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RESUMEN

Al analizar el paso del hombre a través del tiempo, se puede observar la
forma en que éste ha utilizado las diferentes bondades que la naturaleza
ofrece, tomando de ella aquellos elementos que representan una gran
importancia para la supervivencia, por lo tanto esta investigacion tiene
como objetivo general “Determinar la composicién quimica y la actividad
antibacteriana de los extractos de hexano, diclorometano y metanol en los
tallos de Lepechinia bullata. Para poder realizar el estudio se tomaron
muestras de tallos de la planta, los cuales fueron recolectados en el
Paramo de la Culata por encima de los 2500 m.s.n.m., a pocos kilbmetros
de la ciudad de Merida-Venezuela. La planta fue identificada por el Ing.
Juan Carmona en el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, una muestra testigo fue
depositada bajo el nimero de (voucher specimen N° LR002), dicha
muestra fue ubicada en lugares y condiciones idéneas para que tomaran
el estado ideal, con la finalidad de extraer el extracto metandlico por
maceracion, luego se utiliz6 cromatografia al vacio con solventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano, metanol), las soluciones
provenientes de cada separacion, se filtraron y concentraron en un
rotavapor a presion reducida a una temperatura no mayor a 45 °C.Para
determinar la presencia metabolitos secundarios en los extractos de L.
bullata se efectué una serie de pruebas quimicas cualitativas para lograr
la identificacion de los mismos.A través del analisis cualitativo de los
extractos de hexano, diclorometano y metanol se determiné la presencia
de triterpenos y esteroides, y saponinasLa importancia de este hallazgo
radica en que las diversas propiedades bioldgicas reportadas para este
género, que le proporcionan a la especie ciertas caracteristicas
medicinales para el tratamiento de enfermedades infecciosas, por ello
estos resultados podrian tener un uso potencial contra diversos
microorganismos (bacterias grampositivas y bacterias gramnegativas).

Palabras Claves: Lepechinia bullata. Clasificacion, importancia.
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INTRODUCCION

Hace muchos afos las plantas medicinales han sido usadas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, ya que éstas tienen
propiedades curativas que se atribuyen alos metabolitos secundarios, que
generalmente se encuentran en los extractos de las plantas ), el estudio
de estos componentes constituye un punto de partida importante para la

quimica y farmacologia actual®.

Desde el punto de vista medicinal, existe un gran nimero de plantas con
actividad biologica contra microorganismos (bacterias y hongos),por lo
cual son frecuentemente usadas en la industria como conservadores de
alimentos, en preparaciones cosmeéticas y como agentes terapéuticos con
un alto rango de aplicacién en el caso de infecciones diversas®, sin
embargo, esta capacidad difiere de una planta u otra debido a su
biodiversidad, ya que el cédigo genético de cada especie vegetal contiene

informacién para producir compuestos quimicos diferentes .

En la actualidad se han realizado innumerables estudios sobre sustancias
provenientes de plantas con actividad antibacteriana, con la finalidad de
combatir ciertas infecciones que hoy en dia son capaces de producir
enfermedades potencialmente letales, que escapan a la accion de
antibiéticos que se dispone en la clinica para el tratamiento .Diversas
variedades del género Lepechinia se han usado como especias(en el
ambito culinario)y en la medicina popular para curar diversas
enfermedades. Se le han atribuido propiedades medicinales como

antibacterianas, antiprotozoarias y antiftingicas .

En Venezuela, han sido pocos los estudios sobre el género Lepechinia,
por ello la finalidad de esta investigacion es confirmar la asociacion entre

la actividad antibacteriana in vitroy la composicion quimica de los



extractos (hexano, diclorometano, metanol) de los tallos de Lepechinia
bullata (Kunth) Epling.

De la misma manera el trabajo se encuentra estructurado de la siguiente
manera:

Apartado numero | que contiene la introduccién de la investigacion

Luego se presenta el Il apartado el cual es llamado El Problema y esta

compuesto por Planteamiento del problema y la Justificacion

Seguidamente se presenta el tercer apartado llamado Marco Teorico el
cual contiene los trabajos previos considerados como antecedentes
historicos, y antecedentes tedricos, igualmente se presentan el andlisis
fitoquimico preliminar y la actividad antimicrobiana de la planta que se

esta estudiando, como también las hipétesis de la investigacion.

En el mismo orden se encuentran los objetivos de la investigacion en el
apartado numero IV de la investigacion, el quinto apartado esta
compuesto por los materiales y métodos, el VI apartado contiene los
resultados y las discusiones y por ultimo estan las conclusiones de la

investigacion.



EL PROBLEMA
Planteamiento del Problema

Desde tiempos pasados la vegetacion se considera un elemento de
fundamental importancia en nuestro medio ambiente, ya que en ellas se
encuentran una gran gama de especies que nos aportan diversos
beneficios para poder subsistir como: alimentos, oxigeno y propiedades

curativas ®

El hecho de que las plantas tuviesen un poder curativo despertd en
investigadores y cientificos la curiosidad de estudiar esta peculiaridad
para intereses farmacéuticos ®.En general, dichas propiedades vienen
dadas por sustancias quimicas que producen diferentes efectos
fisiologicos ©, generados para prolongar su propia vida, actuando contra
microorganismos, hongos y ciertos animales, evitando asi la destruccion

de las flores y hojas ©.

Por otra parte, la resistencia, la cual se ha definido como la capacidad de
un organismo para seguir siendo viable y subsistir en condiciones que lo
podrian destruir o inhibir, en el caso de las bacterias, ocurre cuando
pueden sobrevivir y no son susceptibles a una concentracion de agente
antibacteriano utilizado, el mecanismo de accidbn que ejercen los
microorganismos para su proteccién tiene serias implicaciones

econdmicas y ambientales (")

En tal sentido, se han realizado muchos estudios con la finalidad de
demostrar la actividad antimicrobiana en extractos de plantas ©, el
mecanismo protector frecuentemente inducido por las bacterias y los
elevados costos en el tratamiento, han estimulado intensamente la
investigacion en la basqueda y utilizacion de sustancias puras o extractos

crudos de especies vegetales para el control de diversas



enfermedades®!?.Los mecanismos de accién son variables; por
ejemplo,el modo de accion de los terpenos no ha sido dilucidado por
completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la
membrana a través de los compuestos lipofilicos .

La finalidad de este estudio se basa en la obtencion de los extractos
(hexano, diclorometano, metanol)de los tallos deLepechinia bullata(Kunth)
Eplingy su evaluacién como agente antibacteriano, dicho asi se redacta el

siguiente problema de investigacion:

¢ Cudl es la asociacion entre la actividad antibacteriana y la composicion
quimica de los extractos de los tallos de Lepechinia bullata(Kunth) Epling?

Justificacion

Actualmente las sustancias quimicas obtenidas de las plantas son usadas
por poseer propiedades terapéuticas basandose en los principios activos
presentes en ellas, estas sustancias han adquirido gran importancia
desde hace algunos afios de forma terapéutica *® Se estima que el 25 %
de los farmacos expendidos provienen de una fuente vegetal. Pese a ello,
s6lo se ha estudiado a fondo el 1% de las 250.000 especies de interés
farmacoldgico, respecto a su composicion quimica y uso terapéutico, por
lo que se deduce que hay un gran numero de moléculas bioactivas por

ser estudiadas ¥

Los extractos de las plantas, tienen comprobadas propiedades curativas
(antibacteriana, antiviral y antimicotica) que han sido evaluadasen el
campo de la medicina “**°).Existe pues una razén primordial para realizar
el andlisis de la composicion quimica y bioactividad de los tallos de L.
bullata, el enfoque principal es encontrar sustancias capaces de inhibir el

crecimiento de bacterias 9.



La justificacion de éste estudio tiene estrecha relacion con la comparacion
y busqueda especifica de ciertos conceptos y principalmente teorias que
respalden la investigacion, tomando en cuenta la relacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos y la resistencia de las bacterias. La poca
utilizacion de los tallospara los estudios fitoquimicos y farmacol6gicos
reportados, indujeron a la realizacion de ésta evaluacion para determinar
el potencial antibacteriano de sus extractos y asi contribuir al
conocimiento de las propiedades quimicas y farmacolégicas de dicha
planta, dejando abierta la posibilidad de un aprovechamiento integral de la
misma a nivel industrial como fuente de materia prima en la obtencion de

nuevos prod uctos.

El alcance de esta investigacion radica en comprobar la actividad
antibacterianain vitrode los extractos de los tallos de L. bullata sobre
bacterias gramnegativas y grampositivas(Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Enterococcus
faecalis)ya queciertos hallazgos ratifican que existen componentes con

actividad bioldgica,justificando esta evaluacion.



MARCO TEORICO

Trabajos previos

Recientemente, se han realizado analisis para determinar la composicion
quimica de los extractos de plantas pertenecientes a este género, para
evaluar la presencia de alguna actividad biolégica. El gran aumento de las
infecciones bacterianas esta impulsando el interés en la busqueda de
productos antibacterianos de origen vegetal ¢*.

Algunas especies del género Lepechiniaobtenidas en Argentina,se
evaluaron por su actividad inhibitoria sobre bacterias patégenas con el
objetivo de seleccionar las méas activas como nuevas fuentes de
antibiéticos eficaces. Se detectd que los extractos de Lepechinia
floribunda eran los mas potentes, con valores de CIM (concentraciones
inhibitorias minimas) y CBM (concentraciones bactericidas minimas) que
van desde 0,006-2,0 mg/mL y 0,012-10,0 mg/mL, respectivamente, tanto
en bacterias grampositivas y gramnegativas(Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica serovar Enteritidis, y Staphylococcus aureus). La fuerte actividad
antibacteriana sugiere que podria convertirse en parte del arsenal de

farmacos antibacterianos utilizados actualmente 7.

Por otra parte, estudios realizados sobre Lepechinia
paniculatadeterminaron la presencia de 34 componentes en el aceite
esencial, losprincipales constituyentes eran sesquiterpenos (24,6%),
viridiflorol ~ (12,4%), B-selineno  (7,4%) y valenceno (6,7%)".
Adicionalmente, hay reportes sobre los compuestos quimicos de L.
graveolens, L. meyeniy L. floribunda que crecen en la regiéon de Valle alto
de Bolivia, Provincia de Cochabamba, donde se detectd
mediantecromatografia de gases (CG) y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG/EM)que los sesquiterpenos eran los

componentes dominantes en L. graveolens (61%), mientras que enL.



meyeni, los monoterpenos constituyeron la fraccibn mas importante con
un 40%, seguido de sesquiterpenos oxigenados (31%). Por ultimo, la
composicion de L. floribundafue la mas compleja, obteniéndose
sesquiterpenos (20-28%), monoterpenos (21-20%), sesquiterpenos
oxigenados (21-23%) y monoterpenos oxigenados (18,5-
13%)“9 Asimismo, las propiedades antimicrobianas de los extractos deL.
floribundafue evaluadacontra 13 cepas de Paenibacillus larvae, por el
método de microdilucidn en caldo en dos vias, una para concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) y concentraciones bactericidas minimas.
(CBM). Los ensayos antimicrobianos mostraron la inhibicion de las cepas
bacterianas en las concentraciones mas bajas (393,6mg/L a 416,7mg/L y
517,9 mg/L a 624,4 mg/L) @°.

Adicionalmente, los terpenoides carnosol y &cido ursolico (aislado como
3-acetil-ursolato de metilo) fueron obtenidos de las hojas de L. bullata a
partir de los extractos de hexano y acetona respectivamente. El carnosol y
3-acetil ursolato de  metilo presentaron  actividad  contra
Staphylococcusaureus (ATCC 25923) a una concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 10 pg/mL, mientras queel ursolato de metilomostro
actividad contra Bacillus subtilis (ATCC19433), S. aureus (ATCC 25923) y
Enterococcusfaecalis (ATCC 19433), con una CIM de 10 pg/mL,10 pg/mL

y 100 pg/mL, respectivamente @Y.

Antecedentes histéricos

Se puede decir que el estudio de las plantas comenzé cuando el humano
necesité alimentos, vestidos, medicamentos y demas para poder subsistir,
en la prehistoria se utilizaban plantas con las cuales se
realizabantratamientos medicinales, estos conocimientos han pasado de

generacion en generacion a través del tiempo®?.

Con el pasar de los afios, se ha intensificado el interés en los productos

naturales para determinar su actividad antimicrobiana, esto surge debido



a la resistencia que se ha venido dando por parte de los microorganismos,
obteniéndose asi bases cientificas en cuanto al uso de estos en procesos
infecciosos, ya que las sustancias con caracter de antibiotico forman
parte esencial, a lo que se le llama metabolitos secundarios®®.Desde los
ultimos 50 afios se ha incrementado de manera importante la vigilancia
hacia el estudio de la resistencia bacteriana que tienen algunos agentes
patdgenos, la investigacion ha develado que la resistencia no solo
corresponde patégenos externos sinotambién a la microbiota normal .
A finales de la década de los afios 50, las bacterias gramnegativas
comenzaron a hacerse resistentes a la accién de ciertos farmacos. Al
llegar los afios 90 el niumero de bacterias con resistencia comenzé a
incrementarse de manera significativa, considerandose un grave
problema para la salud publica. En la actualidad este problema continta

acentuandose de manera significativa en todo el mundo®

Antecedentes Tedricos
Familia Lamiaceae

Las labiadas, son conocidas con los nombres latinos de Labiatae (por la
presencia de labios en sus flores) o Lamiaceae(por el nombre del género
tipo de la familia Lamium). Estas se caracterizan por ser una familia de
plantas aroméaticas constituidas principalmente por hierbas o arbustos,
provistas en todas sus partes de glandulas secretoras de aceites
esenciales volatiles de gran importancia a nivel farmacologico, medico,

microbiolégico y quimico @¥.

La familiaLamiaceaepresenta distribucion subcosmopolita, comprende
alrededor de 230 géneros y mas de 4000 especies. Crecen en cualquier
tipo de habitat pero tienen gran afinidad por lugares abiertos, siendo la
cuenca del mediterrdneo una de las regiones de mayor concentracion; en
Ameérica del sur se distribuyen principalmente en Brasil, sin embargo, en

Venezuela se cuenta con 26 géneros y 120 especies®.



Aspectos botanicos

Los primeros trabajos taxondmicos-floristicos fueron realizados por
Bentham (1832-1836) %22 quien describié varios géneros y especies,
luego, Briquet (1895-1897), basandose en los trabajos de Bentham
propuso una clasificacién que ha sido ampliamente usada “®. En el siglo
XX, Erdtman (1945), distinguié dentro de las Lamiaceas dos tipos de
polen, ligados genéticamente al numero de ndcleos en el momento de la
dehiscencia: tricolpados(binucleados) y hexacolpados (trinucleados) ¢”-
Los resultados de andlisis filogenéticos, propuestos por Wagstaff (1998)
soportan la monofilia de Lamiaceae ®®.En un estudio realizado en el 2003
observaron la presencia de lectina en diferentes plantas incluyendo el
género Lepechinia, esto podria tener relevancia taxondmica pero no
existe una correlacion directa, o por una clase de biotipo o habitat
particular que influiria en tener mayor actividad de la lectina®, las cuales
son proteinas no cataliticas o cuasi cataliticas que se detectaron y
aislaron por primera vez de algunas semillas toxicas como el ricino,
debido a su actividad biolégica que se refiere a la capacidad de aglutinar
eritrocitos y al consecuente uso medicinal de las plantas que las
contienen ya que estas son un papel importante en la resistencia de las
plantas a los microbios®?.

En general, las plantas de la familia Lamiaceae son de origen herbaceo o
arbustivo. Sus tallos se caracterizan por ser tomentosos, glabros con
pelos simples o estrellados; hojas opuestas o simples, pecioladas y
algunas veces subsesiles verdes. A menudo toda la planta esta cubierta
por pelos y glandulas que emiten fragancias aromaticas. Sus flores
perfectas pero en muchos géneros los Organos estaminados se
encuentran reducidos. Zigomorfas, dispuestas en inflorescencias cimosas,
a veces muy contraidas, con menos frecuencia solitarias y axilares. El
perianto, cdliz persistente, tubuloso, acampanado, recto o arqueado,

sépalos, regular o bilabiado con tres dientes en el labio superior y dos en



el inferior. Corola, 5 pétalos soldados; netamente bilabiada, con dos
I6bulos superiores y tres inferiores, para facilitar el aterrizaje de los
insectos, que se acercan en busca de néctar. Estambres cuatro, todos
fértiles o dos estériles; ocasionalmente el par superior con apéndices
pelosos o glabros cerca de la base, anteras dorsifijas. Ovario glabro o
escasamente peloso, tetralobado con estilo bifido en el 4pice y ramas
subuladas. Nuculas glabras 0 escasamente pelosas, a veces
mucilaginosas de color castafio a negro. Fruto de 1-4 nueces
uniseminadas con pericarpo duro o raramente drupaceo, y por ultimo la
semilla con endosperma escaso o nulo; embrién en general recto®®,

Desde el punto de vista de la biologia floral, las labiadas presentan, el
labio inferior de con tres l6bulos, donde aterrizan los insectos que son los
mayores polinizadores de esta familia. Para garantizar la polinizacion las
Lamiaceae suelen producir mucho néctar, a menudo en un disco
nectarifero ubicado en la base del ovario, y al objeto de facilitar la
polinizacién presentan sus estambres aplicados sobre el labio superior de
la corola, con sus anteras dirigidas hacia adelante, de tal forma que
cuando los insectos se posan sobre el labio inferior (que actia como
plataforma) impregnan su dorso con el polen, cuando de nuevo penetran
en otra flor provocan la polinizacién, que resulta favorecida en las flores

receptivas por un estilo a menudo arqueado y sobresaliente®®.

Clasificacion Taxondmica

Taxondmicamente la familia Lamiaceae se clasifica de la siguiente

manera®?:

o Reino: Plantae

o Phylum: Magnoliophyta
o Clase: Magnoliopsida

o Orden: Lamiales

o Familia: Lamiaceae

10



o Sub- familia: Lamioidae, Nepetoidae, Teucrioideae,
Scutellarioideae, Lavanduloideae

Composicién quimica

La familia Lamiaceae, se caracteriza por tener gran variedad de
compuestos quimicos, entre ellos terpenos, compuestos fendlicos,
flavonoides y alcaloides. Los monoterpenos que se encuentran en esta
familia son los constituyentes de los aceites esenciales responsables del
buen olor y gusto de estas plantas, también contienen triterpenos como
los &cidos hyptatico, torméntico y ursolico. En el género Hyptis se han
encontrado alcaloides, flavonoides, saponinas, monoterpenos (alfa y beta
pinenos, canfeno, mentol, cimeno, chavicol, acidosmalico y citrico y

minerales), entre otros componentes del aceite esencial y triterpenos®?.

Derivados Terpénicos
Monoterpenos y Sesquiterpenos

Los monoterpenos, son sustancias lipofilicas volatiles responsables del
olor caracteristico de muchas plantas, son los constituyentes principales
de aceites esenciales, aunque también se han encontrado en un amplio
rango de organismos como bacterias, hongos, algas e insectos. Tienen la
capacidad de cumplir varios roles ecoldgicos, entre ellos la defensa contra
depredadores y parasitos. En la actualidad existen mas de 500
monoterpenos de origen vegetal, siendo en su mayoria compuestos
ciclicos con uno o dos ciclos. Estos compuestos poseen diversos usos
tanto para la misma planta como para el hombre y comprenden el area
farmacéutica y agroquimica. La biosintesis de los monoterpenos es
compleja, abarca regulacion temporal, espacial y ambiental. Aparecen en
estructuras secretorias de la planta como hojas, flores y tallos en
momentos particulares del desarrollo vegetal. Generalmente en la fase
juvenil mediante estimulos especiales y regulada por luz y concentracion

de CO, ®?. Segun estudios, la composicién de los aceites esenciales de
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la familia Lamiaceaehan mostrado la presencia de monoterpenos y

sesquiterpenos®*3*¥ | tal y como se presentan a continuacién (Tabla 1,

llustracion 1).

Tabla 1. Monoterpenos y sesquiterpenos aislados de algunos de los
aceites esenciales de la familia Lamiaceae

Planta

Compuesto

Lepechinia schideana
(34)

Ledol (1), 6-3-carenoy a-cadinol (2)

Nepeta nuda®?

1,8 cineol (3), germacreno (4), mezcla de

nepetalactonas (5,6,7,8)

Salvia hydrangea®®

Alcanfor (9), a-humuleno (10), mirtenol (11),8-

bisabolol, cineol (12)

Lavandula latifolia®

O-terpineol(13)

Salvia hypoleuca®

Biciclogermacreno, (E)-B-cariofileno (14),

viridiflorol  (15), espatulenol (16)d-elemeno,

B.apineno

llustracién 1. Monoterpenos y sesquiterpenos aislados de los aceites

esenciales de la familia Lamiaceae
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Iridoides

Los iridoides son una clase de metabolitos secundarios que se
encuentran en una amplia variedad de plantas y en algunos animales.
Ellos son monoterpenos biosintetizados a partir de isopreno y que a
menudo son intermediarios en la biosintesis de alcaloides. Quimicamente,
los iridoides por lo general consisten en un anillo de ciclopentano
fusionado a un heterociclo de seis miembros de oxigeno. La estructura
quimica se ejemplifica por iridomirmecin(17)(llustracion 2)(C1oH1602 un
producto quimico defensivo producido por el génerolridomyrmex, para el
que se nombran iridoides . Se han obtenido algunos glucésidos de
iridoides al estudiar la familia Lamiaceae, entre los cuales estan el acido
6’-O-E-p-coumaroil-epiloganico y escutelosido aislados de Scutellaria
albida, también delgénero Lamiun se encontraron ellamalbido,

pentesemosido, lamiol, 5-deoxilamiol®®.

llustracién 2. Estructura quimica del Iridomirmecin

17
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Diterpenos

Son compuestos de veinte carbonos derivados de acido mevalénico o
desoxi-xilulosa fosfato. Son metabolitos secundarios de gran interés
industrial, farmacologico y taxonémico por su amplio rango de actividad
antitumoral, antibiéticos, anti VIH, entre otros. Biotransformaciones de
estos compuestos y de otras sustancias organicas como alcaloides,
acidos grasos y aminoacidos se han obtenido por diferentes
microorganismos, especialmente por hongos filamentosos®”. Diversos
estudios fitoquimicos de algunos géneros de la familia Lamiaceae, han
reportado la presencia de diterpenos, entre ellos estan los de tipo
abietano (aislados de varias especies de Lepechinia), labdano (18),
furano (19), isopimaranos como ortosifononas A y B (20,21), quinonas o

benzoquinonas (22, 23) ©®

llustracién 3. Diterpenos aislados de la familia Lamiaceae
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Triterpenos

Acidos tritepénicos como loséacidos tormentico (24), oleandlico (25)el
ursolico (26), se forman a partir de seis restos de isopreno, estan
presentes en numerosas especies vegetales,han sido aislados de varias
especies de la familia Lamiaceae como Perilla frutences®®, Eripoe
blanchetii®?, Satureja khuzistanica®®”. Los &acidos ursélico y oleandlico se
han evaluado como marcadores taxondmicos de esta familia ya que son
Gtiles en la identificacion de géneros y especies en diversos 6rdenes “2,
resultando que se producen en mayor cantidad en la subfamilia
Nepetoideae?).Los 4&cidos ursélico y oleandlico forman parte de la
composicién quimica deHyssopus officinalis perteneciente a la familia

Lamiaceae “¥.

llustracién 4. Triterpenos aislados de la familia Lamiaceae

24 Acido Tormentico R;=R3=OH R,=CH; R,=H
25 Acido Oleandlico R;=R,=R3=H R,=CHj

26 Acido Ursélico R;=R3=R,=H R,= CHj

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas,
frutas y en bebidas como vino y cerveza. Se han identificado mas de
5.000 flavonoides diferentes “® Estan presentes en el género Sideritis, los
principales son: flavonas (27), los derivados 6- 8-metoxi. Los flavonoles

son escasos en las busquedas “©.
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llustracion 5. Flavonoides aislados de la familia Lamiaceae

Alcaloides

Son moléculas de origen vegetal, aunque existen procaloides de origen
animal. Se caracterizan por su estructura molecular compleja a base de
atomos de carbono, hidrogeno, nitrdgeno y oxigeno. Hay
aproximadamente 5000 alcaloides diferentes, y todos son de naturaleza
alcalina®”.Son escasos en la familia Lamiaceae, sin embargo existen
géneros como Lavandula y Salvia que cuentan con su presencia, en la
composicion quimica “® ademas se pueden mencionar la hederacina A
(28) y B (29) obtenidas de Glechoma hederaceae “°.

llustracion 6. Alcaloides aislados de la familia Lamiaceae
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1.1.1. Actividad farmacologica

Diversas plantas provenientes de la familia Lamiaceae han sido usadas
con fines medicinales, terapéuticos y también proporcionan cierta
importancia econémica por su contenido en aceites esenciales o su uso
como condimentos ®?.Estudios han comprobado que el aceite esencial
proveniente de varias especies de la familia Lamiaceae posee actividad
antibacteriana, antifingica, y en algunos casos es el responsable de la

accién espasmolitica de algunas drogas ®%.(Ver Tabla 2)

Tabla 2: Usos tradicionales y actividad farmacolégica de algunos

géneros de la familia Lamiaceae

Planta Actividad farmacoldgica

Ajuga reptans ©? Reconstituyente, fiebre, asma. Es

vasoconstrictor.

Lavandula dentate ©¥ Malaria, diarrea, desordenes
nerviosos, vomitos, sedante. Gran
anticonvulsivante, sedante,

antiespasmadico.

Melissa officinalis ©? Gota, palpitaciones,  sedante,
diurético, agente saborizante,
reconstituyente, impotencia. es
antimicrobiano, fungitoxico,

antioxidante, anti HIV-1.

Ocimun basilicum ©? Diurético, reconstituyente,
dispepsia, antiinflamatorio,
expectorante, diarrea. Es
antimicrobiano, antioxidante,

antiinflamatorio.
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Tabla 2: Usos tradicionales y actividad farmacolégica de algunos

géneros de la familia Lamiaceae (Continuacién)

Planta

Actividad farmacologica

Origanum vulgare ©?

Antiflatulento, reumatismo, dolor de
cabeza, sedante, ansiolitico,
reconstituyente, diurético,
antiséptico, vermifugo, asma. Inhibe
la trombina, es antihiperglicemiante,

anti-H.pylori, antifingico.

Rosmarinus officinalis ©?

Migrafia, reumatismo, desordenes
nerviosos, antiséptico, analgeésico,
diurético. Previene el dafio hepatico,
insecticida, antioxidante,
antinoceptivo, actividad tripanocida,

antiulcerogénico.

Salvia officinalis ©¥

Dispepsia, diurético, emenagogo,
fiebre, antiséptico. Poder
antioxidante e inhibe la absorciéon
de lipidos.

Salvia sclarea ©¥

Reconstituyente, emenagogo,
antiséptico. Actividad antifungica,

antimicrobiano.

Satureja hortensis ©

Desordenes estomacales e
intestinales, dolor muscular,
reumatismo, impotencia, depresion,

antiparasitario.

Stachys lavandulaefolia ©%

Fiebre, dispepsia, sedante. Es

ansiolitico.
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Tabla 2: Usos tradicionales y actividad farmacol6gica de algunos
géneros de la familia Lamiaceae (Continuacién)

Planta Actividad farmacologica
Teucrium polium ©? Antiflatulento, analgésico,
abortificante, antiinflamatorio,

hipoglicemiante, antiespasmaodico,
antipirético, antibacteriano,

hipolipidémico.

Género Lepechinia

Aspectos botanicos

El géneroLepechinia fue descrito en 1806 por Willdenow tomando el
nombre del botanico Ruso Ivan Ivanovic Lepechin (1737-1802) ©9.
Actualmente este género pertenece a la familia Lamiaceae, comprende 39
especies, agrupadas en 8 secciones por Epling y en 2 por Hart. Es un
grupo de pequeios arbustos florecidos blancos, distribuidos
principalmente a lo largo de las tierras altas latinoamericanas tropicales y
subtropicales. Se les puede encontrar en las montafias a una altura de

1600 — 3800m.s.n.m, siendo su habitad el paramo o subparamo®®
Composicion quimica

A través de estudios fitoquimicos se ha indicado que este género
presenta principalmente, diterpenos triciclicos, triterpenos y flavonoides
®7%8) de los diterpenos se reportan acidos derivados de los nucleos
abietano y pimarano como el carnosol (29), a partir de L. caulescens, L.
bullata, L. glomerata, L. hastata, L. meyenii y L.urbaniana, tambienel acido
carnésico, rosmanol, 8- hidroxi-abieta-8(14)-en-18-0ic-9, 13-o-
endoperoxido (30) ®"*9.En los triterpenos se reporta al acido ursolico

(26),betulinico (31) y sus 2a-hidroxiderivados ©>?.
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llustracién 7. Compuestos aislados del género Lepechinia

HO

Actividad farmacologica

Respecto a los estudios farmacologicos de este género, la especie
Lepechinia meyenii (Walp.) reporta actividad antibacteriana contra
microorganismos grampositivos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillussubtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus faecalis
y Streptococcusbeta-hemoliticus) y gramnegativos(Shigella flexneri,
Salmonellaenteriitidi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) Yy
actividad  antifangica contraCandida albicans y  Trichophyton
mentagrophytes ©®Y.Las hojas de L. meyenii son usadas en la medicina

2 Algunos

popular contra el dolor de estobmago y como digestivo
compuestos aislados del género Lepechinia como el carnosol un
diterpeno triciclico aislado de L. hastata tiene actividad antibacteriana
invitro. Extractos de L. bullata presentan actividad antitumoral y L.

caulescens tiene actividad invitro contra Vibrio cholerae®®®. También han

20



sido usadas en la medicina tradicional, como Lepechinia caulescens en el
tratamiento de la diabetes, hipertension, infecciones gastrointestinales,
dismenorrea y como abortivo®® y Lepechinia chamaedryoides que se

emplea en Chile como emenagogo ©®.
Lepechinia bullata
Aspectos botanicos

Lepechinia bullata (Kunth) es un arbusto que alcanza 1,5 hasta 4 m de
altura, es una planta medicinal endémica de Colombia y Venezuela,
localizada en bi6topos tales como bosque nublado, subparamo y paramo.
En Venezuela la planta se encuentra distribuida en el Distrito Federal y en
los estados Anzoétegui, Lara, Mérida, Miranda, Sucre, Tachira y Trujillo a
una altura de entre 1900 y 3400 m.s.n.m y en la cordillera de la costa se
encontré entre 1800 y 2350 m.s.n.m ©®”. Posee pubescencia suave en
todas sus estructuras, hojas aserradas y fragantes con flores blancas
pequefias, frecuentemente se encuentran en bordes de bosques entre los
2000 y 2500 metros de elevacién ©.

Composicion quimica

Estudios previos reportan que L. bullata contiene diterpenos citotoxicos
®9  Del extracto metandlico de las hojas se aislé6 la 6,7-
dehidroroyleanona, horminona, 7-metil-horminona y royleanona ©®. Del
aceite esencial de las hojas de esta planta se aislaron dos sesquiterpenos
uno tipo espiro llamado espirolepechineno y uno espirovetivano llamado
premnaspirodieno, este ultimo se habia reportado en especies de premma
(Verbeneceae) pero no para otro tipo de plantas ©® ®9. De igual modo, los
terpenoides carnosol y acido ursélico (aislado como 3-acetil-ursolato de
metilo) fueron obtenidos a partir de los extractos de hexano y acetona de

las hojas de esta especie @Y.
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Actividad farmacologica

Ensayos realizados a la royleanona y horminona demuestran que estos
compuestos poseen actividad antimicrobiana contra  bacterias
grampositivas como el Staphylococcus aureus 9. La horminona y la 7-
acetil-horminona son activas contra Staphylococcus epidermidis, y
Bacillus subtilis"?, también estudios revelan que la horminona presenta
actividad antibacteriana contra Enterococcus faecalis resistente a la
vancomicina y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina ?. Un
derivado de la roylenona, el 12-deoxiroylenona muestra actividad
antilehismanicidain vitro contra la forma de amastigote intracelular de
Leishmania donovani y Leishmania major ®. Por otra parte, el carnosol y
3-acetil ursolato de  metilo presentaron actividad contra
Staphylococcusaureus (ATCC 25923) a una concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 10 ug/mL, mientras que el ursolato de metilo mostro
actividad contra Bacillus subtilis (ATCC 19433), S. aureus (ATCC 25923)
y Enterococcus faecalis (ATCC 19433), con una CIM de 10 ug/mL,10
ug/mL y 100 pg/mL, respectivamente V.

Productos naturales

Son todas aquellas sustancias que biosintetizan las plantas a partir de
otras muy sencillas, como lo son CO,, H,0 Y O,4.El uso de productos
naturales se origind por los intentos de aislar e identificar los compuestos
fisiolégicamente activos de origen animal o vegetal, tal es el caso del
descubrimiento de la morfina, las penicilinas, y las prostaglandinas .
Tanto ha sido el avance de este tipo de estudios, que una parte de la
medicina que hoy en dia se usan proviene principalmente de productos

naturales, entre ellos los alcaloides, antibiticos o analogos sintéticos"™.
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En general, se distinguen dos grandes grupos de productos naturales, los
metabolitos primarios y los metabolitos secundarios; los primarios se
refieren a los procesos quimicos que la planta debe realizar para
sobrevivir y reproducir su actuacion, como son; fotosintesis que da lugar a
los acidos carboxilicos del ciclo de Krebs que son de bajo peso molecular
y estan ampliamente distribuidos, alfa-aminoacidos, carbohidratos,

grasas, protefnas y acidos nucleicos implicados en los procesos vitales(".
Los metabolitos primarios se caracterizan por:

o Tener una funcion metabdlica directa.

o Ser compuestos esenciales intermedios en las vias catabdlica y
anabdlica.

o Encontrarse en todas las plantas.

o Tratarse de carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos o
clorofilas.

o Son precursores de los metabolitos secundarios.

Por otra parte, los metabolitos secundarios son en principio no esenciales
para la vida pero contribuyen en la adaptacién y supervivencia de las
especies. La quimica que conduce a la formacion de un producto natural,
se caracteriza por ser mas comdn en un grupo biologico en particular, tal

como una familia o un género.
Estos metabolitos poseen otras caracteristicas, como son:

o No tener funciones metabdlicas directas aparentes.

o Ser importantes para la supervivencia e interaccion con el
entorno.

o Presentar diferente distribucion en el reino vegetal

o No ser clasificados como secundarios basandose en su

estructura, ruta biogenética o tipo de distribucion.
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Las viasbiosintéticas que permiten obtener los diferentes tipos de
productos naturales que hoy conocemos ), son las siguientes:

a) Ruta del acido mevalonico: esta via opera en el citosol y en el
reticulo endoplasmatico de las plantas, gracias a este se forman unidades
de prenilo que tras uniones sucesivas conducen a isoprenoides
(terpenoides, esteroides, carotenoides).

b) Ruta del acido shikimico: el acido shikimico es el precursor de la
mayoria de constituyentes vegetales que contienen anillos aromaticos;
dando un patron de oxigenacion en el anillo aromético que permite
reconocer los compuestos derivados de este, las posiciones oxigenadas
son de tipo catecol (orto) o pirogalol (di orto), y en el caso de los fenoles
mono oxigenados son generalmente p-hidroxi-compuestos. En este ciclo
se forman los aminoacidos y desde ellos los otros compuestos aromaticos
mas complejos (fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides).

C) Ruta del acetato-malonato (ruta policétida): a partir del malonato y

acetato se forman los policétidos (acetogeninas) y acidos grasos.
Extraccion de los productos naturales

El termino extraccibn se refiere, a la separacion de sustancias
biol6gicamente activas de los materiales inertes o inactivos de una planta
mediante la utilizacion de un disolvente seleccionado y de un proceso de
extraccion adecuado, donde generalmente se obtienen dos componentes;
el extracto (solucién extraida de un disolvente) y el residuo o bagazo!".

Técnicas de extraccion 77

o Mecénicas:
- Por expresion: la planta se introduce en una prensa hidraulica y
se exprime hasta obtener su jugo, es un método usado para

obtener los zumos de citricos, aceites, y otros.
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Por incisiones: con el fin de obtener exudados del material
vegetal, pueden ser gomas, resinas, mieles y otros productos que
se producen en gran cantidad al realizarle inclusiones o cortes a la

planta viva.

o Destilacion:

Por arrastre de vapor: es el proceso de extraccion mediante el
cual se obtienen aceites esenciales, los cuales son productos
grasos compuestos por un numero muy grande de compuestos
quimicos aromaticos muy volatiles de estructura y composicion

muy compleja. La mayoria son terpenos de bajo peso molecular.

o Con disolventes (Extraccion discontinua):

Maceracion: la planta seca y molida se pone en contacto con el
disolvente a temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo
(aproximadamente de 3 a 10 dias). Transcurrido el tiempo de
maceracion, se decanta el extracto y se elimina el residuo vegetal,

es recomendable hacer una segunda extraccion.

Infusién: el disolvente se hierve y posteriormente se introduce la
planta a extraer, dejandose enfriar la mezcla hasta temperatura

ambiente. El extracto recibe el nombre de infusion o té.

Decoccién o cocimiento: la planta es cubierta con el disolvente
(agua), y se lleva a ebulliciébn por 15 a 30 minutos posteriormente

se enfria y se filtra.

o Con disolventes (Extraccion continua):

Percolacion: el material vegetal se coloca en una columna y esta
en contacto permanente con el disolvente que gotea por la parte
inferior. Constantemente es necesario agregar disolvente puro por
la parte superior de la columna, y asi lograr compensar la cantidad

de disolvente que sale por la parte inferior.
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- Soxhlet: el material vegetal seco es sometido a una extracciéon
continua. El aparato (soxhlet) asegura en todo momento la
provision de disolvente puro, que pasa por el material arrastrando
los principios activos. El extracto obtenido suele concentrarse

eliminando total o parcialmente el disolvente.
Separacion y purificacion de productos naturales

Los compuestos quimicos con bioactividad se encuentran en pequefias
concentraciones en plantas, microorganismos y en los virus. Debido a la
complejidad de las mezclas de compuestos en los extractos crudos, la
purificacion de cada compuesto representa un gran reto. Esta purificacion
al igual que la de muchos otros constituyentes menores de productos
naturales, requiere de las mejores técnicas y habilidades. La purificacion
de compuestos naturales frecuentemente es considerada como un arte y
no una simple rutina técnica. Siempre se cuenta con procedimientos o
técnicas de purificacién directa, pero algunas veces se pueden encontrar
vias de purificacibn mas cortas si se tiene un amplio conocimiento acerca
de la naturaleza quimica de los compuestos y extractos crudos con los

que se esta trabajando ®.

Muchas de las técnicas disponibles para la separacion y purificacion de
los metabolitos secundarios estan relacionadas con la cromatografia, la
cual se caracteriza por ser un método usado principalmente para la
separaciéon de los componentes de una mezcla, los cuales estan
distribuidos en dos fases, una estacionaria y la otra movil. La fase
estacionaria puede estar empacada en la columna, distribuida como una

pelicula o capa delgada. La fase mévil puede ser gaseosa o liquida .

Teniendo en cuenta la naturaleza de la fase estacionaria se establece la

siguiente clasificacion para la cromatografia:
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o Cromatografia de adsorcion: la fase estacionaria es un soélido sobre
el que se fijan los componentes de la muestra. Existen ciertas
sustancias solidas, quimicamente inertes, que tienen la propiedad de
mantener fuerte o débilmente en su superficie a una gran cantidad de
compuestos. La fortaleza con la que se retienen las sustancias sobre

un adsorbente dado varia de un compuesto a otro!"®",

Entre los adsorbentes mas usuales se encuentran: silica gel (6xido de
silicio), alumina (6xido de aluminio), celulosa, fluorosil (silicato de
magnesio) y sulfato de calcio’®.La separacion se realiza por la diferente
atraccion que posean los compuestos organicos por la fase estacionaria.
La fase mévil desplaza y disuelve a los componentes de la mezcla segun
sea su afinidad por la fase estacionaria es decir, los componentes mas
polares estaran retenidos con mas fuerza y seran mas dificiles de separar

de la fase estacionaria que los componentes poco polares®.

La cromatografia de adsorcion en columna liquido-sélido que utiliza
columnas huecas verticales de vidrio cerradas en su parte inferior con una
llave que permite la regulacion del flujo de la fase moévil. Como fase
estacionaria se emplean basicamente dos adsorbentes, gel de silice y

alimina 9. La cromatografia de adsorcién se clasifica en:

- Cromatografia Liquido-Solido CLS (fase movil liquido).
- Cromatografia Gas-Sélido CGS (fase movil gas).
- Cromatografia en Capa Fina CCF (fase estacionaria sélida
en forma plana y la movil liquida).
o Cromatografia de reparto: la fase estacionaria es un liquido

sostenido por un sélido inerte!’®. Se clasifica en:

- Cromatografia Liquido-Liquido CLL (fase movil un liquido)

- Cromatografia Gas — Liquido CGL (fase movil un gas)
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- Cromatografia en papel (fase estacionaria es una capa de

agua adsorbida sobre una hoja de papel)

o Cromatografia de intercambio ionico: la fase estacionaria es una
resina de intercambio i6nico y la separacion se produce por la union

de los iones a la fase estacionaria'’®.

o Cromatografia de exclusiéon molecular: la fase estacionaria es una
estructura parecida a un tamiz y la separacion se produce en funcion

del tamafio de las moléculas®.

Teniendo en cuenta la forma de la fase estacionaria, la cromatografia se

clasifica en:

o Cromatografia plana (cromatografia en capa fina): Donde un
sélido, sorbente o papel se extiende en forma de capa sobre el plano
de una superficie rigida normalmente una placa de vidrio o polietileno,

de forma tal que la fase movil fluya a través del mismo ®.

o Cromatografia en columna: La técnica consiste en rellenar la
columna con el adsorbente elegido que debe sedimentar sin que se
produzcan canales o grietas ©%. El relleno de la columna puede ser
en seco o en humedo. El seco tiene el inconveniente de que pueden
aparecer burbujas de aire en la columna que son dificiles de eliminar.
También hay que tener presente que los adsorbentes al empaparse
de los eluyentes aumenta su volumen y pueden romper la columna. El
relleno humedo evita los problemas anteriores y consiste en llenar la
columna en forma continua con una mezcla de adsorbente con el
eluyente a utilizar de menor polaridad. La cantidad de adsorbente a
emplear es de 20 — 25 gramos de adsorbente por cada gramo de

mezcla a separar V.
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En la parte superior de la columna se coloca la mezcla a separar, llamada
cabeza de la columna que se obtiene mezclando el adsorbente con la
muestra con el eluyente (fase movil) que va a ser utilizado en el proceso
de separacion, se deja que el eluyente empiece a descender por la
columna ya sea por gravedad o a presién (cromatografia flash) ©%.Se
produce la adsorcion de los componentes con diferentes intensidades
logrando que unos avancen mas que otros. En la parte inferior de la
columna se recogen las diferentes fracciones cromatografias que se
analizan y agrupan en funcién de sus caracteristicas ®”.El rendimiento del
proceso depende basicamente de la preparacion de la columna y del

proceso de elucion®?.

o Cromatografia de gases: La cromatografia de gases es una técnica
cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de una columna cromatogréfica. La elucion se produce por el
flujo de una fase maovil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas del
analito; su Unica funcién es la de transportar el analito a través de la

columna®?,

Se conocen dos tipos de cromatografia de gases (CG): la cromatografia
gas-sélido (CGS) y la cromatografia gas-liquido (CGL) siendo esta la que
se utiliza mas ampliamente. En la CGS la fase estacionaria es sélida y la
retencion de los componentes en ella se produce mediante el proceso de
adsorcion. Precisamente este proceso de adsorcion, que no es lineal, es
el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga aplicacion
limitada, ya que la retencion del analito sobre la superficie es
semipermanente y se obtienen picos de elucion con colas. Su Unica
aplicacion es la separacion de especies gaseosas de bajo peso
molecular. La CGL se lleva a cabo mediante la distribucion de los
elemntos en una fase moévil gaseosa y una fase estacionaria liquida

inmovilizada sobre la superficie de un solido inerte o en las paredes
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interiores de la columna, si esta es capilar ®?. Existe una variacion de la

cromatografia de gases llamada:

O

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas: Se
basa en el estudio de la interaccion de la luz con los atomos y las
moléculas, lo cual permite medir la cantidad de radiacion que absorbe
una sustancia a diferentes longitudes de onda, proporcionando
informacion sobre la naturaleza de los grupos funcionales, estructura
del esqueleto carbonado, peso molecular, entre otros . Al hablar de
espectrometria de masa nos referimos al método que se fundamenta
en la fragmentacién que se produce cuando un compuesto organico
se expone a una corriente de electrones de alta energia produciendo
fragmentos con cargas positivas que son separados por el campo
magnético y registrados en el espectro de masas segun la unidad de
masa por el nimero de cargas positivas. La fragmentacién, es decir,
el proceso de degradacion, es una caracteristica de las diferentes
clases de compuestos, y esto es aprovechado para la ubicacion de

ciertos grupos funcionales en entornos particulares de la molécula ©9.

Analisis fitoquimico preliminar

Para determinar la presencia de ciertos grupos quimicos en una planta se

efectian una serie de pruebas, que dependiendo de las caracteristicas

estructurales y solubilidad puede realizarse la identificacion de los

mismos. Entre estas pruebas se encuentran:

o Terpenos y/o esteroides:

- Ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un
extracto la presencia de terpenos y/o esteroides, por poseer ambos
un nucleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo By

en la posicion 5-6©°.
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o Flavonoides:

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de
flavonoides en un extracto vegetal y/o tintura ya que el nucleo
benzopirona (p. ej. flavonas, flavonoles, flavanonas, etc.) produce
coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones acuosas o

alcoholicas se les adiciona magnesio seguido de HCI concentrado
(85,86)

Taninos y fenoles:

Reaccion con cloruro férrico: Los taninos reaccionan con
solucion acuosa de tricloruro férricoal 1%. Un cambio de color a
azul oscuro indica la presencia de fenoles o taninos pirogalicos
(hidrosolubles). Si el cambio es a verde oscuro indica la presencia
de fenoles o taninos de tipo catecol (flavonoides o taninos

condensados)®®.

Gelatina al 1%:Los taninos precipitan las proteinas en solucion,
originando desde opalescencia blanca hasta precipitados ©7.

Alcaloides:
Ensayo de Dragendorff, Mayer, Wagner: Permite reconocer en

un extracto y/o tintura la presencia de alcaloides®®.

Cumarinas:
Hidroxido de amonio concentrado: permite reconocer en un
extracto la presencia de cumarinas que estructuralmente son

lactonas del acido o—hidroxi-cinamico (2H-1-Benzopiran-2onas) &.

Saponinas:

Prueba de espuma:grupo de glicésidos que se disuelven en agua

y disminuyen la tension superficial de ésta; por lo tanto, al agitar
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sus soluciones, se formara una espuma abundante y relativamente

estable 7.

Actividad antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos son sustancias quimicas sintetizadas parcial
o totalmente en laboratorio que soncapaces de inhibir el crecimiento y/o
destruir microorganismos ®®.Desde el punto de vista practico existen

distintos tipos de estos®®:

o Desinfectantes: soélo se aplican a sistemas inanimados y eliminan
la carga microbiana total.

o Sanitizantes: Usado para limpieza o desinfeccion, eliminan gran
carga microbiologica.

o Antisépticos: reducen 'y controlan la presencia de
microorganismos potencialmente patdgenos, solo se pueden
aplicar externamente en seres vivos (piel y/o mucosas).

o Antimicrobianos de uso sistémico: reducen y controlan la
presencia de microorganismos que han invadido los tejidos.
Actian en el organismo, pudiendo ser ingeridos (via oral),

absorbidos por piel (apdsitos) y/o inyectados.

Clasificacion de los agentes antimicrobianos
Los agentes antimicrobianos de uso sistémico se pueden clasificar segun
su origen, efecto antimicrobiano, espectro de actividad y mecanismo de

accion®-

a) Segun su origen:

o Naturales: se obtienen a partir de microorganismos (hongos,
bacterias, etc.).

o Sintéticos: se obtienen totalmente por sintesis quimica.
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o Semisintéticos:se obtienen por modificaciones quimicas de
antimicrobianos naturales, con el fin de mejorarlos.

b) Segun su efecto:

o Bacteriostatico: la maxima concentracibn no téxica que se
alcanza en suero y tejidos impide el desarrollo y multiplicacién de los
microorganismos, sin  destruirlos, pudiendo estos multiplicarse
nuevamente al desaparecer el agente antimicrobiano. Sirven para
complementar los mecanismos defensivos del huésped.

o Bactericida: su accion es letal sobre los microorganismos, por lo
que éstos pierden irreversiblemente su viabilidad o son lisados.

C) Segln su espectro de actividad:

o Amplio: actdan sobre un gran nimero de especies microbianas (ej.
tetraciclina).

o Intermedio: actdan sobre un nimero limitado de microorganismos
(ej. macrolidos).

o Reducido: actian sobre un pequefio numero de especies

microbianas (ej. polimixina).

Mecanismo de accidn de los agentes antimicrobianos
o Inhibicién de la sintesis de la pared celular ®:

- Alteracion de la permeabilidad celular.

- Inhibicion de la sintesis proteica.

- Inhibicion de la sintesis de DNA y RNA.

Caracteristicas de los antimicrobianos
Los antimicrobianos de uso sistémico deben reunir las siguientes
caracteristicas: ©®

- Deben ser mas bactericidas que bacteriostaticos.

- Deben mantenerse activos en presencia de plasma y liquidos

corporales.
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- Es deseable que sean efectivos frente a un amplio espectro de
microorganismos.

- Los microorganismos susceptibles no se deben volver resistentes
genética o fenotipicamente.

- No deben ser toxicos y los efectos colaterales adversos tienen que
ser minimos para el huésped.

- La concentracién activa frente a los microorganismos se debe
alcanzar con rapidez y debe mantenerse durante un tiempo
prolongado.

- Deben ser hidrosolubles y liposolubles.

Estudios han demostrado que existen una gran variedad de compuestos
quimicos capaces de impedir el crecimiento de las bacterias, estos son
los conocidos antibiéticos o antimicrobianos; no se puede obviar que
existen bacterias que pueden llegar a ser resistentes a los antibioticos
debido a mutaciones. Estos genes involucrados en la resistencia se
localizan en el cromosoma y en elementos genéticos moviles como los
plasmidos y transposones®?.

Los microorganismos son seres vivos que solo se pueden observar
microscopio Optico u electrénico, estan constituidos por una o varias
células y son capaces de realizar sus procesos vitales de crecimiento,
generacion de energia y reproduccion independientemente de otras

células, sean de la misma clase o de otra diferente®®.

Entre los diversos microorganismos que han causado resistencia

antimicrobiana tenemos ©%

a) Cocos grampositivos
o Sthapylococcus aureus:produce infecciones de heridas,

neumonia y septicemia. Mas del 60% de las cepas son resistentes a la

meticilina.
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o Enterococcus faecalis: produce septicemias, infecciones urinarias
e infecciones de heridas en pacientes con compromiso inmunitario.
o Streptococcus pneumoniae: es la causa de lassepsis, otitis

media, neumonia y meningitis. Es resistente a muchos antibioticos.

b) Cocos gramnegativos

o Neisseria gonorrheae: agente etioldégico de la gonorrea, resistente
actualmente a una amplia gama de antibioticos.
o Acinetobacter: causante de infecciones graves en pacientes

inmunosuprimidos

Cc) Bacilos gramnegativos

o Escherichia coli: causante de las infecciones urinarias, sepsis,
gastroenteritis e insuficiencia renal. Resistentes a multiples antibidticos.

o Pseudomonas aeruginosa: algunas cepas son multirresistentes.
Actla causando septicemias y neumonias particularmente en pacientes

con fibrosis quistica o inmunodeprimidos.

d) Bacilo acido resistentes

o Mycobacterium tuberculosis: la resistencia a los
tuberculostaticos de primera linea, actualmente representa un problema
de salud publica grave en los centros asistenciales.

Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un fenOmeno creciente caracterizado por una

refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del

antibiético generado principalmente por el uso indiscriminado e irracional
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de éstos y no sélo por la presion evolutiva que se ejerce en el uso
terapéutico ®.El fenémeno de resistencia tiene un sustrato genético
intrinseco o adquirido que se expresa fenotipicamente por mecanismos
bioquimicos. De esta manera puede observarse la resistencia desde el
ambiente biolégico y otro el bioquimico V. Existen bacterias de interés
clinico en las que se ha producido cambios importantes en los fenotipos
de resistencia a los antibioticos, este fendmeno ha sido muy relevante en
los ultimos afios para algunas asociaciones encargadas del estudio sobre
la evolucién bioldgica que se ha ido formando por parte de las bacterias,
mostrando asi los problemas clinicos derivados de esto, enterobacterias
resistentes a cefalosporinas de amplio espectro o a carbapenémicos por
produccion de diferentes tipos de beta-lactamasas, entre otros muchos

provocando asf graves problemas terapéuticos ©? .

Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes
determinados genéticamente, no correlacionales con el incremento de
dosis del antibidtico . La resistencia adquirida aparece por cambios
puntuales en el ADN (mutacién) o por la adquisicion de éste (plasmidos,
transposones e integrones), de esta forma una bacteria puede adquirir la
resistencia a uno o varios antibiéticos sin necesidad de haber estado en
contacto con estos. El fenomeno biolégico de la resistencia depende de la
aparicion y conservacion de los genes de resistencia, como elementos

génicos cromosoémicos y extracromosémicos®?.

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para evadir la
accion de los antibidticos, el primero de ellos es un sistema de expulsion
activa del antimicrobiano, una especie de bomba expulsora que utilizan
las bacterias para la excrecion de productos de desecho o toxicos, la cual
les permite eliminar ademas muchos de estos agentes antibacterianos. El
segundo, se realiza disminuyendo de la permeabilidad de la pared

bacteriana, con la pérdida o la modificacion de los canales de
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entradallamados porinas. La produccion de enzimas inactivantes de los
antibiéticos constituiria el tercer mecanismo®®.

En pocas palabras es la modificacion en el genoma lo que determina la
aparicion de dichos genes; estos cambios se clasifican en microevolutivos
y macroevolutivos. Los primeros son el resultado de mutaciones unicas
que comprometen nucleo6tidos pareados, mientras las macroevolutivas

afectan segmentos de ADN ©V

Técnicas para detectar la actividad antimicrobiana

Para la valoracion y evaluacion de la actividad antimicrobiana de una
sustancia de origen vegetal se utilizan diversos métodos, los cuales se
rigen por diversos factores

a) Técnicas de ensayo

b) El medio de cultivo

C) El material bioldgico o vegetal(aceite esencial)

La apropiada seleccion y uso de un agente antimicrobiano estdn basados
en las caracteristicas del organismo etiolégico y en el patron de
susceptibilidad, el huésped y el farmaco ©?.Los antibiogramas son
reportes de test de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos y estan
indicados para cultivos bacterianos clinicamente relevantes (por ejemplo:
fluidos normalmente estériles o sitios clinicamente infectados) cuando la
susceptibilidad no puede ser predicha. Existen ahora numerosos métodos
estandarizados por el National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) .

La determinacion de la Concentracibn Minima Inhibidora (CMI) es la
medida de la sensibilidad de una bacteria a un antibiotico. Es la minima
cantidad de antimicrobiano que es capaz de impedir el crecimiento de un

microorganismo en unas condiciones normalizadas. Es el método habitual
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utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica. Para llevarlo a cabo
es necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los
resultados sean reproducibles y comparables. Este método nos ofrece
informacion sobre la sensibilidad de las bacterias S (sensible), |

(intermedia) y R (resistente) ©°

Sensible: si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en el caso
de un tratamiento a la dosis habitual.

Resistente: si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy
reducida. No es de esperar ningun efecto terapéutico sea cual fuere el
tipo de tratamiento.

Intermedia: cuando el éxito terapéutico es imprevisible. Se puede
conseguir efecto terapéutico en ciertas condiciones (fuertes

concentraciones locales o aumento de la posologia)

Entre las técnicas para detectar la actividad antimicrobiana se encuentran
(91).

o Difusion
- Antibiograma disco-placa
- Método de tiras Epsilon (Etest).
o Dilucion
- Dilucioén en agar

- Dilucién en caldo

- Antibiograma disco-placa:Se deposita en la superficie de agar de
una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo,
discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos. El antibiético difunde radialmente a través del espesor
del agar a partir del disco formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion, se

estudia el crecimiento en ellas. Se valora el didmetro de la zona de
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inhibicion que se forma alrededor de cada disco y se compara con
las referencias informando si el microorganismo es Sensible,

Intermedio o Resistente .

Método de tiras épsilon: Es un método alternativo para el estudio
cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana, sencillo y se
correlaciona bien con el método de dilucion en caldo. Consiste en
una tira de plastico no poroso que incorpora un gradiente
predefinido de antimicrobiano, se inocula la placa de agar con el
microorganismo, se coloca la tira de E-test sobre su superficie
produciéndose la difusion del antibidtico desde el soporte hasta el
agar.Tras la incubaciéon se puede observar una zona de inhibicion

elipsoidal y simétrica®®.

Dilucion en caldo: El crecimiento se realiza en un medio liquido,
en el que se ha realizado una dilucibn conocida del
antimicrobiano.En funcion del volumen de medio utilizado tenemos

dos tipos ©2:
Macrodilucién: el volumen es superior o igual a 1 mL.

Microdilucion: se suelen emplear volimenes de 0,1 mL

Método de difusion en agar (Kirby-Bauer): método muy utilizado
para el estudio de la sensibilidad de las bacterias, se basa
principalmente en la inhibicion del crecimiento de la bacteria
alrededor de un disco con un antimicrobiano que difunde en un
medio solido. La bacteria es sembrada en una superficie con un
medio de cultivo, sobre el que se depositan unos discos de papel
cargados con cierto antibidtico que difunde instantaneamente por el
agar, formandose un gradiente de concentracion del mismo

alrededor del agar. Cuando el microorganismo crece se forman
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unos halos de inhibicion, que luego son comparados con valores
de referencia y se evalla la sensibilidad®V.

Método de ELISA (ensayo por microdilucion o dilucion en
caldo): Permite medir el crecimiento bacteriano, debido a su alta
sensibilidad y especificidad, este método ha sido reportado en
trabajos de investigacion enfocados en la busqueda de sustancias
naturales inhibidoras del crecimiento de microorganismos®®.Para
reportar la actividad antimicrobiana de una sustancia pura o de
composicion definida, el resultado a obtener debe relacionar a la
sustancia en estudio con una medida de su bioactividad.
Generalmente, la actividad antibacteriana se reporta con la IC50 y
CMI, la IC50 antibacteriana reporta la concentracién que inhibe el
50% de crecimiento bacteriano, y la CMI (concentracion minima
inhibitoria) expresa la concentracion mas baja de sustancia que
inhibe dicho crecimiento ©®. Esta metodologia tiene como ventajas
el uso de pequefas cantidades de sustancias de prueba para
desarrollar una microdilucion. El crecimiento del inoculo se verifica
por el aumento de la turbidez en el medio, lo cual se registra en un
lector ELISA ©©),
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Hipotesis

Investigaciones previas han demostrado que especies del género
Lepechinia biosintetizan determinado tipo de productos naturales
(terpenos, flavonoides) y poseen actividad farmacoldgica importante, en
tal sentido, es de esperar que los extractos de los tallos de Lepechinia
bullata resulten ser una fuente de compuestos activos, estructuralmente
relacionados con los hasta ahora aislados de otras especies de este

género y que presenten actividad antibacteriana.
Objetivos
Objetivo General
Determinar la composicion quimica y la actividad antibacteriana de los
extractos de hexano, diclorometano y metanol en los tallos de Lepechinia
bullata.
Objetivos Especificos
o Identificar mediante pruebas quimicas y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas la composicion de los
extractos obtenidos de los tallos de L. bullata.

o Evaluar la capacidad antibacteriana de los extractos de hexano,

diclorometano y metanol delos tallos de L. bullata.
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Operacionalizacion de variables

Determinar la composicion quimica y la actividad antibacteriana de los extractos de hexano, diclorometano y metanol en los tallos de Lepechinia bullata.

10bjetivos 2Variable 3Tipo de variable 40peracionalizacion 5Dimensiones 6indicador
especificos
a. Identificar Cepa de bacterias Dependiente Pérdida de la resistencia o Bacterias Gram E.coli
mediante pruebas Gram negativas sensibilidad de las cepas negativas y Gram K. neumoniae
quimicas y bacterianas ante los compuestos positivas P. aeruginosa

cromatografia de
gases acoplada a
espectrometria de
masas la
composicién de los
extractos obtenidos
de los tallos de L.

guimicos de los extractos de L.
bullata

bullata.
b. Evaluar la Tallos de L. bullata Independiente Capacidad de los compuestos Moléculas activas que Terpenos:
capacidad activos quimicos presentes en los pueden presentar Monoterpenos
antibacteriana de extractos de los tallos de L. efectos terapéuticos Sesquiterpenos
los extractos de bullata para producir actividad Fenoles

hexano,
diclorometano y
metanol de los tallos
de L. bullata.

antimicrobiana sobre cepas de
bacterias
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccién del material vegetal e identificacion botanica de la

especie

Los tallos de la planta fueronrecolectados en el Paramo de la Culata por
encima de los 2500 m.s.n.m., a pocos kildmetros de la ciudad de Mérida-
Venezuela. La planta fue identificada por el Ing. Juan Carmona en el
Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis dela Universidad
de Los Andes, una muestra testigo fuedepositada bajo el niumero de
(voucher specimen N° LR002)

Preparacion de los extractos vegetales

Los tallos fueron separados del resto del material vegetal, posteriormente
se colocaron en bandejas a temperatura ambiente hasta completa
sequedad, se molieron y se obtuvo el extracto metandlico por maceracion,
luego se utiliz6 cromatografia al vacio con solventes de polaridad
creciente (hexano, diclorometano, metanol), las soluciones provenientes
de cada separacion, se filtraron y concentraron en un rotavapor a presion

reducida a una temperatura no mayor a 45 °C.

Andlisis fitoquimico preliminar

Para determinar la presencia metabolitos secundarios en los extractos de
L. bullata se efectu6 una serie de pruebas quimicas cualitativas para
lograr la identificacion de los mismos. Entre estas pruebas se encuentran:

o Ensayo de Liebermann-Burchard (Terpenos y/o esteroides).

Tomar 0,5 mL de solucion cloroférmica anhidra. Afadir 0,5 mL de

anhidrido acético. Ahadir cuidadosamente por la pared del tubo una
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gota de acido sulfurico concentrado. Se considera positiva la prueba

cuando aparecen coloraciones rojas, verdes o azuladas®.

o Ensayo de Shinoda (Flavonoides).

Tomar 1,0mL de solucién. Afadir algunas limaduras de Mg, sujetar el
tubo con una pinza. Afadir cuidadosamente por la pared del tubo unas
gotas de HCI concentrado. La aparicion de coloraciones naranja o

violeta, se considera prueba positiva >89,
o Ensayo de Dragendorff (Alcaloides).

Si la alicuota del extracto y/o tintura estd disuelta en un solvente
organico, este debe evaporarse en un bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1,0 mL de HCI al 1% en agua. Si el extracto es
acuoso, a la alicuota se le afiade una gota HCI concentrado. Con la
solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del
Reactivo de Dragendorff, el resultado es positivo si hay precipitado

naranja®).

o Ensayo de Mayer, Wagner (Alcaloides).

Afnadir una pizca de NaCl en polvo, agitar y filtrar. Afadir 2 o 3 gotas
de la solucién reactiva de Mayer, Wagner, si se observa precipitado la
prueba es positiva ©°.

o Ensayo de FeCl;(taninos y fenoles).

Coloque 2,0 mL de cada extracto en 3 tubos de ensayo, agregue 1
gota de solucion de FeClzall% a cada tubo, observar el cambio de

color, se observara una coloracibn o un precipitado que varia de

verdeal azul, segun la naturaleza quimica del tanino®®.
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o Ensayo de gelatina 1% (taninos).

Adicionar 2 gotas de reactivo de gelatina. La formacion de un

precipitado blanco indica presencia de taninos®”.

o Hidréxido de amonio concentrado (cumarinas).

Se concentra una porcién del extracto y se le adicionan 0,5mL de
etanol y dos gotas de hidréxido de amonio concentrado. Se considera

positiva la prueba si presenta una fluorescencia azul-violeta®”.

o Pruebade alturay estabilidad de espuma (saponinas).

En cada tubo de ensayo colocar 1,0 mL de cada extracto, agitar
vigorosamente y observar la altura de la espuma. Se considera
positivo si la espuma alcanza una altura de 8 a 10mm y se mantiene

por 30 minutos®”.

Andlisis por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria

de masas

Los andlisis de los extractos se realizaron en un equipo Hewlett
Packard modelo: CG System HP6890 y Mass Selective detector 5973
serie: 1la70eV, el cual fue equipado con un inyector automatico
utilizando una columna capilar HP-5ms(30m, 0,25mm, 0,25um). La
temperatura inicial fue de 60°C y luego se calenté a razén de 4°C/min
hasta 260°C, incrementado la temperatura en un rango de 8°C/min
hasta 280°C.Se inyecto 1,0uL de la muestra a una concentracion de
5mg/mL con reparto de 10:1. La identificacién de los componentes de
los extractos se realizé6 mediante comparacién computarizada de los
espectros obtenidos de cada compuesto con los espectros de la
Libreria Wiley (6ta edicion) y NIST.
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Evaluacion de la actividad biolégica

Se determind la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a
partir de los tallos de L. bullata, utilizando 2 cepas bacterianas Gram
positivas (Enterococcus faecalis ATCC 29219 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923) y 3 especies bacterianas Gram negativas
(Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) por los métodos de:

Microdilucion o dilucién en caldo (ELISA):

El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pozos de fondo plano, se
colocaron por duplicado diluciones seriadas de los extractos a probar
como antimicrobiano (100 uL/pozo) a una concentracion maxima de
6000ppm, y 100uL de cada suspensién bacteriana (5x10° UFC). Se
realizaron controles de esterilidad, viabilidad bacteriana, controles
positivos con los agentes antimicrobianos comerciales y controles
negativos. Se consideré que el resultado del ensayo era valido si entre
cada réplica no habia una variacion en +una dilucién y si los controles
positivos estaban entre los valores indicados (caso contrario se
descartaba y se repetia la prueba).Las placas se incubaron
aerébicamente a 35 °C durante 16-20 h. Al término de la incubacion, el
crecimiento bacteriano fue evaluado espectrofotométricamente
midiendo los valores de absorbancia a 62 nm mediante un lector de
ELISA.

Método de difusion en Agar: Kirby-Bauer:
Este método consistié en sembrar sobre la superficie de una serie de

placas de agar Miller-Hinton 5 especies bacterianas, de las cuales 2

son bacterias Gram positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus
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aureus y 3 especies son Gram negativas (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) de referencia
internacional pertenecientes a la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC). Las cepas se incubaron a 37 °C por 18 a 24 horas
antes de hacer el ensayo microbiano. Se obtuvieron las cepas
bacterianas frescas, donde se preparé el inoculo de cada una de ellas
con la ayuda de una asa en aro, tomandose de esta manera una
pequefia cantidad de colonias, para luego ser suspendidas en una
solucién de NaCl al 0,85% previamente estéril en tubos debidamente
identificados de cada bacteria, y asi obtenerse la turbidez necesaria
del patrén 0,5 de la escala de MacFarland equivalentes a 10°®
UFC/mL. Se procedi6é a tomar una pequefia muestra del tubo con un
hisopo para sembrar de forma pareja un "césped" bacteriano en las
placas correspondientes para cada una de ellas. Como control positivo
se utilizaron discos de antibidticos comerciales (Amikacina y
Ampicilina) recomendados por el Comité Nacional para la
Normatizacion de Laboratorios Clinicos por sus siglas en inglés
(NCCLS 2009) y como control negativo discos de papel saturados con
10uL del solvente dimetil sulféxido (DMSO) y metanol. Se impregnaron
discos de papel de filtro (6 mm) saturados con 10 pL de los extractos
de los tallos de Lepechinia bullata. La concentracion estudiada fue de
10000, 5000, 2500 y 1250ppm con la finalidad de determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Se incub6 la placa de nuevo
durante 18-24 horas a 37 °C, posteriormente se midieron los halos de

inhibicion de desarrollo de cada extracto. (Esquema 1. Plan de trabajo)
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Recolectar la

planta

Esquema 1. Plan de Trabajo

‘ Secar a Picar y moler
temperatura los tallos
ambiente
i Por maceracion

Obtener el extracto
metandlico

iPor separacion

Cromatografia al vacio

i Solventes de
polaridad creciente
Hexano (apolar)

Diclorometano (polaridad intermedia)
Metanol (polar)

i

Determinacioén de la
actividad antimicrobiana _ de los extractos

Luego de la obtencion

vegetales se procedi6 a:

L [

Método de microdiluciéon

o dilucién
(ELISA)

Método de Kirby-Bauer

Identificacion de los grupos
de compuestos (analisis
fitoquimico preliminar)

Y

- Pruebas quimicas

- Cromatografia de capa
fina

- Cromatografia de gases
acoplada a
Espectrometria de masas

en caldo
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Estudio fitoquimico

El analisis fitoquimico de los extractos obtenidos de los tallos de L. bullata
se realizOmediante pruebas quimicas y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas. Los mismos se colocaron en contacto con
diversos reactivos quimicos y se observaron las reacciones de coloracion

0 precipitacion que determinaron la presencia de ciertos compuestos.

A través del andlisis cualitativo de los extractos de hexano, diclorometano
y metanol se determiné la presencia de triterpenos y esteroides, y
saponinas (extracto metandlico), asi mismo la ausencia de alcaloides
(a,b,c), flavonoides (d,e,f), taninos, fenoles (h,i,j)y cumarinas (tabla 3 e

ilustracion 8).

Estos resultados se corresponden con similares obtenidos en
investigaciones previas donde reportan que los extractos de Lepechinia

bullata contienen diterpenos ©% (68.69),

y el aceite esencial sesquiterpenos
ademas de terpenoides (carnosol y acido ursdlico) obtenidos a partir de
extractos de hexano @Y. Estudios previos revelan la presencia de
saponinas para el género Lepechinia(L. meyeni y L. schiedeana) ©"%),
por ello este anadlisis constituye un aporte fitoquimico para el estudio de
esta planta ya que seria el primer reporte de este tipo de compuestos en

L.bullata.

La importancia de este hallazgo radica en que las diversas propiedades
biolégicas reportadas para este género derivan de la presencia de
triterpenos, saponinas y esteroides que le proporcionan a la especie
ciertas caracteristicas medicinales para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, por ello estos resultados podrian tener un uso potencial
contra diversos microorganismos (bacterias grampositivas y bacterias

gramnegativas),
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Tabla 3. Caracterizacion fitoquimica de los tallos de L. bullata en diferentes extractos

Metabolitos Tipo de Resultadoobtenido | Hexano | Diclorometano | Metanol
ensayo
Alcaloides | Dragendorff, | No hubo precipitado - - -
Mayer
Wagner
Flavonoides Shinoda Ausencia de color - - -
Cumarinas | Hidroxido de Ausencia de - - -
amonio fluorescencia
concentrado
Taninos y No hubo cambio de - - -
Fenoles FeCls; coloracion
Hexano: coloracién
Triterpenos | Liebermann- verde Esteroles | Triterpenosy -
y esteroles Burchard Diclorometano: + esteroles
coloracion verde, +
rojo
(extracto de)
Metanol: no hubo
cambio de
coloracion
Saponinas Espuma Espuma persistente - - +
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llustracién 8. Caracterizacién fitoquimica de los tallos de L. bullata en

diferentes extractos
Determinacion de Alcaloides: Drangendorff, Mayer, Wagner

Control positivo
Control negativo
Extracto

wh = o

Hexano Diclorometano

a B c

o Flavonoides: Ensayo de Shinoda

1. Control positivo
2. Control negativo
3. Extracto

Hexano Diclorometano Metanol

o1



llustracién 8. Caracterizacién fitoquimica de los tallos de

diferentes extractos (Continuacion)

L. bullata en

o Taninos y Fenoles: FeCl;

1. Control positivo
2. Control negativo
3. Extractos

Hexano

Diclorometano

Metanol

Taninos: Gelatina 1%

1. Control negativo
2. Extracto

Hexano

Diclorometano

Metanol
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llustracion 8. Caracterizacion fitoquimica de los tallos de L. bullata en

diferentes extractos

o Triterpenos y esteroles: ensayo de Liebermann-Burchad

1. Control positivo (triterpenos)
2. Control positivo (esteroles)
3. Control negativo

4. Extracto

Hexano Diclorometano Metanol

. ) . ) W—
PR -

1 (WA g 2
A R o R

o Saponinas: Espuma
1. Extracto metandlico

Metanol (Inicio de la prueba) Metanol (Dos horas después)

)

Los extractos cuyas pruebas quimicas fueron positivas, se sometieron a
ensayos cromatograficos, con el fin de visualizarlos metabolitos presentes
(llustracion 9). Para la visualizacién de terpenoides se us6 como revelador
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el reactivo de vainilina y fase movil: hexano:acetato 7:3 (r),y para

saponinas se utilizd como revelador el reactivo de Komarowsky y fase

movil cloroformo:metanol:agua (70:30:5) (s).

llustracién 9. Caracterizacion cromatografica de los tallos de L. bullata en
diferentes extractos

o Cromatografia de capa fina. Visualizacion de terpenoides.
o Revelador: vainillina. Fase Moévil: hexano: acetato (7:3).

1. Extracto Hexano
2. Extracto Diclorometano
3. Extracto Metandlico

R

o Cromatografia de capa fina. Visualizacién de Saponinas.
Revelador:Komarowsky. Fase Mévil: cloroformo: metanol: agua
(70:30:5)

1. Extracto Metanolico
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Analisis de Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas

Los extractos de hexano, diclorometano y metanol de los tallos de L.
bullata, se analizaron mediante CG/EM, la cantidad de cada componente
de los extractos se calculé del cromatograma mediante normalizacién de
las areas de los picos, expresandose en porcentajes al comparar los
espectros de masas eluidos en la columna cromatografica con los
espectros de masa de la libreria Wiley NIST, (Ver tabla 4). Los
compuestos mayoritarios identificados en el extracto de hexano fueron el
acido hexadecanoico (25,76 %),metil ester del acido hexadecanoico(8,75
%) yacido 9-octadecenoico (8,73 %), (llustracion10). Por otra parte, en el
extracto de diclorometano se determind la presencia de acido benzoico
(23,80 %), 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido (15,8 %)y sitosterol (5,44 %)
como los componentes mas abundantes, (llustracion1l). Mientras que el
analisis del extracto de metanol mostré que la Hinokiona (18,4%), el metil
ester del acido 3-hidroxi-tetradecanoico (9,3%) y el acido 9-octadecenoico
(3,8%) eran los elementosque se encontraban en mayor proporcion. Cabe
destacar que mediante este método analitico solo se pueden separar e
identificar los componentes volatiles o semivolatiles presentes en una
mezcla compleja, por lo cual los terpenoides de elevado peso molecular y

las saponinas no se lograron visualizar.

De igual modo, en la literatura consultada sobre este género no se
encontraron reportes previos que indiquen con precision la presencia de
los compuestos mayoritarios obtenidos, sin embargo de la familia
Lamiaceae estudios reportan que se han aislado a partir del aceite
esencial dichos compuestos®, y es a partir de esto donde radica la
importancia de la investigacion ya que se obtuvo de L. bullatauna
proporcion significativa de los acidos hexadecanoico y benzoico, los
cuales se caracterizan por poseer propiedades antimicrobianas y
antimicéticas de gran interés, igualmente en la industria alimentaria enla

cualse ha encontrado actividadcomo conservantes contra bacterias
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gramnegativas como P. aeruginosa’®®, también en especies flngicas

derivadas del géneroCandida®®:1%?,

Tabla 4.Componentes de los extractos de los tallos de L. bullata
identificados por CG/EM

N° Tiempo % de Area
qe de. , CompueStos Hexano | Diclorometano | Metanol
Pico | retencion
(TR)
1 12.18 Acido benzoico 0 23,18 -
2 14,66 Acido bezenoacético - - 1,4
3 18.24 4-hidroxi-benzaldehido 0 5.1 -
3 19.47 4-hidroxi—3-metoxi- 0 15,8 -
benzaldehido
4 22.75 Ledeno 1,95 0 -
5 24.93 Espatulenol 1,56 0 -
6 25.13 Globulol 1,68 0 -
7 26.21 Dilapiol 0 2,3 -
8 26,23 Cis-isoapiole 1,47 - -
9 26.70 Epi- 3,97 - -
biciclosesquifelandreno
10 27.16 4-hidroxi--3,5dimetoxi- - 6,0 -
benzaldehido
11 29.12 4-hidroxi-3-metoxi- - 1,8 -
cinamaldehido
12 30.04 Loliolido - 2,2 -
13 32.03 2-pentadecanona 1,54 - -
14 32,59 Metil ester del acido 3- - - 9,3
Hidroxi-tetradecanoico
15 34.06 Metil ester del acido 8,75 - 0,9
hexadecanoico
16 34.86 Acido hexadecanoico 25,76 4,3 -
17 37.22 Acido heptadecanoico 1,35 -
18 38.14 Metil ester del acido 9- 4,19 - -
octadecenoico
19 38.73 Metil ester del acido 2,39 - -
octadecanoico
20 38,74 Acido linoleico - - 1,0
21 38,80 Acido decanoico - - 4,0
22 39.05 Acido 9-octadecenoico 8,73 - 3,8
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23 39.55 Acido octadecanoico 3,83 - -

24 42.07 Combretastatin A3 1,66 - -

25 43.05 1-octadeceno 2,5 - -

26 44.04 Hinokiona 2,46 3,8 18,4

27 47.01 Metil ester del acido 1,99 - -

docosanoico

28 61.42 Sitosterol 5,44 - -

Total 84,98 65,05 42,91
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llustracion10.Cromatograma analisis de hexano
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llustracion 11. Cromatograma analisis de diclorometano

Abundance

TIC: 15jull0a2.D\data.ms

550000 19.473
500000 30.198
450000
400000
350000
300000
250000 27 164
55.959
200000 12.179
regat 34.862 47.367
150000 nona
31325807, 46.48.614 iy "
100000 26.2#30,T2v535 GON b
' ]
25.0729.313
50000 e 29i3132.973
I i AIMMWWMMM

T T T T T T T T T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00
Time-->

58




llustracién 12.Cromatograma analisis de metanol
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Tabla 5. Compuestos mayoritarios identificados en CG/EM

Extracto

Compuesto

%Area Estructura

Hexano

Acido
hexadecanoico

25,76

Diclorometano

Acido
benzoico

23,8 I

Metanol

Hinokiona

18,4 !
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Actividad antimicrobiana

Los resultados para detectar la actividad antimicrobiana de los extractos
de hexano, diclorometano y metanol de los tallos de L. bullata ante un
grupo de bacterias grampositivas y gramnegativas (S.aureus, E. coli, K.
pneumoniae, E. faecalis y P. aeruginosa) realizada por el método de
microdilucién en caldo, arrojaron que a la concentracibn maxima
estudiada (6000ppm) no se le observé inhibicibn de crecimiento
bacteriano, repitiéndose el procedimiento pero con concentraciones
mayores (10000ppm) realizdndose la nueva investigacion por el método
de Kirby- Bauer por falta de insumos para realizar la técnica de
microdilucién en caldo (ELISA). Al realizar el procedimiento por el método
de Kirby- Bauer o difusibn en agar frente a las bacterias antes
mencionadas se utilizaron extractos de hexano, diclorometano y metanol
usando como diluente el DMSO, y con metanol (extracto metandlico) a
partir de una solucién madre de 50000 ppm y valorando la CMI con 10000
ppm, 5000 ppm, 2500 ppm y 1250 ppm. El extracto de hexano presentd
una CMI contra S. aureus Yy P. aeruginosa a 10000 ppm, y 1250 ppm
contra E.coli, mientras que el extracto de diclorometano fue activo solo
contra P. aeruginosa a una CMI de 2500 ppm, y el extracto de metanol
mostrd actividad contra S. aureus y K. pneumoniae a una CMI de 10000
ppm y contra E. faecalis a una CMI de 5000 ppm (tabla 6, ilustracion 13-
16).

Estos resultados son congruentes con los estudios realizados
anteriormente con compuestos como la royleanona, horminona, carnosol
y 3-acetil ursolato de metilo que poseen actividad contra S. aureus y E.
faecalis a CMI de 10pg/mL,"®?Y de igual forma el ursolato de metilo con
CMI de 10pg/mL frente a S. aureus y 100ug/mL para E. faecalis, en
general los derivados terpenicospresentan importancia bioldgica, ya que
han demostrado tener accidn antiséptica e inhibidora del crecimiento

bacteriano®®®,
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Tabla 6. Actividad antibacteriana de los compuestos asilados de los extractos deL. bullata

Halos de Controles CMI(ug/mL)
Microorganismos Inhibicién(mm) Positivos
Extractos AMP | AMK
Evaluados
H D M EM H D M
S. aureus (ATCC 25923) 18 0 14 0 31mm Hkk 10000 NA 10000
| 8 0 0 ok 22mm 10000 NA NA
E. coli (ATCC25922) 7 0 0 5000 NA NA
8 0 0 2500 NA NA
7 0 0 1250 NA NA
K .pneumoniae (ATCC 23357) 0 0 18 0 i 21mm NA NA 10000
E. faecalis (ATCC 29219) 0 10 0 25mm frex NA NA 10000
0 9 0 NA NA 5000
10 9 0 0 ok 28mm 10000 10000 NA
P. aeruginosa (ATCC 27853) 0 8 0 0 NA 5000 NA
0 9 0 0 NA 2500 NA

H: Hexano; D: Diclorometano; M: Metanol; EM: Extracto Metandlico
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

NA: No Actividad

Control negativo DMSO y MeOH

AMP:Ampicilina; AMK: Amikacina

***: No se estudio.
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llustracion 13.Halos de inhibicion de los tallos de L. bullata frente S.

aureus

(Control positivo)
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llustracion 14.Halos de inhibicién de los tallos de L. bullata frente a E. coli
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llustracion 15. Halos de inhibicion de los tallos de L. bullata en diversos
frente a E. faecalis

(Control positivo)
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llustracién 16.Halos de inhibicién de los tallos de L. bullata frente a P. aeruginosa

(Control positivo)
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CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico se llevé a cabo mediante ensayos quimicos donde
se logrédeterminar la presencia de triterpenos, esterolesy saponinas en
los extractos de hexano, diclorometano y metanol de los tallos de L.

bullata.

Por otra parte, mediante el analisis de los metabolitos secundarios por
CG/EM,se identifico en el extracto de hexano el acido hexadecanoico
(25,76 9%),metil ester del &cido hexadecanoico (8,75 %) yacido 9-
octadecenoico (8,73 %).Asimismo, en el extracto de diclorometano se
determind la presencia de &acido benzoico (23,80 %), 4-hidroxi-3-metoxi-
benzaldehido (15,8 %)y sitosterol (5,44 %) y finalmente en el extracto de
metanolHinokiona (18,4%), metil ester del acido 3-hidroxi-tetradecanoico
(9,3%) y el acido 9-octadecenoico (3,8%).

Con respecto a la actividad antibacteriana, el extracto de hexano present6
una CMI contra S. aureus Yy P. aeruginosaa 10000ppm, y 1250 ppm
contra E.coli, se sugiere que para investigaciones futuras se trabaje con
menor concentracion de este extracto, y asi determinar la cantidad
minima necesaria que inhiba totalmente el crecimiento de esta. El extracto
de diclorometano fueactivo solo conP. aeruginosa a una CMI de 2500
ppm, y el extracto de metanol mostré actividad contra S.aureus y
K.pneumoniaea una CMI de 10000ppm y contra E. faecalis a una CMI de
5000ppm.

Todos los resultados obtenidos en esta investigacion son importantes, ya
gue contribuyen a la validacion de los usos fitoterapéuticos a través de los
extractos, los cuales poseen importantes principios activos que pueden
contribuir al descubrimiento de sustancias antimicrobianas de origen
natural, dejando base para la sintesis de moléculas que puedan ser Utiles
a nivel farmacéutico y a la vez validar el uso de la medicina tradicional

como alternativa para el tratamiento de infecciones bacterianas.
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