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RESUMEN

Existen muchas enfermedades causadas por complejos bacterianos
y a pesar de la amplia disponibilidad de antibiéticos para el tratamiento de
estas, en ocasiones la sintomatologia no desaparece, por un fendmeno
creciente y que preocupa a la comunidad médica denominada resistencia
bacteriana. Frente a esta problematica, se destaca el importante papel
que han desempenado las plantas como fuente de reveladora actividad
farmacoterapéutica, en tal sentido los géneros pertenecientes a la familia
botanica Bignoniaceae se les han descrito actividad antibacteriana. Por lo
anteriormente descrito en la presente investigacion se evaluo la actividad
antibacteriana de cuatro (4) especies pertenecientes a la familia
Bignoniaceae, entre estas tenemos Spathodea campanulata, Podranea
ricasoliana, Tecoma stans y Jacaranda mimosifolia presentes en el estado
Mérida — Venezuela, para demostrar la capacidad inhibitoria que ejercen
éstas sustancias obtenidas de las plantas contra cinco (5) cepas de
referencia (bacterias Gram positivas y Gram negativas). De las cuatro
especies vegetales estudiadas solo el extracto de las flores de S.
campanulata presentd actividad frente a Staphylococcus aureus a una
concentracion de 0,5 g/mL usando el método de Kirby-Bauer. Del extracto
de las flores se identificaron flavonoides usando el revelador NEU, se
evalud la actividad antioxidante usando el método DPPH, el extracto de
diclorometano de las flores de la S. campanulata revelé una buena
actividad antioxidante con una Clsy de 940 ug/mL. De las flores de dicha
especie se obtuvo un rendimiento de 0,1mL (0,005%) de aceite, en el
cromatograma se presentaron 30 componentes los cuales representan el
96,49% de la mezcla, siendo los mayoritarios: benzoato de bencilo
(17,54%), geranil acetona + a-humaleno (12,74%), B-cariofileno (9,47%),
farnesil acetona (5,97%), aromadendreno (4,32%), a-gurjuneno (3,90%)
y tricosano (3,74%).



INTRODUCCION

Las plantas son capaces de producir cientos de compuestos de alta
diversidad y distinta funcionalidad. Las propiedades medicinales de las
plantas pueden provenir de cualquiera de sus partes (hoja, tallos, corteza,
raices, flores o semillas), que producen sustancias quimicas llamadas
metabolitos secundarios o principios activos, estos tienen la capacidad de
producir efectos fisiolégicos que pueden ser benéficos o téxicos de

acuerdo al principio activo de que se trate.

Desde tiempos muy remotos las plantas han cumplido un papel muy
importante en el area terapéutica gracias a las multiples propiedades que
ellas poseen, por esta razén a ido tomando importancia su estudio y el
desarrollo de técnicas analiticas que permitan la determinacion e
identificacion de las sustancias o principios activos contenidos en las

especies vegetales.

La busqueda de nuevos farmacos de origen vegetal, ha ocupado el
interés de farmacognostas y fitoquimicos por muchas décadas. Estos se
han enfocado en la busqueda de sustancias de probada actividad
farmacolégica sobre trastornos cardiacos, digestivos, cancer, artritis,
psicosis, infecciones. Estudios estadisticos muestran que alrededor de las
dos terceras partes de la poblaciéon mundial se medica con drogas crudas,
esto es, con las denominadas comunmente “yerbas curativas”. Es la
naturaleza la que proporciona el punto de partida para los futuros

medicamentos.

El Grupo de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes ha venido desarrollando una
linea de investigacion que pretende estudiar la flora de la region Andina
desde un punto de vista fitoquimico y biologico. Existen numerosas

familias de plantas conocidas como arboles, arbustos, hierbas y lianas,



algunas son reconocidas como plantas ornamentales debido
especialmente por sus vistosas flores, por la produccion de frutos, su
utilidad en trabajos diarios, en la produccion de utensilios caseros y
especialmente por el potencial activo que posean en la prevencion y

tratamiento de enfermedades.

Entre una de las familias reconocidas del reino vegetal se encuentra
la Familia Bignoniaceae, los miembros de esta familia se caracterizan por
ser arboles, arbustos o trepadoras lefiosas y raras veces herbaceas. Esta
formada por un gran numero de géneros y especies que se encuentran

distribuidos en varios lugares del mundo.

En Venezuela la Familia Bignoniaceae se distribuye
aproximadamente en 30 géneros y 157 especies. Algunos son
importantes arboles madereros, otros como por ejemplo el fruto de
Crescentia es usado como utensilio casero. Algunos son usados en la
produccion de artesania liviana y arboles de ornato como es el caso del

género Spathodea.

Algunas especies de esta familia representan una valiosa fuente de
compuestos naturales con actividad antitumoral, antibacteriana, siendo
esta ultima un problema de salud publica, ya que en los ultimos afios las
bacterias Gram positivas multiresistentes, han dificultado el tratamiento de
ciertas infecciones intrahospitalarias y han reducido las opciones

terapéuticas.

Debido a lo anteriormente descrito, en la presente investigacion se
planteé determinar la actividad antibacteriana, antioxidante de extractos
crudos y composicidon quimica del aceite esencial de las especies
Spathodea campanulata, Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia vy

Podranea ricasoliana, pertenecientes a la familia Bignoniaceae.



CAPITULO|

Planteamiento del Problema

En 1980 Albornoz plantea que las plantas se han utilizado desde
siglos como agentes terapéuticos productoras de sustancias que se
emplean como digestivos, febrifugos, antiinflamatorios, colorantes,
analgésicos, estimulantes, condimentos, sedantes, perfumes, entre otros.
En las ultimas décadas, se ha intensificado la investigacién cientifica para
extraer y separar sustancias con propiedades biolégicas o terapéuticas.
Muchas clases o categorias de sustancias naturales, productos del
metabolismo vegetal, se han clasificado segun su origen, caracter
quimico, similitud estructural molecular o su accion farmacoldgica.
Entre estas se han reportado: proteinas, vitaminas, carbohidratos, aceites,
terpenos, esteroides, alcaloides, flavonoides, fenoles, éteres, saponinas,
lactonas, fenilpropanoides, amarolidos, péptidos, nitroderivados.

Entre una de las familias reconocidas del reino vegetal se encuentra
la Familia Bignoniaceae, los miembros de esta familia se caracterizan por
ser arboles, arbustos o trepadoras lefiosas y raras veces herbaceas. Esta
formada por un gran numero de géneros y especies que se encuentran

distribuidos en varios lugares del mundo (Alwyn, 1982).

Por otra parte Gachet & Schiuhly (2009) sefialan que la familia
Bignoniaceae es comun de los tropicos de Sudamérica, en la que se
incluyen aproximadamente 112 géneros con 725 especies. Esta familia
toma importancia por sus especies maderables y por otras utilizadas
como ornamentales, entre los mas importantes tenemos: Spathodea,

Tecoma, Jacaranda, Tabebuia, Podranea.



Dentro de este marco Mokche et al., (2008) indican que en
Venezuela la familia Bignoniaceae se distribuye aproximadamente en 30
géneros y 157 especies. Gachet & Schuhly (2009) también indican que
algunas especies representan una valiosa fuente para la produccion de
compuestos quimicos como naftoquinonas del tipo de lapachol,
glucdsidos iridoides, alcaloides, flavonas, triterpenos, polifenoles, taninos
y aceites de semilla, que tienen muchas actividades farmacolégicas como:
antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungal, antiviral, antiparasitaria,

antiprotozoal y anticancerigena.

Por otra parte Pianaro et al., (2007) sefialan que el estudio quimico
de las cascaras de raices de Spathodea campanulata (Bignoniaceae)
permitié aislar un Iridéide glucdsido (ajugol) y dos derivados fendlicos
(acido p-hidroxibenzoico y metil p-hidroxibenzoato), los cuales mostraron
actividad bioldgica contra el hongo Cladosporium herbarum. El acido
p-hidroxibenzéico, muestra actividad antibacteriana contra las Gram
positivas. Ademas son utilizados como agentes antimicrobianos,
empleados en alimentos y la preservacién de drogas en varios paises,
principalmente contra los hongos. Ayyappa et al., (2009) para la revista
Ethnobotanical Leaflets, hace referencia al estudio de la actividad
antibacteriana in vitro de extractos acuoso y de metanol de esta especie
contra bacterias patégenas por el método de difusion en agar con discos,
demostrando una significativa actividad contra Streptococcus agalactiae,
seguida por Escherichia coli, Streptococcus coagulasa positivo y

Staphylococcus aureus.

Por su parte Ofori et al., (2009) evalué la actividad antibacteriana de
los extractos acuoso, etandlico, metandlico y éter de petréleo de la
corteza y tallo de Spathodea campanulata Beauv. (Bignoniaceae). Los
organismos microbianos utilizados para el estudio fueron bacterias

Gram positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), bacterias



Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y la
levadura Candida albicans, obteniéndose que el extracto de metanol
mostré la mejor actividad antibacteriana y antifungica, mientras que los

extractos de éter de petrdleo y acuoso presentaron poca actividad.

En 1994 Binutu ef al., realizaron estudios de actividad antimicrobiana
de extractos de metanol de las hojas y corteza del tallo de Jacaranda
mimosifolia D, Tecoma stans Linn., Tabebuia rosea (Bertol) DC., y
Crescentia cujete Linn., utilizaron una amplia gama de bacterias Gram
positivas y Gram negativas y hongos. La mayoria de las especies
mostraron una variable actividad de amplio espectro, en comparacion a
los antimicrobianos, ademas observaron que el extracto de metanol de las

hojas de Tecoma stans fue eficaz frente a Candida albicans.

Estudios realizados por Azzawi et al., (2012) determinaron que el
extracto alcohdlico de la especie Tecoma stans, posee actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus
subtilis, mientras que el extracto acuoso no posee actividad contra los
microorganismos en cuestion. Anteriormente en el 2006 Rojas et al.,
evaluaron la actividad antimicrobiana y la concentracion inhibitoria minima
(CIM) de los extractos de etanol, hexano y agua de la especie Jacaranda
mimosifolia, contra cinco bacterias  (Staphylococcus  aureus,
Streptococcus B-hemolitico, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli), y una levadura (Candida albicans). Los extractos
acuosos de J. mimosifolia, mostraron una mayor actividad contra Bacillus
cereus y Escherichia coli. Del mismo modo, los extractos de etanol fueron

activos frente a Staphylococcus aureus.

Dentro de este orden de ideas Zampini et al, (2007), revelan
mediante ensayos bioautograficos que extractos pertenecientes a la

familia Bignoniaceae presentan principios antimicrobianos. Analisis



fitoquimicos muestran que estos compuestos son de naturaleza fendlica.
Los resultados obtenidos justificarian el uso de estos extractos para el
tratamiento de infecciones bacterianas especialmente aquellas de origen

dérmico.

En busca de indagar en lo anteriormente descrito, en esta
investigacion se evalud la actividad antibacteriana de extractos crudos de
cuatro especies vegetales, y actividad antioxidante de una de las especies
pertenecientes a la familia botanica Bignoniaceae, y debido a ello se

formularon las siguientes interrogantes:

e ;Qué actividad antibacteriana presentaron los diferentes extractos
crudos (hexano, metanol y agua—metanol) de plantas pertenecientes a
la familia Bignoniaceae (Spathodea campanulata, Tecoma stans,
Jacaranda mimosifolia y Podranea ricasoliana), a través del método de

difusién en agar con discos y el método de microdilucién en placa?

e ;Qué actividad antioxidante presento el extracto crudo (diclorometano)
obtenido de la especie Spathodea campanulata, por medio del test de

actividad secuestrante de radicales (DPPH)?

e ;Cuadl es la composicién quimica del aceite esencial obtenido a partir
de las hojas de las especies Spathodea campanulata, Tecoma stans,
Jacaranda mimosifolia y Podranea ricasoliana, pertenecientes a la

familia botanica Bignoniaceae?

e ;Cuadl es la composicién quimica del aceite esencial obtenido a partir
de las flores de la especie Spathodea campanulata, perteneciente a la

familia botanica Bignoniaceae?



Justificacion de la Investigacion

Existe una fuerte interrelacién entre la medicina y las plantas, debido
a las multiples propiedades terapéuticas que ellas poseen. Las nuevas
técnicas de trabajo facilitan al investigador quimico organico el
aislamiento y determinacion estructural de los metabolitos secundarios o
principios activos de las plantas, lo que intensifica la busqueda de
farmacos mas activos y mas especificos en las plantas medicinales,
enriqueciendo cada dia la farmacologia. Por el potencial que representan
estos metabolitos las investigaciones no solo se han dirigido a la
elucidacién de estructuras quimicas sino también a la evaluacion de su
actividad biolégica mediante bioensayos. A través del estudio bioldgico de
extractos de plantas, se podria determinar cual es el principio activo que
produce la accion, cual es su margen de seguridad, asi como el de las

sustancias que le acompanan.

Diversas razones justifican el estudio farmacolégico y fitoquimico de
las plantas medicinales. El Grupo de Productos Naturales de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes ha venido
desarrollando una linea de investigacién que pretende estudiar la flora de
la region andina desde un punto de vista fitoquimico y biolégico, debido a

la gran diversidad de plantas que esta regién posee. Se busca encontrar



datos farmacologicos que validen su uso en la medicina tradicional, y dar
a conocer los efectos adversos que pudieran producir algunas plantas de

uso comun.

La automedicacion de productos naturales justifica que la comunidad
cientifica aporte informacion de calidad, seguridad y eficacia en beneficio
de los consumidores. De igual forma el ensayo experimental permite de
alguna manera integrar la praxis del conocimiento cientifico, en demostrar
la eficacia de la planta medicinal, lo que permitira mejorar la calidad de

vida del capital humano.

A pesar de la amplia disponibilidad de antibidticos para diversos
tratamientos de enfermedades causadas por complejos bacterianos, en
ocasiones la sintomatologia no desaparece, produciéndose la

denominada resistencia bacteriana.

Frente a esta problematica, se destaca el importante papel que han
desempenado las plantas como fuentes de reveladora actividad
Farmacoterapeutica, ademas debido al incremento de bacterias
multirresistentes, se ha dificultado el tratamiento de ciertas infecciones
intrahospitalarias y se han reducido las opciones terapéuticas,

representando las mismas un problema de salud publica.

El propdsito de la investigacion consiste en determinar las
propiedades antimicrobianas in vitro de cuatro especies de plantas
naturales, ya que especies de esta misma familia han sido estudiadas
preliminarmente por tener principios activos bactericidas. Asimismo se

pretende ensayar su posible actividad antioxidante.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana, de extractos crudos de las
especies Spathodea campanulata, Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia
y Podranea ricasoliana y la actividad antioxidante, composicion quimica
del aceite esencial de las flores de Spathodea campanulata,

pertenecientes a la familia Bignoniaceae.

Objetivos Especificos

¢ Recolectar las hojas de las especies Spathodea campanulata, Tecoma

stans, Jacaranda mimosifolia y Podranea ricasoliana.



Recolectar las flores de la especie Spathodea campanulata.

Obtener los extractos hexanico, metandlico, mezcla (agua:metanol) de

las hojas de cada especie.

Obtener el extracto de diclorometano de las flores de Spathodea

campanulata.

Estudiar la actividad antibacteriana de los diferentes extractos a través
del método de difusidn en agar con discos y el método de microdiluciéon

en placa.

Determinar el potencial antioxidante del extracto de diclorometano de
las flores de Spathodea campanulata a través del test de actividad

secuestrante de radicales (DPPH).

Extraer el aceite esencial de las hojas de las especies Spathodea
campanulata, Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia y Podranea

ricasoliana, por hidrodestilacion.

Extraer el aceite esencial de las flores de la especie Spathodea

campanulata por hidrodestilacion.

Separar e identificar los compuestos del aceite esencial obtenido, por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.



CAPITULO Il

Marco Tedrico Referencial

Actividad Antibacteriana

Para Martinez (2005) la actividad de una sustancia antimicrobiana se
define como la habilidad especifica o capacidad de un producto de lograr
su efecto inhibitorio frente a un determinado microorganismo, se
determina por el método mas adecuado normalmente métodos de analisis

microbiolégicos.

Concentracion Minima Inhibitoria

Es la menor concentracion de antibiético capaz de inhibir el
crecimiento de 105 bacterias en 1 mL de medio de cultivo, tras 18-24
horas de incubacion (CLSI, 2008).

Cepas Gram Positivas

Dentro de los microorganismos Gram positivos existen diversos
géneros, de los cuales se citan las caracteristicas generales de los
microorganismos usados durante la investigacion. Los cuales fueron
Staphylococcus y Enterococcus, causantes de muchas de las infecciones

nosocomiales.

Género Staphylococcus segun Murray et al., (2006) su nombre
procede del griego Staphyle que significa “racimo de uvas”, comprende 35
especies, entre las de importancia clinica tenemos: Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus.



Los Staphylococcus son células esféricas Gram positivas dispuestos
en racimos irregulares, miden aproximadamente 1 ym de diametro, son
inmoviles, aerobios facultativos, catalasa positivo y capaces de crecer en
un medio con 10% de cloruro de sodio y temperaturas que varian entre 18
y 40°C. Estas bacterias estan presentes en el ser humano colonizando la
piel y las mucosas; también las bacterias de este género conforman un
grupo de patdégenos en el ser humano originando un amplio espectro de
enfermedades sistémicas que pueden poner en peligro la vida. La especie
que se asocia a mas enfermedades en el ser humano es Staphylococcus
aureus, el cual es el miembro mas virulento del género (Murray et al.,
2006).

Género Enterococcus son cocos Gram positivos que se disponen
en parejas o en cadenas cortas, son anaerobios facultativos y su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 35°C. Los Enterococcus son
exigentes desde el punto de vista nutricional ya que requieren de vitamina
D, acidos nucleicos y una fuente de carbono como la glucosa. Este
género consta de 29 especies, de las cuales las que se aislan con mayor
frecuencia y que tienen mayor importancia clinica son Enterococcus

faecalis y Enterococcus faecium (Murray et al., 2006).

Es importante sefalar que Enterococcus faecalis se considera una
de las causas mas comunes de infecciones nosocomiales, sobre todo en
unidades de cuidados intensivos ya que se transmite de paciente a

paciente o por dispositivos médicos.

Cepas Gram Negativas

Al igual que las cepas Gram positivas, existe una gran variedad de
bacterias Gram negativas. Los microorganismos ensayados pertenecen al
género Escherichia, Klebsiella y Pseudomonas, pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae.
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Género Escherichia segun Murray et al., (2006) este género se
compone de cinco especies, de las cuales Escherichia coli es el mas
frecuente y la mas relevante desde el punto de vista clinico. Son bacilos
cortos aerobio facultativo, se asocia con una variedad de enfermedades
como septicemia, infecciones del tracto urinario, meningitis y

gastroenteritis.

Género Klebsiella para Tortora et al., (2007) es un género de
bacterias inmdviles, Gram negativas, anaerobias facultativas y con una
prominente capsula de polisacaridos. Es un frecuente patogeno humano,
los organismos bacteriales del género Klebsiella pueden liderar un amplio
rango de estados infecciosos, notablemente neumonia. Entre ellos, cabe
destacar los siguientes: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae,

Klebsiella rhinoscleromatis.

Género Pseudomonas son bacilos Gram negativos moviles, rectos
o ligeramente curvos. Estos microorganismos no son fermentadores y
utilizan hidratos de carbono a través del metabolismo respiratorio en el
que el oxigeno actua como aceptor final de electrones. Este género se
compone de diez especies que se han aislado de muestras clinicas, asi
como numerosas especies que se encuentran en la naturaleza.
Pseudomonas aeruginosa es la especie mas frecuente, genera un grave
problema de salud publica por ser unos de los principales causante de
infecciones nosocomiales, al encontrarse también en ambientes
hospitalarios, ademas es una cepa resistente a muchos antibiéticos y
capaz de mutar a cepas mas resistentes durante el tratamiento segun
Murray et al., (2006).

Asimismo Moellering (1998) sefiala que las bacterias tienen la
capacidad de desarrollar resistencia a los farmacos; esta resistencia se
debe a una serie de genes que suelen estar asociados a elementos

genéticos transferibles, por lo tanto la bacteria que obtiene estos

11



elementos se hace resistente a la accion de los antibioticos, el uso de los
mismos en la practica clinica ha hecho que se seleccionen las bacterias
resistentes desistiendo de las que no lo son, resultando cepas bacterianas

que son resistentes a varios antibioticos.

Actividad Antioxidante

Segun Gutiérrez et al., (2007) los antioxidantes son sustancias que
actuan protegiendo al organismo de la accion de los radicales libres,
retrasando el proceso de envejecimiento y combatiendo la degeneracion
y muerte de las células que provocan los mismos. Existen alimentos que
contienen una gran variedad de fitonutrimentos, muchos de los cuales
tienen propiedades antioxidantes, ademas de las bien conocidas, vitamina
C y E y los carotenoides. Existen otros compuestos como lo flavonoides
(incluyendo flavonas, isoflavonas, flavononas, saponinas y catequizas)
que son fuertes antioxidantes y contribuyen a la capacidad antioxidante

total.

Los radicales libres son moléculas desequilibradas con atomos que
tienen un electron con capacidad de aparearse por lo que son muy
reactivos. Estos radicales recorren el organismo intentando captar un
electron de las moléculas estables, con el fin de lograr su estabilidad
electroquimica y con potenciales reacciones en cadenas destructoras de
las células del cuerpo (Gutiérrez et al., 2007). Existen especies reactivas
de oxigeno como el radical superéxido, el radical hidroxilo o el peréxido de
hidrogeno (Korc et al., 2005).

Composicion Quimica (Fitoquimica)

Para Marcano & Hasegawa (2002) los seres vivos son capaces de
sintetizar una gran variedad de compuestos que se definen “productos
naturales” o “metabolitos secundarios”, que se le conoce también como

producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene utilidad aparente
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para el ser que lo sintetiza, a diferencia de los metabolitos primarios o
productos bioquimicos que presentan una utilidad definida y que son
comunes a todos los seres vivos, como son: carbohidratos, lipidos y
proteinas. La fitoquimica comprende el estudio de los metabolitos
secundarios de origen vegetal. Estos metabolitos secundarios se
distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan
propiedades bioldgicas, muchos de ellos presentan funciones ecoldgicas
y se caracterizan por sus diversos usos Yy aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes entre otros. La
formacion de los metabolitos primarios y secundarios, se resumen en el

Esquema 1, segun Marcano & Hasegawa, (2002).

Moléculas Activas en el Ambito Medicinal e Industrial

Fenoles: Entre los fenoles encontrados en estado libre, se
encuentran constituyentes importantes de las esencias como el timol, el
carbacrol (esencia de tomillo), el eugenol y el chivacol. Muchos de los
fenoles estdn en estado de éter oxidado en las esencias. Los fenoles
tienen una actividad fisiolégica marcada porque poseen propiedades

antisépticas, antihelminticas, carminativas y antidiarreicos (Carey, 2003).

Para Marcano & Hasegawa (2002), son los compuestos mas simples
y consisten en un anillo fendlico sustituido. Hay relativamente pocos
fenoles sencillos en la naturaleza y se forman por reacciones de
degradacion de los fenilpropanoides; algunos derivan del acido acético.
Segun Ngouela et al., (1990) de las raices de la especie Spathodea

campanulata se han aislado dos compuestos fendlicos (ver Cuadro 1).

Cumarinas: Segun Marcano & Hasegawa (2002), son compuestos
derivados de las a-pironas que se generan por lactonizacion del acido
o-cumarico. Estdan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. La

estructura mas sencilla, la cumarina misma, que es utilizada como
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aromatizante en confiteria. También estos compuestos posee

propiedades antiinflamatorias, antitrombdticas y vasodilatadoras.

Esquema 1. Rutas Biosintéticas

Ac. Deshidroshiquimico CO; *+ H;,0 -
wtosintesisl HsPO4 /

Pirimidinas
Purinas
v Hexosas ¢——CARBOHIDRATOS ——»
Ac. Galico l
Glicolisis L P
i PeNntoSas m——— Ac. Piravico (C;) —>  Ac. Citrico
CH,;COCO:H
Aminoacidos
Alifaticos

v v

Ac. Acético N Ac. Shikimico
CH3;COzH Condensacion (Cz)n (Ce-C)
Ve }

Ac. Mevalénico l Ac. Prefénico
| (C6-C3-C)
AC. GRASOS POLICETIDOS
SATURADOS (COMPUESTOS l
- FENOLICOS) Fenilalanina

Mono-(C1o)

Sesqui-(C1s) Aminoéacidos
Di-(Cz0) aromaéticos
Sester-(Cazs) POLICETIDOS Ac. Cinami

Tri(Cao) | : c. Cinamico

Tetra~(Cao) PROSTAGLANDINAS l

(Carotinoides) -

v

- PROTEINAS
Azlcares / -

- LIGNANOS
+

LIGNINAS
+

FLAVONOIDES

Marcano & Hasegawa (2002).
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Cuadro 1. Compuestos Fendlicos Aislados de S. campanulata Beauv.

CO:H MeO O
Acido p-hidroxibenzoico Metil-p-hidroxibenzoato

(Ngouela et al., 1990).

De las especies en estudio se ha identificado la presencia de

cumarinas en Tecoma stans (lbarra et al., 2009).

Alcaloides: Son bases organicas, que poseen en su estructura
nitrogeno, para que una molécula sea catalogada como tal. Fueron el
motor de las primeras investigaciones en productos naturales, algunos se
han manifestado como altamente toxicos, y otros en dosis apropiadas,
son drogas comunmente usadas en medicina, ejemplo la morfina
(Campos, 2007). Recientemente Azzawi et al., (2012) reporta algunos

alcaloides aislados de la especie Tecoma stans (ver Cuadro 2).

Antocianésidos: Los antociandsidos son heterdsidos (también se
denominan  antocianinas) cuyos aglicones (antocianidinas o
antocianidoles) derivan del ion flavilio (2-fenil benzopirilio) (Lopez, 2002).
Ademas constituyen uno de los pigmentos principales de las flores y de
las hojas de otofio, sus colores van desde el rojo hasta el azul. Son
glicésidos de polihidroxiflavilio en los cuales la unién glicosidica esta
principalmente en C-3 (Marcano & Hasegawa, 2002). Pianaro et al.,
(2007) identifico la presencia de antocianinas en la especie Tecoma

stans.
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Cuadro 2. Compuestos Alcaloides Aislados de la Tecoma stans.

O HO
//,
H 3 C j\\\\ . 14, , CH 3
h |
I
CHj CH,
Tecomina 5-B-Hidroxyskitantina
OH
OHC/,I ‘ AN H3C... CHs;
2 |
N CHs
Boschniakina 7-Hidroxyskitanthina
O
HO
H,;C
|
CH,

4-Hidroxytecomina

(Azzawi et al., 2012).
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Flavonoides: Es el nombre genérico de un grupo de moléculas
generadas por el metabolismo secundario de los vegetales, que, como
otros principios activos vegetales, se originan mediante una ruta
biosintética mixta (en el caso de los flavonoides, a través de la ruta del
acido shikimico y la ruta de los policétidos). Los flavonoides son
sustancias solidas cristalizadas de color blanco o amarillento
(Bruneton, 2001).

Segun Marcano & Hasegawa (2002), la funcion de los flavonoides en
las plantas son varias, se consideran como de antioxidantes vy
secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobiales vy
antinutricionales, fotoreceptores y protectores contra la luz UV, agentes
quelantes de metales, atractores visuales para los insectos, entre otros.
La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A derivado
de la cadena del policétido, un anillo B, derivado del acido shikimico, con
sustitucién en orto, como en los acidos cumarico, cafeico y galico y tres
atomos de carbono que unen los anillos A y B, correspondientes a la parte
alquilica del fenilpropano. Es por ello se les conoce como unidades Cqs-

Ces-C3-Cs y el esqueleto recibe el nombre de nucleo de flavano.

Asimismo Duran & Borja (1993) sefialan que los flavonoides estan
ampliamente repartidos en las plantas, especialmente en hojas, flores y
polenes, asi como en partes lefilosas, como pedunculos y cortezas. Las
plantas crecidas a pleno sol tienen mas flavonoides que las crecidas a la
sombra, lo cual se ha interpretado como defensa de la planta de las
oxidaciones promovidas por la luz UV. De las especies Spathodea
campanulata y Tecoma stans se han reportado compuestos flavonoides
(ver Cuadros 3, 4) (Amusan et al., 1995; Corral et al., 2002).
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Cuadro 3. Compuesto Flavonoide Aislado de la S. campanulata

OH O

Quercetina

(Amusan et al., 1995).

Cuadro 4. Compuesto Flavonoide Aislado de la Tecoma stans

OH O

Apigenina

(Corral et al., 2002).

Taninos: Son sustancias que producen el endurecimiento del cuero,
estan ampliamente distribuidos en dicotiledoneas lefiosas; su funcion en
las plantas no esta clara pero debido a su abundancia en tejidos jovenes y
en las heridas causadas en el tallo, particularmente aquellas cerca del
suelo, se creen que son utilizados por el vegetal como proteccidén contra
infecciones de hongos y parasitos. La connotacion fitoquimica define a los
taninos como sustancias con propiedades similares a aquellas de los
agentes tanicos comerciales, compuestos fendlicos cuyos pesos oscilan
entre 500 y 3000 y que precipitan proteinas y alcaloides (Marcano &
Hasegawa, 2002). En el 2009 Ibarra et al., identifico la presencia de

taninos en la especie Tecoma stans.
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Quinonas: Son anillos aromaticos con dos funciones ceto. Son
ubicuas en la naturaleza y causantes del color marréon que se produce en
las frutas cuando estan dafiadas. Poseen una alta reactividad, formando
complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, la mayoria de
las veces inactivan la proteina y anulan su funcién. De alli el potencial
antimicrobiano de estos compuestos. (Domingo & Lépez, 2003). En 1994
Binutu et al., identifico de la especie Tecoma stans la presencia de

quinonas.

Saponinas: Son un grupo de sustancias glicosidicas que se
disuelven en agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la
solucion. Por hidrélisis de una saponina se obtienen carbohidratos y una
aglicona: “sapogenina”. La cual estructuralmente puede ser del tipo
esteroidal (C27) o triterpenoidal (C30). En general, las esteroidales son
menos numerosas que la triterpenoidales conocidas. Son mas
importantes como materia prima para la fabricacion de hormonas
sintéticas, mientras que las triterpenoidales son potencialmente mas
aplicables en forma directa (Marcano & Hasegawa, 2002). Se ha
identificado la presencia de saponinas en la especie Spathodea

campanulata (Pianaro et al., 2007; Binutu et al., 1994).

Triterpenos: Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de
la unidn de unidades de isopreno (5 atomos de C). De esta forma, los
terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno.
Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevaldnico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevaldonico que reacciona hasta formar
isopentenil difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP)
que funciona en cloroplastos y genera también IPP. (Garcia & Pérez,
2009).
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Esteroides: Los esteroides son otro tipo de lipidos no
saponificables, que poseen un nucleo comun formado por cuatro anillos
condensados, tres de los cuales poseen seis atomos de carbono y el
cuarto unicamente cinco. El nombre de dicha estructura comun es

ciclopentanoperhidrofenantreno (Pelczar & Reid, 1992).

De la especie Spathodea campanulata se han aislado triterpenos y
un esteroide (ver Cuadro 5, 6) (Ngouela et al., 1990; Boonyaratavej &
Petsom, 1991; Alcalde & Pozo, 2004). De alli la importancia de determinar

la presencia de estos compuestos en la presente investigacion.

Cuadro 5. Triterpenos Aislados de la S. campanulata Beauv.

< M CHL,OH

Acido oleandlico

(Ngouela et al., 1990; Boonyaratavej & Petsom, 1991; Alcalde & Pozo,
2004).
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Cuadro 5. Triterpenos Aislado de la S. campanulata Beauv.

(Continuacion)

Acido ursolico : &cido 3B-hidroxiurs-12-en-28-oico

N\

///,

OH

HO%O
HO

OH
B-sitosterol-3-0-B-D-glucopiranosido

(Ngouela et al., 1990; Boonyaratavej & Petsom, 1991; Alcalde & Pozo,
2004).

Cuadro 6. Esteroide Aislado de la S. campanulata Beauv.

HO,,

HO

Spathodol :( 24S)-5a-stigmasta-7, 25-diene-2a, 33-diol

(Ngouela et al., 1991).
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Glicésidos: Son condensaciones de aldosas o cetosas ciclicas,
donde el hidrogeno de OH hemiacetalico se reemplaza por un grupo
alquilo o arilo. La parte de la molécula resultante, unida al carbohidrato, se
denomina aglicon o agliconas. Los azucares obtenidos por la hidrélisis
completa de los glicosidos generalmente son monosacaridos tales como
glucosa, fructosa, manosa y galactosa. Cuando el azucar es la glucosa se
habla de glucésido (Albornoz, 1980).

Para Marcano & Hasegawa (2002) se denomina aglicona o genina
a la porcion diferente del azucar que se obtiene por hidrélisis de los
glicésidos. En la especie Spathodea campanulata se ha reportado la
presencia de glicosidos como: ajugol, 60-caffeoylcatalpol y Atranorin (ver
Cuadro 7) (Gouda, 2009).

Extractos Crudos

Gonzalez (2004) los define como sustancias con olor caracteristico,
obtenido a partir de materia prima desecada de origen vegetal, por
maceracion o percolacion en contacto con un solvente organico, seguida
de la eliminaciéon de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos
procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para
eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente la

calidad del producto deseado.

Segun Ruiz & Susunaga, (2000) los extractos crudos se definen
como un concentrado de elementos solubles constituidos por una mezcla
de principios activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad
o de partes de una planta fresca o seca. Son obtenidos por tratamiento de
productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol,

metanol, hexano o éter.
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Cuadro 7. Compuestos Glicosidos Aislados de la S. campanulata

Beauv.

60-caffeoylcatalpol

OH
o \/©/\COOH
0
HO OH
CHO

Atranorin

(Gouda, 2009).

Ademas, es importante sefialar que para la determinacion de los
extractos también llamados componentes no volatiles, se lleva a cabo una
extraccion sélido - liquido con disolventes organicos, que penetran en la

materia vegetal y disuelven las sustancias, que son evaporadas y
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concentradas a baja temperatura. Después, se elimina el disolvente,
obteniendo la fraccidn deseada. La seleccidn del disolvente debe cumplir

los siguientes requisitos:

- Ser capaz de disolver rapidamente todos los principios activos.

- Disolver la menor cantidad de materia inerte.

- Tener un punto de ebullicidn bajo y uniforme que permita eliminarlo
rapidamente, pero evitando pérdidas por evaporacion.

- Quimicamente inerte, para no reaccionar con los componentes a
analizar.

- No inflamable y econémico (Ruiz & Susunaga, 2000).

Obtencion de los Extractos Crudos

Maceracion

Ahora bien Gonzalez (2004) la define como una extraccion que se
realiza a temperatura ambiente. Consiste en remojar el material vegetal,
debidamente fragmentado en un solvente (agua, hexano, metanol se
prefiere los solventes organicos puesto que a largos tiempos de
extraccion el agua puede propiciar la fermentacion o la formaciéon de
mohos) hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se
puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el
disolvente; en éste se colocan el material vegetal con el disolvente y
tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacion
esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el

solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto.

Percolacién

Asimismo Gonzalez (2004) define la percolacion, también conocido
como lixiviacion, es uno de los procesos mas difundidos pues se puede
realizar con disolventes organicos en frio para preservar los compuestos

termolabiles que pudiera contener el material. Consiste en colocar el
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material fragmentado en un embudo o recipiente conico y hacer pasar un
disolvente adecuado a través del mismo. No es apropiado para resinas o
materiales que se hinchen dado que el disolvente no percolara. Se

requiere agregar solvente constantemente.

Consistencia de los Extractos

Barreto (1997) indican que los extractos se clasifican en cuatro
grupos: blandos, firmes, secos y fluidos. A continuacion una breve

explicacion de los mismos.

Extractos Blandos tienen la caracteristica de tener la consistencia
de la miel espesa; algunas veces, debido a la absorciéon de la humedad

atmosférica, presentan una consistencia menos densa.

Extractos Firmes estos se asemejan con la masa con la cual se
fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener la caracteristica

especial de no adherirse a los dedos.

Extractos Secos se les conocia con la denominacion de “sales
esenciales”. Son los extractos en los cuales el disolvente ha sido casi
totalmente eliminado, contienen del 5 al 8% de agua. Se reducen

facilmente a polvo y facilitan su manipulacién y dosificacion.

Extractos Fluidos son preparados en una forma tal que el peso del
extracto corresponde exactamente al peso de la sustancia empleada
como medicamento, desecada al aire y pulverizada.

Caracteristicas de los Extractos
Entre 1988 y 1991 estudios realizados por Corpas y Barrero (citados

por Lizcano y Vergara, 2008) permitieron fundamentar las siguientes
caracteristicas generales de los extractos:
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- Los extractos son de color mas o menos oscuros; cuando han sido
preparados al vacio, son ligeramente claros. Algunos son de color café
amarillento, otros rojizos, los provenientes de las hojas son verdosos
por la clorofila.

- Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

- Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima
que les ha dado origen.

- La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con
el tipo de preparacion al cual fueron sometidos.

- Los extractos acuosos son solubles en agua y producen una solucion
transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido
preparados con anterioridad.

- Los extractos alcoholicos son parcialmente solubles en agua y algunas
veces son totalmente insolubles, especialmente los extractos que han
sido preparados con alcohol fuerte, tienen un excelente indice de
disolucién, en el mismo titulo alcoholimétrico del alcohol con el cual han
sido preparados.

- Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan soluciones
coloreadas de verde, pues la eliminacién de la clorofila no puede ser

total.

Aceite Esencial

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza
oleosa encontradas practicamente en todos los vegetales; son muy
numerosos y estan ampliamente distribuidos en distintas partes del mismo
vegetal: en las raices, tallos, hojas, flores y frutos. Son componentes
heterogéneos, compuestos por diterpenos, sesquiterpenos, acidos,
esteres, fenoles, lactonas; todos ellos facilmente separables ya sean por
métodos quimicos o fisicos, como la destilacion, refrigeracion,

centrifugacion, etc. (Vasquez et al., 2001).
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Los aceites esenciales son volatiles, arrastrables por vapor (Marcano
& Hasegawa, 2002). Son responsables de las fragancias de las flores y
otros organos vegetales. Producidos por numerosas especies, son
particularmente abundantes en las familias Labiateae, Umbelliferae,

Rutaceae, Mirtaceae, Cruciferae y Geraniaceae (Albornoz, 1980).

Los aceites volatiles se localizan en determinados sitios de la
estructura vegetal, en células normales o modificadas o también en
estructuras especializadas tales como cavidades equizogeneas, vasos
secretores, pelos glandulares, canales lisigenos, etc. Son generalmente
liquidos aromaticos miscibles con solventes organicos. La mayoria de los
aceites volatiles son menos densos que el agua, inmiscibles con ella, pero
lo suficientemente solubles para impartirle su olor (las aguas aromaticas
dependen de esta ligera solubilidad). Algunos son soélidos y forman
mezclas eutécticas como el caso del metanol y el alcanfor. Tienen altos
indices de refraccion y son, en su mayoria, opticamente activos, siendo la
rotacion especifica una propiedad importante para la identificacion
(Albornoz, 1980). La esencia varia tanto en rendimiento (de muy poco
hasta 1 a 3 %) como en composicion, de acuerdo al lugar geogréfico y a

la variedad genética (Marcano & Hasegawa, 2002).

Caracteristicas Botanicas de la Familia Bignoniaceae

La familia Bignoniaceae pertenece a la division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, subclase Asterida, orden Serophuriales, segun el sistema
de clasificacién del Dr. Arthur Cronquist (citado por Mabberley, 1987) (ver
Esquema 2). Segun Alwyn (1982) los miembros de esta familia se
caracterizan por ser arboles, arbustos o trepadoras lefiosas y raras veces
herbaceas, escamas externas de las yemas axilares frecuentemente
seudostipulares o algunas veces foliaceas, zonas glandulares con
frecuencia presente entre los peciolos y raramente en el apice del
peciolo. Hojas usualmente opuestas, palmadas o pinnado-compuestas,

algunas veces simples, la hojuela terminal con frecuencia reemplazada
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por un zarcillo. Inflorescencia terminal o axilar, en panicula o racimo,

algunas veces reducida a un fasciculo o una sola flor.

Segun Mabberley (1987) sus flores son bisexuales mas o menos
zigomorfas a menuda Vvistosa, caliz de cinco sépalos unidos
campanulado, cinco dentado corola de cinco pétalos unidos, los cinco
I6bulos a menudo formando dos labios, el labio superior de dos Iébulos.
Corola simpétala con un tubo conspicuo y 5 Iébulos usualmente
imbricado; estambres insertos en el tubo de la corola didinamos,
usualmente 4, un estaminodio posterior usualmente presente; anteras con
1 o 2 tecas, estas usualmente divergentes o divaricadas y sostenidas
contra el lado aclaxial del tubo de la corola. Estilo delgado, estigma
bilamelado; disco nectarifero usualmente conspicuo, algunas veces
ausentes. Las flores de Bignoniaceae son polinizadas por ovejas, pajaros,

mariposas diurnas y nocturnas y murciélagos.

Esquema 2. Clasificacion Taxonémica de la Familia Bignoniaceae.
Segun el sistema de clasificacién del Dr. Arthur Cronquist (citado por
Mabberley, 1987).

Divisiéon: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Serophuriales

Familia: Bignoniaceae

Dentro de este marco Alwyn (1982) indica que el fruto posee una
capsula con dehiscencia perpendicular o paralela al septo, una baya o un
preponide de pericarpio duro (tapara); semillas sin endospermo, algo

achatadas, usualmente aladas, los cotiledones folidceos. Las semillas son
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en su mayoria dispersadas por el viento pero en algunos casos por el

agua o por mamiferos.

Es importante sefalar que la mayor influencia econémica de esta
familia botanica es en la horticultura, con muchas especies ampliamente
cultivadas por sus vistosas flores. Algunas especies Tecomeae son
importantes arboles madereros. La dura corteza del fruto en Crescentia es
ampliamente utilizada como utensilio casero. Una familia de
aproximadamente 120 géneros y 800 especies, primordialmente tropical,
con pocos géneros en regiones templadas de climas calidos (Alwyn,
1982).

La familia se divide en siete tribus: Tecomeae de los tropicos del
nuevo Yy viejo mundo, Crescentieae, Bignonieae, Tourretieae vy
Ecremocarpeae, restringidas al nuevo mundo, Oroxyleae de los tropicos
de Asia y Coleeae de Madagascar y Africa tropical (Mabberley, 1987).
Segun Mokche et al., (2008) a nivel nacional se distribuye en 30 géneros,

157 especies incluyendo dos especies endémicas.

En atencién a lo expuesto en la presente investigacion se estudiaron
cuatro especies pertenecientes a la familia Bignoniaceae y que se
encuentran en el pais como son: Jacaranda mimosifolia, Spathodea

campanulata, Tecoma stans 'y Podranea ricasoliana (ver Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion Geografica de las Especies Estudiadas de la

Familia Bignoniaceae.

Géneros Distribucion Geografica
Jacaranda mimosifolia | Mérida, Maracay, Caracas, Aragua.
Spathodea campanulata | Mérida, Caracas, Aragua, Guarico.

Tecoma stans Falcén, Lara, Mérida, Maracay, Cojedes,
Caracas, Miranda, Guarico, Sucre,
Monagas, Nueva Esparta.

Podranea ricasoliana Tachira, Mérida, Aragua, Caracas,
Miranda.

(Mokche et al., 2008; Alwyn, 1982).
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Caracteristicas Botanicas del Género Spathodea Beauv.

Segun Alwyn (1982) son arboles, hojas imparipinnadas, 9-10
folioladas. Inflorescencia en racimo terminal. Los pedicelos inferiores mas
largos. Caliz grande, angostandose hasta un apice curvado; corola rojo-
anaranjado, carmesi, usualmente con una franja amarilla grande,
ampliamente campanulada por encima de una base cilindrica, ovario
oblongo, los évulos multiseriados en cada Iéculo. Fruto una capsula
angostamente oblongo eliptica, las valvas aquilladas, mas angostas en
los extremos; semillas achatadas aladas, las alas anchas y hialino-

membranaceas.

Caracteristicas Botanicas de la Especie Spathodea campanulata

El nombre genérico de Spathodea se deriva del griego, que significa
parecido a una espata, nombre que hace alusion al caliz curveado y el
nombre especifico de campanulata, se deriva del latin, que significa
pequefia campana, por la que presenta la corola en la floracion (Hoyos,
1985).

La especie Spathodea campanulata conocida como tulipan africano,
se considera por lo general como un arbol de tamafio mediano
alcanzando una altura de 21 m, pero en algunas partes del Africa
Occidental puede alcanzar 30 m de altura (Francis 1990). Hojas alternas,
compuestas imparipinadas, foliolos de 4 a 9 pares peciolulados, oblongo
0 aovado-oblongos, acuminados en el apice, redondeados o cuneados en
la base, coriaceos o0 subcoriaceos, diminutamente pubescente,
principalmente en las nerviaciones de ambas superficies; a veces, sin
embargo, galabres en el envés; la longitud varia de 7 a 17 cm por unos
55 cm de ancho (Hoyos 1985). Inflorescencia terminal, pedicelos
inferiores mas largos y retorciéndose hacia arriba hasta dar la apariencia

de tener los apices achatados (Alwyn, 1982).
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Flores rojo brillante por fuera y amarillentas por dentro, en ramas
terminales. Pedunculos florales, marron-tomentosos. Corola
campanulada, irregular, de 7 a 10 cm de longitud. Caliz espataceo, con
indumento marrén o amarillento, de 5 a 7,5 cm de largo. Estambres 4,
fértiles. Corola rojo-anaranjada con un borde amarillo, ampliamente
campanulada por encima de una base cilindrica, grande, 8.5-9.0 cm de
largo, 4.5-5.0 cm de ancho en la boca, el tubo 6- 6.5 cm de largo, I6bulos
1.5-2 cm de largo, glabro; estambres 4, subexsertos, sostenidos contra el
piso del tubo, las tecas divaricadas, delgadas, 8 mm de largo; ovario
angostamente oblongo, diminutamente papiloso, los évulos multiseriados
en cada léculo. Capsula oblongo—eliptica, dehiscente sobre un lado, las
valvas de forma de bote, angostamente hacia los extremos, de 17 a 25
cm de largo, 3.5-7 cm de ancho; semillas delgadas, aladas, las alas
anchas y hialino-membranaceas, conspicuamente demarcadas (Alwyn,
1982). Frutos capsulares oblongo-lanceolados, comprimidos, con valvas
fuertemente coriaceas, glabras de 15 a 25 cm de largo por 3 a 6 cm de

ancho. Semillas numerosas aladas (Hoyos, 1985).

Usos de la Especie Spathodea campanulata Beauv.

Segun Francis (1990) es uno de los arboles de flor de mayor belleza
en el continente africano. A pesar de que su tendencia a quebrarse y a
poseer una vida mas corta que otras especies de arboles ornamentales
impone ciertas restricciones, el tulipan africano se recomienda como un
arbol de sombra para parques y patios. Se ha usado como sombra en
cafetales, pero es inferior a varios otros arboles usados para este
propésito. La especie, ya sea plantada o creciendo de manera natural, se
ve frecuentemente usada como postes de cerca viviente. Ayuda en la
rehabilitacion de tierras perturbadas a través de su invasion agresiva y su
rapido crecimiento. Se reporta que las semillas se usan como alimento en
Africa. Varias partes de la planta se utilizan en la medicina natural
africana y en rituales magicos. El uso mas importante es el de

ornamental.
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Por otra parte Pianaro et al., (2007) sefiala que los preparativos de la
corteza del tallo de la S. campanulata se emplean para edemas y
enfermedades de la piel por hongos, herpes, dolores de estdmago,

diarrea, hipoglicémico, anti-VIH y contra la malaria.

Dentro de este orden de ideas Nongonierma et al., (2005) indica que
la especie S. campanulata se utiliza en la medicina tradicional para el
tratamiento de las ulceras, la filariasis, la gonorrea, diarrea y fiebre. Fue
conocida en la medicina tradicional de Camerun y tiene una actividad de
curacion en las quemaduras. Ademas Mensah (2006) senala que esta
planta se ha utilizado como agente de cicatrizacion de heridas en la

medicina tradicional de los Ashanti en Ghana.

También es usada para el tratamiento de la dispepsia y ulcera
péptica (corteza de ramas y hojas), la artritis y la fractura (hojas, corteza
de la raiz y la fruta), dolor de muelas y dolor de estémago (corteza de
ramas), y Ulcera de estomago (corteza de la raiz y las semillas) (Agiare et
al., 2009).

Caracteristicas Botanicas del Género Podranea Sprague

Segun el reporte de Sanchez (2010) el género Podranea comprende
arbustos trepadores siempre verdes, con los tallos cilindricos o angulosos,
glabros. Las hojas son opuestas, pecioladas, carentes de los zarcillos de
otras bignonias, imparipinnadas, con los foliolos enteros o aserrados. Sus
flores son de color rosado o violeta-rosado grandes y vistosas, y se
agrupan en paniculas terminales. Tienen el caliz acampanado, inflado,
con 5 lébulos; la corola es ligeramente bilabiada, tubular acampanada,
con un tubo cilindrico en la base y acampanado en la parte superior,
finalizando en 5 I6bulos de menor tamafno que el tubo, desiguales y
extendidos. El androceo consta de 4 estambres inclusos, didinamos,
adnatos al tubo de la corola en su parte mas estrecha, con los filamentos
glandulosos hacia la base y las anteras con las tecas unidas solo en el

apice, divergentes en la madurez; también hay presencia de 1
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estaminodio. El gineceo consta de un ovario supero, oblongo, glabro, que
se estrecha en el estilo, con un disco nectarifero anular en la base,
bilocular, conteniendo numerosos rudimentos seminales en cada Iéculo; el
estilo suele sobrepasar ligeramente a los estambres, y el estigma es
bilobado. EI fruto es una capsula alargada, linear, coriacea, lisa,
dehiscente perpendicularmente al septo, que contiene numerosas

semillas aladas.

Caracteristicas Botanicas de la Especie Podranea ricasoliana

Sanchez (2010) sefiala que la especie Podranea ricasoliana
(Tanfani) Sprague, comunmente llamada “bignonia de Puerto San Juan”,
es nativa de Sudafrica. Consiste en una planta trepadora vigorosa con
tallos lefosos de 3-6 (-10) metros de largo o mas y ramillas angulosas de
jévenes, mas tarde redondeadas, glabras, pilosas en los nudos. Hojas
opuestas, imparipinnadas, de hasta 25 cm de longitud, con 7-9 foliolos de
lanceolado ovados a anchamente oblongo elipticos, de 2-7 x 1-3 cm o
algo mayores en los brotes nuevos; son de color verde oscuro por el haz y
mas claros y con los nervios destacados por el envés; tienen el margen
crenado, la base cuneada, a menudo algo asimétrica, y el apice de corta a
largamente acuminado. Inflorescencias en paniculas terminales
multifloras, con el raquis y pedicelos glabros. Flores sobre pedicelos de
1,5-2 cm de longitud, con el caliz acampanado, verdoso-rosado, inflado,
de 1,2-2 cm de longitud, con 5 Iébulos triangulares cortos; corola de 6-8
cm de largo y otros tantos de diametro, con 5 I6bulos redondeados vy
desiguales, exteriormente de color rosa mas o menos intenso con venas
rojizas en la garganta e interiormente de color amarillo cremoso palido.
Garganta y tubo desde glabros a escasamente pubescentes. Estambres
inclusos, con los filamentos desiguales, de 14-20 mm de largo, y las
anteras amarillas, de 3-4 mm de longitud, con tecas divaricadas. Fruto en
capsula linear, coriacea, de 25-30 cm de longitud, conteniendo numerosas

semillas aladas, marrones, de hasta 15 mm de largo.
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Usos de la Especie Podranea ricasoliana (Tanfani) Sprague

Segun Eichemberg et al., (2009) esta especie es comunmente usada
como planta ornamental. Es cultivada por su floracion abundante y
prolongada, cuyas flores pueden variar en la intensidad de su coloracion.
Tiene un crecimiento muy rapido y cubren con cierta facilidad muros,
vallas y pérgolas. Requieren una exposicién soleada y suelos de tipo
medio, medianamente fértii y bien drenado, y aunque es bastante
resistente a la sequia, en verano necesitan riegos complementarios. No

se le ha reportado usos medicinales o actividad bioldgica.

Caracteristicas Botanicas del Género Tecoma Juss.

Para Sanchez (2007) este género consiste en arbustos o arbolitos
siempre verdes de hojas pinnadas, trifoliadas o simples, con foliolos
aserrados. Inflorescencias en racimos terminales o paniculas. Caliz
cupuliforme, con 5 Idbulos; corola amarilla o rojo-anaranjada, tubular
acampanada; androceo con 4 estambres. Fruto en capsula linear,
dehiscente. Comprende unas 12 especies nativas desde el sur de
Estados Unidos hasta el norte de Argentina, siendo abundantes en la

region andina. Se cultiva con frecuencia en zonas templadas.

Caracteristicas Botanicas de la Especie Tecoma stans (L.)

Segun Alwyn (1982) describe que la especie Tecoma stans (L.)
nativa del sur de los Estados Unidos, sur de México y las Indias
Occidentales hasta el norte de Venezuela y a lo largo de los Andes hasta
el norte de Argentina, Costa de Brasil. Es cultivada frecuentemente en

todos los tropicos y subtropicos.
Kumar & Patel (2010) senalan que la especie Tecoma stans

anteriormente llamada Bignonia stans L., comunmente conocida como

amarillo mayor, es un arbusto erguido o pequefio arbol hasta 4 m alto. Las
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hojas son compuestas, opuestas e imparipinnadas, 5 a 13 folioladas; los
foliolos aserrados y lanceolados, el foliolo terminal de 2.4 a 15 cm de
largo. Corteza dura y acostillada. Inflorescencia en racimo terminal o
subterminal, con 20 flores aproximadamente, sélo algunas abriendo al
mismo tiempo; caliz corto-cupular, de 4 a 7 mm de largo; corola color
amarillo vivo, con 7 lineas rojizas en la garganta, tubular campanulada, de
3 a 5 cm de largo. Las flores son muy vistosas pero débilmente fragantes.
Fruto una capsula alargada, cilindrica y dehiscente, café, ahusada hacia
los extremos, de 7 a 21 cm de largo por 5 a 7 mm de ancho, la superficie
lenticelada; se abre a lo largo para liberar muchas semillas muy finas. Sus
semillas son pequenas, aplanadas y aladas; cuerpo de la semillade 7 a 9
mm de largo, alas blanco-amarillentas, hialino-membranaceas,
agudamente demarcadas del cuerpo de la semilla e incrementan el
tamafo en 8 a 10 mm de ancho por 2 a 2.5 cm de largo.

También es comunmente conocida como san andres, chilca,
sardinillo, copete, tasto, tagualaiste (América Central), ruibarbo, saulo
amarillo (Puerto Rico), frenillo (Venezuela), araguaney bobo, fresno
amarillo (Colombia), huranhua (Peru), toco-toco (Bolivia), guaranguaran
(Argentina), yellow bells (Estados Unidos), palo de arco, trompetilla, flor

amarilla, gloria, retama (México).

Usos de la Especie Tecoma stans(Linn.)

De la Paz et al., (2003) indican que a la Tecoma stans se le atribuye
propiedades diuréticas, vermifugas, estomacales, antisifiliticas e
hipoglicemiantes. Extractos de las hojas del Tecoma stans han reportado

accion inhibitoria del crecimiento de infeccion por levaduras.

Por su parte Orwa et al., (2009) sefalaron que la raiz se usa como
sucedaneo del lupulo en la fabricacion de la cerveza. La madera, hoja,
semilla poseen actividad insecticida contra: gusano cogollero del maiz

(Spodoptera frugiperda, Lepidoptera: Noctuidae).Las ramas se usan para
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hacer cacaxtles (guacales), la madera para muebles, canoas y arcos.
Se han reportado otros usos, como para el tratamiento de la anemia,
acido urico, asma, inflamacién, dengue, analgésico, antimicrobiano, dolor
de muelas, antipirético, sifilis, depurativo, enfermedades del corazén,
enfermedades de la piel (llagas, salpullido, sarna), enfermedades
gastrointestinales (pirosis, colicos, diarrea, empacho, enteritis aguda,
ulceras estomacales, evacuaciones fétidas, flatulencias, gastritis,
disenteria), enfermedades hepaticas (bilis, padecimientos del higado),
enfermedades respiratorias (resfriado comun, antitusivo), enfermedades
urinarias (diurético, hidropesia, afecciones renales), enfermedades
ginecoldgicas, anorexia, antihelmintico, vermifugo, diurética. La infusion
de raiz como: ténico en la atonia gastrointestinal, diurético, y antisifilitico.
La Flor: remedio para la diabetes; hoja, corteza (polvo): para curar llagas.
El zumo de la raiz se usa para sanar heridas internas en nifios. Hojas
(infusion): calma los nervios, ténico para aliviar la gastritis, estimula el
apetito. La Farmacopea mexicana atribuye a la planta propiedades
eupépticas y la prescribe para la debilidad gastrointestinal y para aliviar la
gastritis de origen alcohdlico.

Caracteristicas Botanicas del Género Jacaranda Juss.

Para Sanchez (2007) se trata de arboles semicaducifolios, con hojas
pinnadas. Inflorescencias en paniculas axilares o terminales, con pocas o
muchas flores. Caliz corté y ancho, de acampanado a cupuliforme, con 5
dientes; corola tubular-acampanada, a menudo pubescente en el exterior.
Fruto en capsula oblonga, aplanada, dehiscente, lefiosa. Comprende
unas 49 especies nativas desde Guatemala y Antillas hasta el norte de

Argentina. Se cultiva en zonas calidas.

Risco (2009) en su revision etnofarmacoldgica y fitoquimica del
género Jacaranda sefala que se clasifica, junto al género Tabebuia,
dentro de la tribu Tecomeae. Contiene 49 especies, de las cuales 39 son

endémicas de Brasil. Los principales usos reportados estan relacionados
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con el tratamiento de afecciones dermatoldgicas y de enfermedades

venéreas.

Caracteristicas Botanicas de la Especie Jacaranda mimosifolia

El jacaranda o tarco (Jacaranda mimosifolia D. Don) es una especie
de la Familia Bignoniaceae. Su nombre genérico es de origen guarani y
significa madera dura; el especifico

(mimosifolia, del latin) hace referencia al parecido de sus hojas con
el de las mimosas. Posee un follaje tardiamente caedizo. Sus hojas son
compuestas, finamente divididas, grandes, de hasta 60 cm de largo
incluido el peciolo, y recuerdan a las de un helecho arborescente. Las
flores son grandes, hermafroditas, de color azul violaceo, tubulosas,
dispuestas en amplias panojas terminales. El fruto es una capsula que
permanece durante mucho tiempo en la planta, pudiendo observarse al
mismo tiempo frutos nuevos (color verde) y del afio anterior (color
castano) (Bogino & Goémez, 2006). Nativa del norte de Argentina vy
adyacente a Bolivia, ampliamente cultivada en los trépicos y subtrépicos
(Alwyn, 1982).

Usos de la Especie Jacaranda mimosifolia D. Don.

Dentro de este marco Bogino & Gomez (2006) indican que esta
especie posee madera semidura y semipesada, de color blanco
amarillento, apto para confeccién de muebles y carpinteria en general.
Los frutos son muy utilizados para trabajos de artesania, en tanto que las
hojas y la corteza se emplean en medicina popular. Es una especie de
alto valor ornamental, adecuada para parques, jardines y plazas. Es
tardiamente caducifolio, por lo que en invierno conserva parte del follaje,
dificultando el paso de la luz solar, aspecto a tener en cuenta al decidir su
ubicacion. A fines de noviembre nacen las hojas nuevas. En este arbol, se

han encontrado elevados niveles de plomo, por lo que se considera que
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cumple dos funciones: producir oxigeno y absorber plomo, para lo cual,

segun algunos estudios, es altamente efectivo.

Hipotesis

Si diferentes especies pertenecientes a la familia botanica
Bignoniaceae, han presentado actividad desde el punto de vista biolégico
y farmacolégico, es posible encontrar actividad antibacteriana en los
diferentes extractos crudos de las especies Spathodea campanulata,
Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia y Podranea ricasoliana y actividad
antioxidante de la especie Spathodea campanulata. En lo que se refiere a
la biosintesis de compuestos quimicos, es probable encontrar
compuestos volatiles en las hojas de dichas especies y de las flores de la

S. campanulata. Ubicadas en la ciudad de Mérida — Venezuela.
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Operacionalizacion de Variables

Mediante el proceso de Operacionalizacion de las Variables, se
visualiza las propiedades del objeto de estudio que no son cuantificables
directamente, son llevadas a expresiones mas concretas y directamente
medibles. Segun su funcion las variables estudiadas en la presente

investigacion se clasifican en:

v' Variable Dependiente: Actividad antibacteriana frente a bacterias

grampositivas y gramnegativas y la actividad antioxidante.

v Variable Independiente: Composicion quimica de los extractos crudos
y aceite esencial de las especies Spathodea campanulata, Podranea

ricasoliana, Tecoma stans y Jacaranda mimosifolia.

v’ Variables Intervinientes: Metodologia a utilizada en la preparacién de
los cultivos bacterianos y los materiales e instrumentos a utilizar en la

ejecucion de las técnicas.

La Operacionalizacién de las Variables estudiadas se representan en

la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Operacionalizacion de las Variables

Objetivos Especificos

Variables

Dimensiones

Indicadores

Recolectar las hojas de
las especies Spathodea
campanulata, Tecoma
stans, Jacaranda
mimosifolia y Podranea
ricasoliana.

Recolectar las flores de
la especie Spathodea
campanulata

Especies de la
familia
Bignoniaceae

Caracteristicas
botanicas

Tipo de planta
Hojas
Inflorescencia
Caliz

Corola
Estambre
Anteras
Estilo(s)
Ovario
Estigma(s)
Fruto

Semilla
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Tabla 2. Operacionalizacion de las Variables (Continuacion)

Objetivos Especificos Variables Dimensiones Indicadores
Obtener los extractos Extractos Consistencia - Blandos
hexanico, metandlico, crudos - Firmes
mezcla (agua:metanol) - Secos
de las hojas de cada - Fluidos
especie.
Caracteristicas | - Color
Obtener el extracto de organolépticas | - Olor
diclorometano de las - Aspecto
flores de Spathodea - Sabor
campanulata. - Solubilidad
c . - Luz
onservacion | g.ooco
- Medio ambiente
Estudiar la actividad Actividad Cepas Gram | - S. aureus
antibacteriana de los | antibacteriana positivas - E. faecalis
diferentes extractos a
través del método de Cepas Gram | - E. coli
difusion en agar con negativas - K. pneumoniae
discos y el método de - P. aeruginosa
microdilucién en placa.
Determinar el potencial Actividad Metabolitos En presencia de
antioxidante del antioxidante secundarios DPPH los
extracto diclorometano con antioxidantes
de las flores de S. caracteristicas (AH) ceden un
campanulata a través antioxidantes hidrogeno
del test de actividad cambiando el
secuestrante de color del reactivo
radicales (DPPH). de violeta a
amarillo
Extraer el aceite Aceites Caracteristicas | - Color
esencial de las hojas y esenciales organolépticas | - Olor
flores de las especies - Sabor
S. campanulata, T. Solubilidad
stans, J. mimosifolia y
P. ricasoliana, por
hidrodestilacion.
Separar e identificar los Compuestos Moléculas - Monoterpenos
compuestos del aceite | presentes en el activas en el | - Sesquiterpenos
esencial obtenido, por | aceite esencial ambito - Alcoholes
cromatografia de gases medicinal - Fenoles simples
acoplada a - Lactonas
espectrometria de sesquiterpénicas
masas. - Diterpenos
- Polisacaridos
Esteroides
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CAPITULO Il

Materiales y Métodos

Poblacion y Muestra

En el caso objeto de estudio la poblacion esta constituida por las
especies vegetales Spathodea campanulata, Podranea ricasoliana,
Tecoma stans y Jacaranda mimosifolia presentes en el estado Mérida —

Venezuela.

La muestra estuvo integrada por la recoleccion de dos (2) kilos de
hojas de cada especie vegetal. La determinacion botanica de cada una de
las especies en estudio fue realizada en el herbario MERF de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis. Universidad de Los Andes, con la ayuda del
taxbnomo especialista Ingeniero Juan Carmona. Los voucher de cada
muestra fueron depositados para la preparacion de los diferentes

extractos.

La recoleccion de cada especie vegetal fue realizada en diferentes
lugares del Municipio Libertador. Estado Mérida. El 19 de Mayo del 2010
se recolectaron las hojas de Spathodea campanulata ubicada en la parte
trasera del edificio principal de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis. Se

depositd un ejemplar con el voucher N° 1(Figura 1).

Las hojas frescas de Podranea ricasoliana se recolectaron el 07 de
Junio del 2010, ubicada en el enlace de la Cruz Verde a unos pasos de la
avenida dos Loras. Se deposito un voucher bajo el N° 2 (Figura 2).
Asimismo se recolecto las hojas de Tecoma stans ubicada en la avenida
Humberto Tejera via a la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, se depositd

un voucher bajo el N° 3 (Figura 3).
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Figura 1. Ejemplar de la Especie Botanica Spathodea campanulata

Foto: Br. Jaimez Deisy, Br. Moreno Sindy. Edo. Mérida (2011).

Figura 2. Ejemplar de la Especie Botanica Podranea ricasoliana

Foto: Br. Jaimez Deisy, Br. Moreno Sindy. Edo. Mérida (2011).
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Figura 3. Ejemplar de la Especie Botanica Tecoma stans

Foto: Br. Jaimez Deisy, Br. Moreno Sindy. Edo. Mérida (2011).

Posteriormente, el dia 18 de Junio del 2010, se recolecté las hojas
de Jacaranda mimosifolia, ubicada a lo largo de la avenida Las Américas,
se depositd una muestra testigo bajo el voucher N° 4 (Figura 4).
Finalmente El 24 de Junio del 2012 se recolectaron 1800 g de las flores

de S. campanulata en el campo deportivo Las Américas.

Figura 4. Ejemplar de la Especie Botanica Jacaranda mimosifolia

Foto: Br. Jaimez Deisy, Br. Moreno Sindy. Edo. Mérida (2011).
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Procedimientos de la Investigacion

Preparacion de los Extractos Crudos de las Especies Vegetales

Las hojas se separaron del resto del material vegetal y se secaron a
temperatura ambiente (TA) en la sombra durante una semana. Una vez
secas y molidas se sometieron a una extraccion exhaustiva a temperatura
ambiente con los solventes hexano, metanol y finalmente una mezcla
agua: metanol en una relacion 4:6. Obteniendo un total de 12 extractos,
dichos extractos se concentraron en un rotavapor bajo presion reducida a
una temperatura de 40 °C, para obtener el peso total de los extractos
crudos. Para la preparaciéon de los distintos patrones para el ensayo
antibacteriano, se pesaron 1 gramo de cada extracto y se disolvieron en
1mL de cada solvente para obtener la concentraciéon final de cada

extracto.

Prueba de susceptibilidad Antibacteriana

Se utilizé la técnica de difusion en agar con discos llamada método
de Kirby-Bauer, prueba que permite medir la susceptibilidad in vitro de
microorganismos patdgenos vy fitopatdogenos frente a una sustancia o a la
mezcla de varias sustancias desconocidas de origen vegetal con potencial
antimicrobiano, segun Prescoott et al., (2004).

Esta prueba se realizd en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “Lic. Luisa Vizcaya” (S.G.U.), Departamento
de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, por el método de difusién en agar con discos

descrito por Velasco et al., (2005).

Método de Difusion en Agar con Discos

Impregnacion de los Discos: para la evaluacion de la actividad
antibacteriana, se impregnaron discos de papel de filtro (6 mm diametro)

con 20 yL de cada extracto con concentraciones conocidas. De igual

44



modo se impregnaron discos con los solventes a utilizar (hexano,
metanol, agua: metanol), como control negativo. Estos discos se dejaron
secando a temperatura ambiente y en condiciones de esterilidad con luz

ultravioleta, durante 12 horas.

Preparacion del Inoculo Bacteriano: los cultivos bacterianos
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) se mantuvieron en tubos con
agar conservacion en cufia, a temperatura ambiente. Para la reactivacion
de las cepas se sembraron en agar tripticasa soya con la finalidad de
obtener colonias aisladas y de estas se tom6 un pool de colonias y se
sembraron en 2,5 mL de caldo Mueller Hinton y luego se incubaron a
37 °C durante 18 horas. Cada inoculo bacteriano se prepar6 a partir del
cultivo caldo en solucién salina fisiolégica (SSF) estéril comparandolo con
el patron de turbidez de Mac Farland N° 0,5 a fin de obtener 10°-108

UFC/mL. (Velasco et al., 2005).

Andlisis Microbiolégico: la actividad antimicrobiana de los
extractos de las especies vegetales, se evaluaron por el método difusion
en agar con discos, colocando en una placa de pietri agar Muller Hinton.
Una vez solidificado, se inoculo el microorganismo en la superficie del
agar con un hisopo estéril, luego se colocaron los discos de papel de filtro,
previamente impregnados con las diferentes concentraciones de los
extractos y con los controles negativos (solventes). También se colocé el
disco estandar del antibiotico de referencia como control positivo segun el
microorganismo (Tabla 3). Posteriormente, el medio de cultivo inoculado
se incubo durante 18 horas a 4 °C y luego a 37 °C durante 24 horas. Se

realizo la lectura a las 24 horas (ver Esquema 3) (Velasco et al., 2005).
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Tabla 3. Microorganismos y Compuestos de Referencia que se
Usaron en la Prueba de Susceptibilidad Antibacteriana.

Microorganismos Compuestos de Referencia
Staphylococcus aureus Ampicilina/ sulbactam (10/10 pg)
ATCC 25923
Enterococcus faecalis Vancomicina (30 ug)
ATCC 29212
Escherichia coli Gentamicina (30 ug)
ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae Aztreonam (30 pg)
ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa Ceftazidima (100mg/10 pg)
ATCC 27853

(Ronddn et al., 2005; modificado).

Método de Microdilucion en Placa

Otra técnica usada para medir la actividad antibacteriana de los
extractos de las especies vegetales en estudio, fue el método de dilucion
en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana el cual es
utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y la
concentracion minima inhibitoria (CIM). Definiéndose 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. En esta técnica se utilizan tubos o microplacas (microdilucion)
que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. La ventaja
sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la sensibilidad
para cantidades pequenas, lo cual es importante cuando se trabaja con
productos naturales, ademas permite diferenciar entre un efecto

bactericida o bacteriostatico (Ramirez & Marin, 2009).
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Esquema 3. Procedimiento para la Evaluaciéon de la Actividad

Antibacteriana

Patrén de
Mac Farland N° 0,5

Impregnacion

de los Discos

Disco Estandar del Antibi6tico

Dilucién de los Extractos: Se pesaron 0,02 g de cada uno de los
extractos de las especies en estudio, el cual fueron diluidos en dimetil-
sulféxido (DMSQO) hasta obtener una concentracion de 20.000 ppm
(10 mg/mL). Del concentrado se tom6 10uL y se diluyeron en 490 uL de

caldo nutritivo, para finalmente obtener una concentracion de 400 mg/mL.

Preparacion del Preinoculo Bacteriano: Se prepard el inoculo
tomando una azada de la cepa e inoculandola en 20 mL de caldo
nutritivo, luego se incubo sobre un agitador en la estufa a 37 °C por 18

horas.
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Preparacion de las Diluciones: A partir del inoculo bacteriano se
prepararon diluciones, agregando 1 mL del preinoculo en un tubo con
9 mL de solucién salina, esta solucién correspondié a 10y a partir de ella
se hicieron diluciones hasta 10 Luego se sembrd en placa de agar
nutritivo, inoculando 100 pL de la cuarta dilucién preparada, extendiéndola
sobre la superficie del agar, incubandose a 37 °C por 24 horas para
determinar la cantidad inicial de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/mL).

Microdilucion en Placa: Se emplearon placas estériles de
poliestireno para microtitulacion de 96 pocillos en el cual se dispensé en
la primera columna 200 pL de caldo nutritivo sin inocular, como control
de esterilidad de la técnica. Luego en las columnas 2, 6 y 9 subdividas en
extractos (E4 hasta E1,), se dispensaron 200 uL de la concentracién de
400 mg/mL de cada extracto. En la ultima columna de la placa se
dispenso 200 pL del inoculo como control positivo y al resto de los pozos
se anadio 100 pL de caldo nutritivo con dicho inoculo, inmediatamente se
procedié a realizar las diluciones a partir de la columna 2 a la 11 por
duplicado tomando 100 uL del pozo que contiene 200 L del extracto, asi
sucesivamente a cada uno de los extractos disminuyendo Ila
concentracion en 200 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL y 25 mg/mL
(Ver Figura 5).

Incubacién: Se incubo sobre un agitador en la estufa a 37 °C por 24

horas y luego se realizo la lectura de cada uno de los pozos.

Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Bioquimica,
Departamento de Bioanalisis Clinico, Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de la Profesora Maria

Eugenia Lucena de Ustariz.
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Figura 5. Muestras Inoculadas con las Cepas de Referencia por el

Método de Microdilucion en Placa.

C(e): Caldo nutritivo sin inoculo, Eq: S. campanulata (hexano 100), E,: S. campanulata
(metanol 100), Es: S. campanulata (agua:metanol 40:60), E4;;: Tecoma stans (hexano
100), Es: Tecoma stans (metanol 100), E¢: Tecoma stans (agua:metanol 40:60), E;: P.
ricasoliana (hexano 100), Eg: P. ricasoliana (metanol 100), Eg: P. ricasoliana
(agua:metanol 40:60), E1o: J. mimosifolia (hexano 100), E44: J. mimosifolia (metanol 100),
Ei«: J. mimosifolia (agua:metanol 40:60), C (+): Inoculo, D: Diluciones.
Foto: Br. Jaimez Deisy, Br. Moreno Sindy. Edo. Mérida (2012).

Actividad Antibacteriana del Extracto de Diclorometano de las
Flores de la Spathodea campanulata

La muestra vegetal fue sometida al lavado con un solvente organico,
proceso fisico con el fin de extraer sus principios activos. Para ello se
pesaron 200 g de flores frescas, las cuales se colocaron en un embudo
realizandose el lavado con 1800 mL de diclorometano, el cual se dejé
reposar por 1 min. Se procedidé a concentrar el extracto usando un
rotavapor (Elusiyan et al., 2011). Del extracto obtenido se ensayd la

actividad antibacteriana por el método de difusion en agar con disco.

Se procedidé a impregnar los discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro con el extracto en concentraciones de 0,5 g/mL, 30000 ppm,
20000 ppm y 10000 ppm. Asimismo se impregnaron discos con dimetil-

sulféxido como control negativo y se usaron antibiéticos segun las cepas
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bacterianas de referencia ensayadas (Tabla 4), siguiendo la misma

metodologia anteriormente descrita.

Tabla 4. Microorganismos y Antibiéticos Usados en la Actividad
Antibacteriana por el Método de Difusién en Agar con Disco del

Extracto de Diclorometano de las Flores de la S. campanulata.

Microorganismos Antibiéticos
Staphylococcus aureus Eritromicina (30 pg)
ATCC 25923
Escherichia coli Amikacina (30 pg)
ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae Amikacina (30 pg)
ATCC 23357

(Rondédn et al., 2005; modificado)

Identificacion de Flavonoides

Del extracto concentrado de diclorometano de las flores de
S. campanulata se procedio a realizar una cromatografia de capa fina
para determinar la presencia de flavonoides, usando como fase movil una
mezcla de butanol: acido acetico: agua (3:1:1). Posteriormente usando la
misma fase movil se procedid a identificar la presencia de los flavonoides
quercetina y rutina usando como patrones: Quercetina 2 mg/mL metanol y
Rutina 2 mg/mL metanol, mediante el revelador NEU (2-aminoetil-
difenilborato) (Wollenweber et al., 1987).

Test de Actividad Secuestrante de Radicales Libres (DPPH)

Este ensayo permitio evaluar la actividad secuestrante de radicales
libre del extracto de S. campanulata sobre el reactivo 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH). EI mecanismo de accion antioxidante se verifica por
sesién de hidrégenos por parte del antioxidante, neutralizando asi a la
molécula DPPH. A mayor porcentaje de inhibicion de DPPH, mayor es la
actividad antioxidante del extracto.
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Del extracto con diclorometano obtenido de las flores de la
S. campanulata se realizd la actividad antioxidante usando una muestra
de 1 mg/mL y otra de 10 mg/mL identificadas como E; y E
respectivamente, de las cuales se tomaron 200 pL. Se utiliz6 como control
positivo el acido ascorbico 176 uyg/mL (1 mM) preparado con metanol y
como control negativo DPPH, se tomaron 2,8 mL de solucion de DPPH a
6x102 mM en metanol la cual es una molécula radicalaria estable y se
mezclé con las muestras. En presencia de DPPH los antioxidantes (AH)
ceden un hidrogeno cambiando el color del reactivo de violeta a amarillo
(Diaz, 2011).

DPPH (violeta) + AH ‘ DPPH-H (amarillo) + A°

Las mezclas de reaccion se incubaron por 30 minutos en la
oscuridad. Posteriormente se midié la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotometro UV Kontron. El porcentaje de inhibicion (% PI) del

radical libre DPPH se calculé mediante la siguiente ecuacion:

% Pl = [Abs DPPH - Abs muestra/ Abs DPPH] x 100

La concentracion eficiente para obtener el 50% de la capacidad
maxima para captar radicales libres (Clsp), se calculé por la siguiente

ecuacion:
C|50= C1-AC

AC= [(C1 - Cz) x Pl - 50] / (P|1 - Plz)
Doénde:

Pl; y Ply: son los porcentajes de inhibicion inmediatamente superior e

inferior al 50% de inhibicion, respectivamente.

C4 - C2: concentraciones en las que se produce Ply y Pl, respectivamente.
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Este ensayo se realiz6 en el Laboratorio de Ciencias de los
Alimentos, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los

Andes, bajo la asesoria de la Profesora Lorena Diaz de Torres.

Obtencién de los Aceites Esenciales por Hidrodestilacion

Segun Albarracin & Gallo, (2003) el principio de la destilacién en
agua es llevar a estado de ebullicion una suspension acuosa de un
material vegetal aromatico, de tal manera que los vapores generados
puedan ser condensados y colectados. El aceite, que es inmiscible en

agua, se separa posteriormente.

Las hojas de las especies vegetales estudiadas (2500 g) y las flores
de la S. campanulata (2000 g) se separaron del resto del material vegetal
y se licuaron, con la finalidad de romper las células que contienen los
aceites aromaticos y aumentar asi el rendimiento de la extraccién. Esta se
realiz6 por hidrodestilacion, empleando la Trampa de Clevenger. El
proceso ocurrié durante 3 horas, hasta obtener un aceite esencial de color
caracteristico. El aceite obtenido se guard6 a baja temperatura, tomando
la precaucion de protegerlo de la luz y de la presencia de oxigeno, debido
a que estos factores alteran la composicion de la esencia oxidando los
dobles enlaces y cambiando la configuracion de algunos componentes
(Takeoka et al., 1986) (Esquema 4).

Técnica para la Caracterizacién de los Compuestos en el Aceite

Esencial

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masa:
Para Marcano & Hasegawa (2002) el principio basico de la cromatografia
consiste en una distribucion desigual entre dos fases: estacionaria y
movil, de un determinado compuesto. Esto permite separar una mezcla en
sus componentes de acuerdo a sus distribuciones en un sistema de dos

fases.
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Dentro de este marco de ideas Gutiérrez & Droguet (2002) sefialan
que la cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la
cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una
vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los
componentes individuales de una muestra problema, el unico dato de que
disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de
retencidén de los correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es
suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando se
analizan muestras con un numero elevado de componentes, como es
frecuente en cromatografia de gases capilar. Por otra parte, la
espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por lo
tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”)
y MS (“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS

que permite la separacién e identificacion de mezclas complejas.

Para la identificacion de los componentes quimicos presentes en el
aceite esencial de las especies Spathodea campanulata, Tecoma stans,
Podranea ricasoliana y Jacaranda mimosifolia, se usé un cromatégrafo de
gases Hewlett-Packard 6890 acoplado a un detector de masas HP 5973.
Equipado con un inyector automatico y una columna capilar HP-5MS de
30 metros de largo y 0,25 mm de diametro interno y espesor de pelicula
0,25 um. El programa de temperatura que se empled inicio el proceso a
60 °C durante cero (0) minuto y luego se calenté a razon de 4 °C/min
hasta 260 °C. El inyector se mantuvo a 200 °C. Se inyecté una muestra de
1,0 yL de una solucion de 20 pyL de aceite en 1 mL de n-Heptano con
reparto 1:100. La identificacion de sus componentes se efectuo mediante
comparacion computarizada con las bases de datos: Wiley MS (Sexta
Ed.) (Sandra & Bicchi, 1987).
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Calculo de los indices de Kovats: El calculo de los indices de
Kovats se realizé en un cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer
modelo Autosysten. Se compararon los tiempos de retencidon de los
componentes del aceite esencial con una serie de n-parafinas (C7-Cyp)
(Kovats, 1958). Los valores obtenidos se compararon con los valores
publicados en la literatura (Adams, 1995; Davies, 1990). Este estudio se
realizé en el Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis (IIFFB) de la Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela,

bajo la asesoria del Profesor Luis B. Rojas.

Esquema 4. Obtencidén de los Aceites Esenciales

Material Fresco

$# (Hojas y Flores)

Trampa de Clevenger

(Hidrodestilacion)

"~ Aceite Esencial

Identificacion de los Compuestos Quimicos por CGY CG/EM

TRAWAS BESTRICTOMES

Calculo de los indices de Kovats
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Esquema 5. Camino Metodolégico Usado en la Investigacion

Familia
Revision de la

literatura

Estado Mérida

Disefio y tlpo de
investigacion Secado y
Pulverizacion de

las muestras

Maceracion en frio.
4—
Concentracion a presion

reducida.

Método de difusion en agar Material Fresco <

con discos (CIM)
Método de Microdilucion en l
Placa

Extraccion del
Aceite Esencial

Test de Actividad . .
Secuestrante de Radicales Hidrodestilacion
Libres (DPPH) l

Compuestos
Volatiles

!

Identificacion de los
Compuestos volatiles
(metabolitos secundarios)
Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas

\ Reporte de /

resultados
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CAPITULO IV

Resultados y Discusién

Actividad Antibacteriana de los Extractos Crudos de las Especies
Spathodea campanulata, Podranea ricasoliana, Jacaranda

mimosifolia y Tecoma stans.

A continuacion se expresan los resultados de la valoracion de la actividad
antibacteriana de los extractos crudos de hexano, metanol y agua:metanol
de las hojas de cada especie vegetal estudiada, usando el método de
difusion en agar con discos contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, estos  microorganismos son  morfolégicamente vy
fisiologicamente diferentes y estos resultados son representativos de la
actividad antibacteriana de los extractos de cada especie ensayada. En la
Tabla 5 se muestra que ninguno de los extractos inhibié el crecimiento de
las cepas de referencia usadas. Es posible que una de las razones por la
que los extractos ensayados de las especies vegetales estudiadas no
tuvieron actividad frente a las cepas de referencia usadas Gram positivas
y Gram negativas, se deba a la concentracién empleada puesto que se
utilizé 1g/mL de cada extracto, la cual es elevada para la realizacion de

estos ensayos.

Al no obtener los resultados que se esperaban por el método de difusiéon
en agar con disco se empled el método de microdilucion en placa para
verificar si realmente las especies vegetales no son activas frente a las

cepas de referencia usadas.
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Tabla 5. Actividad Antibacteriana de los Extractos Crudos de las
Especies Frente a Cepas de Referencia a una Concentracién de
1 g/mL.

Extractos Microorganismos
S. aureus | E. faecalis | E. coli | K. pneumoniae | P. aeruginosa

ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

25923 29212 25922 23357 27853
E, NA NA NA NA NA
E, NA NA NA NA NA
E; NA NA NA NA NA
E, NA NA NA NA NA
Es NA NA NA NA NA
Es NA NA NA NA NA
E, NA NA NA NA NA
Es NA NA NA NA NA
E, NA NA NA NA NA
Eqo NA NA NA NA NA
Eq, NA NA NA NA NA
Eq NA NA NA NA NA
C(+) 30* 28* 31* 45* 36*
Amp-S Va Gn Az Cef

Eq: S. campanulata (hexano 100), E,: S. campanulata (metanol 100), E;: S. campanulata
(agua:metanol 40:60), E;: Tecoma stans (hexano 100), Es: Tecoma stans (metanol 100),
Es: Tecoma stans (agua:metanol 40:60), E;: P. ricasoliana (hexano 100), Es: P.
ricasoliana (metanol 100), Eq: P. ricasoliana (agua:metanol 40:60), Eq: J. mimosifolia
(hexano 100), E44: J. mimosifolia (metanol 100), Eq»: J. mimosifolia (agua:metanol 40:60),
C (+): Compuestos de Referencia, NA: no activo, *: promedio de dos ensayos, Amp-S:
Ampicilina-Sulbactam®, Va: Vancomicina®, Gn: Gentamicina®, Az: Aztreonam®, Cef:
Ceftazidima®.

Se procedidé a realizar el ensayo de la actividad antibacteriana a través del
Método de Microdilucion en placa contra una cepa Gram positiva como
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Gram negativa Escherichia coli
ATCC 25922.

La lectura se realiz6é por observacién directa sin ayuda de ningun aparato
optico observandose turbidez en el pozo del control positivo (Inoculo), lo
cual indica un crecimiento adecuado, asimismo se observo el pozo del

control negativo claro, sin turbidez (caldo nutritivo sin inocular).
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Al comparar el control negativo con los pozos que contenian los extractos
con la cepa inoculada (E1-E+2), se determiné que no hubo reduccion del
crecimiento bacteriano, observandose turbidez en cada uno de ellos
(Figura 6, 7). Por lo tanto las plantas estudiadas no tuvieron actividad
con las cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli usando el método
de microdilucion en placa. Esto permiti6 corroborar que los extractos
crudos de las especies S. campanulata, P. ricasoliana, T. stans y J.
mimosifolia no poseen actividad antibacteriana contra las cepas ATCC

ensayadas a una concentracion 20.000 ppm.

Figura 6. Crecimiento de la Cepa S. aureus en los Extractos Crudos
de las Especies S. campanulata, P. ricasoliana, T. stans vy

J. mimosifolia.

C(e): Caldo nutritivo sin inoculo, E¢: S. campanulata (hexano 100), E,: S. campanulata
(metanol 100), E;: S. campanulata (agua:metanol 40:60), E;; Tecoma stans (hexano
100), Es: Tecoma stans (metanol 100), E¢: Tecoma stans (agua:metanol 40:60), E;:
P. ricasoliana (hexano 100), Eg: P. ricasoliana (metanol 100), Eo: P. ricasoliana
(agua:metanol 40:60), E1o: J. mimosifolia (hexano 100), E44: J. mimosifolia (metanol 100),
E+,: J. mimosifolia (agua:metanol 40:60), C (+): Inoculo.
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Figura 7. Crecimiento de la Cepa Escherichia coli en los Extractos
Crudos de las especies S. campanulata, P. ricasoliana, T. stans y
J. mimosifolia.

C(e): Caldo nutritivo sin inoculo, Eq: S. campanulata (hexano 100), E,: S. campanulata
(metanol 100), E;: S. campanulata (agua:metanol 40:60), E;: Tecoma stans (hexano
100), Es: Tecoma stans (metanol 100), Es: Tecoma stans (agua:metanol 40:60), E;:
P. ricasoliana (hexano 100), Eg: P. ricasoliana (metanol 100), Eo: P. ricasoliana
(agua:metanol 40:60), E,q: J. mimosifolia (hexano 100), E4: J. mimosifolia (metanol 100),
E+,: J. mimosifolia (agua:metanol 40:60), C (+): Inoculo.

Actividad Antibacteriana del Extracto de Diclorometano de las Flores

de la Especie Spathodea campanulata.

En la Tabla 6 se expresan los resultados de la actividad antibacteriana del
extracto crudo de diclorometano de las flores de la especie vegetal
Spathodea campanulata, usando el método de difusion en agar con
discos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas ATCC. Dicho
extracto inhibié el desarrollo de la bacteria Gram positiva S. aureus
ATCC 25923 a una concentracion de 0,5 g/mL. Este ensayo corrobora
con estudios anteriores en el que se le ha reportado actividad
antibacteriana a extractos metandlicos de las hojas de la especie
S. campanulata a una concentracién de 0,1 g/mL (Ayyappa et al., 2009).
Sin embargo es la primera vez que se reporta actividad antibacteriana del

extracto de diclorometano de las flores de esta especie.
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Para este ensayo se procedi6 a identificar la presencia de flavonoides en
las flores de la especie S. campanulata, anteriormente lavadas con
diclorometano. Al extracto del mismo se le realiz6 una cromatografia en
capa fina, observandose la presencia de flavonoides mediante el
revelador NEU que le confiere una fluorescencia amarilla (Figura 8). Al
usar el patron de quercetina (2 mg/mL MeOH) y Rutina para identificar
dichos compuestos, con la fase mévil Butanol: Ac. acético: H,O y Hexano-
Ac. acético se observé que ninguno estaba presente. Se presume que en
el extracto de diclorometano de las flores de S. campanulata
se encuentren presentes flavonoides menos polares, ya que la quercetina
en su estructura posee grupos hidroxilos, y la rutina un disacarido
haciéndolas muy solubles, aunque pudo haber influido el hecho de que el
extracto estaba muy diluido puesto que se us6 10 mg/mL.

Tabla 6. Actividad Antibacteriana del Extracto de Diclorometano de
las Flores de la S. campanulata.

Concentraciones
Microorganismos 0,5g/mL 30000 | 20000 | 10000 C(+)
(mm) ppm | ppm | ppm
S. aureus ATCC 25923 18 NA NA NA 28*
Amp-S
E. coli ATCC 25922 NA NA NA NA 26*

C (+): Compuestos de Referencia, NA: no activo, *: promedio de dos ensayos, Amp-S:
Ampicilina-Sulbactam®, Gn: Gentamicina®.

Basado en estos resultados se procedié hacer diluciones para determinar
la CIM (Tabla 7). La evaluacién antibacteriana realizada por el método de
difusién en agar con discos, revel6 que las muestras Dy (CIM
0,25 g/mL), D, (CIM 0,125 g/mL) presentaron actividad contra S. aureus
y D3 (CIM 0,06 g/mL) no presento actividad, observandose que la CIM fue
de 0,125 g/mL con un halo de inhibicion de 18 mm (ver Figura
9).
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Figura 8.Corrida y Revelado de los Compuestos Presentes en el

Extracto de Diclorometano de las Flores de la S. campanulata.

A ' B

A: vista en la lampara luz ultravioleta; B: vista con el revelador NEU.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se correlacionan con
estudios anteriores en la especie Spathodea campanulata, de la cual se
han aislados compuestos con actividad antibacteriana significativa
(Pianaro et al., 2007; Ofori et al., 2009).

Tabla 7. Actividad Antibacteriana de las Diluciones del Extracto de

las Flores de la Especie S. campanulata.

Concentraciones
Microorganismo D, D, D3
S. aureus ATCC 25923 21* 18* o*
CIM 0,25 g/mL 0,125 g/mL 0,06 g/mL
g/mL

D: Diluciones, *: Promedio de dos ensayos, CIM: Concentracién Inhibitoria Minima.
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Figura 9. Actividad Antibacteriana de las Flores de la S. campanulata
contra S. aureus ATCC 25923.

D1: Dilucién 0,25 g/mL, D,: 0125 g/mL, Ds: 0,06 g/mL, S: solvente (Diclorometano).

Extraccién del Aceite Esencial de las Especies Vegetales

En la extraccion del aceite esencial de las hojas de las especies S.
campanulata, P. ricasoliana, T. stans y J. mimosifolia no se obtuvo
compuestos volatiles. Sin embargo las flores de la Spathodea
campanulata Beauv, presento un rendimiento de 0,1 mL (0,005%) de
aceite. En el cromatograma se aislaron 30 componentes, los cuales
representan el 96,49% de la mezcla (ver Figura 10, 11), siendo los
mayoritarios: benzoato de bencilo (17,54%), geranil acetona+ a-humaleno
(12,74%), B-cariofileno (9,47%), farnesil acetona (5,97%), aromadendreno
(4,32%), a-gurjuneno (3,90%) y tricosano (3,74%).

Los compuestos presentes en el aceite esencial de las flores de la S.
campanulata se pueden observar en la Tabla 8, donde se listan todos los
componentes quimicos que se lograron identificar en el aceite, en orden
de elucién en la columna HP-5. Ademas se indican los indices de Kovats
observados y los de referencia, la abundancia relativa de cada
componente y el grado de similitud con los componentes consultados en
las librerias del sistema GC-EM. De acuerdo a la literatura consultada es
la primera vez que se reporta la composicion quimica del aceite esencial

de esta especie vegetal.
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Tabla 8. Componentes del Aceite Esencial de las Flores de la
Spathodea campanulata.

1 1-octen-3-ol 4,95 3,06 930 978
2 6-metil-5-hepten-2- 5,13 0,58 939 985
ona

3 nonanal 8,11 1,91 1059 1102
4 anethol 13,64 1,05 1239 1251
5 a-cubebeno 16,44 1,17 1329 1351
6 [B-damascenona 16,72 0,73 1337 1359
7 B-elemeno 16,95 1,70 1344 1391

@ emuwers WA 8RO D W
-9 peariofleno 1776 947 1366 1418

11 alloaromadendreno 19 1,36 1398 1461
12 D-germacreno 19,63 1,56 1422 1480
13 naptaleno 19,69 1,60 1424 1441
14 B-ionona 19,79 4,01 1427 1485
15 a-selineno 20,05 1,88 1437 1494
16 aromadendreno 20,34 4,32 1447 1439
17 7-epi-a-selineno 20,7 3,56 1460 1517
18 9,10-dihidro- 22,43 0,64 1518 1913
isolongifoleno
19 oxido cariofileno 22,57 3,35 1523 1582
20 longifoleno 23,15 0,54 1541 1407
21 napthaleno 23,32 0,80 1546 1441
22 a-cadinol 24,25 0,78 1575 1652
23 B-himachaleno 24,59 2,70 1585 1500
24 ciclopentadecanol 26,24 1,38 1647 1832

1,75 1850 2560
29 tetracosano 42.03 0,67 2318 2400
30 pentacosano 43,28 2,03 2381 2500

TR: Tiempo de Retencién, | Kobs: indice de Kovats observado, IK ref: indice de Kovats
referencial.
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Figura 10. Cromatograma del Aceite Esencial de la S. campanulata.
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Figura 11. Cromatograma de los Compuestos Mayoritarios del Aceite

Esencial de la S. campanulata.
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Actividad Antioxidante Expresada por la Actividad Secuestrante de
DPPH del Extracto de Diclorometano de la Spathodea campanulata

Este ensayo permitio evaluar la actividad secuestrante de radicales libres
del extracto sobre el reactivo 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). En la
Tabla 9 se reportan los datos de este ensayo y en la Figura 12 se
muestra el cambio de color del reactivo. El test cuantitativo de DPPH,
para el extracto de diclorometano de las flores de la S. campanulata
revel6 una buena actividad antioxidante con una Clso de 940 pyg/mL. En el
Grafico 1 se evidencia una actividad dependiente de la concentracion
hasta 1500 pg/mL, con un % de Inhibicion de 92% + 1 comparado con un
97% £ 0,09 obtenido para el acido ascérbico a una concentracion de 176
ug/mL utilizado como control positivo. Sobre este fundamento se puede
decir que el extracto de Diclorometano de las flores de la especie
S. campanulata tiene un gran potencial en la prevencion y tratamiento de
los dafos inducidos por el desbalance a nivel organico de los radicales
libres de oxigeno (ROS).

Los resultados obtenidos en este ensayo se correlacionan con estudios
anteriores a esta especie vegetal, de la cual se han aislado compuestos
con actividad antioxidante significativa, tales como glucosidos iridiodes en
distintas partes de la planta (Elusiyan et al., 2011), asimismo compuestos
flavonoides (Houghton et al., 2005; Mensah et al., 2006). La actividad
antioxidante de estos ultimos resulta de una combinacién de sus
propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres,
donde los flavonoides retiran el oxigeno reactivo especialmente en forma
de aniones superoxidos, radicales hidroxilos, perodxidos lipidicos o
hidroperodxidos. De esta manera bloquean la accion deletérea de dichas
sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo,
bien patentes en fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células
endoteliales y ganglios sensoriales .Diversos flavonoides han mostrado su

eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del acido
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lindleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de los

gloébulos rojos o la auto-oxidacion de los homogeneizados de cerebro.

Asimismo, se ha comprobado su potente capacidad de inhibir in vitro la

oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macréfagos

y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Martinez et al., 2002;

Escamilla et al., 2009). Protegiendo al organismo de agentes oxidantes

como la luz ultravioleta, polucion ambiental y sustancias quimicas

presentes en los alimentos.

Tabla 9: Actividad Antioxidante del Extracto de Diclorometano de las

Flores de la S. campanulata.

Concentraciones

Referencia: Acido

Ascorbico
pg/mL | 250 | 500 | 750 | 1000 | 1500 176
% 1 19 21 38 54 92 97
Ds 1,8 0,7 | 2,5 3,2 1 0,09

%lI: porcentaje de Inhibicion, Ds: Desviacion.

Figura 12. Actividad Antioxidante por DPPH del Extracto de
Diclorometano de las Flores de la S. campanulata.
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Grafico 1. Actividad Secuestrante de Radicales Libres Expresada
Inhibicion de DPPH del

Diclorometano de las Flores de la S. campanulata.
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Los resultados se expresan como la medida de 3 lecturas (n=3) + Ds.
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CAPITULO V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Los extractos crudos (hexano, metanol, agua:metanol) de las hojas de
las especies S. campanulata, P. ricasoliana, T. stans y J. mimosifolia
no presentaron actividad antibacteriana frente a Cepas ATCC Gram
positivas y Gram negativas a una concentracién de 1 g/mL, por el
método de difusion en agar con discos, ni a una concentracién 20.000

ppm., usando el método de microdilucion en placa.

El extracto de diclorometano (CH,Cl,;) de las flores de la especie
S. campanulata mostré actividad frente a la cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923 a una concentracion de 0,5g/mL, a través del
método de difusion en agar con discos. Este resultado permite inferir
que el mecanismo de accion es a nivel de la sintesis de la pared

celular (peptidoglicano).

En la evaluacion de la CIM del extracto activo de la S. campanulata las
concentraciones: 0,25 g/mL, 0,125 g/mL presentaron actividad contra
S. aureus y a 0,06 g/mL no presento actividad, observandose mayor
actividad a una concentracion de 0,25 g/mL con un halo de inhibicién

de 21mm.
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Mediante el uso de la cromatografia de capa fina se observd la
presencia de flavonoides en el extracto de diclorometano de las flores

de la Spathodea campanulata.

En la extraccion del aceite esencial de las flores de la especie
Spathodea campanulata, se produjo un rendimiento de 0,1 mL
(0,005%) de aceite. En el cromatograma se identificaron 30
componentes, los cuales representan el 96,49% del total del aceite.
Los compuestos mayoritarios son: benzoato de bencilo (17,54%),
geranil acetona + a-humaleno (12,74%), B-cariofileno (9,47%), farnesil
acetona (5,97%), aromadendreno (4,32%), a-gurjuneno (3,90%) y
tricosano (3,74%). Es importante sefalar que las hojas de las especies
estudiadas no presentaron compuestos volatiles. Este es el primer
reporte del estudio del aceite esencial de las flores para esta especie
la S. campanulata.

El test cuantitativo de DPPH, para el extracto de diclorometano de las
flores de la S. campanulata revel6 una buena actividad antioxidante
con una Clso de 940pg/mL. Se evidencié una actividad dependiente de
la concentracion hasta 1500 ug/mL, con un % de Inhibicion de 92%
comparado con un 97% obtenido para el acido ascérbico a una

concentracion de 176 ug/mL utilizado como control positivo.

En la presente investigacion se corroboré el potencial antioxidante de
las flores de la S. campanulata, siendo este el primer reporte del

extracto de CH,Cl, de esta especie vegetal.
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Recomendaciones

Ensayar con extractos de Diclorometano de hojas y flores de las
especies Tecoma stans y Jacaranda mimosifolia para evaluar su

actividad antibacteriana y antioxidante.

Se recomienda, incorporar agentes fungicos para evidenciar la

actividad de los extractos de las especies vegetales contra estos.
Realizar el estudio fitoquimico del extracto de diclorometano de la

especie S. campanulata para lograr separar e identificar los

flavonoides presentes en dicha planta.
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Resultados Académicos Durante la Realizacion de este Trabajo de

Investigacion.

Nacional:

JORNADAS 118° ANIVERSARIO DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y
BIOANALISIS. Mérida-Venezuela. El 26 Octubre del 2012.

Internacional:

XXI CONGRESSO ITALO-LATINOAMERICANO DI ETNOMEDICINA “Paolo
Cabras’. Paestum-Salerno, Italia. Del 25 al- 29 Septiembre del 2012.
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Definicion de Términos

Glosario Botanico (Tomado de Acosta 2008).

Androceo: es la parte masculina de la flor. Esta constituida por los
estambres que no son otra cosa que unas hojitas que se han transformado

con la finalidad de llevar el polen.

Antera: que es la “bolsita” superior donde estan encerrados los granos del

polen.

Apice: extremo superior o punta de la planta.

Caliz: es la parte verde de la flor. Tiene una consistencia mas fuerte que la

corola y a sus piezas les llamamos sépalos.

Capsula con dehiscencia: propiedad de algunos frutos cerrados o anteras

de las flores de abrirse para esparcir el polen o las semillas.

Corola: es el segundo verticilio o envoltura de la flor, y esta formada por
hojas modificadas llamadas pétalos.

Corola simpétala: dicho de una flor: cuya corola esta formada por pétalos

soldados en un tubo unico, como la de la petunia y otras muchas.

Cotiledones foliaceos: son las hojas primordiales constitutivas de la semilla

y se encuentran en el germen o embrion.

Didinamia: fuerza fisica, poder, aqui se alude a los estambres de los cuales

hay dos que tienen mas empuje y alcanzan mayor longitud.
Didinamos: aplicase al androceo en que ocurre el fendmeno de la didinamia.

Endocarpio: |la parte interna del pericardio de un fruto.
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Endospermo: es el tejido nutricional formado en el saco embrionario de las
plantas con semilla; es triploide y puede ser usado como fuente de nutrientes

por el embrion durante la germinacion.

Estaminodio: aplicase al estambre que habiendo, perdido su funcién
permanece completamente estéril al final de su desarrollo.

Estambre: érgano masculino de la flor.

Estigma: que esta situado en la parte superior de receptaculo para recoger
el polen.

Estilo: parte estrechada situada entre el ovario y el estigma.

Foliaceas: que tiene forma o estructura de hoja.

Foliolo: se llama pinna o foliolo a cada una de las piezas separadas en que

a veces se encuentra dividido el limbo de una hoja.

Hojas compuestas: hoja cuyo limbo esta dividido en dos o mas partes

llamadas foliolos.

Hojas opuestas: son los que estan colocados en un numero de dos por

nudo y cada una en el lado opuesto del tallo de la otra.

Hojas alternas: son hojas pecioladas que nacen de una en una a lo largo del

tallo.

Hojas imparipinadas: se conocen como hojas imparipinadas a aquellas
hojas compuestas que no crecen en pares alrededor de la ramita o raquis de
sostén. Pueden parcialmente crecer en pares, pero generalmente la ultima

hoja es solitaria en la punta del raquis.

Inflorescencia: es la disposicion de las flores en el tallo.
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Inflorescencia axilar: cuando nacen en las axilas de las hojas o bracteceas

de modo que no detiene el crecimiento.

Inflorescencia en panicula o racimo: tiene un eje central alargado en

donde se insertan lateralmente flores separadas y penduculares.

Inflorescencia terminal: cuando el tallo o la rama terminan por una flor que

detiene el crecimiento del mismo.

Limbo: es la parte plana de la hoja. Su parte superior se llama haz, y la
inferior, enveés.

Lébulo: lobo o gajo pequenio.

Léculo: Cada una de las cavidades que, separadas por tabiques

longitudinales, podemos encontrar en el interior del ovario o el fruto.

Ovarios supero: con el ovario supero situado por encima del resto de los

elementos florales.

Palmadas o pinnado-compuestas: es una hoja dividida en foliolos o

segmentos, de tal modo que estos parten del raquis primario.

Peciolo: pezdén o rabillo que une la lamina de la hoja a la base foliar a al
tallo.

Pedicelos: Tallo que sostiene una sola flor.

Pedunculo: eje que lleva la flor, después el fruto.

Pistilo: parte estéril mas o menos larga que sirve como un "cainon" donde se
depositaran los granos de polen, los cuales seran retenidos por la secrecion

de liquido estigmatico.
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Receptaculo: extremo ensanchado o engrosado del pedunculo, casi siempre

carnoso, donde se asientan los verticilos de la flor o las flores de una

inflorescencia.

Sépalo: conjunto de hojas que componen el caliz.

Yema axilar: organo de crecimiento que se situa entre el tallo y el peciolo.
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Glosario Médico (Tomado de Villarreal 2008).

Antibacteriano: relativo a una sustancia que destruye las bacterias o inhibe

su crecimiento o reproduccion.

Antibiodtico: relacionado con la capacidad de destruir o impedir el desarrollo

de un organismo vivo.

Diabetes: enfermedad que se caracteriza por exceso de azucar en la sangre

y se manifiesta por un abundante eliminacion de orina.

Diarrea: deposiciones liquidas y frecuentes, causadas por una intoxicacion,

una infeccion.

Disenteria: inflamacién del intestino, especialmente el colén, que puede
deberse a irritantes quimicos, bacterias, protozoos o parasitos. Se
caracteriza por deposiciones frecuentes, heces con sangre, dolor abdominal

y tenesmo rectal.

Hidropesia: acumulo excesivo de liquido acuoso y claro en un tejido o
cavidad, como pueden ser una articulacién, la trompa de Falopio, el oido

medio o la vesicula biliar.

Malaria: enfermedad contagiosa producida por un protozoo parasito de los

glébulos rojos de la sangre.

Tenesmo: deseo continuo, doloroso e ineficaz de orinar o defecar, producido

por una irritacion del cuello vesical o del ano.

Ulcera: pérdida de sustancia de un revestimiento epitelial, cutaneo, o
mucoso, acompafiada de lesiones en los tejidos adyacentes y de dificil

cicatriza.
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