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RESUMEN

En la presente investigacion se determino la actividad antibacteriana y la
composicién quimica de la especie Eucalyptus pulverulenta. Las hojas fueron
recolectadas en la ciudad de Mérida, estado Mérida. El objetivo de esta
investigacion fue confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la
composicidon quimica de los extractos de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta en cepas de referencia internacional. Los extractos de las hojas
de hexano y etanol se prepararon mediante la técnica de extraccion a reflujo.
La composicion quimica se determiné mediante el analisis fitoquimico. La
actividad antibacteriana se realiz6 mediante el método de difusion en agar
con disco. El resultado del analisis fitoquimico reveldé la presencia de
terpenos, esteroles, saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas
y lactonas sesquiterpénicas; la actividad antibacteriana se evidencio frente a
Staphylococcus aureus (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm), Enterococcus faecalis
(EtOH: 7 mm), Escherichia coli (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm), Klebsiella
pneumoniae (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm), y Pseudomonas aeruginosa (EtOH:
7 mm), a una concentracion de 10 mg/mL. Este es el primer reporte de la
actividad antibacteriana y composicion quimica de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta del estado Mérida-Venezuela.

Palabras clave: Myrtaceae, Eucalyptus pulverulenta, actividad
antibacteriana.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, con la creciente incidencia de resistencia a los
antimicrobianos, se han llevado a cabo muchos estudios sobre la actividad
de estos compuestos, ya que presentan una bioactividad frente a
microorganismos. Los compuestos naturales extraidos de diversas plantas,
alimentos y bebidas, podrian proporcionar posibles alternativas a los ya
conocidos antimicrobianos (Marchese y cols., 2017).

El término antibacteriano o antibiético se refiere a cualquier sustancia
guimica natural o semisintética que sea capaz de producir la muerte de las
bacterias, o inhibir su multiplicacién a pesar de que la bacteria permanezca
con vida (Paredes y Roca, 2004).

Entre la familia de plantas Myrtaceae, existen las especies del género
Eucalyptus, entre este gran nimero se encuentra el Eucalyptus pulverulenta,
también conocido como gum de montafia de hojas plateadas, es una especie
de arbol o mallee endémico del sur de Nueva Gales del Sur, Australia. El
arbol tiene una corteza lisa, posee hojas en forma de huevo, forma de
corazén o redondas, dispuestas en pares opuestos, y flores blancas. La
altura del arbol varia entre 5 y 9 metros y forma un lignotiber, este
clasificado como "vulnerable" bajo la Ley Australiana de Proteccién del Medio
Ambiente y la Conservacion de la Biodiversidad 1999. En horticultura, se
cultiva una variedad conocida como 'Baby Blue', que es una forma enana del
Eucalyptus pulverulenta (Sims, 1819). Es de hacer notar que no se han
realizados investigaciones o experimentos con extractos de ningun tipo de
esta especie.

Las razones que dieron origen a esta investigacion estan relacionadas
a que histéricamente el hombre siempre ha optado por el uso de plantas, es
especial sus extractos. Ademas, actualmente muchos de los farmacos

contienen principios activos de origen vegetal que son de caracter



irremplazable. Por otro lado, la mayor parte de la poblacién no tiene acceso a
medicamentos industrializados, optando por el uso de extractos de plantas
(Fonnegra y Jiménez, 2007). Asi mismo, los métodos de extraccion y
tamizaje fitoquimico siempre han sido los mas sencillos, econémicos y
confiables para realizar un analisis cualitativo de los extractos (Prashant,
Bimlesh, Mandeep, Gurpreet y Harleen, 2011). Finalmente, el interés por la
actividad antibacteriana deriva de la posibilidad de ofrecer un tratamiento
alternativo que permita ofrecer soluciones para la creciente incidencia de

infecciones causadas por bacterias.

El presente trabajo esta sistematizado por las normas de la Asociacion
Americana de Psicologia (APA), organizada en 3 capitulos, capitulo I: El
problema, desarrollandose en Planteamiento del problema, Justificacion de la
investigacion, Objetivos de la investigacion y Alcances y Limitaciones de la
investigaciéon, capitulo Il: Marco tedrico incluyendo: Trabajos previos,
Antecedentes historicos, Bases tedricas, Operacionalizacién de las variables,
Hipotesis y Definicidn de términos, el capitulo Ill: Marco metodolégico que
incluye: Tipo de investigacion, Disefio de investigacion, Poblacién y Muestra,
sistema de variables, procedimiento de investigacién y disefio de andlisis,
capitulo 1V: Resultados y Discusiones y asi mismo el capitulo V: Conformado
por las Conclusiones, Recomendaciones y las Referencias

Bibliohemerograficas.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La mayor parte de las enfermedades causadas en el humano se
deben a la infeccién por microorganismos presentes en la flora habitual,
cuando diseminan a zonas del organismo donde pueden causar un dafio,
generalmente en condicion de inmunosupresién, aunque existen otros
microorganismos de origen exdgeno que al estar expuesto a ellos causaran
una enfermedad (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2017).

Para estas infecciones causadas por bacterias se han utilizado
antibidticos como tratamiento, estos han logrado reducir de forma
significativa las muertes por contagios bacterianos (Maguifia, 2016), a pesar
de esto, la poblacion general ha hecho uso de estos antibidticos de forma
desmedida causando el desarrollo de mecanismos de resistencia (Pachay,
2018).

La resistencia bacteriana constituye una amenaza grave y cada vez
mayor para la salud publica e involucra cada dia nuevas especies
bacterianas produciendo diferentes situaciones clinicas debido a Ila
modificacion de la ecologia bacteriana y el surgimiento de nuevos
microorganismos con resistencia natural a estos compuestos (Romeu,
Salazar, Lugo, Rojas y Eslava, 2012).

El aumento de dicha resistencia frente a determinados antibiéticos ha
sido motivo de preocupacion y analisis de muchos investigadores, casi desde
el momento del descubrimiento de estos productos, ya sean de origen
natural, semi-sintéticos o sintéticos (Rodriguez, Delgado, Mora, Gonzélez y
Guardia, 2006).



Lo anteriormente planteado expresa la necesidad del desarrollo de
nuevos antibacterianos, tomando en cuenta la revision bibliogréafica realizada
en especies del Eucalyptus que demuestran una actividad antibacteriana,
ademas el aporte farmacéutico que brinda el investigar, analizar y
experimentar con especies nuevas. En consecuencia, de esta investigacion

deriva el siguiente enunciado holopréaxico:

¢, Cual es la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicion
quimica de los extractos de las hojas de Eucalyptus pulverulenta en cepas de

referencia internacional?



Justificacion e importancia de la investigacion

La familia Myrtaceae es la novena familia de plantas con flores mas
grande; incluye arboles y arbustos en los tropicos humedos, distribuida en
130 géneros y unas 5900 especies. Econdmicamente, es una familia de
plantas muy importante; algunas especies se cultivan, como el Eucalyptus
spp., cuya madera se usa para producir papel, lamparas y carbon vegetal,
otras especies son ornamentales y algunas se utilizan como especias, como
Syzygium aromaticum, conocido como clavo. Varias especies producen
frutos comestibles para hacer jugo, gelatinas y dulces, como Psidium guajava
L. (guayaba), pero no todos son cultivados. Las especies de esta familia
también se emplea en la medicina popular para tratar varias enfermedades,
especialmente trastornos gastrointestinales, enfermedades hemorragicas e
infecciosas (Cascaes, Guilhon, Andrade, Zoghbi y Santos, 2015).

También, existen actualmente técnicas avanzadas para determinar la
naturaleza quimica de los metabolitos de las plantas, sin embargo, se usa
mucho los ensayos fitoquimicos tradicionales. Debido a que es una forma
confiable, econdémica y mas sencilla de realizar un andlisis cualitativo de los
extractos. Ademas, se puede utilizar una amplia variedad de solventes que
poseen baja toxicidad, accidon conservante y no disocian las moléculas
(Prashant y cols., 2011).

La intencion de la actual investigaciéon fue la de evaluar la actividad
antibacteriana de esta especie poco estudiada como es el Eucalyptus
pulverulenta, ya que otras variedades de su mismo género han sido
ensayadas preliminarmente por tener principios de importancia biologica,
esto con la finalidad de conseguir una opcion terapéutica ante alguna

afeccién por causa bacteriana.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana y la composicion quimica de los

extractos de las hojas del Eucalyptus pulverulenta.

Objetivos especificos

Obtener los extractos de las hojas de Eucalyptus pulverulenta por el método

de reflujo con hexano y etanol.

Determinar la composicién quimica del Eucalyptus pulverulenta a través del

analisis fitoquimico.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Eucalyptus
pulverulenta mediante el método de difusion en agar con disco (Kirby —

Bauer) en cepas de referencia internacional.



Alcances y limitaciones de la investigacion

Segun Hurtado (2010), los alcances y limitaciones hacen referencia al
grado de aplicabilidad de la investigacion. En ese sentido, los alcances
implican explicar de manera precisa y clara hasta donde llegara el estudio,
que tan confiable es y aspectos relevantes bajo el punto de vista
metodoldgico. Por otra parte, las limitaciones refieren a elementos o
situaciones que impidieron la éptima realizacion del trabajo de investigacion,

la obtencion de los datos o expresion de los resultados propiamente.

Alcances de la investigacién

La causa motivante de estudiar el Eucalyptus pulverulenta se basa en
los estudios con otras especies del mismo género, de esto se quiere obtener
la cura de infecciones bacterianas a un bajo costo, y en ese sentido se
conocid la composicién quimica de esta, con la idea de que alguno de sus
compuestos pueda ser usado en la fabricacion de medicamentos que sirvan

como una alternativa mas natural.

Limitaciones de la investigacion

Las limitaciones que fueron encontradas estan la falla del servicio
eléctrico y del servicio de internet para la busqueda de informacién, ademas

de los costos en los reactivos necesarios para realizar el analisis fitoquimico.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

Trabajos previos

Kwansa, Okine, Dayie, Tetteh, Kotey, Donkor y Dayie (2023),
publicaron un trabajo con el titulo: efectos in vitro de los extractos de éter de
petroleo, diclorometano, metanol y acuoso de hojas de Eucalyptus grandis en
bacterias seleccionadas resistentes a multiples farmacos. El objetivo de este
trabajo fue el de encontrar nuevos y mas efectivos antimicrobianos para
combatir infecciones causadas por bacterias multiresistentes a
medicamentos, para esto se obtencion de los extractos se utilizaron las hojas
de Eucalyptus grandis, por el método de extraccion por Soxhlet, usando éter
de petréleo, diclorometano, metanol y agua. A los extractos se les aplico
analisis fitoquimicos para determinar la presencia de alcaloides, flavonoides,
saponinas, terpenoides y taninos. El método elegido para determinar la
actividad antibacteriana fue el de difusion en agar con disco (Kirby — Bauer),
a una concentracion de 0,1 g/mL para cada extractos, los microrganismos
utilizados son bacteria grampositiva (Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM)) y dos bacterias gramnegativas (Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa), como controles positivos la ampicilina,
tetraciclina, gentamicina, amoxicilina — acido clavulanico, trimetropin —
sulfametoxaxol, penicilina, ciprofloxacina y cloxacilina, antibiéticos que son
de uso convencional, ademas que las bacterias ya presentan mecanismos de
resistencia ante ellos, como control negativos el DMSO. En el andlisis
fitoquimico se determind que el extracto de éter de petréleo contenia
alcaloides, flavonoides, taninos y terpenos, el extracto de diclorometano:
alcaloides, taninos y terpenos y el extracto de metanol: alcaloides y

saponinas. Los resultados por el método de difusion en agar con disco



demostraron que los extractos de las hojas de Eucalyptus grandis
presentaron actividad antibacteriana, con halos de inhibicion para SARM, con
el extracto de éter de petréleo (24,33 mm), el de diclorometano (16,67 mm) y
el de metanol (17,67 mm), frente a Escherichia coli, el éter de petréleo (20,33
mm), el diclorometano (15,67 mm) y el de metanol (17,33 mm) y con
Pseudomonas aeruginosa, éter de petrdleo (19,33 mm), diclorometano
(14,33 mm) y de metanol (16,33 mm), el extracto acuoso no presento halos
en inhibicibn. Como conclusién los extractos de esta especie poseen
metabolitos secundarios que presentan actividad antimicrobiana contra
bacterias grampositivas y gramnegativas, este trabajo se relaciona con la
investigacion en cuanto al género utilizado, el andlisis fitoquimico y la
actividad antibacteriana.

Por otra parte, Sukhikh, lvanova, Babich, Larina, Krol, Prosekov,
Popov y Kriger (2022). Publicaron un trabajo bajo el titulo: Deteccion de las
propiedades antimicrobianas y fungicidas de los extractos ultrasénicos del
Eucalyptus globulus. El objetivo de la investigacion fue determinar las
propiedades antimicrobianas y antifingicas de los extractos de las hojas del
Eucalyptus globulus obtenidos usando ultrasonido (US). Para la obtencion de
los extractos se utilizé la maceracion con alcohol etilico al 70 % como
solvente, se tomaron alicuotas por duplicado al pasar 10 min, 15 min, 20 min,
25 min y 30 min, donde se le aplico tratamiento US a la mitad de las
alicuotas, se realiz6 un estudio usando cromatografia liquida de alta
resolucién para detectar sustancias bioldgicamente activas (SBA) donde se
reporto que al pasar 20 min (alicuotas con US) y 25 min (alicuotas sin US)
hubo mayor concentracion de SBA. El método para determinar la actividad
antibacteriana fue el de difusion en agar con disco (Kirby - Bauer), midiendo
los halos de inhibicion observados en mm, contra Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, como control positivo se

utilizo ampicilina a 2,5 pg/10 pL, fluconazol a 10 mg/mL y como control



negativo etanol. Como resultado, se demostré que frente a Bacillus subtilis
los extractos obtenidos con US a diferentes tiempos, presento mejor
actividad antimicrobiana: a los 10 min (10 mm), 15 min (11 mm), 20 min (10
mm), 25 min (9 mm) y a 30 min (10 mm), que los obtenidos con maceracion:
20 min (9 mm), a los 25 min y 30 min (7 mm), para Pseudomonas
aeruginosa, los extractos tomados al pasar 10 min, 15 min y 20 min con
maceracion presento mejor efecto antimicrobiano (halos 11 mm, 13 mmy 14
mm respectivamente), mientras que los extractos obtenidos con US (13 mm
alos 10 miny 11 mm a los 15 y 20 min), pero los extractos obtenidos con US
a los 25 min y 30 min presentaron mejor efecto antimicrobiano (halos de 11
mm para ambos), que los obtenidos con maceracion (10 mm y 7 mm
respectivamente), se utilizd6 como control positivo la ampicilina a una
concentracion de 2,5 pg/10 pL (32,5 mm). Para Candida albicans las
alicuotas obtenidas con US, en todos los tiempos presentaron mejor
actividad antifangica: a los 10 min (12,50 mm), 15 min (9,5 mm), 20 min
(12,50 mm), 25 min (15,50 mm) y a 30 min (11 mm), que los obtenidos con
maceracion: a los 10 min (10,50 mm), 15 min (8,5 mm), 20 min (7,50 mm), 25
min y 30 min (8,50 mm), como control positivo se empleé el fluconazol a una
concentracion de 10 mg/mL (31 mm). De lo que se concluyd, que los
extractos de las hojas Eucalyptus globulus presenta propiedades
antibacterianas contra Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans, este trabajo se relaciona con la investigacién por la actividad
antibacteriana que presenta frente bacterias grampositivas y gramnegativas.
En otra investigacion, Uriol y Espinoza (2021), publicaron un trabajo
con el titulo: Actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos de
frutos de "aguaymanto" (Physalis peruviana L.) y de hojas de "eucalipto"
(Eucalyptus globulus Labill.) frente a Staphylococcus aureus. El objetivo fue
determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos

hidroalcohdlicos de los frutos de “aguaymanto” (Physalis peruviana L.) y de
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las hojas de “eucalipto” (Eucalyptus globulus Labill.) en concentraciones al 40
%, 70 % y 100 % frente a Staphylococcus aureus resistente a la oxacilina.
Para evaluar la actividad antimicrobiana se utilizo el método de difusion con
disco (Kirby — Bauer). El método para obtener los extractos fue a reflujo
usando metanol al 50 %, a partir del obtenido se diluyo con agua destilada
hasta alcanzar concentraciones de 70 % y 40 %. Los resultados arrojaron
que los halos de inhibicion a concentraciones de 100 %, 70 % y 40 % del
extracto hidroalcohdlico de Physalis peruviana L. no mostraron un efecto
antimicrobiano significativo asi mismo con el extracto hidroalcoholico al 40 %
de Eucalyptus globulus Labill., al 70% se observo un halo de inhibicion de
12,53 mm y al 100 % un halo de 16 mm, este ultimo presento una actividad
similar al control con vancomicina (16,30 mm), contra Staphylococcus aureus
resistente a la oxacilina. En conclusién y en base a los resultados obtenidos
podemos decir que el extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus a una
concentracion del 100 % fue el que presentdé mayor actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus. El trabajo demuestra que a altas
concentraciones se espera una actividad antibacteriana similar al antibiético

de referencia.

Antecedentes historicos

La historia de los productos naturales se remonta a la antigiiedad,
donde el ser humano utilizaba diversos recursos aborigenes para su
supervivencia. Restos arqueolégicos demuestran que el hombre utilizaba
ciertas plantas y hongos con propiedades alimenticias, terapéuticas,
relajantes e inclusive alucindégenas. En las tribus y en las mas antiguas
civilizaciones, las especies vegetales se han constituido como la principal
fuente de medicamentos para tratar distintas enfermedades. En la actualidad,

siguen siendo una fuente importante de medicamentos para tratar diversas
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enfermedades. Muchas sustancias quimicas que se obtienen de fuentes
nativas han estado estrechamente asociadas a la vida de los pueblos, de
todos los paises y en todos los tiempos. La mayoria de los farmacos
originados a partir de las plantas siguen teniendo una posicion destacada
pese al increible desarrollo de la sintesis, la quimica combinatoria y los
procesos biotecnoldgicos de fermentacion microbiana. En la actualidad, se
han encontrado una gran cantidad de estructuras quimicas, las cuales han
sido un importante factor para el descubrimiento de potentes farmacos, asi
como también, en diversas aplicaciones en la agricultura, como es el

desarrollo de pesticidas y herbicidas (Mesa, 2017).

La medicina natural es una practica que se ha utilizado desde tiempos
antiguos para tratar enfermedades y dolencias. Como tal es un sistema de
conocimiento arménicamente estructurado que contribuye al conocimiento
del mundo circundante, en este caso, de forma especial a la salud humana
(Guerra, Padilla y Guerrero, 2016). Esta se basa en el uso de plantas,

hierbas y otros remedios naturales para tratar enfermedades y dolencias.

El Eucalyptus se cree que se originé hace 35 a 50 millones de afios,
poco después de que Australia y Nueva Guinea se separaran de Gondwana
(Granados y Lo6pez, 2007). El género Eucalyptus fue descrito formalmente
por primera vez en 1789 por Charles Louis L Héritier de Brutelle, quien
publicé la descripcion en su libro Sertum Anglicum, junto con una descripcion

de la especie tipo Eucalyptus obliqua (L Heritier, 1788).

Productos naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de
compuestos, pero se define “producto natural” o “metabolito secundario”, que

se usa como sinénimo, aquél que es propio de una especie, se le conoce
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también como producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene
utilidad aparente para el ser que lo sintetiza, a diferencia de los metabolitos
primarios o productos bioquimicos que presentan una utilidad definida y que
son comunes a todos los seres vivos: carbohidratos, lipidos, proteinas, entre
otros (Marcano y Hasegawa, 2018).

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de
acuerdo a sus estructuras, su bioformacién, fuente de produccion o a su
accion biolégica. En todos estos casos es inevitable la superposicion. Por
ejemplo, por ser moléculas generalmente polifuncionales es dificil ubicarlas
en un determinado grupo quimico, o dos compuestos totalmente diferentes
tienen la misma accion, o la misma fuente de produccion puede originar
simultdneamente compuestos muy distintos. Aparentemente el criterio mas
acertado es aquél que usa la biosintesis como denominador comun, la cual,
en su esquema basico, engloba la formacion de los metabolitos primarios y
secundarios (Marcano y Hasegawa, 2018).

Todos los compuestos organicos estan constituidos por carbono e
hidrbgeno, a menudo contienen oxigeno y nitrdgeno y menos
frecuentemente, azufre, fésforo y halégenos. La formacién de los productos
naturales comienza con la fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores,
algas y algunas bacterias. Es un proceso endotérmico que requiere de la luz
solar. Los fragmentos pequefios se recombinan para generar las grandes
moléculas (Marcano y Hasegawa, 2018), por mencionar algunas rutas de
sintesis estan la ruta del &cido mevaldnico que reacciona hasta la produccion
de isopentil difosfato (IPP) y la ruta del etileritritol fosfato que también tiene
como producto de reacciones el IPP que sirve como paso para sintetizar
compuestos terpénicos, la ruta del &cido shikimico que a partir de derivados
de esté acido se producen aminoacidos aromaticos y luego compuestos
fendlicos (Avalos y Pérez, 2009). Los metabolitos secundarios que han sido

extraidos son:
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Alcaloides: Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas
superiores y se han encontrado en mas de 100 familias de fanerégamas
(6rganos de reproduccién de las plantas en forma de flor) y animales (peces,
sapos). Su actividad fisiologica, principalmente a nivel de sistema nervioso,
fue el motor de las primeras investigaciones en productos naturales. Algunos
se han manifestado como altamente téxicos y otros en dosis apropiadas son
conocidas como drogas comunmente usadas en medicina, algunos
compuestos alcaloides obtenidos de plantas son la nicotina (1) y la cafeina
(2) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa, 2018).

Esteroles: También conocidos como esteroides, triterpenos tetraciclicos que
tienen de 27 a 30 atomos de carbono, estos poseen una importancia
farmacol6gica muy grande debido a que compone la estructura de sustancias
vitales, entre estas: hormonas sexuales, vitamina D, hormonas corticoides,
compuestos cardiotonicos, hormonas de muda de los insectos, antibiéticos,
toxinas y otros, se ha desarrollado un gran nimero de analogos sintéticos
con intenciones, entre otras cosas, de suplantar, modificar o comprobar las
estructuras de aquéllos aislados de la naturaleza, por mencionar un esterol
obtenido en plantas estan el sitosterol (3) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa,
2018).

Terpenos: Los terpenos pueden encontrarse en fuentes de origen vegetal
solos o formando glicosidos. La unidad fundamental que caracteriza estos
esqueletos se basa en cinco atomos de carbono y se le conoce como
isopreno, sin embargo, esta molécula como tal no es frecuente en las
plantas, sino que esta asociada a otras unidades iguales o a otras moléculas,
entre los terpenos encontrados en plantas esta la Giberilinas (4) (Figura 1)

(Marcano y Hasegawa, 2018).
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Saponinas: Son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, que
pertenecen a un grupo de sustancias glicosiladas que se disuelven en agua 'y
poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucion. Existen las
saponinas clasicas, que estan conformadas por azucares y una aglicona,
saponinas triterpenoidales, por mencionar un ejemplo de saponinas
obtenidas de plantas esta el dioscina (5) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa,
2018).

Fenoles: Los compuestos aromaticos naturales incluyen derivados simples
de benceno, anillos bencénicos condensados, monomeros, dimeros o
polimeros de alto peso molecular, como lo son ligninas y taninos, que se
encuentran practicamente en todas las plantas superiores y por ello se los
considera productos universales. Generalmente presentan grupos
funcionales oxigenados que en la mayoria de los casos son fenoles y por lo
que se les conoce con el nombre genérico de compuestos fendlicos, estos
son mas frecuentes en el reino vegetal que en el animal, en este ultimo se
presenta generalmente una funcién metabdlica definida, por ejemplo, el acido

p-cumarico (6) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa, 2018).

Taninos: Los 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 aquéllas cerca del
suelo, se cree que son utilizados por el vegetal como proteccion contra
infecciones de hongos y parasitos (los arboles pobres en taninos se pudren
rapidamente), por mencionar un ejemplo esta la Procianidina B1 (7) (Figura
1) (Marcano y Hasegawa, 2018).

Flavonoides: Los flavonoides sin ser metabolitos primarios, se encuentran

casi en cualquier vegetal superior, hay mas de 8000 compuestos conocidos
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de plantas vasculares mientras que en los vegetales inferiores: algas,
hongos, bacterias, los compuestos fendlicos principales son quinonas y
xantonas y a éstos deben su color. La funcién de los flavonoides en la planta
son varias. Asi, se consideran como antioxidantes, secuestradores de
radicales libres, agentes antimicrobiales, antinutricionales, fotoreceptores y
protectores contra la luz UV, agentes quelantes de metales, atractores
visuales para los insectos, entre otros, de los compuestos flavonoides esta la

apigenina (8) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa, 2018).

Antraquinonas: Las antraquinonas se localizan principalmente en vegetales
superiores, hay ejemplos de compuestos provenientes de insectos y de
microorganismos. También se aislaron derivados reducidos de antraquinonas
como antronas y sus enoles respectivos: antranoles. El acido acético es
aceptado como su precursor biogenético casi exclusivo, como ejemplo de
algunas antraquinonas esta el acido carminico (9) (Figura 1) (Marcano y
Hasegawa, 2018).

Quinonas: Entre los productos naturales, las quinonas estdn ampliamente
representadas, bien sea como nucleo principal de una estructura o formando
parte de moléculas complejas aroméaticas o aromaticas-alifaticas y a veces
diméricas. Las quinonas constituyen un grupo importante de pigmentos
vegetales y animales, un ejemplo de quinonas esté la alizarina (10) (Figura 1)
(Marcano y Hasegawa, 2018).

Cumarinas: Las a-pironas que se generan por lactonizacion del acido o-
cCumarico se conocen como cumarinas y estdn ampliamente distribuidas en el
reino vegetal. La estructura mas sencilla, la cumarina misma, es utilizada
como aromatizante en confiteria. se encuentran en su mayoria oxigenadas
en C-7 (por ejemplo, umbelliferona, muy frecuente en las plantas de la familia

Umbelliferas), presentan a menudo, una o varias unidades de isopreno en
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posiciones orto al oxigeno fendlico. Son compuestos altamente fluorescentes
bajo luz UV y aun en la region del visible, particularmente cuando se rocian
con acido sulfarico, de las cumarinas que han sido obtenidas de plantas esta

la xantiletina (11) (Figura 1) (Marcano y Hasegawa, 2018).

Lactonas sesquiterpénicas: Muchos sesquiterpenos presentan diversas
actividades bioldgicas que parecen asociarse a una estructura parcial comun:
una y-lactona-a, B-insaturada, o mas estrictamente: una a-metilen-y-lactona.
Aungue no se conoce bien la relacion existente entre la estructura quimica y
actividad bioldgica de estos metabolitos, se presume que el mecanismo
operante es el ataque nucleofilico de ciertos centros activos de las proteinas
sobre el sistema a-metilen-y-lactona en una reaccién del tipo Michael. Los
centros nucleofilicos principales de una cadena proteica son grupos amino,
imidazol y tiol, siendo los ultimos los mas reactivos. Poseen funciones
Actividad antitumoral (anticancerigena, antineoplésica) y citotoxica, asi
mismo como actividad antimicrobiana, antibacteriana y fungicida, este
compuesto quimico se caracteriza por presentar un enlace con oxigeno, un
ejemplo de lactona obtenida de plantas esta la partenina (12) (Figura 1)

(Marcano y Hasegawa, 2018).

Glicésidos cardiotonicos: Los oligosacaridos son polimeros de sacaridos
que contienen un pequefio numero de monosacaridos (azucares simples)
unidos mediante enlaces glicosidicos. Estas moléculas tienen muchas
funciones, incluyendo el reconocimiento celular y la adhesién celular. Los
oligosacaridos se presentan normalmente como glicanos: cadenas de
oligosacaridos estan unidas a lipidos o a cadenas laterales de aminoacidos
compatibles en proteinas, por enlaces N- o O- glicosidicos. Los
oligosacaridos N-enlazados son siempre pentasacaridos unidos a asparagina
mediante un enlace beta al nitrégeno amino del grupo lateral. Por otro lado,

los oligosacaridos O-enlazados se unen generalmente a treonina o serina en
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el grupo hidroxilo del grupo lateral, algunos glicosacaridos obtenidos de
plantas estan la digitoxina (13) (Figura 1) (Merchan, Gbmez y Vélez, 2005).

Figura 1. Metabolitos secundarios obtenidos de las plantas
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Tomadas y modificado de Marcano y Hasegawa, 2018; www.scielo.org
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Figura 1. Metabolitos secundarios obtenidos de las plantas (continuacion)

Apigenina (8)

Procianidina B1 (7)
CH; O O

H (@) OH
ooon, oo ol
HO OH N Z
O OH o

Xantiletina (11)
Acido carminico (9) Alizarina (10)

Digitoxina (13)
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Bases tedricas

Aspectos botanicos de la familia Myrtaceae

La familia Myrtaceae es un grupo de plantas arbéreas o arbustivas,

generalmente perennifolias y aromaticas, que pertenecen al orden Myrtales,
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tiene 132 géneros aceptados y unas 5671 especies admitidas, de las casi
14.000 descritas, la familia agrupa plantas excepcionales, tales como las
eudicotiledoneas mas altas (110-140 m) del planeta (Eucalyptus) y el género
especificamente méas prolifico (1200-1800 especies) que existe (Syzygium)
las hojas, eventualmente heteromorfas, opuestas o alternas, pero raramente
verticiladas, son caracterizadas por sus puntos glandulares hialinos y son
muy variables, pero siempre simples y enteras, aunque sentadas o

pecioladas y con o sin estipulas (Parra, 2014).

Distribucion geogréfica de la familia Myrtaceae

Se ubica principalmente en el hemisferio sur (especialmente en
Australia y América tropical), abarca ademas todos los continentes, excepto
la Antartida (Figura 2) (Parra, 2014).

Figura 2. Distribucion geogréfica de la familia Myrtaceae

Tomado y modificado de www.raiz-iifp.pt
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Compuestos quimicos aislados en la familia Myrtaceae

Algunos de los compuestos quimicos que se han logrado extraer en la
gran variedad de plantas que pertenecen a la familia Myrtaceae estan: el
éster acetil eugenol (14), el flavonoide quercetina (15), el alcaloide
isoquinolinico berberina (16) y el fenol magnolol (17) (Figura 3) (Bravi y del
Valle, 2021)

Figura 3. Algunos compuestos aislados de la familia Myrtaceae.
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Usos de la familia Myrtaceae
Esta familia, compuesta de un gran nimero de plantas, ha sido

estudiada debido a su gran cantidad de usos, esto para determinar con

mayor precision varias de sus muchas funciones, entre estas estan la accion
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antiinflamatoria, actividad antibacteriana y antifiingica, antioxidante, antiviral,
antialérgico, es protector hepético y cardiaco, tiene accion antagénica contra
Giardia intestinalis, hipoglucémico, antidiarreico, anticancerigeno, tiene
actividad neuroprotectora y es un anticonvulsivante (Teixeira, Pereira y
Pasqualotto, 2021).

Aspectos botanicos del género Eucalyptus

El género Eucalyptus, cuyo nombre deriva de las palabras griegas “eu”
(que significa “bien”) y “kalypteim” (que significa “cubierto”), es un grupo de
arboles y arbustos perennes que desempefian un papel crucial en los
bosques cerrados de Australia meridional. Estas plantas pueden alcanzar
alturas considerables llegando a medir de 50 a 100 metros. Su corteza
exterior puede ser de color gris azulado y se despega en tiras, sus hojas
cuando son jovenes tienen como caracteristica ser sésiles, ovaladas,
grishceas y de forma falciforme. A medida que maduran, se tornan de un
verde azulado brillante. Contienen aceites esenciales con olor caracteristico
(balsamico) que actia como un poderoso desinfectante natural, ademas
poseen tolerancia al frio, de las mas de 500 especies de Eucalyptus, por
mencionar una como el Eucalyptus coccifera que puede tolerar temperaturas
cercanas a los -13 °C, mientras que la gran mayoria, sino todas, tolera altas
temperaturas por ser originarias de Australia que es conocida por presentar

altas temperaturas (Granados y Lépez, 2007).
Distribucion geogréfica del género Eucalyptus
La mayoria de los Eucalyptus se encuentran de forma natural en
Australia. Diez especies son comunes en el sur de Nueva Guinea y el norte

de Australia, también logra ser ubicada en parte del continente suramericano

y Africa, aunque depende del clima en que se encuentre. Los Eucalyptus
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habitan desde los 9° de latitud norte donde se encuentra el Eucalyptus
deglupta hasta los 44° sur donde se encontraria el Eucalyptus obliqua
(Granados y Lopez, 2007).

Compuestos quimicos aislados del género Eucalyptus
Entre los compuestos quimicos que han sido extraidos de plantas
pertenecientes del género Eucalyptus, esta la isorhapontigenina (18), acido

elagico (19), la epicatequina (20) y el &acido rosmarinico (21) (Figura 4)

(Palma, Ruiz, Diaz, Giraldez y Morales, 2023).

Figura 4. Estructuras quimicas obtenidas del género Eucalyptus
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Usos del género Eucalyptus

El género Eucalyptus posee una amplia gama de aplicaciones tanto en
su forma natural como en extractos. Entre sus usos generales encontramos
que las hojas y cortezas se emplean para tratar afecciones respiratorias
como tos, bronquitis y asma, debido a sus propiedades antibacterianas,
antiinflamatorias y expectorantes. Asi mismo para aliviar dolores musculares
y articulares, combatir infecciones urinarias y fungicas y el extracto de
Eucalyptus se ha demostrado que es efectivo como biopesticida para
controlar plagas y enfermedades en cultivos (Carbay, 2023). El Eucalyptus
globulus es la especie mas utilizada por sus propiedades medicinales y
antisépticas, Eucalyptus citriodora se destaca por su contenido en citronela,
lo que la convierte en un efectivo repelente de mosquitos y el Eucalyptus
camaldulensis posee propiedades antibacterianas y antifungicas, siendo
utilizado para tratar infecciones de la piel y del tracto respiratorio (Nufez y
Valladares, 2001).

Aspectos botanicos de la especie Eucalyptus pulverulenta

El Eucalyptus pulverulenta fue descubierto por primera vez por el
investigador Jhon Sims, es una especie de arbol o mallee que es endémica
del sur de Nueva Gales del Sur, Australia (Sims, 1819). Tiene una corteza
lisa, de color verde a gris 0 marrén, a veces colgando en cintas cortas. La
copa del arbol tiene casi exclusivamente hojas juveniles que son ovadas a
redondas o cordadas, glaucas, sésiles, de 15-50 mm de largo, 20-50 mm de
ancho y dispuestas en pares opuestos. El perianto tiene un céliz imbricado
con 3-10, habitualmente 4-5 sépalos, libres o soldados a los pétalos para

formar un opérculo (caliptra) que se desprende en la madurez. La corola,
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algo fugaz, cuenta con 3-6, generalmente 4-5 pétalos libres o soldados a la
caliptra caduca. El androceo esta constituido, en la mayoria de los casos, por
numerosos (20-150) estambres, raramente 5 o 10, libres o reunidos en 4-5
fasciculos, con los filamentos libres hasta casi la base, y, a veces con algun
estaminodio; sus anteras son ditecas, con dehiscencia longitudinal o
foraminal. El estilo es simple, con un estigma capitado o lobulado. El fruto es
una baya, una drupa o una capsula loculicida, septicida o valvar, a veces con
el caliz persistente. Las semillas son numerosas o solitarias, con o sin

endospermo, con un embrion recto o curvo (Vega y Ortega, 2016).

Distribucion geogréafica de la especie Eucalyptus pulverulenta

Se logra ubicar en Australia, Inglaterra, sur de Brasil y California,
Costa central de Nueva Gales del Sur y cordilleras de la costa. Crece en las
bajas colinas y escarpas, no siendo exigente con respecto a suelos (FAO,

1981), de momento se logra ubicar en Venezuela, estado Mérida.
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Taxonomia de la especie Eucalyptus pulverulenta

Reino: Plantae
Subreino:  Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae

Subfamilia  Myrtoideae

Tribu: Eucalyteae
Género: Eucalyptus Figura 5. Especie Eucalyptus pulverulenta
Especia: Eucalyptus Tomada y modificada de www.theoriginalgarden.com

pulverulenta
(Sims, 1918)

Usos de Eucalyptus pulverulenta

Eucalyptus pulverulenta posee una madera de buena calidad, en la
industria papelera como suministro de celulosa, sus hojas como
complemento en arreglos florales y de la misma forma se cultiva en jardines
como arbol decorativo (Morales, 2023). A diferencia de otras especies
estudiadas, como por ejemplo el Eucalyptus globulus, Eucalyptus
pulverulenta no posee estudios ni actividades antibacterianas conocidas, se
espera que el Eucalyptus pulverulenta pueda presentar los mismos usos de
otras especies de Eucalyptus ya estudiadas.
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Extractos de plantas

Los extractos son preparaciones que se obtienen a partir de una o
varias partes de una planta, como hojas, flores, raices, semillas, frutos o
cortezas. Estos se utilizan en la medicina tradicional y moderna para tratar
diversas enfermedades y dolencias. Segun su uso, en este caso terapéutico,
se aplica desde la antigiedad para curar o aliviar las enfermedades
(Gallegos, 2016).

Métodos de obtencion

Extraccion por reflujo: La extraccion por reflujo es una técnica de
laboratorio que sostiene compuestos de mezclas usando un solvente en
caliente que se evapora y refluye sobre la mezcla, maximizando el contacto y
extrayendo los compuestos de una manera eficiente, siendo util en quimica
organica, farmacéutica, bioquimica y la industria alimentaria (Cabello y
Belloso, 2009).

Extraccion en Soxhlet: O “extraccidn continua en soxhlet”, consiste en
situar el material seco en una camara central que estara conectada a un
balén con un solvente y a una columna de refrigeracion, el solvente se hace
evaporar a alta temperatura para que ascienda al condensador, se condense
para luego caer sobre el material vegetal, una vez la cAmara central se haya
llenado de solvente, este volverd a caer por sifoneo al balon (Arévalo y
Enciso, 1996).

Extraccion por maceracion: Consiste en poner en contacto la matriz solida
con el solvente durante un tiempo determinado y a temperatura ambiente. La
matriz sélida es el material vegetal seco en polvo. Los solventes usados

pueden ser alcoholes alifaticos de hasta tres carbonos (por lo general etanol)
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o la mixtura de alcohol y agua. La mezcla de la matriz sélida con el solvente

se denomina tintura (Duarte, Jiménez, Pineda, Gonzéalez, Garcia, 2020).

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consiste en la obtencién de extractos de
plantas con solventes apropiados, tales como agua, acetona, alcohol,
cloroformo y éter, entre otros. Aunque en la actualidad existen técnicas
avanzadas para determinar la naturaleza quimica de los metabolitos de las
plantas, los ensayos fitoquimicos tradicionales aun constituyen una forma
confiable de realizar un analisis cualitativo de los extractos, ya que arrojan
informacion preliminar acerca de su composicion. Cuando se investigan
muchos extractos de plantas, esto constituye una ventaja ya que permite
descartar todas aquellas especies que no tienen potencial para ser utilizadas
para algun beneficio farmacoldgico, quedando solamente las que si lo tienen
(Castillo, Zavala y Carrillo, 2017). Entre las pruebas que se pueden realizar
para identificar metabolitos secundarios estan:

e Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner para alcaloides: Las
pruebas de deteccidon para alcaloides consisten en hacer reaccionar
los extractos obtenidos de plantas con reactivos especificos para
deteccion de este metabolito secundario, la prueba se fundamenta en
la acidificaciéon de la solucion y luego su reaccién quimica en los
compuestos nitrogenados habidos en las estructuras quimicas de las
plantas, como respuesta se forma una sal y se genera una
precipitacion naranja, crema o marrén, respectivamente del reactivo
utilizado (Arango, 2008, Dominguez, 1979).

e Ensayo de Liebermann — Burchard para esteroles y terpenos: Se

fundamenta en que el extracto obtenido entre en contacto con un
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reactivo que consiste en la mezcla de anhidrido acético con cloroformo
y acido sulfarico, si aparece una coloracién azul, verde, rojo o
anaranjado indicara la presencia de esteroles o terpenos, la prueba es
positiva con esteroides que contienen dos enlaces dobles conjugados
(Dominguez, 1979, Martinez, Valencia, Jiménez, Mesa y Galeano,
2008).

Prueba de altura y estabilidad de espuma para saponinas:
Consiste en agitar vigorosamente el extracto hasta formar espuma,
esta se forma debido a un grupo de glicésidos que se diluyen en agua
y disminuyen la tension superficial del extracto (Dominguez, 1979).

Ensayo con cloruro férrico (FeCls) para fenoles: Los compuestos
fendlicos tienen la capacidad de reaccionar con el cloruro férrico,
produciéndose una coloracion azul oscuro, verde, azul-verdoso o
negro (Albornoz, 2001), esta depende de donde son derivados, por
ejemplo, una coloracion verde deriva del catecol, una coloracion azul
deriva del pirogalol y una coloracién negra deriva del acido galico
(Dominguez, 1979).

Ensayo de la gelatina al 1 % para taninos: Esta se utiliza debido a la
capacidad de precipitar de los taninos, se agrega una solucion de
agua que contenga 1 % de gelatina al extracto, de haber taninos

presentes se observara un precipitado (Palacios, 2013).

Ensayo de Shinoda para flavonoides: En la reaccion de Shinoda, el
magnesio metalico es oxidado por el acido clorhidrico (HCI)
concentrado, dando como productos al hidrogeno molecular (Hz2), que
es eliminado en forma de gas y el cloruro de magnesio (MgCl2), que

es el que forma complejos con los flavonoides dando coloraciones
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caracteristicas. EI magnesio bajo esas condiciones intensificara la
coloracion que se produzca, pueden aparecer una coloracion
anaranjada, roja, verde, azul o violeta en prueba positiva (Dominguez,
1979).

e Ensayo de Borntrager para antraquinonas: Es una técnica analitica
utilizada para detectar la presencia de quinonas en extractos
vegetales. Esta reaccion se basa en la formacion de complejos de
color rojo cereza cuando las naftaquinonas y antraquinonas
reaccionan con una soluciébn de hidroxido de amonio (Barrese,

Hernandez y Garcia, 2005).

e Ensayos para quinonas: Las quinonas, cuando se solubilizan en
alcalis, producen coloraciones que van desde el anaranjado al rojo, o

color violeta (Albornoz, 2001).

e Ensayo por fluorescencia para cumarinas: Las cumarinas son
compuestos derivados de la a-benzopirona. Dado que en su
estructura presentan un gran numero de insaturaciones, estos
compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o verde al ser
irradiados con luz ultravioleta, propiedad que se aprovecha para su

deteccién (Dominguez, 1979).

Microorganismos

Los microorganismos en general son procariotas unicelulares de
material genético que no esta encerrado en una membrana nuclear especial,
entre ellos tenemos a las bacterias, hongos, parasitos y virus los cuales
pueden ser causantes de cuadros clinicos importantes para el hombre
(Madigan, Martinko, Parker y Brock, 2004).
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Bacterias

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son
microorganismos procariotas, unicelulares, sencillos, sin membrana nuclear,
mitocondrias 6rgano de Golgi ni reticulo endoplasmico, que se reproducen
por division asexual. La pared celular que rodea a las bacterias es compleja 'y
existen dos formas béasicas: una pared grampositiva con una gruesa capa de
peptidoglucano y una pared celular gramnegativa con una delgada capa de
peptidoglucano, asi como una membrana externa (Figura 6) (Murray y cols.,
2017).

Figura 6. Diferencias entre bacterias grampositivas y gramnegativas
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Clasificaciéon bacteriana

Las bacterias se pueden clasificar segun su aspecto macroscoépico y
microscopico, segun su crecimiento y sus propiedades metabolicas
caracteristicas, por su antigenicidad y, por ultimo, por su genotipo (Murray y
cols., 2017).

La distincion inicial entre las bacterias se puede realizar en funcién de
las caracteristicas de crecimiento en distintos nutrientes y medios de cultivos
selectivos, las bacterias crecen en colonias y cada una de ella equivaldria a
una ciudad con un millbn o mas de organismos. La suma de sus
caracteristicas condiciona los rasgos que definen a una colonia, como color,
tamafo, forma, u olor. La capacidad de resistir frente a determinados
antibiéticos, de fermentar azucares especificos, de lisar los eritrocitos o de
hidrolizar los lipidos, se determina también mediante el uso de los medios de
cultivos adecuados (Murray y cols., 2017).

El aspecto microscépico, incluido tamafio, forma y configuracion de las
bacterias (cocos, bacilos, espirales), y la capacidad de captar el colorante de
Gram (grampositivo 0 gramnegativo) son el principal modo de distinguirlas.
Una bacteria esférica, como Staphylococcus es un coco, mientras que una
en forma de baston, como Escherichia coli, es un bacilo; la treponema que
adopta una forma serpenteante es un espirilo. Ademas, Nocardia y
Actinomyces tienen un aspecto filamentoso ramificado similar a algunos
hongos. Algunas bacterias forman agregados, como los cumulos a modo de
racimos de uvas de Staphylococcus aureus o los diplococos (dos células
juntas) que se observan en las especies de Neisseria 0 Streptococcus
(Tortora, Funke y Case, 2007).

La tincibn de Gram es una prueba rapida, potente y sencilla que

permite al clinico distinguir entre dos clases fundamentales de bacterias.
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Establecer un diagndstico inicial e iniciar el tratamiento baséandose en las
diferencias inherentes entre bacterias (Tortora y cols., 2007).

Clasificacién de las bacterias usadas en el estudio

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que
carecen de un nucleo delimitado por una membrana, aunque presenta un
nucleoide que contiene una molécula circular de ADN; su citoplasma carece
de organelos. Alli se puede apreciar plasmidos (moléculas circulares de ADN
que coexisten con el nucleoide; ademas contiene genes que son usados por
estos microorganismos en la conjugacion) presenta también vacuolas y
ribosomas. La membrana citoplasmatica esta compuesta de lipidos que
rodean al citoplasma. Algunas presentan una segunda membrana lipidica
(membrana externa caracteristica de las bacterias gramnegativas). El
espacio comprendido entre la membrana citoplasmatica y la pared celular o
membrana externa se denomina espacio periplasmico. La mayoria de las
bacterias presentan una capsula que le permite protegerse de las células
fagocitadoras y de los agentes antibacterianos; otras son capaces de
evolucionar a endosporas (Estadios latentes capaces de resistir condiciones
extremas). Entre las formaciones exteriores propias de la célula bacteriana
destacan los flagelos y los pilis (Prescott, Harley y Klein, 2004).

La clasificacién de las bacterias radica en su pared celular donde se
pueden diferenciar por la coloracion del Gram, un método tradicionalmente
empleado para la clasificacion de las especies bacterianas. Asi, las bacterias
gramnegativas tienen una pared relativamente fina, consistente en unas
pocas capas de peptidoglucano rodeada por una segunda membrana lipidica
(membrana externa) que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas. En

cambio, las bacterias grampositivas tienen una pared gruesa que contienen
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numerosas capas de peptidoglucano en las que se inserta el acido teicoico
(Tortora y cols., 2007).

Muchas de las especies de bacterias son gramnegativas, debido a que
ellas poseen un complejo de lipopolisacaridos cuya parte lipidica actia como
endotoxina y es responsables de la capacidad patdégena del microorganismo.
Las especies bacterianas gramnegativas Klebsiella pneumoniae, son
responsables por enfermedades del tracto respiratorio superior e inferior; y la
Escherichia coli, causante de enfermedades urinarias y de tipo
gastrointestinal. Todas estas cepas son de morfologia bacilar, mientras que
las cepas grampositivas como el Staphylococcus aureus es responsable de
causar septicemia, impétigo, entre otras y la Enterococcus faecalis, agente
causal de infecciones urinarias (Prescott y cols., 2004).

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo causante de
enfermedades mediante la produccién de toxinas o a través de la invasion
directa y la destruccion del tejido. Las enfermedades que puede producir son
de caracter supurativo, sea a nivel de la piel, de 6rganos y sistema 0seo,
esto lo logra mediante la produccion de toxinas (Tortora y cols., 2007).

Enterococcus faecalis son cocos grampositivos que generalmente se
disponen en pares y en cadenas cortas (Murray y cols., 2017), causante de
infecciones nosocomiales, en tracto urinario, en heridas, en el sistema biliar y
en sangre, siendo capaz de causar meningitis, bacteriemias en recién
nacidos y endocarditis en adultos, tienen un caracter de alta importancia
debido a la gran resistencia que tiene a los antibioticos (Brooks, Morse,
Carroll, Mietzner y Butel, 2010).

Klebsiella pneumoniae, son bacilos gramnegativos que poseen una
capsula predominante que confiere el aspecto mucoide y mayor virulencia,
puede producir neumonia lobular y endocarditis (Murray y cols., 2017).

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo,

fermentadores, oxidasa negativos. Poseen un lipopolisacarido que consiste
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en un polisacéarido externo somatico O, un nucleo polisacarido (antigeno
comun) y el lipido A (endotoxina). Mayormente conocida por producir
enfermedades gastricas (Tortora y cols., 2007).

Pseudomonas aeruginosa, son bacilos gramnegativos pequefos que
se disponen habitualmente en parejas, son aerobio obligados; oxidador de la
glucosa, posee una capsula mucoide de polisacéridos. Algunas de las
enfermedades que puede causar incluyen infecciones respiratorias, urinarias,
de piel y tejidos blandos, oculares, auditivos y también bacteriemias y

endocarditis (Murray y cols., 2017).

Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos. Existe una
resistencia natural o intrinseca en las bacterias si carecen de diana para un
antibiotico (como la falta de pared en el micoplasma en relacion con los
betalactamicos), y la resistencia adquirida que es la realmente importante
desde un punto de vista clinico, esta es debida a la modificacion de la carga
genética de la bacteria y puede aparecer por mutacion cromosémica o por
mecanismos de transferencia genética. En el primer caso, la resistencia se
trasmite de forma vertical de generacién en generacion. En el segundo, la
transferencia de genes se realiza horizontalmente a través de plasmidos u
otro material genético movible como integrones y transposones; esto Ultimo
no solo permite la trasmisiébn a otras generaciones, sino también a otras

especies bacterianas (Tabla 1) (Fernandez, Lopez, Ponce y Machado, 2003).
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Tabla 1. Mecanismos de resistencia desarrollados por bacterias

Sistema de expulsidn activa del

antimicrobiano

Una especie de bomba expulsora que
utilizan las bacterias para la excrecion de
productos residuales o téxicos, con la que
puede eliminar ademas muchos de estos

agentes antibacteriano.

Disminucion de la
permeabilidad de la pared

bacteriana

Con la pérdida o modificacion de los

canales de entrada (porinas).

Producciéon de enzimas

inactivantes

De esta forma son inhibidos los
aminoglucdsidos, el cloranfenicol por la
acetiltransferasa, 7 y el caso mas tipico, el
de la betalactamasas, para el grupo de los
Betalactamicos.

Modificacion de la proteina
diana

Algunos antibiéticos ejercen su accion
contra las bacterias uniéndose a una
proteina esencial para la supervivencia de
estas. La resistencia se produce cuando el
germen modifica la proteina diana, y

cambia su funcion.

Tomado y modificado de Fernandez y cols., 2003.

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de

resistencia frente a uno o muchos antibiéticos y del mismo modo un

antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas

especies bacterianas, todo lo cual complica de sobremanera el estudio de las

resistencias de las bacterias a los distintos antibacterianos (Daza, 1998).
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Antibidticos

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
diferente comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una
accion especifica sobre alguna estructura o funcién del microorganismo,
tienen elevada potencia bioldégica actuando a bajas concentraciones y la
toxicidad es selectiva para nuestro organismo. El objetivo de la
antibioticoterapia es controlar y disminuir el nimero de microorganismos
viables, de modo que el sistema inmunoldgico sea capaz de eliminar la
totalidad de los mismos, estos actian de diferentes formas (Tabla 2 y 3),
(Seija y Vignoli, 2006), estos se clasifican segun el mecanismo de accion,
inhibicion de la sintesis de la pared celular, proteinas, acidos nucleicos,
actividad enzimatica y los que alteran la integridad de la membrana (Tabla 4
al 7) (Chambers, 2003).

Tabla 2. Clasificacion de acuerdo a la interaccion de los farmacos

Bactericidas Su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana.

Impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana,
. pero sin llegar a destruir las células. De hecho,
Bacteriostaticos . o . .
cuando se retira el antibidtico, el microorganismo se

puede multiplicar de nuevo.

Tomado y modificado de Seija y Vignoli, 2006.
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Tabla 3. Clasificacion segun el espectro de accion

Amplio

Aquellos antibiéticos que son activos sobre un amplio

namero de especies y géneros diferentes.

Reducidos '
especies.

Antibidticos solo activos sobre un grupo reducido de

Tomado y modificado de Seija y Vignoli, 2006

Tabla 4. Clasificacion de los antibidticos segun su mecanismo de accion

sobre la estructura bacteriana

Penicilinas, Cefalosporinas,
I. Inhibicién de la sintesis de . ..
Vancomicina, Fosfomicina,
la pared celular ) ) .
P Tercoplanina, Bacitracina.
Il. Lesién en la permeabilidad .y . .
P Colistinas, Nistatina.
de la membrana celular
Cloranfenicol, Tetraciclina,

lll. Inhibicibn de la sintesis

proteica

Aminoglucésidos, Lincomicinas,

Eritromicina.

IV. Inhibicién de la sintesis de

acidos nucleicos

Quinolonas, Sulfonamidas, Rifampicina,

Trimetropin.

Tomado y modificado de Jackson, Reyes y Hamilton, 1998
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Tabla 5. Antibi6ticos que inhiben la sintesis de la pared celular

B-Lactamicos: Impiden la
del

peptidoglicano por union del

transpeptidacion

PBP (Proteinas ligadoras de
penicilina que corresponde a
enzimas transpeptidasas)

Carbapenémicos, Penicilinas,
Monobactamicos e

2a 3a

Cefalosporinas vy
Inhibidores de p-Lactamasa (12,

generacion)

No B-Lactdmicos: Inhiben | Fosfomicina: Bloquea la formacion del acido
enzimas biosintéticas N-acetilmuramico.
Cicloserina: inhibe la incorporacion de D-
alanil-D-alanina.
Los combinados con | Bacitracina: Se une al Bactoprenol
moléculas "Carrier" (molécula ' lipidica de membrana que
transporta las subunidades del

peptidoglicano hacia la cara externa de la

membrana).

Los combinados con sustratos

de la pared

Vancomicina: Forma un complejo con los
residuos de D-alanina, que impide la
transferencia de los precursores desde el

Carrier lipidico.

Tomado y modificado de: De la Rosa y Prieto, 2006; Prats, 2008.
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Tabla 6. Antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas

Actlan sobre la unidad 30S:

Aminoglucésidos: Estos se unen a la
proteina S12 en la subunidad 30S
del ribosoma blogueando de esta
manera la formacion del complejo de
iniciacion, lo que hace que se
produzca lectura errobnea del
mensaje, originando una proteina
defectuosa y el resultado sera la

muerte de la bacteria.

Tetraciclinas: Bloquean la insercién
del aminocil-ARNt.

Actlan sobre la unidad 50S:

Cloranfenicol: Se une a la enzima
peptidil transferasa inhibiendo la
accion del enlace peptidico, de tal
manera que detiene la sintesis de

proteinas.

Macrélidos y Lincosaminas: Inhiben
la enzima peptidil transferasa y la
translocacion, deteniendo la sintesis

de proteinas.

Tomado y modificado de: De la Rosa y Prieto, 2006; Prats, 2008.
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Tabla 7. Antibioticos con funcién dependiente del sitio de accién

_ . _ Rifampicina: Se une a la ARN
Antibidticos que Inhiben la Sintesis

polimerasa bloqueando la sintesis
de ARN

del ARN mensajero (ARNm)

Antibiéticos que inhiben la Sintesis | Quinolonas: Inhiben el ADN girasa.
de ADN mensajero (ADNm)

Sulfonamidas y Trimetoprim:
Interfieren con el metabolismo del
acido félico, que es un precursor de
la sintesis de purinas, pirimidinas y
Antibidticos que Inhiben la Actividad | aminoacidos. Se bloquea la sintesis

Enzimatica de acidos nucleicos y pared celular,
asimismo las sulfonamidas inhiben la
enzima dihidropteroato sintetasa vy el
Trimetoprim  inhibe la  enzima

dihidrofolato reductasa.

Polienos: Producen poros en la
Antibitticos que Alteran la Integridad | membrana.

de la Membrana Polimixinas: Desorganizan la

membrana citoplasmatica

Tomado y modificado de: De la Rosa y Prieto, 2006; Prats, 2008.

Cepas de referencia

Las cepas de referencia son cultivos microbianos autenticados y bien
caracterizados que se conservan y distribuyen por colecciones de cultivos
reconocidas. Estas cepas actlan como patrones comparativos para diversos

propésitos en microbiologia, entre estos estan la del control de calidad e
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investigacion, su importancia radica en la estandarizacion de métodos,
garantizar la calidad de los datos obtenidos y promover la comparacion de
resultados entre laboratorios. Las American Type Culture Collection (ATCC)
gue son la coleccion de referencia internacional con una amplia variedad de
cepas microbianas (Tabla 8), (Krieg, Holt y Bergey, 2010). Las cepas ATCC®
bésicas recomendadas por la Clinical and Laboratory Standards Insitute

(CLSI) (2020) para el método de difusion con disco son las siguientes:

Tabla 8. Cepas de referencia

Cepa de referencia N° ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212

Tomado y modificado de www.clsi.org

Actividad antibacteriana

Se refiere a la presencia de cualquier agente que tiene la capacidad
de interferir con el crecimiento y la actividad de las bacterias, si se describe a
distintos grupos de microorganismos se emplean los términos antibacterianos
o antifingicos. El espectro de actividad antibacteriana comprende bacterias

grampositivas y bacterias gramnegativas (Murray y cols., 2017).
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La efectividad de la actividad antibacteriana de los extractos de

plantas esta directamente relacionada con la concentracion y tipo de

constituyentes activos presentes en la especie. Esta se logra observar

debido a la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y taninos
(Martinez y Lopez, 2018).

Métodos para evaluar la actividad antibacteriana

La sensibilidad in vitro de las bacterias a los agentes antibacterianos

se puede ensayar mediante varios métodos disponibles en el laboratorio y la

intencidn de los mismos es evaluar cOmo reacciona un microorganismo ante

la presencia de un agente inhibitorio. Entre estos métodos se tienen:

Prueba de difusion en agar (Prueba de Kirby - Bauer): El principio de esta
técnica se basa en colocar un disco impregnado de antibiético en agar, en
el que previamente se ha inoculado la bacteria objeto de la prueba, el
disco va a captar humedad y el antibi6tico difunde radialmente hacia fuera
a través del agar, produciendo un gradiente de concentracion de
antibiotico. Es empleada en patdégenos aerobios o facultativos de
crecimiento rapido y asi ahorrar tiempo y medios de cultivo. Si el agente
inhibe el crecimiento bacteriano, en torno al disco se forma un anillo claro.
Cuanto mas ancha es la zona que rodea al disco mas sensible es el
patdgeno (Prescott y cols., 2004). Este método, aunque sencillo y facil de
realizar en los laboratorios de rutina brinda informacion cualitativa o semi-
cuantitativa sobre la sensibilidad de un microorganismo a un antibidtico
determinado, se puede decir que los resultados obtenidos son de gran
valor clinico para iniciar, mantener o modificar una antibioticoterapia

(Ramirez y cols., 2006).
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Pruebas de sensibilidad por dilucion (Puede ser en caldo o en agar): Se
emplea para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Letal (CML) se puede realizar tanto en agar como
en tubo (Prescott y cols., 2004).

» Prueba de Dilucién en Tubo: Para esta prueba se prepara una serie de
tubos de caldo de cultivo (comunmente se utiliza caldo Mueller-Hinton)
gue van a contener concentraciones de antibidticos entre 0,1 y 128
pg/mL y se inocula con cantidades estandar del microorganismo
objeto de la prueba. La concentracion minima del antibiético a la que
no se produce crecimiento del microorganismo tras 16 a 20 horas de
incubacion es la CMI; mientras que la CML se puede determinar tras
sub-cultivar los tubos que no muestren crecimiento en un medio nuevo

desprovisto de antibidtico (Prescott y cols., 2004).

» Prueba de Dilucién en Agar: Es muy similar a la prueba de diluciéon en
tubo. Se inoculan placas que contienen agar Mdueller-Hinton con
diversas cantidades de antibi6tico y se examina si se produce o no

crecimiento (Prescott y cols., 2004).
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Definicion de operacional de términos

Termolabiles: Se refiere a una sustancia susceptible a la descomposicion,

destruccion o cambio debido al calor (Real Academia Espafiola, 2023).

Fitoguimico: Un compuesto quimico presente en las plantas. Son
responsables de diversos aspectos como el color, sabor, aroma vy

propiedades medicinales (Nelson y Cox, 2017).

Metabolitos: Cualquier sustancia producida o utilizada durante el
metabolismo, que es el conjunto de reacciones quimicas que ocurren en un

organismo vivo (Stryer, Berg y Tymoczko, 2018).

Bacteriemias: Presencia de bacterias en el torrente sanguineo (Tortora y
cols., 2007).

Patégeno: Agente infeccioso que puede originar enfermedades y malestar al

organismo en el que se encuentre (Madigan y cols., 2004).

Concentracion minima inhibitoria: Minima concentracion del agente
antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y produccién de un crecimiento
visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba (Murray y cols.,
2017).

Concentracion minima letal: Dosis mas baja por la que una sustancia

administrada produce la muerte de un individuo (Klaassen, 2019).
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Operacionalizacion de las variables

Hernandez, Fernandez, y Baptista (2010), afirmaron que una variable

es una propiedad que puede variar y cuya variacion es susceptible de

medirse. Por lo tanto, en el siguiente punto se establecen las variables a

desarrollar en el proyecto de investigacion (Tabla 9 y Tabla 10):

Tabla 9. Operacionalizacién de

la variable dependiente:

Actividad

antibacteriana de los extractos de las hojas de Eucalyptus pulverulenta.

1- Variable

2- Tipo

3- Definicion

Actividad
antibacteriana de los
extractos de
Eucalyptus

pulverulenta

Dependiente

Se refiere a la presencia de
cualquier agente que tiene
la capacidad de interferir
con el crecimiento y la
actividad de las bacterias

(Murray y cols., 2017)

4- Definicion

operacional

5- Dimensiones

6- Indicador

Método de difusion
en agar con disco
(Método de Kirby

Bauer)

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas
aeruginosa
Klebsiella pneumoniae

Enterococcus faecalis

e Sensible

e Resistente

e Se mide mm

Fuente: Figueira y Aparicio, 2024.
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Tabla 10. Operacionalizacién de la variable independiente: Composicion

guimica de los extractos de las hojas de Eucalyptus pulverulenta.

1- Variable

2- Tipo

3- Definicién

Composicion
quimica de los
extractos de
Eucalyptus

pulverulenta.

Independiente

Se refiere a la identificacion
y cuantificacion de los
componentes quimicos de
una sustancia (Dominguez,
1979).

4- Definicién

5- Dimensiones

6- Indicador

operacional
Presencia o0 ausencia
de:
-Alcaloides Precipitado
-Terpenos Color azul o verde
o -Saponinas Espuma
Tamizaje
_ o -Fenoles Color azul/negro
fitoquimico: Pruebas . o
e -Taninos Precipitado
quimicas de _ _
y -Flavonoides Color naranja
coloracion 0 ) )
L -Antraquinona Color rojo
precipitacion como . .
-Quinonas Color rojo
resultado. _ _
-Cumarinas Fluorescencia
-Lactonas Color naranja o rojo oscuro

sesquiterpénicas
-Glicésidos

cardioténicos

Anillo marrén

Fuente: Figueira y Aparicio, 2024.
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Hipotesis

Estudios previos del género Eucalyptus, perteneciente a la familia
Myrtaceae, han reportado que poseen metabolitos secundarios con amplias
actividades biolégicas, es de esperarse que los extractos de Eucalyptus
pulverulenta posean compuestos con actividad antibacteriana en cepas de

referencia internacional.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

Hurtado en el afio 2010, expone que su seleccion esta intimamente
relacionada con el objetivo general, proveniente del enunciado holopréxico.
Ademas, se toma en cuenta las variables y como estan relacionadas entre si,
que tanto intervendrd el autor y los resultados que se desean obtener. En
consecuencia, existen 10 tipos de investigacion, siendo la exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva,
interactiva, confirmatoria y evaluativa. Entre ellas existe la investigacion
confirmatoria, que tiene como finalidad confirmar que se cumpla una o mas
hipétesis. Por ende, en esta investigacion se confirmo la relacion entre la
composiciéon quimica de los extractos de Eucalyptus pulverulenta y la
actividad antibacteriana en cepas de referencia internacional. Por lo que,
considerando lo anteriormente expuesto, se definidé esta investigacion como

confirmatoria.

Disefio de investigacion

Se definié en base al procedimiento por el cual se recolectaron los
datos, abarcando los aspectos operativos 0 experimentales de la
investigacion. Igualmente, esté relacionado con el como, cuando, cuanto y
donde se recolectaran los datos de investigaciéon (Hurtado, 2010). En tal
sentido, este trabajo de investigacién tiene un disefio de campo y de
laboratorio, contemporaneo, transversal y bivariable respectivamente. Es de
campo y de laboratorio debido a que la muestra fue recolectada de fuentes
vivas y procesada en el Instituto de Investigaciones de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. También, es
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contemporaneo, transversal y bivariable debido a que los datos se obtuvieron
en la actualidad, solamente se recolecto la muestra una vez y posee tanto

una variable dependiente como independiente.

Poblacién y muestra

La unidad de investigacibn estuvo representada por la especie
Eucalyptus pulverulenta.

Seleccion del tamafio de la muestra

La muestra se define como un subconjunto representativo y finito que
proviene de la poblacion (Arias, 2006). La “n” muestral fue representado por
hojas de Eucalyptus pulverulenta. El tipo de muestra es no probabilistica
debido a que se desconoce los elementos que contiene la poblacion y que
integrarian la muestra (Arias, 2006).

Sistema de variables

Lo conformo la variable independiente: Composicion quimica de los
extractos de Eucalyptus pulverulenta; y la variable dependiente: La actividad

antibacteriana de los extractos de Eucalyptus pulverulenta.

Instrumento de recoleccién de datos

Los resultados de la investigacion fueron recolectados mediante el uso
de fotografias referentes a las distintas reacciones observadas durante las
pruebas para identificacion de la composicibn quimica y actividad

antibacteriana.
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Procedimientos de la investigacion

Recoleccién del material vegetal

Las hojas de Eucalyptus pulverulenta fueron recolectadas en la calle
Loma redonda, urbanizacion Santa Maria norte, quinta Maria Juncal, n° 0-63,

en la ciudad de Mérida, Edo. Mérida

Preparaciéon del material vegetal

Se tomaron 210 g y se llevo a sequedad en una estufa a 40 °C., el
material vegetal seco y molido (174,91 g), se procedio a realizar la extraccion
mediante la técnica de reflujo, usando como solventes hexano y etanol, en
cada caso se filtr6 para separar la fase sélida de la liquida, la fase liquida se
llevo a rota vapor, esto para evaporar el hexano y etanol que habia en
exceso. Todo el procedimiento se realizd en el Laboratorio “A” de Productos
Naturales, bajo la asesoria de la Dra. Rosa Aparicio y el auxiliar de

laboratorio Emilio Salazar.

Analisis fitoquimico preliminar

Para determinar la presencia de los fitoquimicos en los extractos de
Eucalyptus pulverulenta se llevd a cabo una serie de pruebas quimicas
cualitativas en el laboratorio “A” de productos naturales del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis (IIFFB). Entre estas

pruebas se encuentran:

Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (Alcaloides): Se tomd una
alicuota del extracto y se disolvié en 10 mL de HCI al 5 %, se coloco en bafio
de maria para acidificar la solucion, la solucion se filtra y se dividié en tres

tubos y luego se afiaden 0,5 mL del reactivo correspondiente (Dragendorff,
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Mayer, Wagner); el resultado es positivo si hay una presencia de un
precipitado naranja, crema o marrén (Dominguez, 1979).

Ensayo de Liebermann - Burchard (Terpenos y/o Esteroides): se tomaron
dos tubos de ensayos y se adicionaron pequefas cantidades de los extractos
y se adicion6 0,5 mL de solucion cloroformica anhidra, para luego afadir 0,5
mL de anhidrido acético y cuidadosamente por la pared del tubo una gota de
acido sulfurico concentrado. Se consideré positiva la prueba si aparecen

coloraciones rojas, verdes o azuladas (Dominguez, 1979).

Prueba de altura y estabilidad de espuma (Saponinas): En un tubo de
ensayo se colocé una porcidn del extracto con agua, luego se agito
vigorosamente y se observo si hay presencia de espuma a la altura de los
0jos. Se considera positiva la prueba si la espuma alcanza una altura de 8 a
10 mm y se mantiene por 30 minutos (Dominguez, 1979).

Ensayo con FeCls (Compuestos fendlicos): La muestra se disolvio en
agua y se le adicionaron unas gotas de soluciéon de cloruro de hierro (1)
diluido. La formacion de una coloracién roja, azul, verde, o purpura indica la

presencia de fenoles (Dominguez, 1979).

Ensayo de gelatina al 1 % (Taninos): Se disolvié la muestra en agua y
luego se adicion6 una parte de esta en reactivo de gelatina. Si hay la
formacion de un precipitado blanco indica la presencia de taninos
(Dominguez, 1979).

Ensayo de Shinoda (Flavonoides): Se procedié a tomar 1,0 mL de los
extractos, luego se afiadié algunas limaduras de magnesio (Mg) y se
adicioné cuidadosamente por las paredes de los tubos unas gotas de HCI
concentrado. La aparicion de una coloracion naranja o violeta, se considera

la prueba como positiva (Dominguez, 1979).
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Solubilidad en solucion de hidréxido de sodio al 5 % (Quinonas y
Antraquinonas): En dos tubos de ensayo, se coloc6 10 mg de la muestra,
0,2 mL de etanol y 0,4 mL de una solucion acuosa de hidréxido de sodio al 5
%. Si se observa formacién de coloracion roja, indica la positividad de la

prueba (Dominguez, 1979).

Ensayo con hidroxido de amonio (Cumarinas): A una porcion de los
extractos se le adicion6, 0,5 mL de etanol y dos gotas de hidréxido de
amonio concentrado. Se considera positiva la prueba si se presenta una

fluorescencia azul-violeta bajo la luz UV (Dominguez, 1979).

Prueba para lactonas sesquiterpénicas: Se colocé 2 mg del extracto con
una solucion de hidréxido de sodio al 10 %, se formaréa un color amarillo o
naranja que se pierde al adicionar una gota de acido clorhidrico indicando la
presencia del anillo lacténico y dando positiva la prueba (Dominguez, Monroy
y Hernandez, 2017).

Prueba de glicésidos cardiotonicos: Se prepard en un tubo de 0,5 mL de
acido sulfarico concentrado; en otro tubo se coloco los extractos con 2,5 mL
de agua, se adicion6 1 mL de acido acético glacial y adicionar una gota de
tricloruro férrico, se mezcl6 y se adicioné al tubo con &cido sulfurico
previamente preparado. La presencia de un anillo marrén indica positividad

del ensayo (Dominguez y cols., 2017).
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Evaluacion de la actividad antibacteriana de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta

La actividad se realizé por el método de difusion en agar con discos
(Kirby — Bauer), frente a cepas de referencia internacional, en el laboratorio
de Actinomicetos Dr. José A. Serrano de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, bajo la asesoria de la Profesora Yndra Cordero y el Auxiliar de
Laboratorio Emilio Salazar.

Cepas de referencia internacional

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Preparacion de los discos
Se utilizaron discos de papel de filtro Whatmann n° 1, se organizaron
en placas de Petri y se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV) durante 24
horas previos al ensayo. Luego, se impregnaron con 10 uL del extracto a una

concentracion de 10 mg/mL.

Preparacion de los In6culos

Estos se prepararon a partir de un cultivo fresco de menos de 24
horas a una temperatura de 37 °C, luego en un tubo con solucién salina, las
cepas de referencia internacional se llevaron a una turbidez correspondiente
al del patron de McFarland N° 0,5 (1,5 x 10%® UFC/mL, UFC: unidades

formadoras de colonias) (Narvaez, Gbmez, Martinez, 2008).
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Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta

Preparacién de las placas de Petri

Se utilizd6 20 mL de agar Mdueller-Hinton (HIMEDIA®) por placa
(Clinical and Laboratory Standards Institute [NCCLS], 2020). Posteriormente
las placas se dejaron solidificar a temperatura ambiente y se conservaran a 4

°C hasta su uso.

Preparacién de los extractos
Tomando 10 mg de cada extracto, se disolvieron en 1 mL de hexano
para el extracto obtenido con hexano y dimetilsulfoxido (DMSQO) para el

extracto con etanol.

Inoculacién bacteriana

Se realiz6 mediante un hisopado en forma de colchdn sobre el agar
Mueller - Hinton. Luego se coloco en la superficie los discos de papel de filtro
previamente impregnados con los extractos a una concentracion de 10
mg/mL, ademas, se colocaron los discos de eritromicina 15 pg, ampicilina
100 ug y piperacilina 10 ug para cada cepa como controles positivos y como
controles negativos se utiliz6 hexano y DMSO ya que se utilizaron como

solventes para reconstituir los extractos

Determinacion de la actividad antibacteriana

Se llevo el agar Mueller - Hinton previamente inoculado a incubacion
en una estufa por 24 horas a 37 °C en presencia de oxigeno. Posteriormente
se midieron los halos de inhibicién alrededor de los discos, expresando los

datos en mm.
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Disefio de anéalisis

Los datos que se recolectaron en esta investigacion fueron analizados
desde un punto de vista cuantitativo. Palella y Martins (2010), refirieron que
un enfoque cuantitativo se debe cuando los datos se expresan en numeros y
su analisis a través de operaciones matematicas, siendo estudiadas las

caracteristicas que se midan segun su naturaleza cuantitativa o cualitativa.

En tal sentido, las caracteristicas cuantitativas de este trabajo son
discretas, y a su vez tienen una escala de medida de intervalo y de razon.
Por otro lado, las caracteristicas cualitativas tienen una escala de medida

nominal y ordinal.

El universo de esta investigacion es representado por plantas dentro
de la familia Myrtaceae. Asi mismo, la poblacién es representada por la
especie vegetal Eucalyptus pulverulenta. Para finalizar, la muestra de este

trabajo de investigacion fueron las hojas de Eucalyptus pulverulenta.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Los extractos de hexano y etanol de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta se obtuvieron mediante el método de extraccion a reflujo y se

observaron las siguientes caracteristicas fisicas (Tabla 11):

Tabla 11. Caracteristicas fisicas de los extractos de las hojas de Eucalyptus

pulverulenta

Extractos Hojas

Caracteristicas Hexano Etanol
Aspecto Viscoso Viscoso
Color Negro Negro
Olor Caracteristico Caracteristico
Peso del material seco 17491 ¢g 17491 ¢g
Peso del extracto 56,63 ¢ 118,28 g
Rendimiento 32,37 % 76,65 %

Fuente Figueira y Aparicio, 2024.

Andlisis fitoquimico del Eucalyptus pulverulenta

El analisis de fitoquimico de los extractos de hexano y etanol de las
hojas de Eucalyptus pulverulenta, se realizd mediante pruebas quimicas
cualitativas, para determinar la presencia de metabolitos secundarios se

adicionaron diferentes reactivos quimicos observandose reacciones de
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coloracion,

resultados se resumen a continuacion (Tabla 12 y Figura 7).

precipitacion, fluorescencia y produccion de espuma. Los

Tabla 12. Resultados del andlisis fitoquimico de los extractos de las hojas de

Eucalyptus pulverulenta

. Extracto de Extracto de
Metabolitos Pruebas
hexano Etanol
Mayer - -
Alcaloides Dragendorff - -
Wagner - -
Ecteroles v Tri 59300“5“ de (Verde) (Rojo)
steroles y Triterpenos iebermann-
Burchard t++ T+
. Reaccion de
Saponinas E<biria L +
Compuestos fendlicos | Reaccion con FeCls ) (Negro)
P all% +++
Taninos Reaccion Gelatina
10 % - -
Flavonoides Reaccién de - -
Shinoda
Reaccién con (Rojo) (Rojo)
Quinonas y/o NH4OH + +
Antraquinonas Reaccion con ) ]
H2S04
Cumarinas Reaccién con _ )
NH4OH conc.
L (decoloro de rojo a
actonas Reaccion de Baljet - amarillo)
sesquiterpénicas N
Glicésidos Reaccion de Keller-
cardioténicos Killiani - -

+++ Abundante; ++ Moderado; + Bajo; - Negativo.

Fuente Figueira y Aparicio, 2024.
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Figura 7. Andlisis fitoquimico de los extractos de las hojas de Eucalyptus

pulverulenta

Alcaloides (Draguendorff, Mayer y Wagner)

Compuestos fendlicos (Reaccion con FeCls

Saponinas (Reaccion de Espuma) al 1.9%)
0

1: Extracto de hexano; 2: Extracto de etanol.
Fuente Figueira y Aparicio, 2024
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Figura 7. Andlisis fitoquimico de los extractos de las hojas de Eucalyptus

pulverulenta (Continuacion).

Esteroles y Triterpenos (Reaccién | Quinonas y/o Antraguinonas (Reaccion con NH4OH)
de Liebermann-Burchard

quinona positivo

coloracidn roja

Cumarinas (Reaccion con NH«OH Flavonoides (Reaccion de Shinoda), NaOH 10 %

negativo

conc.

lactonas positivo

[ |

1: Extracto de hexano; 2: Extracto de etanol.
Fuente Figueira y Aparicio, 2024
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Actividad antibacteriana de Eucalyptus pulverulenta

Se evalud la actividad antibacteriana de los extractos de hexano y

etanol de las hojas de Eucalyptus pulverulenta en cepas de referencia

internacional a través del método de difusion en agar con discos (Kirby —

Bauer), utilizando agar Mueller-Hinton, con los procedimientos descritos

anteriormente, obteniendo asi los siguientes resultados (Tabla 13 y Figura 8).

Tabla 13. Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos de las

hojas de Eucalyptus pulverulenta frente cepas de referencia internacional.

Halo de Inhibicién (mm)

Extracto Controles
(10 mg/mL)
Microorganismos
EPHHe | EPHEt ERI AMP PIP HEX DMSO

Staphylococcus aureus
ATCC 25923 7* 8* 32% - - - -
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 - 7* - 3% - - -
Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357 7* 8* - - 27* - -
Escherichia coli
ATCC 25922 7* 8* - - 27* - -
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 - 7* - - 27+ - -

Leyenda: EPHHe: Eucalyptus pulverulenta hojas hexano; EPHEt: Eucalyptus pulverulenta
hojas etanol; ERI: Eritromicina® 15 pg; AMP: Ampicilina® 10 pg; PIP: Piperacilina® 100 ug;

DMSO: Dimetilsulfoxido; HEX: hexano; mm: Milimetros

Fuente Figueira y Aparicio, 2024.
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Figura 8. Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de
Eucalyptus pulverulenta frente a cepas de referencia internacional.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalls ATCC 29212

KlebS|eIIa pneumoniae ATCC 23357

7: Extracto de hexano; 8: Extracto de etanol.
Fuente Figueira y Aparicio, 2024.
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Figura 9. Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de
Eucalyptus pulverulenta frente a cepas de referencia internacional

(continuacion)

Escherichia coli ATCC 25922

U

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

o o ol
/i
‘:

7: Extracto de hexano; 8: Extracto de etanol.

Fuente Figueira y Aparicio, 2024.
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Discusion

En la presente investigacion se obtuvo como resultado del andlisis
fitoquimico que los extractos de las hojas de Eucalyptus pulverulenta poseen
terpenos, esteroles, saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas
y lactonas sesquiterpénicas, siendo el extracto de etanol el que presento
mayor presencia de metabolitos secundarios en comparacion con el extracto
de hexano (Tabla 12). Estos resultados fueron comparados con los
realizados anteriormente por: Palma y cols. (2023), utilizaron la extracciéon
por ultrasonido con etanol en hojas de Eucalyptus globulus, donde se obtuvo
polifenoles y terpenos. El trabajo mas similar de Kwansa y cols. (2023),
reportaron en los extractos a una concentracion de 0,1 g/mL de las hojas de
Eucalyptus grandis, usando diferentes solventes (éter de petréleo,
diclorometano y metanol), la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas y terpenoides. Por otra parte, Osipov, Koivuniemi, Mizina y
Salminen (2020), por medio de la maceracién con etanol para la obtencién
del extracto de las hojas de Eucalyptus viminalis, se reportaron compuestos
fenodlicos y terpénicos, al hacer la comparacién de los resultados de estos
estudios se llega a concluir que los resultados de la investigacion se
asemejan a los reportados anteriormente.

En cuanto a la actividad antibacteriana, los extractos de hexano y
etanol de las hojas de Eucalyptus pulverulenta fueron analizados para medir
Su respuesta ante bacterias mediante el método de difusion en agar con
discos a una concentracion de 10 mg/mL, con halos de inhibicién frente a
Staphylococcus aureus (Hex: 7 mm y EtOH 8 mm), Enterococcus faecalis
(Hex: No hubo actividad y 7 mm con etanol), Klebsiella pneumoniae (Hex: 7
mm y EtOH 8 mm), Escherichia coli (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm)
Pseudomonas aeruginosa (Hex: no presento actividad y EtOH: 7 mm) (Tabla

13), al compararlos con el trabajo de Kwansa y cols. (2023), reportaron con
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los extractos de éter de petroleo, diclorometano y metanol, de las hojas de
Eucalyptus grandis, por medio del método de difusion en agar con disco
(Kirby — Bauer), actividad antibacteriana frente a Staphylococcus resistente a
la meticilina (24,44 mm, 16,67 mm, 17,67 mm respectivamente), Escherichia
coli (20,33 mm, 15,67 mm, 17,33 mm respectivamente) y Pseudomonas
aeruginosa (halos de 19,33 mm, 14,33 mm, 16,33 mm respectivamente). Por
otra parte, Sukhikh y cols. (2022), con el extracto obtenido empleando
ultrasonido y maceracién con etanol, de las hojas de Eucalyptus glubulus,
por el método de difusion en agar con disco (Kirby — Bauer), donde se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos en minutos (10, 15, 20, 25, 30)
reportaron que hubo actividad antibacteriana, esta se visualizo por el halo de
inhibicién, frente a Bacillus subtilis usando ultrasonido (10 mm, 11 mm, 10
mm, 9 mm, 10 mm respectivamente) y maceracion (10 y 15 min no hubo
actividad, 9 mm a 20 miny 7 mm a 25 y 30 min), Pseudomonas aeruginosa
con ultrasonido (a 10 y 15 min no hubo actividad, 13 mm a 20 min , 11 mm a
25 y 30 min) y maceracion (11 mm, 13 mm, 14 mm, 10 mm y 7 mm
respectivamente), Candida albicans con ultrasonido (12,5 mm, 9,5 mm, 12,5
mm, 15,5 mm y 11 mm respectivamente) y maceraciéon (10,5 mm, 8,5 mm,
7,5 mm, 85 mm, 85 mm respectivamente). Ademas, en el trabajo de
Villacrés y Barreto (2022), reporto que los extractos acuosos de las hojas de
Eucalyptus globulus y la corteza de Cinnamomun zeylanicum a diferentes
concentraciones (600 mg/mL, 700 mg/mL y 800 mg/mL), presento actividad
antibacteriana contra Escherichia coli (15,33 mm, 15,16 mm y 15,66 mm para
las hojas de Eucalyptus globulus y 8 mm, 9 mm y 9 mm para la corteza de
Cinnamomun zeylanicum), Enterococcus faecalis (15 mm, 15,33 mm, 16,33
mm para las hojas de Eucalyptus globulus y 16,16 mm, 12 mm, 11 mm para
la corteza de Cinnamomun zeylanicum) y Staphylococcus aureus (14,66 mm,
14,66 mm, 15 mm para las hojas de Eucalyptus globulus y 10 mm, 13 mm vy

12,50 mm para la corteza de Cinnamomun zeylanicum).
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La composicion quimica de las hojas de Eucalyptus pulverulenta es
similar a diferentes especies en muchos paises, pero la presencia o ausencia
de diferentes metabolitos secundarios se debe en gran medida a que se
usaron diferentes solventes en algunos casos, donde al tener polaridades
distintas pudo afectar los resultados, ademas de las distintas condiciones
climatoldgicas, altitud y calidad de suelos donde se encontraban estas
plantas (Li, Li, Zhang, Wang y Zhou, 2013).

Finalmente, es de notar que el extracto de hexano obtenido de las
hojas de Eucalyptus pulverulenta no presento actividad frente a
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa, esto pude ser debido a
gue los metabolitos secundarios son apolares y no tienen la capacidad de
penetrar la membrana de las bacterias mientras que el extracto con etanol
debido a la polaridad presente en sus metabolitos logro penetrar la
membrana de las bacterias, presentando actividad frente a todas las cepas
de referencia utilizadas, se llega a concluir que los extractos de las hojas de
Eucalyptus pulverulenta presentan actividad antibacteriana (Domingo vy
Lépez, 2003).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El analisis fitoquimico de los extractos de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta revelo la presencia de esteroles, terpenos y quinonas en el
extracto de hexano, mientras que en el de etanol hubo esteroles, terpenos,
saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, lactonas

sesquiterpénicas.

Los extractos de hexano y etanol de las hojas de Eucalyptus
pulverulenta a una concentracion de 10 mg/mL mostraron actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm),
Enterococcus faecalis (EtOH: 7 mm), Klebsiella pneumoniae (Hex: 7 mm y
EtOH: 8 mm), Escherichia coli (Hex: 7 mm y EtOH: 8 mm) y Pseudomonas
aeruginosa (EtOH: 7 mm).

Las hojas de Eucalyptus pulverulenta contienen distintos metabolitos
secundarios de interés, ademas de una amplia actividad antibacteriana,

siendo una especie vegetal de interés farmacéutico.

Este es el primer reporte de la actividad antibacteriana y composicion
quimica de las hojas de Eucalyptus pulverulenta del estado Meérida-

Venezuela.

El aislamiento y/o sintesis de los metabolitos secundarios ampliarian
el espectro de sustancias que pueden ser potenciales candidatos para el
desarrollo de nuevos farmacos. Por lo tanto, se requieren de antimicrobianos

con concentraciones inhibitorias lo suficientemente bajas, toxicidad minima y
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biodisponibilidad facil para un uso eficiente y seguro en humanos con
infecciones por patégenos farmacorresistentes (Gonzales y cols., 2023)
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Recomendaciones

Realizar el analisis fitoquimico con otros solventes que presenten
mayor polaridad a fin de apreciar posibles nuevos metabolitos secundarios

presentes.

Aislar y evaluar la actividad antimicrobiana de cada metabolito
secundario encontrado para determinar el responsable de dicha actividad.

Utilizar diferentes partes de la especie tallos, raices, frutos y flores

para determinacion de metabolitos secundarios.

Determinar la concentracion minima de cada uno de los extractos de

Eucalyptus pulverulenta.

Evaluar otras actividades como antifungica, antiparasitaria,

antioxidante, actividad antagonista frente malaria, FPS, entre otros.
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