaard y Pennington,
2009). Su distribucion se extiende desde Panama, Colombia, Venezuela,
Trinidad y Tobago, Guyana y Brasil, creciendo mayormente en bosques
siempre verdes de tierras bajas, parches de bosques alrededor de sabanas y
sabanas entre 50 y 330 metros sobre el nivel del mar; en Venezuela, es
conocida con el nombre comdn de Cartan, su distribucion esta reportada en
los estados Aragua, Bolivar, Cojedes, Guarico, Lara, Portuguesa y Zulia
(Morgado y cols., 2010).

El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacién entre la actividad
antimicrobiana y composicion quimica de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul., en cepas de referencia internacional.

Finalmente, el presente trabajo esta sistematizado de acuerdo a las normas
de la Asociacion Americana de Psicologia (APA) de la siguiente manera: En V
Capitulos, el Capitulo | denominado EI Problema, contiene los siguientes

elementos: Planteamiento del Problema, Justificacion, Objetivos, Alcances y



Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo II, llamado Marco Teodrico
comprende: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Teodricas,
Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacién de las Variables e
Hipotesis. El capitulo 1llI, titulado Marco Metodolégico comprende los
siguientes puntos: Tipo y Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra,
Sistemas de Variables, Instrumento de Recoleccion de Datos, Procedimientos
de la Investigacion y Disefio de Andlisis. El capitulo IV denominado Resultados
y Discusiones. El capitulo V, llamado Conclusiones y Recomendaciones. Por

altimo, la Bibliohemerografia.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las enfermedades infecciosas siguen siendo, a principios del siglo XXI,
unas de las causas mas importantes de muerte en la humanidad. La
introduccién de los antibidticos en la practica clinica en la década de los
cuarenta del siglo XX supuso una de las intervenciones mas importantes para
su control y aumento en varios afios la esperanza de vida de la poblacién (Alds,
2014).

Sin embargo, desde hace pocos afios, una amenaza creciente deteriora la
eficacia de estos farmacos por la aparicibn de la resistencia en los
microorganismos a los antimicrobianos, esto es un problema multifactorial, con
implicaciones microbiolégicas, terapéuticas, epidemiolégicas y de salud
publica generado en los ultimos 50 afios (Avellaneda y Pecho, 2002; Martinez
y Calvo, 2010).

En efecto, esta problemética es debido principalmente al uso inapropiado
de los antimicrobianos; originando el incremento en nimero y diversidad de
microorganismos resistentes y al mismo tiempo, la supresiéon de los
susceptibles haciendo mas dificil el tratamiento de las infecciones que causan.
Las consecuencias negativas se ven tanto en términos de salud como en el
costo economico (Avellaneda y Pecho, 2002).

Por esto, en los ultimos afios se ha incrementado el interés por desarrollar
nuevos farmacos y estrategias terapéuticas encaminadas al control de agentes
patdgenos resistentes. A este respecto, la Organizacion Mundial de Salud

(OMS, 2013), ha considerado a las plantas como una fuente alternativa



potencial para la obtenciébn de nuevos agentes terapéuticos utiles en el
tratamiento de enfermedades infecciosas (GOmez y cols., 2015).

Dentro de este marco, las plantas medicinales han sido fuente de una
amplia variedad de compuestos bioldgicamente activos por muchos siglos y
se ha utilizado sea como material crudo (extractos, infusiones, tinturas, entre
otras) o compuestos puros para el tratamiento de enfermedades. Se estima
que en la actualidad el 80 % de la poblacion utiliza medicina alternativa
herbolaria como tratamiento paralelo a la medicina tradicional y su uso ha
estado siempre muy arraigado a la tradicién (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Debe sefialarse que la familia Fabaceae cuenta con una amplia distribucion
universal, es la tercera de mayor riqgueza natural comprende 730 géneros y
19400 especies. Algunas especies de esta familia se utilizan en la medicina
tradicional debido a diversas propiedades terapéuticas, incluyendo
propiedades antimicrobianas (Gémez y cols., 2015).

En relacion a lo antes expuesto sobre la situacion actual del problema, los

autores de esta investigacion plantean el siguiente enunciado holopraxico:

¢ Cual sera la relacion entre la actividad antimicrobiana y la composicion
quimica de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., en

cepas de referencia internacional?

Justificacién de la Investigacién

Se puede afirmar que el uso de las plantas medicinales nacié casi con el
hombre, por ensayo y error, éste utilizd los elementos que la naturaleza le
brindaba para curar sus enfermedades. Estos conocimientos terapéuticos
pasaron y se perfeccionaron de generacion en generacién 'y
consecuentemente surgieron las drogas medicinales. Mas del 25 % de los

medicamentos utilizados durante los Ultimos 20 afos se derivan directamente



de las plantas, cabe mencionar que tan solo entre el 5 % al 15 % de las
aproximadamente 250000 plantas de uso medicinal, han sido investigadas
para compuestos bioactivos. Esto subraya el gran potencial de las plantas en
la busqueda de nuevos medicamentos (Fonnegra y Jiménez, 2007; Rivas,
Oranday y Verde, 2016).

Por otra parte, la resistencia a los antimicrobianos por parte de los
microorganismos esta aumentando cada vez mas y la capacidad para tratar
las enfermedades infecciosas esta siendo afectada, lo anterior constituye un
grave problema de salud publica. Por ello, en la Asamblea de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) llevada a cabo en 2015, se ha consensuado la
necesidad de un plan de accion global para combatir la resistencia a
antimicrobianos, que involucra la busqueda de nuevos farmacos y agentes
antimicrobianos que se caractericen por ser seguros, eficaces y que actuen
frente a los microorganismos resistentes (Cires, 2002; Serra, 2017).

En conjunto, esto lleva a la necesidad de estudiar la composicién quimica
de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., y determinar la
actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia internacional, ya que el
uso de los productos naturales obtenidos de las plantas representa una de las
MAs recientes estrategias para el tratamiento de las enfermedades infecciosas
y asi, contribuir con nuevas alternativas terapéuticas en el campo medicinal,

farmacéutico e industrial.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacién entre la actividad antimicrobiana y la composicién
quimica de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., en

cepas de referencia internacional.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul.,
mediante el método de reflujo utilizando solventes de distinta polaridad
(hexano, acetona y etanol).

e Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en
los extractos mencionados anteriormente mediante el tamizaje
fitoquimico.

e Determinar la actividad antimicrobiana y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los extractos de la corteza de Centrolobium
paraense Tul., por el método de difusién en agar con discos contra

microorganismos de referencia internacional.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion esta relacionado con la profundidad y/o
logro de la misma. De esta manera, el uso de préacticas de salud
complementarias, es decir el uso de recursos naturales como las especies
vegetales para el cuidado o restauracion de la salud es tan antiguo como la
apariciéon del ser humano, porgue desde el principio de la civilizacion son parte
de las practicas de atencion, de cuidado familiar y comunitario. En este
sentido, esta investigacion aporta desde el punto de vista cientifico, el uso de
la medicina tradicional como alternativa para el tratamiento de diversas
enfermedades, especificamente las infecciosas ya que permitié confirmar la
relacion entre la actividad antimicrobiana y la composicion quimica de los

extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul.

Limitaciones de la Investigacion

Es importante considerar que esta investigacion, aunque tenga un alcance
concreto, tuvo limitaciones que obstaculizaron su desarrollo. En tal sentido, las
limitaciones que se presentaron fueron las siguientes: la insuficiente
informacion de trabajos previos que la sustenten con respecto a su actividad
antimicrobiana. Por otra parte, la poca cantidad de cepas que ofrece el cepario.
Ademas, los constantes cortes de electricidad, de agua, de gas y de internet.
También, la escaza afluencia de transporte tanto publico como privado. Asi
como también, la emergencia sanitaria por la COVID-19. Finalmente, el alto
costo de reactivos y deterioro de la infraestructura de los laboratorios donde

se llevo a cabo la investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Mora, Serrano, Lira, Jiménez y Hernandez (2021), publicaron un trabajo
titulado: Evaluacion de la actividad antimicrobiana de semillas de Leucaena
esculenta y Leucaena leucocephala recolectadas en Tlayacapan, Morelos,
México. El objetivo del estudio fue determinar la actividad antimicrobiana de
los extractos de hexano, acetona y metanol de las semillas de L. esculenta y
L. leucocephala presentes en la comunidad de Tlayacapan Morelos. Las
semillas de ambas especies se recogieron en la localidad de Tlayacapan,
Morelos en Julio de 2018. Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica
de maceracion con hexano, acetona y metanol. La actividad antimicrobiana de
los extractos se determind, cualitativamente mediante el método de difusion
en agar y cuantitativamente (concentracion minima inhibitoria (CMI) vy
concentracion minima bactericida (CMB) mediante el método de microdilucién
en caldo) en 20 cepas bacterianas, 3 cepas levaduriformes y 4 cepas de
hongos filamentosos. En las pruebas cualitativas, se encontr6 actividad
antimicrobiana en 6 cepas bacterianas (4 de Staphylococcus aureus y 2 de
Escherichia coli), 1 cepa de hongos levaduriformes y 4 de hongos miceliados.
Mediante la técnica de microdilucion en caldo, E. coli CUSI (Laboratorio de
Andlisis de la Clinica Universitaria de Salud Integral) mostré valores de CMI
de 2000 y 3000 ug/mL para L. leucocephala y L. esculenta respectivamente y
para S. aureus CUSI, CMI: 4000 y 2000 pg/mL para L. leucocephala y L.
esculenta respectivamente, ambas cepas sensibles a los extractos de metanol.

Por su parte, Candida glabrata fue susceptible a los extractos de metanol con



valores de CFM (concentracion fungicida minima) de 4000 ug/mL (L.
leucocephala) y 6000 ug/mL (L. esculenta). En los extractos de hexano,
acetona y metanol, se evidencié mediante pruebas colorimétricas, la presencia
de alcaloides, triterpenos, monoterpenos, esteroides, glucosidos, saponinas y
compuestos fendlicos, los cuales reportan potencial antimicrobiano. Los
extractos de acetona y metanol de semillas de ambas especies presentaron
actividad antimicrobiana sobre diferentes cepas de bacterias y hongos,
validando asi, el uso medicinal de este recurso por parte de la comunidad de
Tlayacapan para tratar algunas enfermedades infecciosas. Este trabajo se
incluye como antecedente ya que guarda relacién con el tema, en cuanto a
actividades biolégicas evaluadas a géneros pertenecientes a la familia de la
especie en estudio.

Yusuf, Abdullahi y Abdulaziz (2021), publicaron un trabajo titulado: Cribado
fitoquimico y evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de Albizia
ferruginea (Fabaceae). El objetivo del estudio fue determinar la actividad
fitoquimica y antimicrobiana del extracto de metanol de las hojas de Albizia
ferruginea. Las hojas de la especie Albizia ferruginea fueron recolectadas en
el estado de Kaduna, Nigeria. El extracto fue obtenido mediante la técnica de
percolacién con metanol. La actividad antimicrobiana del extracto se determiné
mediante el método de difusion en agar con pozos de 6 mm de diametro en
bacterias Gram positivas y Gram negativas y la concentracibn minima
inhibitoria a través del método microdilucién en caldo para los organismos cuyo
crecimiento fue inhibido. El andlisis del extracto de metanol de Albizia
ferruginea revelo la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y
triterpenos, por otro lado, las antraquinonas y los glucosidos cardiacos estaban
ausentes en el extracto. Los resultados mostraron que los organismos de
prueba fueron inhibidos por el extracto de metanol de Albizia ferruginea
mostrando halos de inhibicion para Enterococcus faecalis (28 mm), Salmonella

Typhi (25 mm), Salmonella Paratyphi (27 mm), Shigella dysenteriae (28 mm)
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y Klebsiella pneumoniae (25 mm). Sin embargo, no fue activo frente a
Streptococcus pyogenes y Pseudomonas aeruginosa. Ademas, el extracto
tuvo una CMI de 3,25 mg/mL para E. faecalis, S. Typhi, S. Paratyphi, S.
dysenteriae y K. pneumoniae. Se podria decir que el espectro de actividad del
extracto es amplio y esto justifica el uso diverso de la planta en la medicina
popular en el tratamiento de dolencias como diarrea, disenteria, fiebre, tos,
dolor e infecciones de la piel. Este trabajo se incluye como antecedente debido
a que la especie estudiada pertenece a la misma familia que Centrolobium
paraense Tul., lo que permite inferir que ésta presente una posible actividad
biologica.

Pareja, Pardo, Jurado, Guillen, Romero y Meneses (2020), llevaron a cabo
un trabajo titulado: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara”, Fabaceae sobre bacterias de la
biopelicula bucal. El objetivo del estudio fue determinar la actividad
antibacteriana in vitro, del extracto de etanol de las vainas de Caesalpinia
spinosa “tara”, sobre cultivos de bacterias de la biopelicula bucal. Se
obtuvieron las vainas secas de C. spinosa a través de un bidlogo. El extracto
se obtuvo mediante la técnica de maceracion. Se realizO un estudio
experimental in vitro, en el cual se compar¢ la actividad antibacteriana de un
extracto de etanol de C. spinosa y controles (clorhexidina al 0,12 % (CHX 0,12
%), antiséptico bucal (AB), etanol y agua destilada), frente a cultivos de cepas
de Streptococcus mutans (ATCC® 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC®
10556), Enterococcus faecalis (ATCC® 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC® 6538) y Porphyromonas gingivalis (ATCC® 30277). Se utilizo el
meétodo de difusion de agar con pozos de 6 mm de diametro, en el grupo
experimental y controles. Se evidencio que el promedio del halo de inhibicion
formado por la aplicacion del extracto de etanol de C. spinosa sobre el S.
aureus, fue mucho mayor que el obtenido con la CHX 0,12 % o el AB. También

se observo, que el promedio de halo de inhibicion del extracto de C. spinosa
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fue mayor que los controles, frente a las cepas de S. sanguinis. La C. spinosa
demostroé tener alta actividad antibacteriana in vitro frente a la presencia de S.
aureus (37,7 mm), mediana actividad para S. sanguinis (14 mm) y E. faecalis
(18 mm) y ligera actividad para S. mutans (13,8 mm). No mostré actividad
sobre la P. gingivalis. En este estudio se aplico la concentracion total del
extracto. Este trabajo se incluye como antecedente previo ya que los autores
estudiaron un género parental a Centrolobium paraense Tul., mostrando como

resultado una amplia actividad bioldgica.

Antecedentes Histoéricos

El ser humano guarda estrecha relacién con el medio ambiente que lo
rodea muy en particular con las plantas. Porque inicialmente empleo su uso
como mecanismo de supervivencia obteniendo innumerables beneficios:
alimentacion, vestimenta, materiales de construccion, salud, entre otros.
También, desde siglos pasados se conocen especies vegetales cuyos
extractos han sido usados en pécimas o en curaciones. En tal sentido, las
plantas fueron las primeras medicinas utilizadas por el hombre para la cura de
las enfermedades que padecia, ademas, aun sin tratamiento se han empleado
para los mismos fines. Esta practica médica pasaba y se perfeccionaba de
generacion en generacion, por lo cual se denominé medicina tradicional
(Dominguez, 1973; Marcano y Hasegawa, 2002; Lizcano y Vergara, 2008).

Las primeras evidencias de productos naturales se remontan a la
Mesopotamia (2600 a.C). Porque se encontraron registros en tablas de arcilla
sobre el uso de aceites de Cupressus sempervirens (Ciprés) y Commiphora
(Mirra), los cuales se utilizaban para tratar resfrios e inflamaciones (Patifio,
2013).

Aproximadamente hasta el afio 1800, apenas se habia progresado en el

campo de la fitoquimica. Solo se conocian unas cuantas sustancias como el
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azucar de cafia, almidén, alcanfor y &cido benzoico, debido a que su
preparacion era sumamente sencilla. Mezclas complejas como grasas,
aceites, esencias, breas y resinas, se habian utilizado y elaborado, aunque
practicamente no se sabia nada acerca de su composicion. La expresion, la
extraccion acuosa y la evaporacion se habia empleado tiempo atras en la
obtencidn de azucar a partir de la cafia de azlcar. Nicolas Lémery (1645-1715)
extendio el empleo de los procesos de extraccion y utilizo alcohol como
disolvente (Lizcano y Vergara, 2008).

Historicamente, los productos naturales han formado la base para el
avance en la quimica medicinal; partiendo del ejemplo mas famoso de un
compuesto derivado de un producto natural, el acido acetilsalicilico (aspirina).
En el siglo XIX los progresos en este campo alcanzan mayor rapidez, en 1803
se aisla el primer alcaloide la narcotina y le siguieron muchos otros, como
estricnina y emetina asi como también, las investigaciones sobre Papaver
somniferum L., que llevaron al aislamiento de varios alcaloides, incluida la
morfina y posterior modificacion para obtener la codeina. También, el
descubrimiento de la droga antimalarica quinina, a partir de la brea de
Cinchona succirubra, son solo algunos ejemplos de la importancia de los
metabolitos secundarios en el tratamiento de enfermedades en los seres
humanos (Lizcano y Vergara, 2008; Patifio, 2013).

Por otro lado, en 1839 Bentham public6 el nombre genérico Centrolobium
gue fue propuesto por Martius basado en Nissolia robusta Vell. La taxonomia
de Centrolobium fue revisado por Rudd (1954) quien reconocio seis especies:
C. minus C. Presl, C. ochroxylum Rose ex Rudd, C. paraense Tul., C. robustum
Mart. ex Benth., C. tomentosum Guill. ex Benth y C. yavizanum Pittier. Se
reconocieron dos variedades dentro de C. paraense Tul. var. orinocense
Benth. y var. paraense. El género comprende en su mayoria arboles grandes
de hasta 30 m de altura, con un tronco recto y una copa ancha y redondeada

de ramas terminales. Varias especies de Centrolobium se valoran en el
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neotrépico por su madera, que es duradera y de colores intensos de color
naranja amarillento con manchas de color rojo oscuro, purpura o negro (Pirie,

Klitgaard y Pennington, 2009).

Bases Teodricas

Familia Fabaceae

La familia Fabaceae forma parte del Orden Fabales (Leguminosales),
Subclase Rosidae conjuntamente con las Caesalpiniaceae y las Mimosaceae,
todas con numerosos representantes de la flora dendrolégica del pais
(Aristeguieta, 2003). Fue descrita en el siglo XIX por John Lindley (1836),
aunque previamente Antoine Laurent de Jussieu habia descrito la familia con
el nombre de Leguminosae (1789), este ultimo es considerado un nombre
valido para la familia, siendo Fabaceae su nombre alternativo (Llamas y
Acedo, 2016). A nivel mundial se han reportado 770 géneros y 19500 especies
razén por la cual es la tercera familia de plantas vasculares a nivel mundial
inmediatamente después de la familia Asteraceae y Orchidaceae (Aguilar,
Ledn y Mejia, 2021) en Venezuela, la familia comprende alrededor de 151
géneros y 993 especies, incluyendo nueve endémicas (Rodriguez y Gamez,
2010).

Las tres familias que forman el orden Fabales, presentan las siguientes
caracteristicas: arboles, arbustos, trepadoras hasta hierbas y se pueden
encontrar en diferentes zonas de vida de nuestro pais que van desde bosques
secos tropdfilos hasta de tipo pluvial (Aristeguieta, 2003; Rodriguez y Gamez,
2010). Su caracteristica principal, y por la cual se reconoce facilmente, es su
fruto en legumbre, también por poseer hojas alternas, compuestas, con

estipulas y generalmente pulvinuladas (Rodriguez y Gamez, 2010).
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Taxonomicamente se clasifica de la siguiente manera (Llamas y Acedo, 2016):

Reino: Plantae

Division: Embryophyta - Siphonogamae
Subdivision: Angiospermae

Clase: Equisetopsida

Orden: Fabales

AN NN N NN

Familia: Fabaceae

Presentan una amplia distribucion en el mundo, es cosmopolita. Los
organismos de esta familia se encuentran practicamente en todos los habitats,
y frecuentemente son dominantes en las comunidades en las que ocurren. La
familia Fabaceae se encuentra mayormente representada en ambientes
tropicales, sin embargo, muchas de ellas también se sitdan en llanuras
templadas, bosques y desiertos. Muchas especies son encontradas en los
neotrépicos, pero otras son extratropicales, en ambos hemisferios Norte y Sur.
Algunos géneros y ocasionalmente algunas especies son encontradas tanto
en Sudamérica como en Africa (Aguilar, Leon y Mejia, 2021).

Compuestos quimicos de la Familia Fabaceae

La familia Fabaceae se caracteriza por la presencia de numerosas
sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica en corteza, hojas y raiz.
De esta familia se han caracterizado y reportado flavonoides, compuestos
fendlicos, glucdsidos cianogénicos, terpenoides y alcaloides. La bioactividad
de este tipo de metabolitos de plantas esta asociada a su efecto antidiabético,
antiinflamatorio y antimicrobiano (Martinez, Ocampo, Galvis y Valencia, 2011).

En tal sentido, los compuestos fendlicos tienen una amplia distribucién en

el reino vegetal y pueden encontrarse en cualquier parte de las plantas (hojas,
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flores, tallos, raices). Las especies de esta familia acumulan alcaloides debido
a que pueden fijar nitrégeno atmosférico, lo que favorece la produccion de
metabolitos secundarios nitrogenados. Por otra parte, producen menos
compuestos terpenoides, en comparacion con otras familias vegetales como
Asteraceae, Lamiaceae y Rutaceae (Montes, Hernandez, Orozco, Garcia,
Avila, Ortiz y cols., 2017).

Entre los diversos componentes que han sido reportados se encuentran
escoparona (6,7-dimetoxicumarina) (1), 3,4-dimetoxicinamaldehido (2),
calicosina (3), liquiritigenina (4), cumarina (5) y el acido vainilico (6), entre otros
(Figura 1) (Cuellar, Martinez, Rojano, Gil y Durango, 2018; De Sousa, Silva,
Rodrigues, Siyadatpanah, Melo, Seifi y cols., 2022).

0
VW T e
H5CO 0o~ "o H3CO
Escoparona (6,7- OCHjs
dimetoxicumarina) (1) 3,4- dimetoxicinamaldehido (2)
OH
. 9
O
Calicosina (3) Liquiritigenina (4)
Os_OH
O\ 5
OCHj
0o~ "o ~ OH
Cumarina (5) Acido vainilico (6)

Figura 1. Algunos compuestos aislados de la familia Fabaceae. Tomado y
modificado de Cuellar y cols., 2018; De Sousa y cols., 2022.
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Usos etnobotanicos y actividades biolégicas de la Familia Fabaceae

Algunas especies de esta familia se utilizan en la medicina tradicional
debido a diversas propiedades terapéuticas empleando diferentes partes de la
planta, como la corteza del tallo, las hojas y las semillas, en forma de
infusiones, y decocciones para el tratamiento de afecciones del sistema
respiratorio, como asma, sinusitis, bronquitis, gripe y otros propésitos (De
Sousa y cols., 2022). Entre los usos etnobotanicos descritos para distintas
especies de la familia Fabaceae se destaca el tratamiento de la ictericia, el
control de procesos febriles, su empleo en procesos inflamatorios de distinta
etiologia y el tratamiento del cancer, adicionalmente presentan diversas
actividades  biolégicas incluyendo  antimicrobianos,  antioxidantes,
neuroprotector y actividades miorrelajantes, entre otros (Gémez y cols., 2015;
De Sousay cols., 2022).

También, la familia Fabaceae tiene gran importancia alimenticia siendo las
leguminosas unas de los principales alimentos humanos del mundo. Las
leguminosas han sido utilizadas por el hombre desde la méas remota
antigiiedad, formando parte de la dieta debido, principalmente, a su alto
contenido en proteinas y en algunos casos, por la adecuada proporcion de
grasas que presentan las semillas de muchas especies. Dada la buena
produccién de hidratos de carbono que presentan, no es de sorprender el
atractivo que estas plantas tuvieron tanto para los cazadores o recolectores e

igualmente para agricultores (Aguilar, Ledn y Mejia, 2021).

Género Centrolobium

El género Centrolobium Mart. ex Benth (Fabaceae), es un género
neotropical de siete especies de arboles: C. robustum, C. microchaete, C.

tomentosum, C. ochroxylum, C. esclerophyllum, C. paraense y C. yavizanum.
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Puede reconocerse facilmente, incluso cuando esta estéril, por la abundancia
de glandulas peltadas de color naranja que cubren la mayor parte. El género
comprende en su mayoria arboles grandes de hasta 30 m de altura, con un
tronco recto y una copa ancha y redondeada de ramas terminales. Los frutos
son grandes samaras aladas de hasta 30 cm de largo, con una cdmara de
semillas basal espinosa conspicua. Varias especies de Centrolobium se
valoran en el neotrépico por su madera, que es duradera y de colores intensos
de color naranja amarillento con manchas de color rojo oscuro, purpura o
negro (Pirie, Klitgaard y Pennington, 2009).

El nombre genérico Centrolobium fue propuesto por Martius y publicado por
Bentham en 1839 (Pirie y cols., 2009). ClasificAndose taxonémicamente de la

siguiente manera:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae

Tribu: Dalbergieae

AN N N N N SN

Género: Centrolobium

Las especies de Centrolobium crecen principalmente en areas de bosque
tropical estacionalmente seco, pero también en bosques mas humedos entre
50 y 350 metros sobre el nivel del mar. El género se encuentra en partes de
Brasil, Bolivia, Ecuador, Pera, Colombia, Venezuela, Panama y las Guayanas
(Pirie y cols., 2009).

18


http://legacy.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000109&conceptid=1

Compuestos quimicos del Género Centrolobium

Estudios previos sobre los metabolitos secundarios presentes en este
género reportaron la presencia de diarilheptanoides (2-8-(p-hidroxifenil)-etil)-
6-(p-hidroxifenil)-tetrahidropirano (7) y centrolobol (8) e isoflavonoides (7,3
dihidroxi-4-metoxi-isoflavona) (9), al igual se encontr6 que contenian
piceatannol, centrolobina (10) y metilcentrolobina (11) (Figura 2) (Aragao, Da
Costa, Gottlieb y Welerson, 1970; Alegrio, Braz y Gottlieb, 1989; Araujo,
Alegrio y Leon, 1998).

e
HO OH

2-B-(p-hidroxifenil)-etil)-6-(p- Centrolobol (8)
hidroxifenil) tetrahidropirano (7)
OMe

7,3 dihidroxi-4-metoxi-isoflavona (9) Centrolobina (10)
Figura 2. Compuestos quimicos aislados del género Centrolobium. Tomado

y modificado de Aragao y cols., 1970; Alegrio y cols., 1989; Araujo y cols.,
1998.
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Figura 2. Compuestos quimicos aislados del género Centrolobium
(Continuacion). Tomado y modificado de Aragao y cols., 1970; Alegrio y
cols., 1989; Araujo y cols., 1998.

Usos etnobotanicos y actividades biologicas del Género Centrolobium

Al ser arboles grandes de hasta 30 metros de altura su madera es muy
apreciada, generalmente han sido empleados para la ebanisteria, elaboracién
de muebles, obras interiores, enchapados y construccion, también se han
utilizado para restauracion ecolégica y para el embellecimiento de espacios
publicos, por ejemplo, en parques, plazas, entre otros. La investigacion sobre
la composicién quimica de este género es muy escasa, por lo tanto, no se han
descrito ni reportado actividades biolégicas (Aristeguieta, 2003; Pirie y cols.,
2009; Morgado y cols., 2010).

Especie Centrolobium paraense Tul.

Centrolobium paraense Tul.,, es una especie forestal comercialmente
conocida en el exterior (Morgado y cols., 2010). Son arboles de 4 a 30 metros
de altura, los cuales tienen un crecimiento de un metro por afio; poseen un
diametro del tronco 15-100 centimetros; una corteza de color marrdn rojizo con
finas fisuras verticales, donde el corte exuda savia rojiza; ramitas jovenes e

inflorescencias que al secarse toman un color verde crema. Hojas folioladas,
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con forma anchamente ovada, generalmente persistente, foliolos de 7-17 x 4-
8 centimetros, de ovados a ampliamente ovados, la base generalmente
simétrica, subcordada o redondeada, el apice acuminado u obtuso,
membranaceo, la superficie superior glabrada o con tricomas rizados densos,
la nervadura de la superficie inferior cubierta con indumento similar a la de la
superficie superior y la ldmina superficial inferior con densas glandulas
peltadas. Adicionalmente, se distinguen dos variedades C. paraense Tul. var.
orinocense Benth, y C. paraense Tul. var. paraense (Aristeguieta, 2003; Pirie
y cols., 2009).

Por otra parte, Centrolobium paraense Tul., se distingue faciimente de
todas las deméas especies de Centrolobium por sus grandes estipulas
frondosas que dejan una gran cicatriz cuando se caen y por las bracteas y
bractéolas grandes, ampliamente ovadas (5-10 x 5-10 milimetros). La especie
ha sido incluida en el “Libro Rojo de la Flora Venezolana” como vulnerable a
la extincion, debido a la explotacion selectiva de su madera y la destruccién
de su habitat natural, para el desarrollo de actividades agropecuarias (Pirie y
cols., 2009; Morgado y cols., 2010). Taxonédmicamente se clasifica de la

siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Tribu: Dalbergieae
Geénero: Centrolobium

Especie: paraense

AN NI N N N U N NN

Nombre cientifico: Centrolobium paraense Tul.

21



Se distribuye a lo largo de la costa caribefia de Guyana, Trinidad y Tobago,
Venezuela y las zonas adyacentes de Colombia y Panamd, extendiéndose
hacia la Amazonia brasilefia y llegando tan al sur como Rio Branco en
Roraima, creciendo mayormente en bosques siempre verdes de tierras bajas,
parches de bosques alrededor de sabanas y sabanas entre 50 y 330 metros
sobre el nivel del mar; en Venezuela, es conocida con el nombre comdn de
Cartan, y se encuentra distribuida en los estados Aragua, Bolivar, Cojedes,

Guaérico, Lara, Portuguesa y Zulia (Pirie y cols., 2009; Morgado y cols., 2010).
Compuestos quimicos de la Especie Centrolobium paraense Tul.

Dentro de los compuestos quimicos que se han reportado en esta especie,
se encuentran diarilheptanoides como centrolobol (8) e isoflavonoides,
representados por centrolobina (10) y metilcentrolobina (11). Ademas,
isoflavanos como mucronulatol (12), isoflavonas representada por 3’-
hidroxiformononetina (13), isoflavonona como 7,4’ -dihidroxi-3’,5’-
dimetoxiisoflavonona  (14) e isoflavena como  7,2’-dihidroxi-8,4’-
dimetoxiisoflaveno (15) (Figura 3). Es necesario mencionar que son pocas las
investigaciones que se han realizado sobre la composicion quimica de esta
especie (Aragao y cols., 1970; Alegrio y cols., 1989; Ganapathy, Preethi,
Moses y Anandharamakrishnany, 2019).

HO o
OH
O OMe
OMe

Mucronulatol (12) 3’-hidroxiformononetina (13)

Figura 3. Compuestos quimicos aislados de Centrolobium. paraense Tul.,
Tomado y modificado de Aragao y cols., 1970; Alegrio y cols., 1989;
Ganapathy y cols., 2019.
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OMe

HO 0
OH
0

OMe OMe

7,4’-dihidroxi-3’,5’-
dimetoxiisoflavonona (14)

7,2’-dihidroxi-8,4’-dimetoxiisoflaveno (15)

Figura 3. Compuestos quimicos aislados de Centrolobium. paraense Tul.,
(Continuacion). Tomado y modificado de Aragao y cols., 1970; Alegrio y cols.,
1989; Ganapathy y cols., 2019.

Usos etnobotanicos y actividades biolégicas de la Especie Centrolobium
paraense Tul.

Cartan, produce un tipo de madera extremadamente ornamental, que se
caracteriza por su color amarillo o naranja, con franjas muy finas de color
oscuro que varian entre rojas, moradas o negras. Por esto, la madera es
ampliamente utilizada en la muebleria en general, elaboracion de objetos
artesanales, utensilios caseros, estantillos para cercas, la elaboracién de pisos
y construccion en general (Aristeguieta, 2003; Morgado y cols., 2010).

Adicionalmente, se ha reportado que el extracto de Centrolobium paraense
Tul., contiene metabolitos secundarios demostrando que son una fuente
importante de moléculas bioactivas para el tratamiento de maderas menos
resistentes. Por lo tanto, los extractos de origen natural pueden ser una
alternativa importante para la industria de la proteccion de la madera,
proporcionando biomoléculas capaces de ofrecer resistencia a la
descomposicion contra hongos, asi como baja toxicidad sobre los seres
humanos y el ambiente (Veldsquez, Rojas y Encinas, 2019). A pesar de la

ausencia de investigaciones sobre actividades biolégicas de esta especie
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Ganapathy y cols., en el afio 2019, reportaron que el centrolobol tiene actividad

citotdxica y anticarcinogénica.

Productos Naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de
compuestos, pero se define “producto natural” o “metabolito secundario” como
aguel 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 o productos bioquimicos
gue presentan una utilidad definida y que son comunes en todos los seres
vivos: carbohidratos, lipidos, proteinas, entre otros (Marcano y Hasegawa,
2002).

Por otra parte, también son conocidos como productos quimicos
sintetizados por seres vivos en pequefias cantidades y no de forma
generalizada. Finalmente, muchos desempefian funciones ecolégicas y se
caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes (Albornoz, 1992; Avalos y
Pérez, 2009).

Clasificacion de los productos naturales

La clasificacidon de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo
a su estructura, bioformacion, fuente de produccion o a su accion bioldgica. En
todos estos casos es inevitable la superposicion. Por ejemplo, por ser
moléculas generalmente polifuncionales es dificil ubicarlas en un determinado
grupo quimico, o dos compuestos totalmente diferentes tienen la misma
accion, o la misma fuente de produccién puede originar simultaneamente

compuestos muy distintos, aparentemente el criterio mas acertado es aquel
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que usa la biosintesis como denominador comun, la cual, en su esquema
bésico, engloba la formacién de los metabolitos primarios y secundarios
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Avalos y Pérez en el 2009, los agrupan en cuatro clases principales:

e Terpenos: Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.

e Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

e Glicosidos: Saponinas, glicosidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y
glucosinolatos.

e Alcaloides

Biosintesis de los productos naturales

Todos los compuestos organicos estan constituidos por carbono e
hidrogeno, a menudo contienen oxigeno y nitrdgeno y menos frecuentemente,
azufre, fosforo y halégenos. La formacion de los productos naturales comienza
con la fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y algunas
bacterias. Es un proceso endotérmico que requiere de la luz solar. Aquellos
organismos incapaces de absorber la luz obtienen su energia de la
degradacion de carbohidratos. Los fragmentos pequefios se recombinan para
generar las grandes moléculas y de acuerdo a ese esquema, se observa como
los metabolitos secundarios se forman por distintas vias y como, siguiendo el
criterio biogenético, una misma clase de compuestos por ejemplo los
alcaloides, puede tener varios origenes (Marcano y Hasegawa, 2002). Las
principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del

metabolismo primario del carbono (Figura 4).

25



Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar
tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el
crecimiento y supervivencia de las plantas. Entre los metabolitos primarios se
encuentran hormonas (giberelinas, &cido abscisico y citoquininas),
carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas
(respiracién) y esteroles (de gran importancia en las estructuras de
membranas). Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union
de unidades de isopreno (5 atomos de Carbono, C5). (Bruneton, 2001; Avalos
y Pérez, 2009).

CO,
l Fotosintesis
METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO
Eritrosa-4-fosfato / \ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)
Ciclo de los acidos
Acetil-CoA
tricarboxilicos 5
Aminoacidos alifaticos
Y v
Via del acido Via del 3cido Via del acido Via MEP
shikimico maldnico mevalénico

Aminoéacidos

aromaticos I v
Productos secundarios
nitrogenados

v v v v

» | Compuestos
» | fendlicos ASCRECOS

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO

Figura 4. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas. Tomado
y modificado de http:/ffisiolvegetal.blogspot.com/2012/11/introduccion-al-

metabolismo-secundario.html.
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De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (C5) los que contienen 10 C o dos unidades C5 se llaman
monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno se denominan
sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos.
Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de
politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno (Bruneton,
2001; Avalos y Pérez, 2009).

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevalbnico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar &cido mevalonico que reacciona hasta formar
isopentenil difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que
funciona en cloroplastos y genera también IPP (Bruneton, 2001; Avalos y
Pérez, 2009).

Compuestos fendlicos

En el contexto del metabolismo, los aminoacidos aromaticos se pueden
dirigir tanto al metabolismo primario como al metabolismo secundario. Las
plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos,
polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo (Dominguez, 1979; Avalos y Pérez, 2009).

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso
gue comprende desde moléculas sencillas como los acidos fenélicos hasta
polimeros complejos como los taninos y la lignina. En el grupo también se
encuentran pigmentos flavonoides muchos de estos productos estan
implicados en las interacciones planta-herbivoro (Dominguez, 1979; Avalos y
Pérez, 2009).
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Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos
fendlicos: la ruta del &cido shikimico y la ruta del acido maldnico (Ver esquema
1).

La ruta del &cido maldnico es una fuente importante de fenoles en hongos
y bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores (Avalos y Pérez,
20009).

Eritrosa- 4 fosfato (de Acido fosfoenolpiravico
la ruta de las pentosas (de la glicolisis)
fosfato)
Ruta del acido Acetil CoA
shikimico l
l Ruta del acido
Fenilalanina malonico
A 4 ¢
Acido galico Acido cinamico
Taninos hidrolizables l l v
Fenoles simples Flavonoides Fenoles
diversos
Liani Taninos
nina
g condensados

Esquema 1. Rutas de sintesis de compuestos fendélicos. Tomado y modificado
de Avalos y Pérez, 2009.

La ruta del acido shikimico es responsable de la biosintesis de la mayoria
de los compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de acido
fosfoenolpiravico se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la
sintesis de acido shikimico y, derivados de éste, aminoacidos aromaticos

(fenilalanina, triptofano y tirosina). La mayoria de los compuestos fendélicos
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derivan de la fenilalanina. Esta ruta esta presente en plantas, hongos y
bacterias, pero no en animales (Avalos y Pérez, 2009).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido
cinamico por eliminacion de una molécula de amonio de su sustrato. Esta
enzima esta situada en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario
y secundario por lo que la reaccion que lleva a cabo es una importante etapa
reguladora en la formacion de muchos compuestos fendlicos. Las reacciones
posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones de mas grupos
hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos trans-cinamico y p-cumarico se
metabolizan para formar acido ferulico (16) y acido caféico (17) (Figura 5) cuya
principal funcion es ser precursores de otros derivados mas complejos:
cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides (Dominguez, 1979;
Avalos y Pérez, 2009).

COOH COOH

HO HO
OCHjy OH

Acido ferdlico (16) Acido caféico (17)

Figura 5. Estructura quimica de los &cidos ferdlico y caféico.

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Las cumarinas son una amplia familia de lactonas, que actdan como
agentes antimicrobianos y como inhibidores de germinacion. Algunas
muestran fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz ultravioleta (UV),
accion llevada a cabo por bloqueo de la transcripcién y de la reparacién de
ADN, provocando la muerte celular (Dominguez, 1979; Avalos y Pérez, 2009).

La lignina es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides.

Después de la celulosa, es la sustancia organica mas abundante en las
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plantas. Se encuentra covalentemente unida a la celulosa y a otros
polisacaridos de la pared celular. Es insoluble en agua y en la mayoria de los
solventes organicos lo que hace muy dificil su extraccion sin degradarla. Se
forma a partir de tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes coniferilico,
cumarilico y sinapilico, de manera que cada uno de ellos puede formar
numerosos enlaces y ramificaciones haciendo que cada lignina pueda ser
Gnica. También tiene funcidn protectora dado que su resistencia mecanica
evita que las plantas sean alimento para animales y, ademas, su naturaleza
quimica hace que sea dificil digerirla por los herbivoros (Dominguez, 1979;
Avalos y Pérez, 2009).

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides. Su
esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos
aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del
grado de oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales
antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus
funciones se encuentra la defensa y la pigmentaciéon (Dominguez, 1979;
Avalos y Pérez, 2009).

Las antocianinas son flavonoides pigmentados responsables de la mayoria
de los colores de las flores y los frutos. Por ello son importantes en la
polinizacién y en la dispersion de semillas. Los taninos son compuestos
fendlicos poliméricos que se unen a proteinas desnaturalizandolas
(Dominguez, 1979; Avalos y Pérez, 2009).

Glicosidos

Los glicosidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre
hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de
azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres
grupos de glicosidos de particular interés: saponinas, glicosidos cardiacos y

glicosidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en
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este grupo debido a su estructura similar a los glicésidos (Bruneton, 2001;
Marcano y Hasegawa, 2002).

Las saponinas como la a- solanina (18), se encuentran como glicésidos
esteroideos, glicésidos esteroideos alcaloides o bien glicosidos triterpénicos.
Son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o mas moléculas
de azlcar en su estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir, sin
el azlcar, en cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicién de un grupo
hidrofilico (azucar) a un terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades
surfactantes o detergentes similares al jabon que presentan las saponinas
(Figura 6) (Dominguez, 1979).

H
Hoji(/‘\
O

OH
% S
O
OH O, o
HOJ/\‘ijH
OH

a- solanina (18)

Figura 6. Estructura quimica de las saponinas. Tomado y modificado de
Rivas, Oranday y Verde, 2016.

Los glicésidos cardiacos o cardendélidos son semejantes a las saponinas
esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su estructura
contiene una lactona. Se encuentran de forma natural en forma de glicésidos
o de agliconas. Quiza el mas conocido sea la digitoxina (19) (Figura 7), o su
analogo digoxina, aislada de Digitalis purpurea y utilizada como medicamento
en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva (Bruneton, 2001,
Avalos y Pérez, 2009).
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Digitoxina (19)

Figura 7. Estructura de los glicosidos cardiacos. Tomado y modificado de
Avalos y Pérez, 2009.

Los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son
toxicos por si mismos, pero se degradan cuando la planta es aplastada
liberando sustancias volatiles téxicas como cianuro de hidrégeno (HCN). Un
ejemplo es la amigdalina (20) (Figura 8) que se encuentra en las semillas de

almendra, albaricoque, cereza o melocoton (Bruneton, 2001; Avalos y Pérez,
2009).

CH,OH

" 0 [ j
OH H CH,
OH Hy @ O—CH
H  OH OH H C=N
OH H
H  OH

Amigdalina (20)

Figura 8. Estructura quimica de los glicésidos cianogénicos. Tomado y

modificado de https://quimicaencasa.com/la-quimica-de-las-cerezas/.
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Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15000 metabolitos
secundarios que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua,
contienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad
biolégica. La mayoria son heterociclicos, aunque algunos son compuestos
nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como la mescalina o la colchicina, por
ejemplo. Se encuentran en el 20 % aproximadamente de las plantas
vasculares, la mayoria dicotiledéneas herbaceas. A los valores normales de
pH del citosol y de la vacuola (7,2 y 5-6, respectivamente), el nitrégeno esta
protonado lo cual confiere el caracter basico o alcalino de estos compuestos
en solucion (Dominguez, 1979; Marcano y Hasegawa, 2002; Avalos y Pérez,
2009).

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas
la mayoria de ellas consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A
dosis altas, casi todos los alcaloides son muy téxicos. Sin embargo, a dosis
bajas tienen un alto valor terapéutico como relajantes musculares,
tranquilizantes, antitusivos o analgésicos. Se sintetizan normalmente a partir
de lisina, tirosina y triptéfano; aunque algunos como la nicotina y compuestos
relacionados derivan de la ornitina (Dominguez, 1979; Avalos y Pérez, 2009).

El opio es quiza uno de los primeros alcaloides conocidos, el exudado
(latex) de la capsula inmadura de Papaver somniferum. Este exudado contiene
una mezcla de mas de 20 alcaloides diferentes entre los que se encuentran la
codeina (22) y la papaverina (23) ambos alcaloides pertenecen a un grupo
denominado alcaloides isoquinolinicos que se sintetizan a partir de la reticulina
(21) (Figura 9) (Bruneton, 2001; Avalos y Pérez, 2009).
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Codeina (22)

H3CO C N
[N
H,CO 7
Reticulina (21) O OCHs
OCHg

Papaverina (23)

Figura 9. Estructura de alcaloides derivados de reticulina. Tomado y
modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Extractos Vegetales

Son vegetales son mezclas complejas de metabolitos secundarios, aislados
de las plantas por diversos métodos como la destilacién por arrastre de vapor,
por expresion de los frutos o por medio de soxtlet. Ademas, cubren un amplio
espectro de efectos farmacol6gicos mostrando diversas propiedades como
antiinflamatorios, antioxidantes, y anticancerigenos. Otras actividades
bioldégicas se reportan como biocidas en contra de una amplia gama de
microorganismos como bacterias, hongos, virus, protozoarios e insectos
(Bruneton, 2001).

Métodos de Extraccidn

A nivel popular basta muchas veces con extraer los principios activos de:

raiz, hojas, flores, tallos, de acuerdo a los antecedentes encontrados, de la
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manera mas sencilla, como puede ser por medio de una infusion o decoccion.
En cambio, para analizar las propiedades medicinales de una droga vegetal,
en muchos casos se recurrird a méetodos de extraccion mas complejos, que
permitan obtener métodos reproducibles, con cuantificacion de principios
activos en lo posible (Albornoz, 2001; Rivas, Oranday y Verde, 2016). Los

métodos extractivos mas empleados son:

e Extraccion por Maceracion

Este es un método de extraccion sélido-liquido donde el material vegetal
que se pretende extraer contiene compuestos solubles en el liquido de
extraccion. Para realizar este proceso el material vegetal se corta en pequefios
trozos o molido, fresco o seco se coloca en recipientes adecuados, afiadiendo
el solvente seleccionado por polaridad: hexano (o éter de petréleo), cloroformo
y finalmente metanol o etanol en reposo 0 en un equipo con agitacién continua,
a temperatura ambiente durante 5 dias cada extraccion, 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 (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Extraccion por Lixiviacion

En este método de extraccion se produce el desplazamiento de sustancias
solubles por medio de un disolvente liquido, este proceso se utiliza
industrialmente para preparar elixires; el material vegetal fresco se coloca en
un recipiente a temperatura ambiente, durante 3 dias, con acetona o algun otro
solvente o mezcla de solventes, sin ser necesario cortar en trozos dicho
material. Después de este tiempo se decanta y se evapora la acetona en un
rotavapor (Figura 10). Se puede emplear otro solvente o agua (Rivas, Oranday
y Verde, 2016).
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Figura 10. Rotavapor. Tomado y modificado de Rivas y cols., 2016.

e Extraccion por Soxhlet

Este es un proceso de extraccion continua de un material sélido que
contiene algunos de los compuestos deseados, se coloca dentro de un dedal
de papel filtro grueso, que se carga en la camara principal del extractor Soxhlet
(Figura 11), donde se hace pasar el solvente, este ciclo puede repetirse
muchas veces, durante horas o dias. Para la extraccién del material vegetal
se puede dividir en: Parte aérea (flores, frutos, semillas, hojas, tallo) y raiz, el
estudio fitoquimico puede ser de la planta completa o una de sus partes para
un analisis especifico (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

La planta seca y molida se coloca en un Soxhlet con éter de petrdleo o
hexano durante 7 dias a una temperatura de 20°-30° C. Al término de éste
tiempo, observar si hay un precipitado, en caso de tenerlo, filtrar

inmediatamente, evaporar el filtrado y con el mismo solvente recuperado
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seguir lavando el precipitado, evaporando nuevamente los filtrados para
recuperar y guardar el solvente. Los extractos que se obtienen
respectivamente se recomienda concentrarlos en un rotavapor para la
recuperacion del solvente que puede volver a ser utilizado (Rivas, Oranday y
Verde, 2016).

—> Salida de agua

Refrigerante >

-«——— Entrada de agua
Solvente puro condensado

Tapon de algoddén

Ensanchamiento == $f|
_>_

. Cartucho poroso
Sifén

Ascenso de vapores

Regreso del ——am
solvente + extraido

- <«—— Calentador

Figura 11. Equipo Soxhlet. Tomado y modificado de Rivas y cols., 2016.

e Extraccion por Reflujo

Es una técnica para extraer y preservar los compuestos esenciales en las
especies vegetales, durante el reflujo, la evaporacion de la mezcla que se
hierve es seguida por la condensacion de estos vapores sobre las paredes
inferiores de un condensador, éste se refrigera con el agua que fluye por una

camisa envolvente a su alrededor. (Lamarque y cols., 2008).
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e Decoccion o cocimiento

Consiste en colocar una parte de material vegetal fresco con 16 partes de
agua y llevarlo a ebullicion hasta reducir el volumen a ¥ parte del original. Se
deja enfriar hasta unos 40 °C, se exprime y se cuela o filtra (Albornoz, 2001).

e Infusion

En un recipiente de porcelana, vidrio o barro (evitar los de aluminio u otro
metal) se coloca la cantidad recomendada (cuando no hay instrucciones
especificas, se usan 50 g para 1 litro) cortada o troceada, del material vegetal,
y encima de él se vierte la cantidad de agua hirviente adecuada. Cubra y
permita la accion extractiva por 10 a 15 minutos. Filtre y repose (Albornoz,
2001).

e Tintura

Es un preparado liquido resultante de la accion del disolvente del alcohol,
utilizado en cantidades determinadas y con titulos alcoholimetricos definidos
sobre sustancias de origen vegetal o animal, muy raramente mineral. Las
tinturas pueden ser: (Albornoz, 2001).

a) Simples: cuando se utiliza la accion disolvente del alcohol sobre una
sola sustancia.

b) Compuestas: cuando la accion disolvente del alcohol se ejerce sobre
varias sustancias

Para preparar tinturas debe tenerse muy en cuenta:

e La naturaleza de la sustancia a tratar. Por lo general la cantidad de
droga cruda que contienen las tinturas varia entre el 10 % para plantas
muy activas y 20 % para las menos potentes.

e Naturaleza del alcohol: se usa alcohol etilico de 96°, diluido de acuerdo

a las necesidades (Albornoz, 2001).
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Analisis Fitoquimico Preliminar

El tamizaje Fitoquimico o “Screening” Fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una planta y, a partir de alli, orientar la extraccion o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Consiste en la
extraccion de la planta con solventes apropiados (entre ellos, agua, acetona,
alcohol, cloroformo y éter) y la aplicacion de reacciones de coloracion y
precipitacion. Estas son sensibles, reproducibles, de bajo costo y evalGan
diversos grupos de sustancias (Salazar y Jaime, 2011; Prashant, Bimlesh,
Mandeep, Gurpreet y Harleen, 2011).

Entre los ensayos mas utilizados tenemos:

Determinacion de alcaloides: Ensayo Dragendorff, Wagner y Mayer

Los alcaloides son sustancias basicas que contienen nitrdgeno en un anillo
heterociclico, son derivados de aminoécidos y se encuentran en las plantas
superiores de un &cido organico. Este ensayo se basa generalmente en la
combinacion de los alcaloides con metales pesados. Se llevan a cabo en
solucion acuosa acida. Los reactivos mas utilizados para la precipitacion de
los alcaloides son acidos de elevado peso molecular. Como el reactivo yodado
de Dragendorff (yodo bismutato pétasico, precipitado rojo-naranja); el reactivo
de Mayer (mercurio tetrayodado poétasico, precipitado blanco-amarillento) y el
reactivo Wagner (yoduro de potasio, precipitado marrén) (Dominguez, 1979;
Coy, Parray Cuca, 2014).

En el analisis fitoquimico preliminar las técnicas de reconocimiento son
basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos

acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados formando precipitados
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con reactivos como el mercuriyoduro de potasio (Mayer) y yoduro de bismuto
(Dragendorff), estas reacciones se basan en los siguientes comportamientos:

El yoduro de potasio cuando reacciona con cloruro mercurico, forma un
precipitado rojo de yoduro mercurico soluble en exceso de iones de yoduro
con formacion de un anion complejo incoloro. La solucion alcalina de este
complejo sirve para descubrir indicios de amoniaco. En esta reaccion se forma
el compuesto de color pardo oxiyoduro mercuriamoniaco, que es soluble en
exceso de complejo, generando intenso color amarillo (Dominguez, 1979; Coy,
Parra'y Cuca, 2014).

Los alcaloides por su caracter nitrogenado pueden comportarse de forma
similar al amoniaco, ante estos reactivos (Reactivo de Mayer); muchos
alcaloides presentes en un material vegetal forman con el bismuto, yoduros

dobles insolubles (Reactivo de Draggendorf) (Coy, Parra y Cuca, 2014).

Determinacion de Flavonoides: Ensayo de Shinoda

En la reaccion de Shinoda, el magnesio metalico es oxidado por el acido
clorhidrico (HCI) concentrado, dando como productos al hidrogeno molecular
(H2), que es eliminado en forma de gas y el cloruro de magnesio (MgClz), que
es el que forma complejos con los flavonoides dando coloraciones
caracteristicas. El magnesio divalente intensifica la coloracion por estar
doblemente coordinado y una coloracion anaranjada, roja, verde, azul o violeta
es prueba positiva (Vidaurre, Querevall, De los Rios y Ruiz, 2007; Rengifo,
2013).

Determinacion de compuestos fendlicos y taninos: Ensayo de Cloruro
Férrico

El “ensayo del cloruro férrico” es una prueba colorimétrica tradicional para
fenoles, que usa una disolucién al 1 % de cloruro de hierro (Ill) que ha sido

neutralizada con hidréxido sédico hasta que se forme un leve precipitado de
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oxihidréxido de hierro FeO(OH). Quimicamente los taninos son polimeros de
polifenoles con 1 a 2 % de hidréxidos fendlicos libres, los flavonoides son
compuestos polifendlicos que se encuentran ampliamente distribuidos en
plantas verdes. Estos compuestos al igual que los compuestos fendlicos
precipitan en presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe al ataque
producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo provocando una
ruptura de enlace y la union del grupo fenoxido al hierro (formacioén de

complejo) (Rengifo, 2013; Coy, Parra y Cuca, 2014).

Determinacion de cumarinas: Ensayo de Fluorescencia

Las cumarinas son compuestos derivados de la a-benzopirona. Dado que
en su estructura presentan un gran numero de insaturaciones, estos
compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o verde al ser irradiados con
luz ultravioleta, propiedad que se aprovecha para su deteccion (Carvajal, Hata,
Sierra y Rueda, 2009).

Determinacion de saponinas: Ensayo de la Espuma

Las saponinas son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas
asi por sus propiedades como las del jabén: cada molécula esta constituida
por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un
elemento soluble en agua (el azucar) (Salazar y Jaime, 2011). Las saponinas
presentan un grupo de caracteristicas generales que sirven de base para su
identificacion rapida: como produccion de espuma al ser agitadas sus
soluciones acuosas, lo cual es la base de la reaccién empleada en el tamizaje

fitoquimico (Hernandez y Hermosilla, 2014).

Determinacion de triterpenos y esteroles: Ensayo de Lieberman-

Burchard
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La reaccion de Liebermann-Burchard es tipica de los esteroides que
contienen dos dobles enlaces conjugados en un mismo anillo, en dos anillos
adyacentes o un doble enlace de un anillo adyacente con un grupo hidroxilo.
La reaccion debe realizarse en un medio absolutamente anhidro, ya que al
existir moléculas de agua estas reaccionan con el anhidrido acético, anulando
de esta manera la reaccién con el nucleo esteroidal o triterpenoide. El
diclorometano solubiliza a la muestra favoreciendo la captaciéon de alguna
molécula de agua presente y el &cido sulfarico, favorece la deficiencia
electronica del anhidrido acético, el cual es estabilizado por los electrones de
los dobles enlaces (dienos) conjugados, dando de esta manera la coloracion

respectiva (Vidaurre y cols., 2007).

Bacterias

Son microorganismos con una célula unica (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 griegas que significan prenucleo. Las bacterias estan recubiertas por
paredes celulares que en gran parte estan constituidas por un complejo de
hidrato de carbono y proteina denominado peptidoglucano, al contrario de lo
que sucede con las paredes celulares de las plantas y las algas, cuya
sustancia principal es la celulosa. Las bacterias suelen reproducirse mediante
la division en dos celulas iguales; este proceso se conoce como fision binaria.
Para la nutricibn 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 a partir de sustancias inorganicas.
Varias bacterias pueden moverse mediante apéndices denominados flagelos
(Tortora, Funke y Case, 2007; Willey, Sherwood y Woolverton, 2009).
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Clasifi

cacion de las bacterias

Segun su forma: (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009; Castro, 2014).

Al microscopio optico se pueden distinguir tres formas principales de

bacteri

a)

b)

c)

as:

Esféricas de 0,5 a 1 mm, denominadas “cocos” (del griego y latin
“baya”). Los cocos, dependiendo de los planos de division que tengan
y la separacién que se logre entre cada célula, pueden aparecer al
microscopio formando cadenas (estreptococos), racimos
(estafilococos), pares (diplococos), tétradas, sarcinas (formas cubicas).
Cilindricas de 0,5 a 20 mm, denominadas “bacilos” (en latin “baston”).
Los bacilos en general no forman agrupaciones, pero su tamafio puede
variar describiéndose como bacilos cortos o cocobacilos, delgados y
alargados en forma fusiforme, en forma curva descritos como vibriones
y formas helicoidales.

Espirales de 1 a 100 mm, denominadas “espiroquetas” (Figura 12).
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Figura

12. Formas y agrupamientos de las bacterias. Tomado y modificado

de Castro, 2014.
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Segun su tincion: (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009; Castro, 2014).

La tinciobn de Gram permite una rapida clasificacion de la mayoria de las
bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas, de
acuerdo a la afinidad que tengan a los colorantes utilizados, cuyo resultado
esta relacionado con la estructura de la pared celular bacteriana que las
distingue:

e Bacterias Gram positivas
Estas presentan una pared celular compuesta principalmente por
peptidoglicano (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009; Castro, 2014). Entre

algunas especies de importancia clinica tenemos:

a) Enterococcus faecalis
Son cocos Gram positivos, que se encuentran aislados, en pares, o
formando cadenas cortas. Son catalasa negativa, anaerobios
facultativos, capaces de crecer en condiciones un tanto extremas. Las
caracteristicas bioquimicas sobresalientes incluyen:
e La habilidad de crecer en presencia de Cloruro de Sodio (NaCl) al 6,5
%, a temperaturas entre 10 °C y 45 °C, y hasta en un pH de 9,6.
e Tienen la capacidad de hidrolizar la esculina, crecer en presencia de
bilis al 40 %.
e Sobrevivir 30 minutos a 60 °C.
Es el patdgeno humano mas frecuente representando el 60 % al 90 % de
los aislamientos clinicos de enterococos (Giron y Pérez, 2003; Diaz, Rodriguez
y Zhurbenko, 2010).
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b) Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos, con un diametro de 0,5 a 1,5 ym, agrupados
como células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos
de uvas. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula,
aunque existen algunas cepas que desarrollan una cépsula de limo, y
anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos producen catalasa
(enzima capaz de desdoblar el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre);
caracteristica que se utiliza para diferenciar el género Staphylococcus de los
géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa negativos. Las
colonias de Staphylococcus aureus son doradas como consecuencia de los
pigmentos carotenoides que se forman durante su crecimiento y que dan el
nombre a la especie. Es la Unica especie presente en las personas que
produce la enzima coagulasa (Tortora, Funke y Case, 2007; Cervantes, Garcia
y Salazar, 2014).

e Bacterias Gram negativas:
Se caracterizan por la composicion de la membrana externa de la pared
celular constituida principalmente por lipidos (Willey, Sherwood y Woolverton,

2009; Castro, 2014). Algunos ejemplos son:

a) Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae; capaz de producir indol a partir de triptéfano, no utiliza el
citrato como fuente de carbono y no produce acetoina. Ademas, fermenta la
glucosa y la lactosa con produccion de gas. Esta bacteria coloniza el intestino
del hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un

microorganismo de la microbiota habitual, pero hay cepas que pueden ser
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patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos
diarrea (Rodriguez, 2002; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

b) Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo Gram negativo, no mévil, de la familia Enterobacteriaceae. Es
la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada dentro del género
Klebsiella. Es un representante importante no solo por su frecuencia como
causa de infecciones asociadas al cuidado de la salud y de la comunidad, sino
por los mecanismos patogénicos que posee, como la capacidad de producir
capsula, la presencia de estructuras especializadas que le permiten adherirse
a las células del hospedero (pilis), y de sideréforos que le permiten obtener el
hierro necesario para su desarrollo (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009;

Lépez y Echeverri, 2010).

c) Pseudomonas aeruginosa

Consiste en bacilos Gram negativos aerobios facultativos de 0,5-1,0 um de
diametro y de 1,5-5,0 um de largo que se mueve por medio de flagelos polares,
sean Unicos 0 en mechones. Estos microorganismos son muy comunes en el
suelo y en otros ambientes naturales, produce un pigmento soluble de color
azul verdoso y suelen crecer entre 23-43 °C lo que la diferencia del resto de
las especies de Pseudomonas. En ciertas condiciones, en especial en
huéspedes debilitados, este microorganismo puede infectar el tracto urinario,
las quemaduras y las heridas y puede causar infecciones de la sangre (sepsis),
abscesos y meningitis (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009; Paz, Mangwani,

Martinez, Alvarez, Solano y Vazquez, 2019).

e Dentro de las bacterias de interés meédico, las micobacterias no se pueden

observar por la tincién de Gram tradicional debido a que su pared celular
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esta constituida principalmente por un material grueso ceroso (Acidos

micdlicos) estas son denominadas bacterias acido alcohol resistente las

cuales requieren una tincion especial denominada Zielh-Neelsen (Murray,

Rosenthal y Pfaller, 2009; Ramirez y cols., 2010; Castro, 2014).

Segun sus requerimientos atmosféricos para su crecimiento:

Se refiere a las condiciones atmosféricas (requerimiento de oxigeno) en las

cuales una bacteria puede crecer (Ramirez y cols., 2010; Castro, 2014). De

esta manera se tienen bacterias:

a)

Bacterias aerobias: estas necesitan oxigeno para crecer ya que lo
utilizan en ocasiones como aceptor final de electrones para la captacién
de energia quimica. En este grupo se encuentran bacterias aerobias
obligadas y microaerofilicas (baja concentracion de oxigeno e
incremento de CO2).

Bacterias anaerobias: son aquellas que crecen en ausencia de
oxigeno, debido a que pueden usar aceptores finales de electrones
distintos del oxigeno o porque poseen un metabolismo estrictamente
fermentativo para la produccion de energia necesaria para Ssu
crecimiento. En este grupo encontramos bacterias anaerobias
estrictas (a las cuales el oxigeno les resulta toxico, ya que carecen de
enzimas eliminadoras de los productos nocivos del metabolismo del
oxigeno), anaerobias aerotolerantes (las cuales pueden crecer en
presencia de oxigeno, aun cuando no pueden utilizarlo, debido a que
poseen enzimas detoxificadoras) y anaerobias facultativas (las cuales
pueden realizar metabolismo energético aerdbico o anaerdbico,

dependiendo del medio ambiente donde se encuentren y de la
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disponibilidad de aceptores finales de electrones) (Ramirez y cols.,
2010; Castro, 2014).

Segun su reaccién bioquimica:

Tiene su fundamento en la evaluacién de las capacidades metabdlicas
demostradas por la utilizacion o rompimiento de diversos sustratos como
carbohidratos, lipidos y proteinas, entre otros (Murray y cols., 2009; Ramirez
y cols., 2010; Castro, 2014).

Mecanismos de resistencia de las bacterias

La resistencia bacteriana tanto natural (debido a que no cuentan con un
sitio blanco o es impermeable para el antibi6tico) como adquirida (que por
naturaleza es sensible a un antibiético pero que ha sido modificada
genéticamente ya sea por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia
tales como, plasmidos, transposones e integrones). Se puede abordar desde
el punto de vista molecular y bioguimico de tal forma que se pueden clasificar
en tres mecanismos basicos, por medio de los cuales las cepas bacterianas
pueden adquirir resistencia a los antibidticos de acuerdo al mecanismo
expresado y el mecanismo de accion del antibidtico. Estos son: inactivacion
del antibidtico, alteracién del sitio blanco del antibidtico y alteracién de barreras
de permeabilidad. Cabe resaltar que los tres mecanismos pueden ocurrir

simultdneamente (Tortora, Funke y Case, 2007; Pérez y Robles, 2013).

e Inactivacion del antibiético por destruccion o modificacion de la
estructura quimica
El fenotipo de resistencia antibidtica por destruccién o modificacion de la

estructura quimica es un proceso molecular caracterizado por la produccion
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de enzimas que van a llevar a cabo esta funcién (Figura 13). Las enzimas que
destruyen la estructura quimica, mas conocidas, son las f-lactamasas que se
caracterizan por hidrolizar el nacleo g-lactamico rompiendo el enlace amida,
otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la hidrélisis del anillo de
lactona del antibidtico. Entre las enzimas que se encargan de la modificacion
de la estructura podemos mencionar a la cloranfenicol acetiltransferasa y
también a las enzimas que modifican a los aminoglucésidos, lincosamidas y
estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasas) (Tortora, Funke y Case,
2007; Pérez y Robles, 2013).

e Alteracion del sitio blanco del antibidtico

La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde actua
el antibidtico consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la
célula bacteriana como la pared celular, la membrana celular, la subunidad
50S o 30S ribosomales, entre otras (Figura 13). Por ejemplo, la modificacién
por mutacién de los genes GyrA y GyrB que codifican para las topoisomerasas
Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a S. aureus, S.
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli frente a las quinolonas. En
cuanto a las modificaciones a nivel ribosomal podemos mencionar los cambios
gue ocurren en las subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accién
de aminoglucésidos, macrélidos, tetraciclinas y lincosamidas. Por ejemplo, la
metilacion del ARN ribosomal de la subunidad 50S confiere resistencia a S.
aureus y S. epidermidis frente a tetraciclinas, cloranfenicol y macrolidos. La
resistencia bacteriana contra gentamicina, tobramicina y amikacina consiste
en una mutacién de la subunidad ribosomal 30S (Tortora, Funke y Case, 2007;
Pérez y Robles, 2013).
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e Alteracion en las barreras de permeabilidad

Este mecanismo se debe a los cambios que se dan en los receptores
bacterianos especificos para los antimicrobianos o0 por alteraciones
estructurales en los componentes de envoltura de la célula bacteriana
(membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi como a la
pérdida de la capacidad de transporte activo a través de la membrana celular
o la expresién de bombas de eflujo las cuales se activan en el momento en
que el antibidtico se introduce a la célula bacteriana (Figura 13) (Tortora,
Funke y Case, 2007; Pérez y Robles, 2013).

La membrana celular de las bacterias Gram negativas contiene un alto
contenido de lipidos con respecto a las Gram positivas, presenta una
membrana externa con un 40 % de lipopolisacéarido lo cual le proporciona una
barrera efectiva contra la entrada de antibidticos, dependiendo de la
composicién quimica de estos. La internalizacion de compuestos hidréfilicos
se lleva a cabo por canales denominados porinas, que se encuentran en la
membrana interna, estos canales estan llenos de agua por lo que la
penetracion de los antibacterianos en este caso dependera del tamafio de la
molécula, hidrofobicidad y carga eléctrica (Tortora, Funke y Case, 2007; Pérez
y Robles, 2013).

e Bombas de eflujo

En la membrana celular se encuentran las llamadas bombas de eflujo que
llevan a cabo la internalizacién y expulsion de los antimicrobianos. Una amplia
variedad de bombas de eflujo provee resistencia antimicrobiana tanto en
bacterias Gram positivas como en Gram negativas. El eflujo activo de
antibioticos es mediado por proteinas transmembranales. En el caso de las
bacterias Gram negativas involucra también componentes en la membrana

externa y citoplasma. Estas proteinas forman canales que exportan
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activamente a un agente antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como
entra (Figura 13). Este mecanismo confiere resistencia a tetraciclinas,
quinolonas, cloranfenicol, p-lactamicos, asi como a los antisépticos y
desinfectantes de tipo amonio cuaternario utilizado para la limpieza de
superficies (Tortora, Funke y Case, 2007; Pérez y Robles, 2013).
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Figura 13. Principales mecanismos de resistencia a los antibidticos.
1. Inactivacion del antibidtico por destruccién o modificacion de la estructura
quimica 2. Bombas de eflujo 3. Alteracion en las barreras de permeabilidad 4.

Alteracion del sitio blanco del antibiético. Tomado y modificado de Tafur,

Torres y Villegas, 2008.
Antibioéticos
Son moléculas naturales (producida por un organismo vivo, hongo o

bacteria), sintéticas o semisintéticas, capaces de inducir la muerte o la

detencion del crecimiento de bacterias (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).
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Clasificacion de antibioticos

Los antibidticos se clasifican de acuerdo a diferentes aspectos, entre ellos

tenemos:

Segun su origen: (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).

e Naturales: moléculas que se extraen de organismos Vvivos.

e Sintéticos: moléculas quimicas que se han sintetizado en el
laboratorio.

e Semisintéticos: son moléculas de origen natural modificadas en el

laboratorio para mejorar su accion.

Segun su tipo de accion: (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).

e Bactericida: su accién es letal, llevando a la lisis bacteriana.

e Bacteriostatico: a las concentraciones que alcanzan en el suero o
tejidos impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar
a destruir las células. De hecho, cuando se retira el antibiético, el

microorganismo se puede multiplicar de nuevo.
Segun su espectro de accion: (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).
e Antibioticos de amplio espectro: actian sobre una amplia gama de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, y también contra

Chlamydia, Mycoplasma, Rickettsia, Espiroquetas y Actinomycetos.

Ejemplo: tetraciclinas y cloranfenicol.
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e Antibioticos de espectro intermedio: actian soélo contra cocos Gram
positivos y Gram negativos, bacilos Gram positivos y espiroquetas.
Ejemplo: penicilina.

e Antibioticos de espectro reducido o limitado: actian solo contra un

solo grupo de microorganismo.

Segun su mecanismo de accion: (Basualdo, Coto y De Torres, 1996)

Es el mecanismo por el cual un antibiético es capaz de inhibir el crecimiento
o destruir una célula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la biosintesis de
la pared bacteriana, inhibidores de la biosintesis proteica, inhibidores de la
sintesis de &cidos nucleicos, inhibidores de la membrana citoplasmética e

inhibidores de vias metabdlicas.

e Antibioticos que afectan la biosintesis de la pared bacteriana

La sintesis de la pared bacteriana se divide en 3 etapas:

1. La primera es intracitoplasmatica y consiste en la sintesis de las
unidades NAG (N-acetilglucosamina) y NAM (acido N-acetilmuramico).

2. La segunda etapa es intramembranosa; las unidades NAM y NAG se
acoplan mediante un lipido transportador que es el 1-decaprenilfosfato.

3. La ultima etapa es extramembranosa y consiste en la incorporacién
del nuevo peptidoglicano al ya existente, es decir se forman los puentes
peptidicos extracitoplasmaticos.

Los antibiéticos que actlan sobre la pared bacteriana impiden los sucesivos
pasos de la sintesis de la pared bacteriana; como consecuencia de esta
interferencia, la célula bacteriana sin pared no resiste los cambios osmoticos,
se hincha y estalla. Por eso, los antibioticos p-lactdmicos (penicilinas,

cefalosporinas), bacitracina, vancomicina, teicoplanina y fosfomicina son
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bactericidas pues matan a la célula bacteriana en el momento de la divisién

por lo tanto no actian cuando la célula esté estética (Basualdo, Coto y De
Torres, 1996).

Antibioticos que afectan la biosintesis proteica

Se pueden dividir en dos grupos, segun inhiban la transcripcion o la

traduccion proteica: (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).

1.

Inhibicién de la transcripciéon: Consiste en la inhibicion de la
subunidad beta de la enzima ARN polimerasa ADN dependiente, que
lleva a la inhibicién de la sintesis del ARN mensajero; éste transmite la
informacion del ADN, que es necesaria para la formacién proteica
normal

Inhibicién de la traduccion: Se logra mediante la union de la
molécula del antibidtico a la subunidad 30S (tetraciclina y
aminoglucosidos) o 50S (macrolidos, cloranfenicol, lincosaminas,

estreptograminas y oxazolidinonas) del ribosoma bacteriano.

Antibioticos que afectan la sintesis de acidos nucleicos

La biosintesis del ADN bacteriano es inhibida por dos mecanismos: (Basualdo,
Coto y De Torres, 1996).

1.

Mediante la inhibicién de una topoisomerasa, llamada ADN girasa,
enzima esencial para la replicacion del ADN. La ADN girasa posee dos
subunidades, A y B; la subunidad B cumple la funcién de enrollar las
cadenas de ADN, paso necesario para acomodar el nucleo dentro de
la bacteria mediante la reduccion de su tamafio. Cuando este
superenrollado ha finalizado, la subunidad A sella el corte en el ADN.

Por ejemplo: las quinolonas inhiben la actividad de esta enzima.
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2. Mediante la formacion de compuestos téxicos para las bacterias,
resultante del poder reductor de los anaerobios sobre el radical "nitro"
de los antibidticos nitroimidazolicos. Los productos de reduccion del
grupo "nitro” se conjugan con el ADN, produciendo su desestabilizacion

y por lo tanto provocando la muerte celular.

e Antibidticos que afectan la membrana citoplasmética

La membrana plasmatica cumple funciones importantes para la vitalidad de
la bacteria. Entre sus propiedades incluye el actuar como barrera de
permeabilidad selectiva, controlando de esta forma la composicion del medio
interno celular. Los antibioticos utilizados en clinica, que actian modificando
la membrana celular, son las polimixinas y los polienos (nistatina y anfotericina
B). Actian como detergentes o tensioactivos cationicos y provocan una grave
alteracion de la membrana celular, modificando la permeabilidad y permitiendo
el escape de aminoacidos intracelulares, purinas, pirimidinas y otras moléculas
fundamentales para la vida celular. Las polimixinas actiuan de este modo,
interactuando sobre los fosfolipidos de la membrana celular, mientras que la
nistatina y la anfotericina B son activos frente a hongos, se unen a un grupo
esterol de la membrana que solamente contienen los microorganismos contra
los cuales se utilizan estos antibiéticos (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).

Las bacterias mas susceptibles son las que tienen en su membrana un
mayor contenido de fosfolipidos (Gram negativas). La insensibilidad o
resistencia esta en relaciéon con la impermeabilidad de la pared celular para
estos farmacos, como el caso de las Gram positivas que tienen una pared
celular muy gruesa. Todos estos antibidticos son liticos, incluso en bacterias
en reposo Y tienen cierto potencial téxico, especialmente la anfotericina B, ya
gue son capaces de unirse con los lipidos de membranas citoplasmaticas de

las células de los mamiferos (Basualdo, Coto y De Torres, 1996).
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e Antibioticos que inhiben vias metabdlicas

Ciertos antibiéticos, como las sulfamidas y la trimetoprina, inhiben vias
metabdlicas que impiden el crecimiento bacteriano; tienen por lo tanto accion
bacteriostatica. Cuando ambas drogas se administran en forma conjunta, su
accion es bactericida. Las sulfamidas inhiben competitivamente la
incorporacion de acido paraaminobenzoico (PABA) por su semejanza quimica,
impidiendo a partir de este precursor, la sintesis de acido félico bacteriano,
factor esencial en el crecimiento de los microorganismos. Cuando la bacteria
adquiere la capacidad de producir PABA o de inhibir las sulfamidas, se
transforma en resistente. La trimetoprina (TMP) inhibe a la dihidrofolato
reductasa (enzima reductora del &cido dihidrofélico), con lo cual obstruye la
formacién de acido tetrahidrofélico, metabolito esencial para la sintesis de
purinas por la bacteria (Basualdo, Coto y De Torres, 1996). En la Figura 14, se

observan los sitios de accion de los antibi6ticos:

Sintesisde la
pared celular
-Penicilinas
-Cefalosporinas
-Monobactam
-Vancomicina

DNA girasa
-Quinolonas

RNA Polimerasa
| - Rifampicina

Subunidad 508
- Macrélidos
- Cloranfenicol

Ribosomas | - Clindamicina

Metabolismo
del acido folico
= Trimetoprim _
Sulfametoxazol [Estructura de la membrana - Tetraciclinas

™ Subunidad 30S
- Aminoglucésidos

_ Polimixina B - Nitrofurantoina

Daptomicina

Figura 14. Sitio de accion de los antibioticos. Tomado y modificado de Tafur,

Torres y Villegas, 2008.
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Segun su composicion quimica: (Ver tabla 1).

Tabla 1. Antibidticos segun su composicién quimica
Clasificacion Sub-clasificacion
Penicilinas, Cefalosporinas,
S — lactamicos + inhibidores
de S — lactamasa,
Monobactamicos y

p - lactdmicos Penemos
Aminoglucésidos No aplica
Lincosaminas No aplica
Macraolidos No aplica
Quinolonas Fluoroquinolonas
Ansamicinas Rifamicinas
Anfenicoles No aplica
Tetraciclinas Glicilciclinas
Glicopéptidos Lipoglicopéptidos
Estreptpgraminas No aplica
Nitrofuranos y
Nitroheterociclicos Nitroimidazoles
Antagonistas de la via de los Inhibidor de la dihidrofolato
folatos reductasa
Oxazolidinonas No aplica
Lipopéptidos Polimixinas

Tomado y modificado de Lopardo, 2020.

Actividad Antibacteriana
Se define como la capacidad de matar, inhibir y/o inactivar

microorganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su accién patégena
(Flores, 2014).
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Métodos para determinar actividad antibacteriana

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en
tres grupos principales: métodos de difusion, métodos de dilucion y

bioautografia (Ramirez y Marin, 2009).

e Meétodos de difusion

El método de difusiébn en agar, esta apoyado por datos clinicos y de
laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son altamente
reproducibles. La técnica esta basada en el método originalmente descrito por
Bauer y cols. en 1966 (método de Kirby-Bauer). Este método de difusion en
disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente recomendado por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), de Estados Unidos. El
fundamento de esta determinacién es establecer, en forma cuantitativa, el
efecto de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las
cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos. El método se basa
en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una
cepa bacteriana y el halo de inhibicion 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; Ramirez y cols., 2010).

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
inhibicion y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre el

microorganismo estudiado, con el antibidtico control. La lectura de los
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resultados representa la actividad in vitro de la sustancia (Ramirez y Marin,
2009; Ramirez y cols., 2010).

Es necesario sefialar que el tamafio del halo de inhibicion es influenciado
por varios factores, entre ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba,
capacidad de difusion del compuesto, cantidad de indculo, tiempo de
generacion del microorganismo, sensibilidad al antibiotico, y periodo de
incubacion. Cualquier variacion de estos factores puede afectar el resultado
de la prueba, sin embargo, al emplear un procedimiento estandar es posible

obtener resultados confiables (Cona, 2002; Ramirez y Marin, 2009).

e Meétodos de dilucién

El método de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida
(CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la
concentracion mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible
de un microorganismo después de incubar por 24 horas, y la (CMB) 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).

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 CMI es determinada después de la incubacion. En el método
de dilucion en agar, las placas 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 placas, la principal

59



desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra a evaluar. Los
métodos de microdilucion en caldo son una técnica Util para determinar CMI,
en un gran numero de muestras. La ventaja sobre los métodos de difusion
radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades pequefias, lo cual es
importante cuando se trabaja con productos naturales, ademas permite
diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (Ramirez y Marin,
2009).

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalGa
habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucién.
La CMI se ha establecido como "Gold Standard" frente a otros métodos que
evallan susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias
inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros
meétodos es indeterminado (Ramirez y Marin, 2009).

Se puede realizar en microdilucion para lo cual se escogen las placas que
tienen 96 pocillos (12 mm x 8 mm), en las que se estudia en cada una de ellas,
el mismo microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 diluciones (la Gltima columna
se suele utilizar como control de crecimiento) o viceversa. Las placas de
microdilucién deben sellarse con adhesivo para evitar la evaporacion del
medio de cultivo cuando se incuben. Tras la incubacién se observa la turbidez
o se procede a la adicion del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT). Las células vivas y metabdlicamente activas son
capaces de reducir el MTT, de color amarillo en soluciébn a formazan,
compuesto insoluble que precipita en forma de cristales violeta, evidenciando
de esta forma actividad metabdlica (Ramirez y Marin, 2009).

El MTT, ha sido usado para visualizar la actividad de la enzima
deshidrogenada, esta enzima remueve el hidrégeno del sustrato y lo transfiere

al aceptor de hidrégenos, usualmente una coenzima. De la coenzima es

60



transferido al MTT, el cual es reducido a un compuesto intensamente
coloreado e insoluble en agua llamado formazan. El formazan absorbe a una
longitud de onda de 550 a 570nm (Ramirez y Marin, 2009).

Estandarizacién del método para la determinacion de la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI)

Para las pruebas de actividad antimicrobiana en micro placa de 96 pozos,
se preparan diferentes concentraciones de los aceites y /o extractos a ensayar,
los cuales se mezclan con el medio de cultivo, el cual ha sido inoculado
previamente con el microorganismo de prueba, se deja incubar y
posteriormente se determina por turbidez o por cambio de color con MTT el
crecimiento o no del microorganismo, el pozo que contenga la menor
concentracion del agente que inhibe completamente el crecimiento define la
CMI. Como prueba confirmatoria se siembra por superficie en placa de Petri
con agar nutritivo, 20 uL del contenido del pozo, dejando incubar por 24 horas
a 37 °C; para posteriormente realizar la lectura (Ramirez y Marin, 2009).

Otro método muy utilizado es la determinacién de la concentracién minima
bactericida o CMB también conocido como concentracion letal minina, la cual
es definida como la concentracibn mas baja del agente antimicrobiano
necesaria para matar el 99 % del inoculo inicial después de incubacién por 24
horas bajo condiciones estandarizadas. Este ensayo es una prueba que se
realiza generalmente como dilucion en caldo empleando diluciones dobles, y
se realiza posterior a la determinacion de la CMI. Se comprueba sembrando
de cada una de las diluciones por difusién en agar y se determina el nimero
de UFC (Unidades formadoras de colonias/mL), puede ser determinado
usando un meétodo de macrodilucion (1 o 2 mL por tubo) o por microdilucion
(0,1 0 0,2 mL por tubo), sin embargo, el método por microdilucion tiene mas
sensibilidad. El método estandarizado para alcanzar la CMB a través de

microdilucion en caldo se encuentra en el protocolo del CLSI. En los
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bioensayos de actividad antibacteriana se deben tener en cuenta algunos
aspectos: El panel de microorganismos a evaluar siempre debe tener dentro
de la bateria, microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Las cepas
ATCC son bien caracterizadas, aunque también se pueden utilizar
aislamientos clinicos. El inoculo se recomienda que este en el rango de 10°y
10® UFC/mL. La concentracion de los extractos a evaluar no debe exceder el
rango de 1 mg/mL para extractos y 0,1 mg/mL para compuestos aislados
(Ramirez y Marin, 2009).

e Bioautografia

Este ensayo puede representar una herramienta util para la purificacion de
sustancias antibacterianas, o como una técnica de tamizaje fitoquimico
preliminar, o un fraccionamiento bioguiado, realizando el ensayo a través de
cromatogramas, que permitan la localizacion de los compuestos activos,
incluso en matrices complejas como los derivados de productos naturales. Se
puede definir como una variacion de los métodos de difusion en agar, donde
el analito es absorbido dentro de una placa de cromatografia en capa fina
(CCF). El método consiste en colocar las muestras a evaluar en placas de
CCF, seleccionar la fase movil que de mejor separacion, posteriormente esta
placa es llevada y colocada en forma invertida sobre una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo a evaluar, se deja de 8 a 12
horas en la nevera para facilitar la difusion de los extractos en el medio, luego
se retira la placa y se lleva a incubacion segun los requerimientos del
microorganismo; luego se observa el halo de inhibicion donde esta el
compuesto activo. Para visualizar mejor los resultados se puede utilizar alguna
sal de tetrazolium (Colorado, Galeano y Martinez, 2007; Ramirez y Marin,
2009).
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Es importante tener en cuenta que solventes acidos o demasiado alcalinos
pueden permanecer en las placas de CCF, después del secado, inhibiendo el
crecimiento bacteriano (Colorado, Galeano y Martinez, 2007; Ramirez y Marin,
2009).

Hongos

Los hongos son eucariontes, es decir organismos cuyas celulas poseen un
nacleo diferenciado que contiene el material genético (ADN) de la célula
rodeado por una cubierta especial denominada membrana nuclear. Los
organismos del reino Fungi pueden ser unicelulares o multicelulares. Los
hongos multicelulares grandes, como las setas, pueden asemejarse a las
plantas, pero a diferencia de estas, no tienen capacidad de fotosintesis. Los
hongos verdaderos tienen paredes celulares compuestas sobretodo por una
sustancia denominada quitina. Las formas unicelulares de los hongos, las
levaduras, son microorganismos ovales mas grandes que las bacterias. Los
mas tipicos son los hongos filamentosos (mohos). Estos hongos forman una
masa visible denominada micelio, que esta compuesta por filamentos largos
(hifas) que se ramifican y entrelazan. Los hongos se reproducen de forma
sexual o asexual. Obtienen su nutricion mediante la absorcién de soluciones
de materia organica de su entorno, sea del suelo, del agua salada, del agua
dulce o de un huésped animal o vegetal (Casas, 1994; Tortora, Funke y Case
2007).

Clasificacion de los hongos

Dentro del superreino Eucarionte, se estudian los hongos en el reino
Fungae (Fungi), separados de las plantas y los animales, mismo que

comprende varios filos (phylum): Myxomycota y Oomycota, que ahora se
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consideran seudohongos; Chytridiomycota y Zygomycota, que son hongos
inferiores, Ascomycota y Basidiomycota que corresponden a hongos
superiores 0 meiosporicos, que tienen una reproduccion sexuada conocida
(aunque los Zigomycetes también presentan reproduccién sexuada por
zigosporas). Los hongos sin reproduccion sexuada o mitosporicos se
denominan anamorfos; antes eran llamados deuteromicetos o Fungi imperfecti
(ascomicetos anamorfos) (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009; Arenas, 2014).
La clasificacion de los hongos genera confusion, ya que esta en desarrollo
permanente, pues cada dia se descubren especies nuevas y algunas se han
considerado como especies artificiales, de tal manera que las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas hacen necesario el ajuste de las ramas del arbol
filogenético. Por otra parte, no siempre existe un acuerdo unanime en la
interpretacion de los datos; por tal motivo, para facilitar su comprension, en la
Tabla 2, se presenta una clasificacion simplificada de hongos y organismos

cercanos o seudohongos (Arenas, 2014).

Los hongos inferiores se caracterizan por presentar filamentos gruesos
cenociticos (0 poco tabicados), multiplicacion asexuada por esporas
endogenas y reproduccion sexuada por oosporas 0 zigosporas. Se conocen
algunos hongos no clasificados que tienen ciclo de vida reducido con
endosporulacion, como Pneumocystis jirovecii (antes P. carinii) que se ha
relacionado con zigomicetos, pero hoy dia se coloca en el filo (phylum)
Ascomycota, y Rhinosporidium seeberii, un protozoario acuatico catalogado

en el reino Protista dentro de Mesomycetozoa (Arenas, 2014).
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Tabla 2. Clasificacién simplificada de hongos y pseudohongos

Reino Protista (Protoctista) Reino Eumycota
Filo (phylum) Filo (phylum)
Acrasiomycota Chytridiomycota

Myxomycota Zygomycota
Oomycota Ascomycota
Mesomycetozoa Basidiomycota
Hyphocytriomycota

Labyrinthulomycota

Tomado y modificado de Arenas, 2014.

Los hongos superiores presentan filamentos tabicados y multiplicacion
asexuada por esporas externas (conidios), aisladas o en cadenas o dispuestas
en conidioforos. La reproduccion sexuada ocurre por fusién de dos esporas de
sexos diferentes con formacion de una fase binucleada o dicariota, por lo que
este filo (phylum) también se denomina Dikaryomycota, y el estado anamorfo,
Deuteromycota (Fungi imperfecti). Los nucleos del filamento binucleado se
fusionan y dan lugar a un huevo que después de la reduccién cromatica
produce basidios con cuatro basidiosporas, llamados también basidios
tetrasporicos (Basidiomycota) o ascas que, a su vez, tienen 4 a 16 ascosporas
(Ascomycota). En estos ultimos, la germinacion ocurre en un filamento

haploide (talo o micelio) o en una célula gemante (levadura) (Arenas, 2014).

De acuerdo con su modo de crecimiento o reproduccion, los hongos se
clasifican de la siguiente manera: levaduras (blastomicetos), hifomicetos o
mohos (Hyphomycetes) y coelomicetos (Coelomycetes) (Arenas,2014).

e Las levaduras son blancas o rojas, generan enfermedades en

humanos o viven como saprofitos en el organismo. Se identifican por

sus caracteristicas fisiologicas o morfologicas. Hay también hongos
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levaduriformes con células melanizadas que se llaman levaduras
negras, aunque casi siempre producen micelio verdadero y son
hifomicetos.

e Los hifomicetos (Hyphomycetes) son mohos con micelio tabicado en
cuyas hifas se forman las esporas asexuadas o conidios; a veces se
presentan en conidiéforos simples o coremios. Corresponden a la clase
Evascomycetes y la mayor parte tiene afinidad por la clase
Ascomycetes.

e Los coelomicetos (Coelomycetes) son hongos miceliales con tabiques
y reproduccién asexuada por conidios que se forman en un cuerpo
fructifero constituido por un estroma en forma de saco o picnidio, 0 en
agrupaciones micelianas de tipo acérvulo, mientras el resto micelio

permanece estéril (Arenas, 2014).

Entre algunas especies de hongos encontramos:

e Candida albicans

Es un hongo polimorfico, pudiendo crecer en forma de levadura, hifa y
pseudohifa. La forma de hifa penetra en el epitelio y el endotelio, causando
dafio tisular y permitiendo el acceso al torrente sanguineo. Es exquisitamente
sensible a los multiples ambientes que encuentra en el huésped humano y
forma hifas en respuesta a sefiales como temperatura de 37 °C, suero, tension
de CO2y Oz y pH neutro. Es un comensal, la mayor parte de las infecciones
son endégenas y el episodio clave parece ser un cambio en la relacién entre
la levadura y el huésped. También es una causa frecuente de infecciones de
las mucosas. En ciertos grupos de pacientes inmunocomprometidos, causa
infecciones del torrente sanguineo potencialmente mortales que se diseminan

a los organos internos (Sudbery, 2011; Arenas, 2014).
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e Candida krusei

Las células de Candida krusei son generalmente alargadas y tienen la
apariencia de “arroz de grano largo” con amplias variaciones en el largo y el
ancho de los aislamientos, a diferencia de la mayoria de
otras Candida spp. que son de forma ovoide. Candida krusei se encuentra
generalmente en dos formas morfolégicas basicas, como levadura y
pseudohifa y crece a una temperatura maxima de 43-45 °C. Se describe el
organismo como un aislado transitorio e infrecuente de importancia clinica
menor que habita en las superficies mucosas. Mas recientemente, ha surgido
como un patégeno notable con un espectro de manifestaciones clinicas como
fungemia, endoftalmitis, artritis y endocarditis, la mayoria de las cuales
generalmente ocurren en grupos de pacientes comprometidos en un entorno

nosocomial (Samaranayake y Samaranayake, 1994).

Resistencia antifungica

La resistencia es un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al antifungico
que puede medirse in vitro por métodos de laboratorio apropiados. Los
mecanismos de resistencia antifungica se clasifican en dos categorias,
resistencia microbioldgica y resistencia clinica (Lépez, Dzul, Lugo, Arias y
Zavala, 2016).

e La resistencia microbiolégica se define como el crecimiento del
microorganismo a dosis normales del antifingico, sin embargo, éste
puede ser inhibido a una concentracion mas alta.

e Laresistencia clinica se define como el crecimiento del microorganismo
a pesar de la administracion de un agente antifungico lo que esto se
asocia con una alta probabilidad de falla terapéutica. En otras palabras,

el patdbgeno no se puede inhibir a dosificaciones normales, pero si a
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concentraciones mas altas las cuales podrian ser no seguras para el

paciente (Lopez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, 2016).

Mecanismos de resistencia de los hongos

Existen dos mecanismos por los que se puede adquirir resistencia a un
azol. El primer mecanismo se debe a mutaciones moleculares de la enzima
diana del antifungico, como la alteracion de las enzimas relacionadas en la
sintesis del ergosterol; el segundo mecanismo se debe a la formacién de
barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo del antifungico fuera de la
célula, como la alteracion en las bombas de expulsion: ATP-binding cassette
(ABC) vy facilitadores mayores (MF) (Mellado Cuenca y Rodriguez, 2002;
Lépez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, 2016).

e Alteracion delas enzimas relacionadas en la sintesis del ergosterol

El andlisis de los esteroles en una célula puede proporcionar gran
informacion relacionada con las alteraciones que se han producido en una
cepa resistente. Las modificaciones en la via del ergosterol no solo generan
resistencia al azol al cual esta expuesto, sino también a otros farmacos con
los que posteriormente pudiera entrar en contacto (Mellado Cuenca y
Rodriguez, 2002; Lépez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, 2016).

El otro mecanismo de resistencia estudiado y directamente relacionado con
la resistencia a azoles, es la alteracion estructural de la enzima 14-esterol
desmetilasa (diana de los azoles y enzima clave en la sintesis del ergosterol).
En la via metabdlica de la sintesis del ergosterol, el lanosterol y sus derivados
son el sustrato para la enzima 14-lanosterol desmetilasa (producto del gen
CYP51/ERG11) (Mellado Cuenca y Rodriguez, 2002; Lopez, Dzul, Lugo, Arias
y Zavala, 2016).

68



Se ha identificado una mutacion puntual de ERG11 en aislamientos clinicos
resistentes, presentdndose una sustitucion de arginina por lisina en el
aminoacido 467 del gen ERG11, que contribuye a la resistencia a los azoles.
También la sobreexpresion del gen ERG11 origina resistencia a los azoles, ya
que se ha demostrado un aumento de la transcripcion de este durante la
exposicion a los antifungicos azdlicos, incluso en células sensibles. Se piensa
gue este aumento se debe a la respuesta de la célula, a la disminucién del
ergosterol 0 a la acumulacion de esteroles toxicos. Asi pues, parece claro que
la resistencia a los azoles es producida por amplificacion o hiperexpresion de
la diana de los azoles (Mellado Cuenca y Rodriguez, 2002; L6pez, Dzul, Lugo,
Arias y Zavala, 2016).

e Alteracion en las bombas de expulsion

Los transportadores ATP-binding cassette (ABC) y facilitadores mayores
(MF) son un sistema de bombeo activo mediado por ATP, se localizan en la
membrana citoplasmatica y contribuye a la resistencia de casi todos los azoles,
expulsando el farmaco hacia el exterior de la célula. Los transportadores ABC
son codificados por los genes CDR (Candida Drug Resistance) y los
transportadores MF son codificados por los genes MDR (Multidrug
Resistance). La sobreexpresion de los transportadores es la causa mas
frecuente de resistencia a los antifungicos (todos los azoles), mientras que la
sobreexpresion por los genes MDR sélo confiere resistencia al fluconazol
(L6pez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, 2016)

En una célula susceptible, los antifiungicos azolicos entran por difusion
pasiva actuando sobre la enzima lanosterol desmetilasa, que es producto del
gen ERGL11, lo cual inhibe la sintesis del ergosterol. Estas células sensibles
presentan expresion de niveles bajos de los genes CDR y el gen MDR. En una

célula resistente, los azoles son menos efectivos contra el lanosterol 14-alfa-
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desmetilasa por la sobreexpresion de los genes CDR y MDR. Las células
resistentes pueden tener uno 0 ambos mecanismos de resistencia, (Figura 15)

(L6pez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, 2016).

A. SUSCEPTIBILIDAD
gen CDRs gen MDR

NIVELES BAJOS DE CDRY MDR
3 MEMBRANA CELULAR

INHIBICION
" Escualeno lanosterol x zymosterol eplisterol [ ERGO*OL ]
Oxidooscualeno |  ERGH | fecosterol | Ergosta trienol |

B. RESISTENCIA
gen CDRs gen MDR

' ' ' l SOBREEXPRESION DE CDR Y MDR ' ' l l
' MEMBRANA CELULAR '

| azoLes | FLUCONAZOL

ERG I
ERGI
'Escualeno‘ | lanosterol = zymosterol episterol [ ERGOSTEROL ]
e NP om— T £ e ’
| Oxidoescusieno | ERGH fecosterol \ E ienol ‘
. _ J rgosta trieno ‘

Figura 15. Alteraciones en el transporte de farmacos (sobreexpresion de
bombas, transportadores ABC). Tomado y modificado de Lépez, Dzul, Lugo,

Arias y Zavala, 2016
Antifungicos
Sustancias capaces de producir una alteracion tal de las estructuras de una
célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o
capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el

funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped (Gregori, 2005).
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Clasificacion de los antifungicos

Los antimicoticos incluyen una amplia variedad de sustancias con
diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accién. La clasificacion se
realiza segun criterios convencionales que atienden a su estructura en:
polienos, azoles, alilaminas, entre otros (Tabla 3); de acuerdo con su origen
en sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis
quimica; de acuerdo con su espectro de accion en: amplio o restringido y de
acuerdo con el sitio de accién (Tabla 4) (Gregori, 2005; Murray, Rosenthal y
Pfaller, 2009).

Tabla 3. Clasificacion de los antifingicos por su estructura

Polienos Nistatina, Natamicina, Amfotericina B

Imidazol: Miconazol, Clotrimazol

Azoles Triazoles: Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol

Triazoles de segunda generacion: Voriconazol,

Ravuconazol,Posaconazol

Alilaminas Terbinafina, Naftifina

Lipopéptidos Papulacandinas

Triterpenos glicosilados

Equinocandinas: Caspofungina,

Anidulofungina, Micafungina

Pirimidinas fluoradas Flucitosina

Yoduro de potasio, Ciclopirox, Tolnaftato,

Otros Griseofulvin

Tomado y modificado de Gregori, 2005.
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Tabla 4. Clasificacion de los antifingicos por su sitio de accion en el hongo

Antifungicos interactuando en pared celular Lipopéptidos
Antifangicos interactuando en membrana Polienos, Azoles,
celular Alilaminas
Antifungicos interactuando en nucleo Pirimidinas fluoradas

Tomado y modificado de Gregori,2005.

Mecanismo de accion de los antifungicos

La gran similitud entre las células mamiferas y fangicas resulta un problema
a la hora de disefiar la molécula antifingica, pues esta debe ser selectiva de
la célula patégena y no de la célula humana sana. Los agentes antifingicos
comunmente son utilizados ante infecciones de las mucosas de las cuales una
de cuatro esté relacionada con hongos patégenos. El mecanismo de accion
de los medicamentos que inhiben el crecimiento de hongos, depende del lugar
en el que actuen, lo cual estd relacionado con la estructura quimica del

antifangico (Gregori, 2005; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

e Accion del antifungico sobre la membrana celular del hongo

La membrana celular de la célula humana, asi como la de los hongos,
desempefia una importante funcién en la division celular y en el metabolismo.
Las complejas particulas lipidicas llamadas esterolatos, son aproximadamente
el 25 % de la membrana celular. Sin embargo, el contenido de esterol de la
célula fungica y mamifera es diferente. En las células de los mamiferos el
colesterol es el esterol que predomina y en las células fungicas el primario es
el ergosterol. La diferencia del contenido de esteroles ha sido explotada como

blanco de accion en los medicamentos antifungicos. Dentro de ellos se tiene a
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los polienos, azoles y alilaminas (Gregori, 2005; Murray, Rosenthal y Pfaller,

2009).

Polieno: Los medicamentos que se encuentran en este grupo, se unen
al ergosterol presente en la membrana celular fingica, donde se forman
poros que alteran la permeabilidad de la membrana lo que permite una
pérdida de proteinas, glucidos y cationes monovalentes y divalentes,
causas de la muerte celular.

Azoles: Estos inhiben a la citocromo P-450-3-A de la célula fungica, a
través de la inactivacion de la enzima C-14-a-dimetilasa, con lo cual se
interrumpe la sintesis del ergosterol en la membrana celular. Debido a
la falta de ergosterol se comienzan a acumular esteroles téxicos
intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se interrumpe
el crecimiento del hongo.

Alilaminas. Trabajan de forma similar a los azoles, conceptualmente
ellas inhiben la sintesis del ergosterol. Sin embargo, este grupo actta
en un paso temprano de la sintesis del ergosterol. Las alilaminas
inhiben a la enzima escualeno epoxidasa, de esta forma disminuye la
concentracion de ergosterol, aumentan los niveles de escualeno,
aumenta la permeabilidad de la membrana celular, se interrumpe la
organizacion celular y disminuye el crecimiento del hongo (Gregori,
2005; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Antifungicos que actuan sobre la pared celular del hongo
Lipopéptidos: la pared celular del hongo es fundamental en su

viabilidad y patogenicidad. Esta sirve como cubierta protectora, le

provee morfologia celular, facilita el intercambio de iones, la filtracion
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de proteinas y participa en metabolismo y catabolismo de nutrientes
complejos. La ausencia de pared celular es otro de los blancos de
accion en la terapia antifangica. Desde el punto de vista estructural, la
pared celular de los hongos esta compuesta de un complejo protéico y
polisacaridico cuya composicion varia en dependencia de la especie de
hongo. La distribucion de estas proteinas y carbohidratos en la matriz
esta en relacion con la funcion de la pared celular y los procesos de
osmosis y lisis. Los antifingicos que actuan sobre ella lo hacen
inhibiendo la sintesis de los glucanos a través de la inactivacion de la
enzima 1,3-beta-glucano sintetasa. La falta de glucanos en la pared
celular la vuelve débil e incapaz de soportar el estrés osmético, por lo

gue muere (Gregori, 2005; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

Antifangicos que actlan sobre el nucleo de la célula fungica

. Antimetabolitos: un clasico antimetabolito es la fluocitosina o 5-

fluorocitosina. Este farmaco es transportado por la citosina permeasa
en el citoplasma de la célula fangica, donde se convierte en 5-
fluorouracil (5-FU) por la citosina diaminasa. El 5-FU es fosforilado e
incorporado dentro del ARN convirtiéndose en el dexosinucleotido, el
cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la sintesis de
proteinas de la célula. También inhibe la sintesis de la proteina fungica,
reemplazando el uracil con 5-FU en el ARN fungico (Gregori, 2005;
Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009).

. Agentes miscelaneos: En esta clase se encuentra el griseofulvin, el
cual inhibe la mitosis, al destruir el huso mitético, necesario para
efectuar la division celular (Gregori, 2005; Murray, Rosenthal y Pfaller,
2009).

74



Actividad Antifangica

Es la habilidad de cualquier agente antifangico o antimicético capaz de
producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fungica que consiga
inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien
directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de

defensa del huésped (Gregori, 2005).

Métodos para determinar actividad antifungica

Para determinar la actividad biolégica sobre hongos se siguen
procedimientos estandarizados por la Clinical and Laboratory Standars
Institute (CLSI, 2015) disponible en las principales bases de datos cientificas
(Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Método para dermatofitos

Para el estudio in vitro de dermatofitos se debe tener en cuenta que estos
microorganismos tienen un lento crecimiento y los métodos de propagacion
para los hongos filamentosos se deben de modificar segun cada
microorganismo; el CLSI (2015) recomienda utilizar medio de cultivo sélido
para la propagacion y el ensayo de farmacos potenciales. Se prepara el
inoculo de la cepa a evaluar por picadura en medio Lactrimel, se incuba por 7-
15 dias a 25 °C para la formacién de micro y macroconidias. Se cosechan las
conidias en tubo conico estéril con agua destilada estéril; se cuentan las
conidias en un hematocitémetro y se ajusta la densidad a 1x10° conidias/mL.
Se inoculan placas de medio solido Mieller-Hinton con ayuda de un hisopo,
se espera a que se seque la superficie del medio, se adicionan 10 uL del

agente a evaluar sobre un disco de papel filtro estéril de 6 mm de diametro;
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una vez seco el disco, con ayuda de pinzas se coloca sobre la superficie del
agar, se incuba bajo las condiciones antes mencionadas. Al concluir el periodo
de incubacion se observa la presencia de un halo de inhibicion alrededor del

disco y se mide su diametro (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Meétodo para levaduras

Se sigue la metodologia del CLSI (2015) para la preparacion del in6culo se
realiza un subcultivo en agar dextrosa Sabouraud o agar papa dextrosa, se
incuba a una temperatura 35 °C, por un periodo de tiempo dependiendo del
microorganismo a prueba. Posteriormente se prepara una suspension en
solucién salina 0,85 % o agua estéril con 0,5-2,5 x 102 UFC/mL. Se preparan
placas con medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
adicionado con &cido 3-morfolinopropano-1-sulfénico (MOPS) 0,165 M a pH
7,0 £ 0,1; los agentes antimicrobianos a evaluar, se preparan a diferentes
concentraciones y se agregan 0,1 mL de estas soluciones en medio a tubos
de ensayo estériles; después se agregan 0,9 mL de la solucién de dilucién, se
incuba bajo las condiciones mencionadas anteriormente. Para la interpretacion
de los resultados se observa la turbidez de los tubos contrastandolos con los

controles (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

e Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Fungicida (CMF) para dermatofitos

Para la determinacién de la CMI se sigue el método de microdilucion

establecido por la CLSI (2015) para hongos filamentosos. Se prepara un

in6culo de conidias a una densidad Optica de 0,08-0,1 UA (Unidades de

Absorbancia), se realiza la lectura en un espectrofotometro a 625 nm, de esta

solucion se toma una alicuota y se hace una dilucion 1:50 en medio RPMI-

1640, por otra parte, se preparan una serie de diluciones del farmaco a evaluar.

76



En una placa de 96 pocillos se colocan 100 yL de la solucion diluida de
conidias méas 100 uL de la dilucion de los farmacos y controles. Posteriormente
se incuban a las mismas condiciones antes mencionadas por 7 dias al término
de éste se observan los pocillos para verificar el crecimiento de los
microorganismos, la CMI es la ultima concentracién donde hay inhibicion del
crecimiento; de éstos pocillos se toma una asada y se inocula en medio sélido
Mueller-Hinton y se incuba bajo las mismas condiciones por 7 dias; la CMF
corresponde a la concentracion donde no hay crecimiento (Rivas, Oranday y
Verde, 2016).

Definicion Operacional de Términos

Metabolitos primarios

Son moléculas comunes en todas las células, necesarias para su
funcionamiento y el de los organismos. Se trata de aminoacidos, nucleoétidos,
azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y desempefiando las
mismas funciones. Los metabolitos primarios se caracterizan por: tener una
actividad metabdlica directa y ser compuestos esenciales intermedios en las

vias catabodlicas y anabdlicas (Avalos y Pérez, 2009; Salazar y Jaime, 2011).

Planta medicinal

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1979), una planta
medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene sustancias
que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos 0 cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos

(Oliveira, Velazquez y Bermudez, 2005).
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Medicina Tradicional

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013), considera a la Medicina
Natural y Tradicional, donde se incluye el tratamiento con plantas medicinales,
como la medicina m&s natural, inocua, efectiva, ademas de tener un costo

racional, ser asequible y aceptada por la poblacion (Soria, 2018).

Fitoquimica

Es la rama de la botanica que se encarga del estudio de los constituyentes
activos de los vegetales, que han sido obtenidos mediante un proceso de
extraccion, derivados de la concentracion de los mismos, de sustancias

complejas a sustancias méas simples (Lizcano y Vergara, 2008).

Solvente

Es una sustancia quimica en la que se disuelve un soluto, resultando en
una disolucién. Se aplica a la sustancia que puede disolver o producir una
mezcla homogénea con otra. Ademas, es la sustancia que se encuentra en

mayor cantidad (Rodriguez, 2017).
Medio de cultivo

Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes,
que proveen condiciones bioquimicas y biofisicas apropiadas para el

aislamiento, desarrollo y mantenimiento de los microorganismos (Ramirez y
cols., 2010).
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Célula

Es la unidad méas pequeia capaz de manifestar las propiedades del ser
vivo. La célula sintetiza el conjunto, o casi, de sus constituyentes, utilizando
elementos del medio extracelular. Crece y se multiplica. Esta limitada por la
membrana plasmatica, que encierra un cierto nimero de organulos. Es la
unidad fundamental de la vida, es decir, la vida comienza en las células. Todos
los organismos vivos estan formados por células, de tal manera que ningun
organismo puede ser considerado un ser vivo, Si no contiene al menos una

célula (Angulo, Galindo, Avendafio y Pérez, 2012).

Operacionalizacion de las Variables

Segun Palella y Martins (2012), las variables son conceptos abstractos y
de este modo no se pueden medir. Por eso, las variables se operacionalizaron
con el fin de medirlas. Al respecto, es necesario transformarlas en empiricas.
En tal sentido, se definen y categorizan para identificar el indicador especifico
que nos permitiran medirlas. A continuacion, se presenta el cuadro de

operacionalizacion de las variables (Tabla 5y 6).
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Tabla 5. Operacionalizacién de

la variable dependiente.

Actividad

antimicrobiana de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul.

1. Variable

2.T

ipo de variable

3. Definicién
Conceptual
¢, Qué es?

Actividad antimicrobiana
de los extractos de la
corteza de Centrolobium
paraense Tul.

Dependiente

Se define como la
habilidad o capacidad de
un antimicrobiano de
inhibir el crecimiento de
determinados

microorganismos, Ccomo
bacterias 'y  hongos
(Pedraza y Castellanos,

2009).
4. Definicion 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
¢, Como se mide?
Se mide a través del Bacterias Tamafio del halo de
método de difusion en v/ Staphylococcus inhibicién de crecimiento
disco (Kirby- Bauer). aureus (ATCC microbiano (mm).
25923)
v' Enterococcus
faecalis (ATCC
29212)
v' Klebsiella
pneumoniae

(ATCC 23357)
Escherichia coli
(ATCC 25922)
Pseudomonas
aeruginosa
(ATCC 27853)

Hongos

v

v

Candida
albicans (ATCC
14053)
Candida krusei
(ATCC 6258)

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Tabla 6. Operacionalizacion de la variable independiente. Composicion
quimica de los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul.

1. Variable

2.Tipo de variable

3. Definicién
Conceptual
. Qué es?

Composicion quimica de
los extractos de la
corteza de Centrolobium
paraense Tul

Independiente

Los extractos vegetales
son mezclas complejas de
metabolitos secundarios
aislados por diversos
métodos, los cuales son
los responsables de las
actividades biologicas.

También, actian como
biocidas en contra de una
amplia gama de
microorganismos (Garcia
y cols., 2010).
4. Definicion 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
.,Como se mide?
A través de un tamizaje v Alcaloides v Color
fitoquimico empleando v/ Saponinas v Precipitado
pruebas guimicas v" Fenoles v' Espuma
cualitativas preliminares. v' Taninos v" Fluorescencia
v' Flavonoides
v' Cumarinas
v" Quinonas
v' Antraquinonas
v Glucésidos
cardiotonicos
v' Terpenos

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Hipotesis

Investigaciones previas han demostrado que géneros pertenecientes a la
familia Fabaceae se caracterizan por la presencia de numerosas sustancias
bioactivas de diversa naturaleza quimica en corteza, hojas y raiz asociadas
con amplia actividad biologica; por lo que, nos permite inferir que los extractos
de la corteza de Centrolobium paraense Tul.,, poseen compuestos con

actividad antimicrobiana.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion sefala el grado de profundidad y el tipo de
resultado, est&4 en concordancia con el objetivo general. Ademas, existen 10
tipos de investigacion, tales como: exploratoria, descriptiva, analitica,
comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y
evaluativa. Entre ellos, la investigacion confirmatoria tiene como propésito
verificar hipétesis (Hurtado, 2012). En tal sentido, la investigacion que se
realiz6 tuvo como finalidad establecer la relacién entre la composicién quimica
de los extractos obtenidos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., y la

actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia internacional.

Disefio de la Investigacion

Hurtado en el 2012, refiere, que el disefio de investigacion tiene que ver
con los procedimientos especificos para recoger los datos. Esta investigacion
tuvo un disefio de campo, porque la muestra fue recolectada en fuentes vivas.
Ademas, de laboratorio ya que la especie fue tratada en un ambiente creado
como el Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis
de la Universidad de Los Andes (IIFFB). También, fue transeccional porque la
muestra se recolecto una sola vez. Adicionalmente, contemporaneo porque el

estudio se llevo a cabo en el presente.
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Finalmente, fue experimental debido a que los extractos se sometieron a
determinadas condiciones para observar los efectos de la actividad

antimicrobiana en cepas de referencia internacional.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion estuvo representada por la especie Centrolobium paraense
Tul., ubicada en los alrededores de la Ciudad de Upata, al nor-este del Estado
Bolivar (7° 96" N y 62° 31" O), a una altura promedio de 350 metros sobre el

nivel del mar (m.s.n.m.)

Seleccion del Tamafio de la Muestra

La “n” muestral en esta investigacion estuvo representada por la corteza de
la especie vegetal Centrolobium paraense Tul., que pertenece a la familia

Fabaceae.

Sistema de Variables

Las variables de esta investigacién guardaron relacién con:

e Variable dependiente: Actividad antimicrobiana de los extractos de la
corteza de Centrolobium paraense Tul.

e Variable independiente: Composicién quimica de los extractos de la

corteza de Centrolobium paraense Tul.
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Instrumento de Recolecciéon de Datos

Los instrumentos que se utilizaron para la recoleccion de datos de esta
investigacion estuvieron representados mediante el uso de tablas, esquemas
y fotos, en las cuales se registraron los resultados de la composicion quimica
y actividad antimicrobiana de los extractos estudiados. También, las diversas

reacciones observadas durante el tamizaje fitoquimico.

Procedimientos de la Investigacion

Recolecciéon y Preparacion del Material Vegetal

La muestra de la corteza de Centrolobium paraense Tul., (Figura 16) fue
recolectada y donada por el Prof. Jesus Velasquez (Laboratorio de Anatomia
de la Madera. Universidad Nacional Experimental de Guayana, UNEG) en los
alrededores de la Ciudad de Upata, al nor-este del Estado Bolivar (7° 96" Ny
62° 31" 0), a una altura promedio de 350 m.s.n.m. con una temperatura media
anual de 33 °C, una evapotranspiracion media anual de 1127 mm y 1695 mm
de precipitacion media anual (Figura 17). La corteza se retird en la base del
arbol a una altura no mayor de 1 m sobre el nivel del suelo. Posteriormente se

coloco en la estufa a 40 °C hasta completa sequedad obteniéndose 2500 g.
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Figura 16. Especie vegetal Centrolobium paraense Tul. Tomado y modificado
de www.botanicagarden.com
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Figura 17. Ubicacién geogréfica de la ciudad de Upata. Tomado y modificado
de Berroteran, 2003; MARN, 2006.
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Obtencion de los Extractos

La obtencion de los extractos fue realizada en el laboratorio “A” de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis (IIFFB) bajo la asesoria de la Dra. Rosa Aparicio y el
auxiliar de laboratorio Emilio Salazar.

El material vegetal seco (2500 g), fue molido utilizando un equipo especial
de carpinteria, luego se tomaron 200 g y se realiz6 un proceso de extraccion
mediante la técnica de reflujo (Figura 18), usando como solventes hexano,
acetona y etanol en cada caso, se filtr6 y el solvente se evaporé hasta
completa sequedad en un rotavapor, para obtener los correspondientes
extractos de hexano, acetona y etanol (Figura 19). Finalmente, se llevaron a
secar a la estufa a 40 °C, almacenados en frascos color ambar para su
posterior analisis (Ver esquema 2).

Figura 18. Proceso de extraccion.

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023
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Extracto de Hexano Extracto de Acetona Extracto de Etanol

Figura 19. Extractos obtenidos de la corteza de Centrolobium paraense
Tul.
Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.

Recoleccion y preparacion del material vegetal

l

Obtencioén de los extractos (Reflujo)

‘ \ 4
Hexano Acetona Etanol

Evaporar a completa sequedad

v
Secara 40 °C

v

Almacenar en frascos color ambar

Esquema 2. Proceso para la obtencion de extractos a partir del material
vegetal.

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Tamizaje Fitoquimico

Para la identificacion de metabolitos secundarios de manera cualitativa en

los extractos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., se llevaron a cabo

una serie de pruebas quimicas. Entre estas pruebas se encuentran:

Deteccion de alcaloides

Los extractos se disolvieron individualmente en acido clorhidrico (10 %)

diluido (HCI), se calentaron en bafio de maria, y se filtraron. Luego se trataron

de la siguiente manera:

Prueba de Wagner: Se adiciono el reactivo de Wagner (yodo en yoduro
de potasio) a los filtrados de los extractos lo que condujo a la formacion
de un precipitado marrén/ rojizo que confirma la presencia de
alcaloides.

Prueba de Mayer: Consistié en tratar los filtrados de los extractos con
el reactivo de Mayer (yoduro de potasio y mercurio). La presencia de
alcaloides se confirma por la formacion de un precipitado de color
amarillo.

Prueba de Dragendorff: Al tratar los filtrados de los extractos con el
reactivo de Dragendorff (solucién de yoduro de bismuto y potasio) la
formacién de un precipitado rojo confirma la presencia de alcaloides
(Osungunna, 2020).

Deteccidn de esteroles y triterpenos:

Prueba de Lieberman-Burchard: Los extractos se disolvieron en
cloroformo y se agregé 0,25 mL de anhidrido acético, luego 2 gotas de
acido sulfarico concentrado por las paredes del tubo. La formacion de

diferentes colores indica la presencia de esteroles o terpenos. El color
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verde indica la presencia de esteroles y el rosa a morado indica la
presencia de terpenos y triterpenos (Bulugahapitiya, 2013).

Deteccidn de saponinas
e Prueba de Espuma: En cada tubo de ensayo se colocd una porcion de
cada extracto con 2 mL de agua y se agit6 vigorosamente. La presencia
de saponinas se indica por la formacion de espuma persistente durante
10 minutos (Osungunna, 2020).

Deteccion de fenoles
e Prueba de Cloruro Férrico: Se afiadieron a los extractos entre 3 y 4
gotas de solucion de cloruro férrico (FeCls) al 10 %. La formacion de un

color negro azulado indica la presencia de fenoles (Osungunna, 2020).

Deteccion de taninos
e Prueba de Gelatina: Se afiadieron a los extractos una soluciéon de
gelatina al 1 %. La presencia de taninos se confirma por la formacion

de un precipitado blanco (Osungunna, 2020).

Deteccion de flavonoides:

e Prueba de Shinoda: Implicé la disolucion de aproximadamente 1 g del
extracto en 5 mL de etanol (98 %), seguido de la adicién de un pequefio
trozo de lamina metalica de magnesio y una adicion gota a gota de &cido
clorhidrico concentrado. Dicho proceso se realizo de la misma manera
para los diferentes extractos. La formacién de un color rojo intenso,
magenta, fucsia o amarillo indica la presencia de flavonoides
(Osungunna, 2020).
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Prueba de Reactivo Alcalino NaOH 10 % (confirmatoria): Una pequeia
porcion de los extractos fueron tratados con unas gotas de solucion
diluida de hidréxido de sodio (NaOH 10 %). La formacién de un color
amarillo intenso a rojo, confirma la presencia de flavonoides
(Bulugahapitiya, 2013).

Deteccidn de quinonas y antraquinonas:

Prueba de Acido Sulfirico: En una capsula de porcelana se colocé una
pequefia porcion de cada extracto y se afiadié 1 gota de acido sulfdrico
(H2S04) concentrado a cada porcion bajo la campana de extraccion. La
observacion de una coloracion rojo purpura es significativa de quinonas
(Rodriguez, Hernandez y Méndez 2020).

Prueba de Hidroxido de Amonio: En un tubo de ensayo se colocaron
pequefias porciones de los extractos con dos gotas del hidroxido de
amonio (NH4OH). La presencia de un color rojo es indicativa de

antraquinonas (Rodriguez, Hernandez y Méndez 2020).

Deteccién de glucdésidos cardioténicos:

Prueba de Keller-Kilani: Se coloco en un tubo 0,5 mL de acido sulfarico
(H2S04) concentrado; en otro tubo se coloc6 una porcion del extracto
con 2,5 mL de agua, y se le adicion6 1 mL de acido acético glacial y
una gota de tricloruro férrico, se mezcl6 y se adicioné al tubo con &cido
sulfarico previamente preparado. Dicho proceso se realizé de la misma
manera para los diferentes extractos. La formacion de un anillo marron
en la interfase indica la presencia de glucésidos cardiotonicos (Garcia,

Cruz, Alarcén, Nieto y Gallegos, 2019).
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Deteccion de cumarinas:

e Prueba de Fluorescencia (NH4sOH concentrado): Se coloc6 alrededor
de 1 g del extracto en un tubo de ensayo y se le adicioné 0,5 mL de
etanol y 2 gotas de hidréxido de amonio (NH4OH) concentrado. Dicho
proceso se realiz6 de la misma manera para los diferentes extractos.
La fluorescencia azul-violeta intensa bajo la luz ultravioleta indica la
presencia de cumarinas (Rodriguez, Herndndez y Méndez 2020;
Osungunna, 2020).

Deteccidn de lactonas sesquiterpénicas:

e Prueba de Hidréxido de Sodio: Se disolvié una pequefia porcion de
cada extracto con hidréxido de sodio al 10 %. La presencia de una
coloracién amarilla que desaparece al acidular con 1 gota de HCI se
considera positiva para este metabolito (Espinosa, Trevifio, Garza,
Verde, Rivas y Morales, 2015).

Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de la
corteza de Centrolobium paraense Tul., por el método de difusién en
disco (Kirby- Bauer)

Preparacion de las muestras:
Los extractos obtenidos (acetonay etanol) se llevaron a una concentracion
de 10 mg/mL. El solvente utilizado fue dimetilsulféxido (DMSO).

Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos:
La investigacion se realizo por el método cuali-cuantitativo de difusion en
agar con discos descrita por Ramirez y Marin (2009) frente cepas de referencia

internacional (Tabla 7). En los laboratorios de Actinomicetos “Dr. José A.
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Serrano R.” y de Micologia “Dr Corrado Capretti” de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis, bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero y Clara Diaz.

Tabla 7. Cepas de referencia internacional
Bacterianas

Gram positivas Gram negativas
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
ATCC 25923 ATCC 23357
Enterococcus faecalis Escherichia coli
ATCC 29212 ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Fungicas
Candida albicans Candida krusei
ATCC 14053 ATCC 6258

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023

Preparacion de los discos:

Los discos de papel de filtro de 2 mm de grosor por 6 mm de diametro se
organizaron en placas de Petri y se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV),
durante 12 horas para el ensayo antibacteriano y 90 minutos previos para el
ensayo antifingico. Posteriormente se impregnaron con 10 pL de los extractos
para el ensayo antibacteriano y 20 pyL de los extractos para el ensayo

antifiingico. Se incubaron los discos a 4 °C previamente a la inoculacién.

Preparacion de los in6culos:

Los indculos se prepararon a partir de un cultivo fresco de 24 h, luego en
un tubo con solucion salina, las cepas de referencia internacional se llevaron
a una turbidez correspondiente al del patron de McFarland N° 0,5 (1,5 x 1058
UFC/mL, UFC: unidades formadoras de colonias) para las cepas bacterianas
y en el caso de las levaduras al patrén de McFarland N° 1 (3 x 108 UFC/mL)

(Narvaez, Gomez y Martinez, 2008).
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Actividad Antibacteriana

Preparacion de las placas de Petri:

Se depositaron aproximadamente 20 mL de agar Mueller-Hinton
(HIMEDIA®) en placas de Petri (CLSI, 2020). Posteriormente las placas se
dejaron solidificar a temperatura ambiente, luego se realizé el control de

esterilidad y se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Inoculacion:

Una vez preparado el inoculo de cada cepa bacteriana de referencia, se
realiz6 un hisopado en forma de colchon sobre el agar Mdueller-Hinton
(HIMEDIA®). Luego se colocaron en la superficie del agar inoculado, los
discos de papel de filtro previamente impregnados con el extracto, ademas, se
ubicaron los discos de los antibidticos de referencia (Piperacilina® 100 ug para
las cepas Gram negativas, Ampicilina® 10 ug y Eritromicina® 15 ug para las

Gram positivas) como controles positivos y como control negativo DMSO.

Determinacion de la actividad antibacteriana:

El agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®) previamente inoculado se llevé a
incubacion en una estufa por 24 horas a 37 °C en presencia de oxigeno. Mas
adelante, se midieron los halos de inhibicion alrededor de los discos,

expresando los datos en milimetros (mm).
Actividad Antifungica
Preparacion de las placas de Petri e inoculacion:

Se agregaron 20 mL de agar Mdueller-Hinton modificado (HIMEDIA®)

suplementado con 2 % p/v de glucosa y azul de metileno (0,05 uyg/mL) y se les
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afadio el inoculo preparado anteriormente de cada cepa fungica de referencia,
se mezclé de forma envolvente y se dejé solidificar 15 min a temperatura
ambiente, luego se le colocaron en la superficie del agar los discos
impregnados con el extracto (20 yL) y los antifiungicos de referencia como
controles positivos (Fluconazol® 25 ug para Candida albicans ATCC 14053 y
Voriconazol® 25 pg para Candida krusei ATCC 6258) y DMSO, Acetona y

Etanol como controles negativos (Martin, Péman y Rubio, 2001).

Determinacion de la actividad antifungica:

El agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®) modificado previamente inoculado se
incubo en una estufa por 24 - 48 horas a 37 °C en presencia de oxigeno.
Posteriormente, se procedid a la medicion de los halos de inhibicién alrededor
de los discos, expresando los datos en mm.

Determinacion de concentracién minima inhibitoria (CMI):

Se realiz6 en aquellas cepas fungicas cuyo crecimiento fue inhibido en el
ensayo anterior, utilizando el mismo método de difusion en agar con discos.
Para ello se hicieron distintas diluciones de los extractos a fin de obtener
diferentes concentraciones, luego se impregnaron los discos con cada dilucion
y se colocaron en la superficie del agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®) modificado
previamente inoculado, se incubo en una estufa por 24 - 48 horas a 37 °C en
presencia de oxigeno. Posteriormente, se procedié a la medicion de los halos

de inhibicién alrededor de los discos, expresando los datos en mg/mL.
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Disefio de Anédlisis

Los datos que se recolectaron fueron analizados a través del enfoque
cualicuantitativo. Tal como lo refieren Palella y Martins (2012), el dato fue
medido numéricamente con el fin de ser analizado mediante operaciones
matematicas. Las variables medidas tuvieron como punto de partida su
naturaleza cualitativa o cuantitativa. En relacion con eso, las variables
cuantitativas pueden ser discretas y tienen una escala de medida de razén. En
cambio, las variables cualitativas tienen una escala de medida nominal.

El universo de esta investigacion estuvo representado por las plantas. A su
vez, la poblacién de estudio fue la especie Centrolobium paraense Tul., la

muestra fue representada por la corteza de la especie a estudiar.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Resultados
Los extractos obtenidos de la corteza de Centrolobium paraense Tul., con
los solventes de distinta polaridad (hexano, acetona, etanol) mediante el

método de reflujo presentaron las siguientes caracteristicas fisicas (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas fisicas de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul.

Extractos de la corteza

CARACTERISTICAS

Hexano Acetona Etanol
Aspecto Solido Polvo suelto Sirope
Color Beige Rojo intenso Rojo intenso
Olor Caracteristico Caracteristico  Caracteristico
Peso del material seco 200 g 200 g 200 g
Peso del extracto 1219 9,49 g 10,45 g
Rendimiento 0,61 % 4,75 % 5,23 %

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.

Tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de Centrolobium

paraense Tul.
El tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de la corteza de

Centrolobium paraense Tul., se realiz6 cualitativamente mediante reacciones

y analisis quimicos bien descritos. Los mismos se colocaron en contacto con
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diversos reactivos quimicos y se observaron las reacciones de coloracion,
precipitacion, fluorescencia y formaciéon de espuma que determinaron la
presencia de ciertos metabolitos secundarios.

Los resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos (hexano, acetonay
etanol) de la corteza de Centrolobium paraense Tul., se muestran en la tabla

9y figura 20.
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Tabla 9. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul.

Extractos de la corteza

Metabolito Prueba Indicador
Hexano Acetona Etanol
Wagner Precipitado - - +
Alcaloides Mayer Precipitado - - +
Dragendorff Precipitado - + ++
Esteroles y Reaccioén de Color verde + - -
triterpenos Lieberman- Burchard Color Rojo + +++ -+
Saponinas Reaccion de Espuma Espuma - - -
Reaccion con Cloruro Color Negro it -t
Fenoles férrico 10 % azulado
Reaccioén de Gelatina
Taninos 1% Precipitado - - -
Reaccion de Shinoda Color Rojo - +++ +
Flavonoides Reactivo alcalino Color Rojo
NaOH 10% . i it
(Confirmatoria) intenso
Reaccion con Acido Color Rojo
Quinonas y/o Sulfarico purpura + +++ +++
Antraquinonas Reaccion con
Hidréxido de amonio Color Rojo - + +
Glucésidos Reaccioén de Keller- Anillo Marrén - - -
cardioténicos Kilani
Reaccion d? Fluorescencia
) Fluorescencia )
Cumarinas NH4OH[ ] azul-violeta
Coloracion
amarilla que
Lactonas Reaccion con desaparece
sesquiterpénicas Hidréxido de sodio al acidular - +++ +++

+++ Muy abundante; ++ Abundante; + Presente; - Ausente

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Alcaloides (Wagner, Mayer, Esteroles y triterpenos (Reaccion
Dragendorff) de Lieberman-Burchard)

Fenoles (Reaccion con Cloruro

Saponinas (Reaccion de Espuma) Férrico 10 %)
0

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Acetona; C: Extracto de Etanol.

Figura 20. Tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul.
Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023
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Taninos (Reaccion de Gelatina 1%) Flavonoides (Reaccion de Shinoda)

Flavonoides (Prueba de Reactivo Quinonas (Reaccion con Acido
Alcalino NaOH 10 %) Confirmatoria Sulfdrico)

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Acetona; C: Extracto de Etanol; PP:
Patron positivo.

Figura 20. Tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul. (Continuacion).
Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023
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Antraquinonas (Reaccion con Glucdsidos cardiotonicos
Hidréxido de Amonio) (Reaccion de Keller-Kilani)

Cumarinas (Reaccién de Lactonas sesquiterpénicas

Fluorescencia NH4OH[) (Reaccion con Hidroxido de Sodio)
Td. Ve .

A: Extracto de Hexano; B: Extracto de Acetona; C: Extracto de Etanol; PP:
Patron positivo.

Figura 20. Tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul. (Continuacion).
Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023
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Actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza de Centrolobium
paraense Tul.

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos (acetona
y etanol) de la corteza de Centrolobium paraense Tul., se llevo a cabo a través
del método de difusién en agar con discos (Kirby-Bauer) descrita por Ramirez
y Marin en el 2009 frente cepas de referencia internacional utilizando agar
Mueller-Hinton (HIMEDIA®) y Mueller-Hinton modificado (HIMEDIA®) para la
actividad antibacteriana y antifingica respectivamente siguiendo los
procedimientos descritos previamente. Es importante destacar que al extracto
de hexano no se le evaluo la actividad antimicrobiana debido a su alto
contenido de compuestos apolares lo que dificulta su solubilizacion en
dimetilsulféxido (DMSO). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 10

y figura 21.
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Tabla 10. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul., frente a cepas de referencia internacional

Halo de inhibicién (mm?*)

Extractos
. ) (10 mg/mL) Antibidticos Antifangicos Solventes
Microorganismos
CMI
CPCAc CPCEt PIP AMP ERI FLO VOR DMSO Ac Et (mg/mL)
Staphylococcus
aureus
ATCC 25923 11* 12* 26* - ND
Enterococcus
faecalis
ATCC 29212 - - 17* - ND
Klebsiella
pneumoniae
ATCC 23357 8* 9* 18* - ND
Escherichia coli
ATCC 25922 - - 21* - ND
Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853 * 7* 32* - ND
Candida albicans
ATCC 14053 - 8* 50* - - - 9
Candida krusei
ATCC 6258 - - 20* - - - ND

Leyenda: CPCAc: Centrolobium paraense Tul. corteza acetona. CPCEt: Centrolobium paraense Tul.
corteza etanol. PIP: Piperacilina® 100 pg; AMP: Ampicilina® 10 pg; ERI: Eritromicina® 15 ng; FLO:
Fluconazol® 25 ng; VOR: Voriconazol® 25 ug; DMSO: Dimetilsulféxido; Ac: Acetona; Et: Etanol; CMI:
Concentracién minima inhibitoria; mm*: Milimetros; ND: No determinado.

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Cepas Bacterianas
Gram positivas
Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
ATCC 2592 ATCC 29212

Gram negativas
Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
ATCC 23357 ATCC 25922

CPCACc: Centrolobium paraense Tul. corteza acetona; CPCEt: Centrolobium
paraense Tul. corteza etanol

Figura 21. Actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul., frente a cepas de referencia internacional.
Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Cepas fungicas

Candida albicans
ATCC 14053

CPCAc: Centrolobium paraense Tul. corteza acetona; CPCEt: Centrolobium
paraense Tul. corteza etanol

Figura 21. Actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul., frente a cepas de referencia internacional
(Continuacion).

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.
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Candida krusei

ATCC 6258

CPCAc: Centrolobium paraense Tul. corteza acetona; CPCEt: Centrolobium

paraense Tul. corteza etanol

Figura 21. Actividad antimicrobiana de los extractos de la corteza de
Centrolobium paraense Tul., frente a cepas de referencia internacional
(Continuacion).

Fuente: Araujo, Plaza y Aparicio, 2023.

Discusiones

Son pocas las investigaciones realizadas sobre la especie Centrolobium
paraense Tul., sin embargo, en la familia Fabaceae se ha reportado la
presencia de compuestos fendlicos, glucésidos cianogénicos, terpenoides y
alcaloides (Wink, 2013) asi como una amplia actividad biolégica, por lo que los
resultados se comparan con géneros pertenecientes a dicha familia.

Mediante las pruebas de tamizaje fitoquimico realizadas en la presente
investigacion se comprobo la presencia de alcaloides, triterpernos, fenoles,

flavonoides, quinonas, antraquinonas y lactonas sesquiterpenicas en los
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extractos de acetona y etanol mientras que en el extracto de hexano solo se
encontrd la presencia de esteroles, triterpenos y quinonas (Tabla 9). Estos
resultados son comparados con los realizados por Mora y cols., en el 2021
donde en este trabajo obtuvieron por maceracion extractos con solventes de
distinta polaridad (hexano, acetona y metanol) de semillas de L. leucocephala
y L. esculenta cuya composicion quimica tiene similitud en cuanto a la
presencia de alcaloides, compuestos fendlicos, triterpenos y esteroles y a la
ausencia de cumarinas y taninos, sin embargo, mostraron mayor diversidad
de metabolitos secundarios como glucésidos y saponinas. En ese mismo afio
Yusuf, Abdullahiy Abdulaziz por percolacién obtuvieron un extracto de metanol
de las hojas de Albizia ferruginea en la que su composicion quimica concuerda
con la de los extractos de Centrolobium paraense Tul., por la presencia de
alcaloides, flavonoides y triterpenos y en la ausencia de glucésidos cardiacos,
ademas, reportaron la presencia de saponinas y taninos los cuales no estan
presentes en los extractos estudiados.

Por otro lado, De la Cruz y Ulloa (2020), mediante el método de extraccion
asistida por ultrasonido prepararon una solucion hidroalcohdlica (etanol
absoluto en agua destilada) de las flores de Dalea coerulea donde se demostro
la presencia de abundantes fenoles y flavonoides totales. No obstante, no
investigaron otros metabolitos secundarios. Otro estudio propuesto por Montes
de Oca y cols., en el 2017, logro determinar la composicién quimica de los
extractos de hexano, acetona y metanol de flores y tallos de Dalea
carthagenensis obtenidos por maceracién, cuyos resultados al ser
correlacionados con los de esta investigacion muestran concordancia tanto en
la presencia de alcaloides y fenoles como en la ausencia de glucésidos y
cumarinas, en cambio, en los extractos de Dalea carthagenensis reportaron
terpenos, saponinas y taninos difiriendo asi en la composicién quimica de la
especie investigada ya que en esta no estan presentes dichos fitoquimicos;

pero, si muestran flavonoides, quinonas, antraquinonas Yy lactonas
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sesquiterpénicas, sin embargo, estos ultimos no fueron investigados por
Montes de Oca en el 2017, adicionalmente, la especie estudiada muestra
esteroles y triterpenos mientras que en Dalea carthagenensis estan ausentes.

Las diferencias mencionadas anteriormente se deben a que los metabolitos
secundarios se distribuyen de manera heterogénea en las distintas partes de
las plantas, ya que son producidos y almacenados en células especializadas
y distintos compartimentos celulares, que incluyen vacuolas, tricomas y ductos
de resina (Huber y cols., 2015).

Por otro lado, es comun el empleo popular de partes vegetales con la
finalidad de obtener diversos efectos terapéuticos. Varios estudios han
validado cientificamente la eficacia de numerosos usos de la medicina
tradicional utilizada por la gente. Entre las variadas aplicaciones terapéuticas
de los vegetales, se incluyen aquellas con finalidad antimicrobiana (Barreto,
1997).

En cuanto a la actividad antimicrobiana, los extractos de acetona y etanol
de la corteza de Centrolobium paraense Tul., fueron evaluados para medir su
actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en agar con discos
impregnados con 10 pL y 20 uL de cada extracto para el ensayo antibacteriano
y antifingico respectivamente, con una concentracién de 10 mg/mL, logrando
la inhibicién del crecimiento de S. aureus (11 mm con acetona y 12 mm con
etanol), K. pneumoniae (8 mm con acetona y 9 mm con etanol), P. aeruginosa
(7 mm para ambos extractos) y C. albicans (8 mm con etanol) con una
concentracion minima inhibitoria de 9 mg/mL pero no mostraron actividad
frente a E. coli, E. faecalis y C. krusei asi como el extracto de acetona no
inhibi6 el crecimiento de C. albicans, estos resultados son comparables con
los del trabajo de Moray cols., en el 2021 ya que reportaron que los extractos
obtenidos (hexano, acetona y metanol) de L. leucocephala y L. esculenta
mostraron actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia como S.

aureus y E. coli siendo el extracto de metanol el que logro mayor actividad
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obteniendo los halos de inhibicibn mas grandes (9,33 y 6,67 mm,
respectivamente), al igual que en esta investigacion no hubo actividad frente a
C. albicans, sin embargo, frente a C. glabrata con el extracto de metanol se
logré una inhibicién de 7,33 mm y una CMI de 4 mg/mL para L. leucocephala
y 6 mg/mL para L. esculenta estos emplearon el método de difusion en agar
con discos de 5 mm de diametro impregnados con 2 mg de extracto cada disco
y para la CMI microdilucion en caldo.

Entre tanto, Yusuf y cols., en el 2021 evaluaron la actividad antimicrobiana
del extracto de metanol de A. ferruginea mediante el método de difusién en
agar en pocillos con 100 pL de la solucion del extracto a una concentracion de
30 mg/mL se logré la inhibicién del crecimiento de distintos microorganismos
entre ellos E. faecalis y K. pneumoniae formando halos de 28 mm y 25 mm
respectivamente mientras que no fue activo frente a P. aeruginosa.

Por su parte, Pareja y cols., en el 2020 utilizando el método de difusién en
agar con pocillos de 6 mm de didmetro y 50 pL del extracto de etanol de C.
spinosa lograron la inhibicion del crecimiento de bacterias de la biopelicula
bucal donde destacan S. aureus (37,7 mm) y E. faecalis (18 mm), en este
estudio se aplico la concentracion total del extracto. En ese mismo afio, De la
Cruz y Ulloa demostraron que el extracto hidroalcohdlico de D. coerulea
mediante el método de microdilucion en pocillo tiene actividad antimicrobiana
frente a patdgenos causantes de enfermedades del sistema respiratorio entre
ellas S. aureus subsp. aureus, K. pneumoniae subsp. pneumoniae y P.
aeruginosa.

Montes de Oca y cols., en el 2017 utilizando el mismo método de difusion
en agar con discos empleado en esta investigacion a excepcion de que usaron
discos de 5 mm de diametro impregnados con 2 mg de extracto (hexano,
acetonay metanol de flores y tallos de D. carthagenensis) por disco, reportaron
actividad antibacteriana frente a cepas Gram positivas y Gram negativas,

siendo los extractos de hexano y acetona de las flores quienes mostraron los
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mayores halos de inhibicion para S. aureus (14 mm con hexano y 11,66 mm
con acetona) y P. aeruginosa (10,66 mm con hexano y 13 mm con acetona).
Por otra parte, en la evaluacion de la actividad antifingica se evidencio que el
extracto de hexano de las flores fue el mas activo al inhibir el crecimiento de
las cepas fangicas evaluadas: C. albicans (13,25 mm), C. tropicalis (7,89 mm)
ambas con una CMI de 0,125 mg/mL y C. glabrata (9,4 mm) con CMI de 0,250
mg/mL. Al comparar estos resultados se observa que el extracto con mayor
actividad es el de hexano mientras que en nuestra investigacion no se logré
evaluar dicho extracto ya que este no se pudo solubilizar en el solvente
utilizado siendo entonces el extracto de etanol el que mostré6 mayor actividad
contrario a lo reportado por Montes de Oca y cols.

Los resultados sugieren que la corteza de Centrolobium paraense Tul., si
posee actividad antimicrobiana siendo los metabolitos secundarios presentes
en los extractos los responsables de dicho efecto bioldgico lo que concuerda
con lo expresado por Gomez y cols., en el 2015 donde muestran las distintas
actividades bioldgicas de diferentes géneros y especies vegetales
pertenecientes a la familia Fabaceae.

La actividad antimicrobiana que presentaron los extractos se presume que
es debido a la presencia de diversos metabolitos secundarios siendo estos
compuestos biolégicamente activos, puesto que provocan una alteracion
considerable en las diversas funciones bioldgicas de la célula que conducen a
un deterioro de los procesos celulares vitales necesarios para la supervivencia
del microorganismo, entre ellos: cambios en la morfologia celular, alteracion
de la membrana asociada con la fuga de iones, reduccion del potencial de
membrana, inhibicion de la actividad ATP-asa, de las reacciones enzimaticas,
de la biosintesis de toxinas, de la sintesis de acidos nucleicos y la formacion
de biopeliculas, asi como también la supresién de factores de virulencia,

alteracion de la composicion del perfil lipidico, disfuncion mitocondrial y
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deterioro en la utilizacion de la fuente de carbono (Prakash, Kumar, Pratap y
Songachan, 2020; Kuzhuppillymyal, Martinez y Cruz, 2023).

Por otro lado, al comparar nuestros resultados con los de otros
investigadores se observaron algunas diferencias que pueden estar
relacionadas con el método empleado para determinar la actividad
antimicrobiana. A este respecto, la técnica con sensidiscos presenta varias
desventajas; una de ellas es la composicion del papel filtro, el cual se compone
de celulosa que presentan muchos grupos hidroxilos libres, 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. Esto puede
explicar en parte la mas alta sensibilidad detectada cuando el método que se

utiliza es directamente en pozo (Ramirez y Marin, 2009).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los extractos obtenidos de la corteza de Centrolobium paraense Tul.,
mediante el método de reflujo mostraron un rendimiento de 0,61 %, 4,75 % y
5,23 % para hexano, acetona y etanol, respectivamente.

En el tamizaje fitoquimico de los extractos de la corteza de Centrolobium
paraense Tul., se determind la presencia de alcaloides, triterpenos, fenoles,
flavonoides, quinonas, antraquinonas y lactonas sesquiterpénicas en los
extractos de acetona y etanol mientras que en el extracto de hexano solo se
observé la presencia de esteroles, triterpenos y quinonas

Los extractos de acetona y etanol de la corteza de Centrolobium paraense
Tul., a una concentracion de 10 mg/mL mostraron actividad antimicrobiana
frente a S. aureus (11 mm y 12 mm), K. pneumoniae (8 mm y 9 mm), P.
aeruginosa (7 mm para ambos) y C. albicans (8 mm con Etanol) con una CMI
de 9 mg/mL y no mostraron actividad frente a E. coli, E. faecalis y C. krusei.

La corteza de Centrolobium paraense Tul., contiene una variedad de
metabolitos secundarios de interés, ademas de una amplia actividad
antimicrobiana, por lo que se considera una especie vegetal de interés en la
medicina tradicional.

La relevancia de esta investigacion se debe a que no existen trabajos
previos sobre la composicion quimica y actividad antimicrobiana de extractos
de la corteza Centrolobium paraense Tul., siendo este el primer reporte que
puede servir de base para futuras investigaciones sobre otras actividades

biolégicas.
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Recomendaciones

Realizar un tamizaje fitoquimico mas profundo con otros solventes para
la identificacion de otros metabolitos secundarios que puedan estar
presentes, asi como su cuantificacion.

Estudiar la actividad antimicrobiana de cada uno de los compuestos
presentes en los extractos para determinar el responsable de dicha
actividad, asi como definir la existencia de sinergismo entre los
componentes presentes o no.

Evaluar otras actividades bioldgicas, como antiinflamatoria, citotoxica,
antioxidante, anticancerigena y neuroprotectora de los extractos de la
corteza de Centrolobium paraense Tul.

Ampliar la investigacién aqui descrita efectuando el estudio en hojas y
frutos de Centrolobium paraense Tul., en busca de otros metabolitos
secundarios utiles.

Aplicar diferentes concentraciones de los extractos sobre las cepas
bacterianas de referencia internacional con el objetivo de determinar la
concentracion minima inhibitoria de los extractos y si al aumentar la
concentracion se amplia el didmetro del halo de inhibicion.

Continuar el estudio de especies vegetales de las cuales no haya
informacion bibliogréfica y con ello tener un conocimiento mas amplio
de la misma para asi incorporar estos recursos naturales en el campo

de la fitoquimica, medicina y farmacologia.
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