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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la composicion
guimica y la actividad antibacteriana de las hojas de la Aldama dentata La
Llave & Lex (Asteraceae). El extracto etandlico de las hojas de dicha planta
se obtuvo mediante la técnica de extraccion de reflujo en caliente, se
realizaron pruebas de tipo cualitativas para detectar los metabolitos
secundarios, presentes en el extracto. La determinacién de la actividad
antibacteriana se llevo a cabo empleando la técnica de difusion de disco en
agar. Los resultados de las pruebas de tamizaje fitoquimico revelaron la
presencia de compuestos quimicos como esteroles, compuestos fendlicos,
flavonoides, lactonas y glicésidos cardiotonicos. EI mencionado extracto a
una concentracion de 10000 ppm mostro actividad inhibitoria en las bacterias
Gram positivas: Staphylococcus aureus (7 mm) y Enterococcus faecalis (7
mm); y en 3 cepas de bacterias Gram negativas Klebsiella pneumoniae (8
mm), Escherichia coli (7 mm), Pseudomonas aeruginosa (7 mm). En este
estudio se confirmd que la composicion quimica del extracto etandlico de las
hojas de la Aldama dentata esta estrechamente relacionado con la actividad
antibacteriana ya que los metabolitos secundarios tienen potencial para
inhibir bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Palabras clave: Aldama dentata, tamizaje fitoquimico, actividad
antibacteriana.



INTRODUCCION

Las plantas son consideradas una fuente natural para el desarrollo de la
terapéutica, debido a la gran variedad de propiedades que poseen, estas son
empleadas en conjunto con diversas técnicas que nos indican la composicion
quimica de cada una de ellas y la efectividad que pueden presentar sus
compuestos ante algun agente patégeno (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

En la actualidad podemos convertir los recursos biolégicos en productos
Gtiles para la preparaciéon de medicamentos menos nocivos para la salud, ya
gue el uso indiscriminado de antibiéticos en las ultimas décadas ha generado
la comparecencia de la resistencia bacteriana, la cual cobra importancia a
nivel mundial en el area de salud publica debido a que los antibiéticos tienen
un efecto en el control de enfermedades, pero cuando no se emplean de
manera correcta pueden prolongar las estadias de hospitalizacion,

aumentando costos médicos e incluso generando mortalidad (Garcia, 1975).

Por tal motivo, revisados los antecedentes antibacterianos de la familia
Asteraceae, se realizo el estudio del extracto etandlico de las hojas de la

Aldama dentata.

De este modo, el presente trabajo esta sistematizado en correspondencia
con las normas de la Asociacion Americana de Psicologia (siglas en Ingles
APA) de la siguiente manera: El Capitulo I, denominado El Problema, consta
de los siguientes subtitulos: Planteamiento del problema, Justificacién,
Objetivos de la investigacion, tanto general como especificos, Alcances y
Limitaciones de la investigacion. El Capitulo Il, denominado Marco Tedrico,
contiene los siguientes elementos: Trabajos previos, Antecedentes histéricos,

Bases tedricas, Definicion operacional de términos, Operacionalizacién de



las variables e Hipotesis. ElI Capitulo Ill, denominado Marco Metodoldgico,
comprende: Tipo de investigacion, Disefio de la investigacion, Poblacion y
muestra, Sistema de variables, procedimiento de la investigacion y Disefio de
andlisis. El Capitulo 1V, se refiere a Resultados y Discusiones. El Capitulo V,
encontramos Conclusiones y Recomendaciones obtenidas con el desarrollo
de la investigacion en relacion al logro de los objetivos planteados,

posteriormente se reflejan las Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La utilizacion terapéutica de los antibidticos a partir de 1940 con el
descubrimiento y uso de la penicilina, ha sido uno de los logros mas
importantes. Desde entonces se han obtenido, comercializado y utilizado una
gran cantidad de antimicrobianos, que contribuyen al control de las
enfermedades infecciosas salvando millones de vidas y también han
supuesto una revolucién en la medicina (Daza, 1998). Sin embargo, la
resistencia bacteriana es una amenaza creciente que ha deteriorado la
eficacia de los antimicrobianos ya que tiene la capacidad de sobrevivir en
concentraciones de antibioticos que inhiben o matan a otras de la misma

especie (Giono, Santos, Rayo, Torres y Alcantar, 2020).

De tal modo, que la resistencia a los antibiéticos se ha convertido en un
problema global y complejo, el cual incluye un gran nimero de especies
bacterianas de importancia médica y que es dificil de controlar por su
multicausalidad. Por lo tanto, el consumo masivo de antibiéticos en los
ultimos 50 afios ha creado un ambiente favorable a la seleccion de bacterias
gue soportan los efectos téxicos de los antimicrobianos, es por eso que entre
los factores que han contribuido al aumento de la resistencia a los
antibiéticos estan la concentracion de la poblacién en centros urbanos, el
inadecuado control de las infecciones en los hospitales, la tendencia a

internar en hospitales a los pacientes seriamente enfermos, la migracion



masiva a través de las regiones del globo y el uso inadecuado de los

antibioticos, entre otros (Benavides, Aldamay Vazquez, 2005).

En tal sentido, las bacterias patdgenas de la época pre-antibiéticos eran
raramente resistentes, pero actualmente el 70 % de las bacterias
responsables de las infecciones nosocomiales no son sensibles al menos a
uno de los antibiéticos mas comunmente utilizados para tratarlas debido al
uso irracional de los antimicrobianos, generando esto una disminucion del
poder bactericida ya que los microorganismos se adaptan rapidamente a las
condiciones de su medio, aun en la presencia de estos farmacos. De esta
manera, la gran capacidad adaptativa de las bacterias es el resultado del
efecto combinado de répidos indices de crecimiento, de mutaciones
genéticas y de la seleccion de las mismas, asi como de su habilidad para

intercambiar material genético horizontalmente (Benavides y cols., 2005).

Por lo tanto, en las ultimas dos décadas se han incrementado las
investigaciones para controlar o prevenir la resistencia a los antibiéticos
utiizando fuentes naturales como animales, plantas e incluso
microorganismos ya que tienen propiedades beneficiosas para la salud y por
presentar baja toxicidad y buen potencial terapéutico convirtiéndolos en
alternativas alentadoras para el control de enfermedades como reemplazo a
los antibidticos (Vivot, Sdnchez, Cacik y Sequin, 2012). Una de las fuentes
naturales para conseguir metabolitos con propiedades beneficiosas seria el
extracto etandlico de Aldama dentata por lo cual se planteé el siguiente

enunciado holopraxico:

¢ Cual es la relacion entre la actividad antibacteriana y la composicién
quimica del extracto etandlico de las hojas de Aldama dentata La Llave &

Lex?



Justificacion de la investigacion

La medicina es producto de la actividad del hombre, de su desarrollo
social, y se origina cuando su instinto de conservar la vida y aliviar
dolores lo impulsa a influir sobre la naturaleza. A lo largo de la historia, el
hombre se ha planteado la problematica del equilibrio entre la salud y la

enfermedad (Plain, Pérez y Rivero, 2019).

Siendo asi, la utilizacién de las plantas como agentes terapéuticos en la
atencion de salud, se ha mantenido a lo largo del tiempo y puede afirmarse
gue aproximadamente el 60-80 % de la poblacion mundial todavia depende
en gran parte de los tratamientos tradicionales que implican el uso de
extractos de plantas o de sus principios activos. Asi mismo, la poblacién de
escasos recursos econémicos que padecen la dificultad para recibir atencion
médica y al acceso de medicamentos, también recurren a la medicina

tradicional (Carrillo y Moreno, 2006).

De este modo, el estudio cientifico de las plantas medicinales es una
fuente relevante para el descubrimiento de nuevos farmacos que luego se
sintetizan, ya que el aumento de las afecciones de origen bacteriano, fungico
y viral, en los ultimos afios, ha sido causado no soélo por la aparicién de
nuevas enfermedades sino también por la resistencia adquirida por las
distintas cepas microbianas a los medicamentos tradicionalmente usados

(Cabreras, Fadragas y Guerrero, 2005).

Esta situacion ha conducido a la necesaria y urgente busqueda de
nuevos compuestos bioactivos. En ese sentido, las plantas constituyen una
fuente inestimable de principios aun por descubrir (Vivot y cols., 2012). De

acuerdo a lo descrito anteriormente, es de gran importancia confirmar la



relacion entre la composicion quimica y la actividad antibacteriana del

extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Determinar la composicion quimica y la actividad antibacteriana de las

hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex.

Objetivos especificos

Obtener el extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata La
Llave & Lex por la técnica de extraccion continua en caliente bajo
reflujo con etanol como solvente.

Identificar  cualitativamente mediante pruebas quimicas de
precipitacion y/o coloracion los metabolitos secundarios presentes en
el extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex.
Comprobar la actividad antibacteriana del extracto previamente
obtenido frente a cepas de referencia internacional utilizando el

método de difusion en agar con discos (Kirby Bauer).



Alcances y Limitaciones

Alcances

En este sentido, el logro de esta investigacion fue validar el uso
etnobotanico de Aldama dentata como bactericida, puesto que se verifico
gue sus hojas contienen metabolitos secundarios con esta propiedad,
demostrando asi que esta planta una alternativa terapéutica natural frente a

la resistencia bacteriana.

Limitaciones

Durante la investigacion se presentaron limitaciones relacionadas con los
aspectos tedricos, técnicos y recursos econdomicos (Hurtado, 2015).
Adicionalmente los problemas relacionados con la situacion pais como lo son
los cortes de electricidad, agua, gas e internet y paralizacion de actividades

de la universidad.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

Trabajos previos

Vieira, Nunes y Franca, (2022), publicaron un articulo titulado
“Componentes fitoquimicos y actividad antibacteriana del extracto etandlico
de Cnicus benedictus Linneau, Asteraceae”. El objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana y realizar el cribado fitoquimico del extracto etandlico
de Cnicos benedictus Linneau. la recoleccion de las hojas de Cnicos
benedictus Linneau se realizo en el municipio de Imperatriz, estado de
Maranhdo, Brasil, posteriormente se secaron en estufa con circulacion de
aire a 40 °C durante 48 h, se trituraron en un molino, para luego realizar la
extraccion con etanol por el método de maceracién, se filtr6 y se concentro
en rotavapor, luego se realizaron las pruebas fitoquimicas dando como
resultado la presencia de azucares reductores, alcaloides, esteroide,
triterpendides, taninos, flavonoides y saponinas, posteriormente se evaluo la
actividad antibacteriana a una concentracion de 250 a 500 pg/mL utilizando
el método de difusion del disco en bacterias Gram positivas como S. aureus
con un halo de inhibicion de 30 mm, Listeria monocytogenes (11 mm),
Bacilus subtilis (18 mm), Bacilus cereus (23 mm); y en bacterias Gram
negativas no se observé actividad inhibitoria. De acuerdo a lo anterior, el
presente estudio tiene similitud con la investigacion realizada ya que la

planta estudiada pertenece a la familia Asteraceae.

Isla y cols., (2020) publicaron un trabajo titulado: “Perfil fitoquimico,
actividad bioldgica y fotoprotectora de las flores de Aldama dentata La Llave
& Lex”. El objetivo fue determinar el perfil fitoquimico de esta planta y evaluar

el potencial biolégico y fotoprotector de los metabolitos secundarios



presentes en el extracto etandlico de sus flores. La recoleccion de las flores
de la Aldama dentata se realizé en la ciudad de Mérida, para luego
someterlas a un secado en estufa a 40 °C, posteriormente fueron molidas
para realizar la doble extraccion con etanol bajo la técnica de reflujo a 50 °C
por 1 hora, se filtr6 y se llevo al rotavapor para concentrar el extracto, luego
se realizaron los ensayos fitoquimicos obteniendo como resultado la
presencia de triterpenos, compuestos fendlicos, taninos, glicésidos
cardioténicos, asi como flavonoides y lactonas sesquiterpénicas en
moderada cantidad y ausencia de alcaloides, saponinas, quinonas,
antraquinonas y cumarinas; seguidamente se determino el factor de
proteccion solar demostrando tener un alto valor in vitro de 15, por ultimo se
evalu6 la actividad antibacteriana a una concentracion de 1000 ppm
utilizando el método de difusion del disco frente a S. aureus con un halo de
inhibicion de 13 mm, P. aeruginosa (7 mm) , K. pneumonie y E. coli de (8
mm). Siendo este en primer reporte sobre las actividades anteriormente
descritas. Por lo tanto, este trabajo guarda una relacién con la investigacion
realizada ya que el estudio revelo que el extracto etandlico de las flores de la
Aldama dentata La Llave & Lex presenta una importante actividad

antibacteriana y metabolitos secundarios en comun.

Camacho, Yunel, Ramirez y Gomez, (2019) publicaron un articulo titulado
“Propiedades fitoquimicas y antibacterianas de extractos de Tagetes erecta
L. (Asteraceae)”. El objetivo fue evaluar las propiedades fitoquimicas vy
antibacterianas de extractos de hojas y flores de Tagetes erecta L. El
procedimiento comenzd con la recoleccién de las hojas y flores en el campus
de la Universidad de Matanzas, Cuba, luego fueron lavadas con agua
corriente y destilada, secadas en una estufa a 45 °C durante 72 h, y
trituradas en un mortero hasta pulverizar para realizar la extraccion con

etanol por el método de maceracion, se filtré a través de tres capas de papel



de filtro y se evaporo a 40 °C para tener un volumen final con el cual se
llevaron a cabo estudios fitoquimicos y antibacterianos contra cepas de
referencia usando el método de difusién del disco. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes, presencia de flavonoides, terpenoides, taninos,
saponinas y glucésido cardiotonicos en hojas y flores, mientras que se
detectaron Unicamente cumarinas en las hojas y presencia de bajos
contenidos de esteroides en las flores, con respecto a la actividad
antibacteriana se utilizo el extracto etanolico de las hojas a una
concentracion de 200 mg/mL inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli con un halo de inhibicion de 12 mm, Klebsiella
pneumoniae (11 mm), Staphylococcus epidermidis (18 mm); asi como
también el uso del extracto etanolico de las flores a la misma concentracion,
mostrando una inhibicion de (19 mm), (15 mm), (16 mm) y (24 mm),
respectivamente. Siendo asi, dicho estudio guarda relacion con la
investigacion realizada ya que los autores buscan evaluar la actividad

antibacteriana de una planta perteneciente a la misma familia en estudio.

Antecedentes Historicos

La Familia de plantas Asteraceae corresponde al Orden Asterales,
Suborden Asteridae, y esta caracterizada por sus inflorescencias racimosas
en capitulos, con flores individuales, es considerada un grupo natural y
uniforme, altamente evolucionado y recibe el nombre alternativo Compositae,
algunas de ellas han sido sometidas desde la antigiedad al complejo
proceso de domesticacion luego del establecimiento de las préacticas
agricolas basicas, hoy son cultivo de importancia directa en alimentacién

humana e indirecta por productos obtenidos en la industria, muchas de ellas
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son de interés médico y tecnologico ya que rinden metabolitos secundarios

de uso farmaceéutico (Vitto y Patenatti, 2009).

Las plantas se clasifican en sub-familias, tribus, sub-tribus, géneros y
especies, dentro de la familia Asteraceae se encuentra la hierba Aldama
dentata de origen americano, perteneciente a las sub-familia Asteroideae,
tribu Heliantheae, sub-tribu Helianthinae, género Aldama, especie Aldama
dentata, su nombre fue otorgado por Ignacio Aldama (1769-1811), estudiante
de derecho mexicano que se dedicé a la agricultura y el comercio (Leal,
Benitez, y Schnee, 2010). La hierba mencionada anteriormente se encuentra
desde el centro de México hasta las tierras de Venezuela, esta distribuida en

toda Latinoamérica (Hokche, Berry y Huber, 2008).

Por lo tanto, en los ultimos afios se realizan con mas frecuencia estudios
en las plantas de la familia Asteraceae en distintos lugares de Latinoamérica,
ya gue se revelan como excelentes objetos de estudio y muchas de ellas han
presentado actividad biolégica y antimicrobiana por medio de diversos
métodos cientificos, generando una motivacion a un mayor numero de
especialistas en diversas areas de anatomia, biogeografia, ecologia,
fitoquimica entre otras, con la finalidad de dar un buen aporte a la sociedad
(Villasefior, 2018).
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Bases Teoéricas

Productos Naturales

Producto natural, es el hombre como se le conoce a los compuestos
quimicos elaborados, a través de reacciones enzimaticas por las plantas, los
cuales utiliza para su desarrollo, reproduccion y supervivencia, estos
compuestos pueden ser metabolitos primarios que son todos aquellos
compuestos que participan en los procesos quimicos conocidos como,
respiracion, transporte de solutos, translocacion, sintesis de proteinas,
asimilacion de nutrientes y diferenciacion de tejidos; los cuales intervienen en
forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas.
Por otra parte, pueden ser los metabalitos secundarios que son los
compuestos quimicos biosintetizados por las plantas que cumplen funciones
no esenciales para el desarrollo de las mismas. Tienen la particularidad de
presentar una distribucion restringida en el reino vegetal, por lo que muchos

de ellos son utiles en la Botanica Sistematica (Rojas, 2019).
Clasificacion de los productos naturales

La clasificacion de los productos naturales puede hacerse de acuerdo a
sus estructuras, bioformacion, fuente de produccion o a su accion bioldgica,
en todos estos casos es inevitable la superposicion. Por ejemplo, por ser
moléculas generalmente polifuncionales es dificil ubicarlas en un
determinado grupo quimico, o dos compuestos totalmente diferentes tienen
la misma accion, o la misma fuente de produccién puede originar
simultdneamente compuestos muy distintos. Siendo asi, las clasificaciones

estructurales y biosintéticas son el criterio mas apropiado, involucrando la
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formacion de los metabolitos primarios y secundarios (Marcano y Hasegawa,

2018). Por lo tanto, estos se agrupan en:

Terpenos: Los terpenos o terpenoides son compuestos que estan
construidos de unidades de isopreno, por lo que sus estructuras se pueden
dividir en unidades de cinco carbonos (C5) (Hanson, 2003). Son solubles en
agua y se clasifican segun el nimero de las unidades de isopreno como
monoterpenos (2 unidades, C10), sesquiterpenos (3 unidades, 15C),
diterpenos (4 unidades, 20C), triterpenos (6 unidades, 30C), tetraterpenos (8
unidades, 40C) y se habla de politerpenos cuando contiene mas de 8

unidades de isopreno (Avalos y Pérez, 2009).

Compuestos fendlicos: Derivan del fenol, el cual se compone de un
anillo aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH). (Figura 1) (Pefarrieta,
Tejeda, Mollinedo, Vila 'y Bravo, 2014).

Figura 1. Estructura quimica del Fenol.

Tomado y modificado de Pefarrieta y cols., 2014.

Quimicamente, los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas hasta polimeros complejos (Martin,
2018). Entre estos tenemos, a las cumarinas que contienen un anillo
aromatico unido a un heterociclo oxigeno. Se consideran compuestos
fendlicos, en particular, cuando un grupo hidroxilo est4 unido a un esqueleto
de estructura cumarina, un ejemplo de esto es el compuesto umbeliferona

(Figura 2). Asi mismo, las ligninas son polimeros fendlicos complejos por lo
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gue sus estructuras quimicas son muy heterogéneas, son consideradas
como la segunda mas abundante bio-polimeros en el reino vegetal después

de la celulosa (Pefarrieta y cols., 2014).

0._0
o
Figura 2. Estructura quimica de umbeliferona

Tomado y modificado de Pefarrieta y cols., 2014.

También se encuentran los flavonoides que, sin ser metabolitos
primarios, estan presentes en casi cualquier vegetal superior, hay mas de
8000 compuestos conocidos de plantas vasculares, se consideran como
antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobianos y
antinutricionales, fotoreceptores y protectores contra la luz UV, agentes
guelantes de metales, entre otros. La estructura general de los flavonoides
comprende un anillo A derivado de la cadena del policétido, un anillo B,
derivado del 4cido shikimico y tres atomos de carbono que unen los anillos A
y B. Es por ello que se les conoce como unidades: C15 - C6 - C3 - C6 y el

esqueleto recibe el nombre de nudcleo de flavano (Figura 3) (Marcano y

I

Figura 3. Estructura quimica del nucleo de flavano.

Hasegawa, 2018).

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2018.

Y por ultimo, los taninos son polimeros de alto peso molecular, con la

particularidad que se unen a las proteinas y precipitan. EIl nombre taninos se
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refiere al proceso de curtido en el que se convierte la piel de los animales en
cuero. Originalmente son extraidos de las plantas, fueron utilizados para
dicho proceso hasta que fueron remplazados por minerales durante el siglo
pasado, estan presentes en hojas, frutos y cortezas. Se encuentran en el
roble (Quercus sp.), Castafio (Castanea sp.), entre otros. Estos compuestos
complejos son parte de la proteccion de las plantas contra las infecciones y
los herbivoros, se clasifican en tres grupos segun su estructura quimica:

condensada, hidrolizables y complejos (Pefarrieta y cols., 2014).

Glicésidos: Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran
importancia, su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma
cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo. Existen tres grupos de glicdsidos de particular interés: saponinas,
glicésidos cardiacos y glicosidos cianogenicos, una cuarta familia, los
glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su estructura similar a los

glicosidos (Avalos y Pérez, 2009).

Las saponinas son glicasidos terpenoides, se han estudiado dos grandes
grupos como son las saponinas triterpenoides y las saponinas esteroides.
Las primeras, son ampliamente distribuidas en las plantas, con propiedades
hemoliticas y toxicas contra hongos; se estan estudiando por sus
propiedades benéficas para la salud, como proteccion contra el riesgo de
cancer, la disminucién de los niveles de colesterol y azucar en la sangre,
ademas de propiedades antiinflamatorias. Por otra parte, las saponinas
esteroides (Figura 4), constituyen una materia prima importante para la
produccion de medicamentos esteroides, presentan actividades biologicas
como: citotdxica, anticancer, antinflamatoria, antihongos, hemostética, etc.
Tienen la propiedad de formar espuma abundante y estable al agitar sus

soluciones acuosas (Martinez, 2020).
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glicésido

Figura 4. Estructura quimica de las saponinas esteroidales

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Por otro lado, los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a
las saponinas esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su
estructura contiene una lactona (Figura 5). Se encuentran de forma natural
en forma de glicésidos o de agliconas. Quiza el mas conocido sea la
digitoxina o su andlogo digoxina, aislada de Digitalis purpurea y utilizada
como medicamento en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva
(Avalos y Pérez, 2009).

OH
Figura 5. Estructura de la digitoxina.
Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Y por ultimo, los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados,

gue no son téxicos por si mismos pero se degradan cuando la planta es
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aplastada liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de hidrégeno
(HCN). Un ejemplo es la amigdalina (Figura 6) que se encuentra en las
semillas de almendra, albaricoque, cereza o melocoton (Avalos y Pérez,
2009).

Figura 6. Estructura quimica de la amigdalina.

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009

Alcaloides: son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos
secundarios que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua,
contienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben
actividad biologica. La mayoria son heterociclicos aunque algunos son
compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos). Generan respuestas
fisiol6égicas y psicologicas la mayoria de ellas a consecuencia de su
interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides
son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico
como relajante muscular, tranquilizante o analgésico. Algunos alcaloides son:
cocaina, morfina (Figura 7), cafeina, nicotina entre otros (Avalos y Pérez,
2009).
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Figura 7. Estructura quimica de la morfina.
Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

Rutas Biosintéticas

Una ruta biosintética, es una secuencia de reacciones quimicas que con
pocas excepciones son mediadas por enzimas, siendo asi, se han
establecido tres rutas biosintéticas a través de las cuales se explica la
formacidon de una variedad de compuestos. Estas rutas se conocen como;

ruta del acetato, ruta del shikimato y ruta del mevalonato (Rojas, 2019).

Ruta del acetato: También conocida como ruta de los policétidos, es la
via por donde se forman una gran cantidad de compuestos como éacidos
grasos, poliacetilenos, prostaglandinas, macrdlidos, antibidticos vy
compuestos aromaticos como xantonas, antraquinonas, entre otros. La
molécula intermediaria principal de esta ruta es el poli-3-ceto éster, el cual se
forma por la unién de dos moléculas de acetil-CoA a través de una reaccion
de condensacion de Claisen hasta obtener acetoacetil-CoA. Esta reaccion se
repite hasta generar el poli-B-ceto éster con el largo de cadena adecuado
segun el tipo de metabolito que se formara de acuerdo a los requerimientos
de planta (Rojas, 2019).

Ruta del shikimato: Su nombre proviene del acido shikimico, metabolito

secundario aislado por primera vez de especies del género lllicium que en
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japonés significa ‘shikimi’, se conoce que esta molécula, el acido shikimico,
se considera el intermediario principal para la formacion de un gran niamero
de compuestos, tales como flavonoides, cumarinas, lignanos, antraquinonas,

xantonas, cromenos, entre otros (Rojas, 2019).

Ruta del mevalonato: También conocida como via isoprenoide o
via HMG-CoA reductasa , es una via metabdlica esencial que se lleva a cabo
en el citoplasma de las células, se utilizan para producir isoprenoides , una
clase diversa de mas de 30 000 biomoléculas como el colesterol , la vitamina
K, lacoenzima Q10y hormonas esteroides (Sepulveda, Porta y Rocha,
2003).

Familia Asteraceae

Las Asteraceae (Compositae) o compuestas como se les denomina en
espafol, son tal vez la mas numerosa familia de plantas conteniendo mas de
1.500 géneros y mas de 25.000 especies, son facilmente reconocibles por su
inflorecencia tipica. Son plantas de diversos habitos ya que se encuentran
como hierbas, arbustos y con menos frecuencia como arboles. Las
inflorescencias es siempre el capitulo (cabezuela) donde se hallan
directamente insertadas las flores (raras veces solo una) sobre el llamado
receptaculo, sostenidas frecuentemente a su vez por bracteas, todo el
conjunto de flores y receptaculos se halla rodeado de los filarios. Los
capitulos se les denomina homdgamos cuando todas sus flores son de
similar sexo, o0 se les denomina heterogamos cuando sus flores son

sexualmente diferentes (Badillo, 1996).
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Distribucion geografica: La familia Asteraceae esta presente en todo el
mundo a excepcion de la regidn antartica ya que suelen encontrarse

principalmente en regiones con clima templado (Villasefior, 2018).

Taxonomia: TaxonOmicamente se clasifica de la siguiente manera

(Katinas, Gutiérrez, Grossi y Crisci, 2007).

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Compuestos quimicos: Esta familia resulta ser evolutivamente muy
exitosa ya que ha desarrollado distintos mecanismo de defensa, propiciando
la produccion de diferentes metabolitos como acidos clorogénicos,
isoflavonoides, lactonas  sesquiterpénicas, alcoholes triterpénicos
pentaciclicos, aceites esenciales, alcaloides, glucidos y diversos derivados

acetilénicos (Cilia, Virginia, Cortés y Zurita, 2021).

Usos etnobotanicos y actividades biolégicas: La presencia de
metabolitos en Asteraceae como poliacetilenos y flavonoides con actividades
antibacterianas y bacteriostéaticas, confirman el uso de la medicina tradicional
de la familia en el tratamiento de enfermedades infecciosas. En los estudios
revisados se han identificado algunos compuestos con actividad
antimicrobiana, especialmente contra bacterias causantes de enfermedades
infecciosas, como diarrea, neumonia y tuberculosis. Otras actividades
farmacoldgicas evaluadas en los estudios revisados fueron citotoxicidad,
antiinflamatoria, analgésica, antioxidante, antifungica y espasmolitica. Por

otro lado, también se utilizan como platas ornaméntale (Cilia y cols., 2021).
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Género Aldama

Aldama es un género de plantas perteneciente a la familia Asteraceae. Se
encuentran mas de 100 especies a nivel mundial (Garden, 2011). En
Venezuela Unicamente se localiza la Aldama dentata (Hokche y cols., 2008).
Son herbaceas anuales con hojas opuestas en la parte inferior y alternas en
la superior. Sus capitulos son radiados, con pedunculos largos, solitarios o
pequefios, corolas amarillas, aquenios escasamente estriados y envueltos
(Badillo, 1996).

Distribucion geografica: se encuentran desde México hasta Venezuela
(Badillo, 1996)

Taxonomia: Taxondmicamente se clasifica de la siguiente manera (Katinas y
cols., 2007).

Division. Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Orden : Asterales
Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Helianthinae

Género: Aldama

Compuestos quimicos: Se ha revelado una ocurrencia de flavonoides,

compuestos fendlicos, saponinas, cumarinas, alcaloides, Glicosidos
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cardiotonicos, diterpenos y lactonas sesquiterpénicas (Isla y cols., 2020;

Bombo, appezzato, Ascherbrenner, Spring, 2016).

Usos etnobotanicos y actividades bioldgicas: Aldama es un género con
pocos estudios de los cuales se han obtenido como resultado el potencial
antipirético, aromatico y resinifero (Bombo y cols., 2017), asi como también
la actividad antioxidante, fotoprotectora y la capacidad de inhibir el

crecimiento bacteriano (Isla y cols., 2020; Bombon y cols., 2016)

Especie Aldama dentata

Aldama dentata La Llave & Lex es una planta arvense tropical,
comunmente llamada “flor amarilla”, crece de forma ruderal en caminos, pero
también se encuentra como arvense en cultivos como frijol, cacahuate y
ajonjoli, su tiempo de vida es anual, posee inflorescencias en forma de
capitulo y sus flores son hermafroditas rodeadas por 10 a 12 ligulas, su
altura va de 1 a 2,5 m. Sus frutos son aquenios, lo cuales son secos. Sus
semillas son elongadas y desnudas con una cubierta seminal delgada que se
extiende desde el funiculo hasta el micrépilo, mide de 2 a 3,5 mm de largo y

posee un vilano como estructura de dispersion (Conanp, 2011).

Distribucion geogréafica: Es una maleza comun ubicada en américa tropical
y subtropical. En Venezuela muy frecuente en tierras cultivadas (Leal y cols.,
2010).
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Taxonomia: Taxondmicamente se clasifica de la siguiente manera (Katinas y
cols., 2007).

Division. Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Orden : Asterales
Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Helianthinae
Género: Aldama

Especie dentata

Compuestos quimicos: Comparada con otras especies de Asteraceae, es
insuficiente la informacién que existe sobre la fitoquimica de Aldama dentata;
no obstante, se conoce que las flores de esta especie tienen terpenos,
lactonas sesquiterpénicas, taninos, flavonoides y otros compuestos fendlicos
(Islay cols., 2020).

Usos etnobotanicos y actividades bioldgicas: Aldama dentata La Llave &
Lex (Asteraceae) es una especie considerada maleza; no obstante, también
es considerada importante en la flora melifera y como fuente de aceites
esenciales, se ha investigado, ademas, su papel como fitorremediadora en
suelos contaminados por cobre y se ha sugerido que posee propiedades
antipiréticas (Bombo, Filartiga, Garcia y Appezzato, 2017). Sin embargo, se
ha estudiado que algunos compuestos de dicha planta tienen actividad

microbiana, antioxidante y fotoprotectora (Isla y cols., 2020).
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Extractos Vegetales

Son productos de sustancias biolégicamente activas presentes en los
tejidos de plantas, obtenidos por solventes como alcohol, agua, mezcla de
estos u otro solvente selectivo y un proceso de extraccion adecuado

(Jazivon, Deniz, Mesquia, Oliveira, Costa, 2008).
Métodos de obtencion de extractos

Extraccion por Reflujo: en el proceso de reflujo, el material previamente
mezclado con el solvente elegido, se somete a ebullicion y se utiliza un
sistema de reflujo que consiste en enfriar el vapor con un refrigerante y
devolverlo al bal6on que contiene el material para continuar el proceso, esto
ademas garantiza que no haya pérdidas de la mezcla durante el proceso de
extraccion. La temperatura elevada del disolvente permite una mejor
extraccion de los componentes deseados, ya que la solubilidad de la mayoria
de las sustancias aumenta con la temperatura. Este método presenta el
inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se alteran o
descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente (Lamarque,
Zygadlo, Labuckas, Lopez, Torres, y Maestri, 2008).

Extraccion por Maceracion: Es una extraccion que se realiza a
temperatura ambiente. Consiste en remojar el material vegetal, debidamente
fragmentado en un solvente (agua, etanol o glicerina) hasta que éste penetre
y disuelva las porciones solubles, es tapado y se deja en reposo por un
periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se
exprime el residuo, se recupera el solvente en un evaporador rotatorio y se

obtiene el extracto (Gonzélez, 2004).

Extraccién por Percolacion: Consiste en colocar el material fragmentado

en un recipiente conico o cilindrico, haciendo pasar un disolvente apropiado
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a traves del mismo. El tamafio de las particulas del material a extraer no
debe ser menos a los 3 mm, ya que el disolvente no percolara. El material
debe estar lo suficientemente compacto para que el solvente fluya con
lentitud dando el tiempo necesario para que el mismo pueda penetrar los
tejidos y extraer los compuestos deseados. A diferencia de la maceracion
este proceso requiere la adicion constante de solvente (Lamarque y cols.,
2008).

Extraccion en Sohxlet: Es un método de extraccién continua que se
lleva a cabo usando un disolvente organico, el cual fluye a través de la
muestra contenida en un dedal poroso de celulosa o vidrio. Las ventajas mas
importantes de esta extraccion son el contacto continuo de la muestra con
una porcion de disolvente, simplicidad, bajo costo de adquisicion y la

posibilidad de grandes cantidades de muestra (Canosa, 2008).

Extraccion por Arrastre con Vapor: Es el método mas antiguo y sencillo
para obtener aceites esenciales a partir del material vegetal, lo mas fresco
posible. Este método permite la maxima difusion del vapor a través del
material vegetal, reduciendo los dafos que pudiesen sufrir los componentes
de las esencias extraidas por otros métodos. Para dicha extraccion, el
material vegetal se corta en trozos pequefios y se coloca en la camara de
extraccion, se calienta el agua hasta ebullicion durante una hora,
observandose la condensacion de dos fases liquidas que posteriormente son

retiradas y separadas (Lamarque y cols., 2008).

Decoccibn: Este procedimiento consiste en extraer los principios activos
de una planta, la cual es sometida a la temperatura de ebullicion del agua,
manteniendo esta temperatura durante un periodo variable que suele oscilar
de 15 a 30 minutos, se deja enfriar hasta unos 40 °C, se exprime y se cuela o
filtra (Selles, Sdnchez, Solan, Suifie y Tico, 1992).
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Infusion: Este es el método de extraccion mas antiguo que se conoce,
consiste en agregar el agua hirviendo sobre la planta colocada en un
recipiente de porcelana, vidrio o barro, a fin de evitar la pérdida de principios
activos, y se deja en reposo de 5 a 15 minutos y se filtra (Valcarcel y Gomez,
1988).

Extraccién con Fluidos Supercriticos: Es un proceso que utiliza un
fluido supercritico como agente de extraccion, siendo este una sustancia que
se encuentra en condiciones termodindmicas de presién y temperatura
criticas, bajo estas condiciones, la sustancia o fluido se difunde como un gas
a través de los solidos, pero a su vez, se comporta como liquido con la
capacidad de disolver y arrastrar los constituyentes presentes en la materia

prima (Pico, Jaimes, Lopez, Murillo, 2019).

La sustancia mas utilizada para este propésito es el diéxido de carbono, el
cual es una sustancia abundante en la naturaleza, es relativamente poco
costoso y se puede comprimir adecuadamente a altas presiones (73 atm) y
bajas temperaturas (31 °C). El proceso de extraccién con CO2 supercritico,
requiere de un montaje que incluye un cilindro con CO, gaseoso, conectado
a un compresor de alta potencia y con control de la temperatura (Martinez,
2020).

Andlisis Fitoquimico Preliminar

Es una de las etapas iniciales de la investigacion Fitoquimica, estos
procedimientos analiticos se han usado durante muchos afos, para tratar de
identificar en un solo proceso experimental y de manera preliminar en
muestras vegetales, la presencia o no de diferentes metabolitos de interés

farmacéutico como los alcaloides, los esteroides, los compuestos fendlicos,
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los flavonoides, las quinonas, etc. Los mas usados utilizan una secuencia de
procedimientos experimentales relativamente simples, que incluyen técnicas
como los ensayos de coloracién con diferentes reactivos quimicos, los cuales
permiten el reconocimiento preliminar de diversas sustancias naturales, y se
fundamentan en las propiedades acido-base, la solubilidad y la polaridad de
las clases principales de compuestos (Martinez, 2020). A continuacion, se

describe algunos de estos ensayos:

Ensayos de reconocimiento de alcaloides: Los alcaloides propiamente
dichos, son de caracter alcalino, y pueden formar sales con acidos diluidos.
Estas sales de alcaloides son solubles en medio acuoso acido, pero cuando
reaccionan con sales de metales pesados tienden a insolubilizarse formando
precipitados (Figura 8). Los ensayos quimicos usados para el reconocimiento
incluyen varios ensayos de precipitacion, con diferentes reactivos como son
el reactivo de Dragendorff, el reactivo de Mayer, el reactivo de Valser, el
reactivo Reineckato de amonio, el reactivo de Wagner, entre otros (Martinez,
2020).

R
N c
+ M+n—>)3N M_+
R salde R
Alcaloides metal omplejos insoluble
pesado

Figura 8. Formacién de los complejos insolubles por reaccion de los
alcaloides con los metales pesados utilizados en los ensayos de
precipitacion.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.
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Ensayos de reconocimiento para compuestos fendlicos: Debido a la
gran cantidad y variedad estructural de las diferentes clases de compuestos
fendlicos naturales, se utilizan diversos ensayos de coloraciéon para su
reconocimiento preliminar en muestras biolégicas. El ensayo mas utilizado es
el del cloruro férrico (Figura 9), el cual consiste en emplear una solucion
acuosa o alcohdlica de una muestra vegetal, que se hace reaccionar con una
solucién de cloruro férrico acuoso o alcohdlico, en concentracion del 1 %.
Los compuestos fendlicos tienden a formar complejos de diferentes colores
con el cation Fe*3, la formacion de color o precipitados oscuros es aceptada

como un resultado positivo sobre la presencia de compuestos fendlicos

(Martinez, 2020).

b

OH
Fe'3 O
OB
O
compuesto
fenolico complejo fenol-Fe
coloreado

Figura 9. Reaccién de formacién de complejos coloreados de un compuesto

fendlico con una sal de hierro Ill.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Ensayo de reconocimiento de flavonoides: Dentro de la gran cantidad
de compuestos fendlicos, los flavonoides representan un grupo importante de
sustancias con propiedades antioxidantes. Los flavonoides que contienen en
su estructura un sistema anular y-benzopirona (FiguralO), reaccionan con
iones Mg*? y acido, para formar complejos coloreados de color rojo o violeta,
que permite inferir la presencia de flavonoides en la muestra analizada. A

este ensayo se le conoce como ensayo de Shinoda, entre otros. Es
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importante mencionar que algunas clases de flavonoides como las chalconas

y las catequinas, no dan resultado positivo con este ensayo (Martinez, 2020).

0l
Figura 10. Sistema benzopirona.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Ensayos de reconocimiento de cumarinas: las cumarinas son
compuestos derivados de la a- benzopirona dado que en su estructura
presentan un gran niumero de instauraciones, estos compuestos exhiben una
fuerte fluorescencia azul o verde al ser irradiados con luz ultravioleta,
propiedad que se aprovecha para su deteccion mediante el ensayo de
hidroxido de amonio. Se basa en la apertura y solubilizacion en medio
basico. Las cumarinas se caracterizan por su intensa absorcion de la regién
UV del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta presenta
coloracion exaltada en presencia de amoniaco, utilizando el reactivo de Erlich
(Tamayo, Alba y Mojera, 2011).

Ensayos de reconocimiento para terpenoides: Los terpenoides que
contienen en su estructura enlaces dobles carbono-carbono conjugados, se
pueden reconocer mediante el ensayo de Liebermann-Burchard, en este
ensayo, a una solucién anhidra obtenida de la muestra vegetal, se le agrega
en su orden anhidrido acético y una gota de acido sulfurico concentrado. La
prueba se considera positiva, si se forman coloraciones verdes, azules, rojas,
violetas, entre otras. Algunos terpenoides como el colesterol que no poseen
en su estructura estos enlaces dobles conjugados dan resultado positivo
debido a que pueden formar estos dienos conjugados durante la reaccion,

por deshidratacion (Martinez, 2020).
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Ensayos de reconocimiento de quinonas: Las quinonas tienden a dar
colores rojos o purpuras con alcalis concentrados y con &cido sulfarico, lo
que puede usarse para identificarlas. Y las antraquinonas y sus formas
reducidas pueden reconocerse en muestras vegetales a través del
denominado Ensayo de Borntrager, en este ensayo, una porcién del material
vegetal se pone en ebullicion con una solucién de KOH acuoso diluido,
durante varios minutos se deja enfriar, se acidifica y se extrae con acetato de
etilo (Martinez, 2020).

Bacterias

Son microorganismos unicelulares que se reproducen por division simple
(forma asexuada) e integran el reino procariota. Carecen de membrana
nuclear, el ADN es circular y cerrado, poseen una pared celular compuesta
por peptidoglicano, también la presencia de fimbrias o pilis y flagelos. Su
tamafio oscila entre las 0,5 y 3 um. Las bacterias de interés médico tienen un
tamafio entre 0,4 y 2 um, en el microscopio se diferencian segun su forma en
cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o
curvos) y espirilos (espiral) (Pérez y Mota, 2006).

Por otro lado, las coloraciones que se usan para tefiir los preparados de
bacterias, se pueden dividir en: simples, diferenciales y especiales. Las
primeras, como el azul de metileno, nos permiten observar la existencia de
bacterias, su morfologia, su agrupacion, la presencia de esporas y la
existencia de otros tipos celulares. Las diferenciales como la coloracion de
Gram y Ziehl Nielseen, ademas de lo anterior, permiten la diferenciacion de
las bacterias porque usan diferentes colorantes que se comportan distinto

segun el microorganismo en cuestion. Las tinciones especiales se emplean
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para identificar la capsula, el nucleo, los flagelos, los esporos, etc (Pérez y
Mota, 2006).

Clasificacion: Después de que Christian Gram en 1884 desarrollase la
tincion que lleva su nombre, se comprobd que las bacterias podian
clasificarse en dos grupos principales, segun su respuesta a esta coloracion.
Las bacterias Gram positivas se tifien de color azul violeta y las Gram
negativas adquieren un color rosa o rojo. Las bacterias Gram positivas
tienen una capa gruesa de peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram
negativas tienen una capa fina y una pared compleja de lipidos (Pérez y
Mota, 2006).

Por otro lado, la estructura de la pared celular de las &cido-alcohol
resistentes, ademas de presentar peptidoglicano, también posee
arabinogalactano y acidos micolicos, éstos ultimos solo son encontrados en
las Mycobacterium y las Corynebacterium spp. Esta gran cantidad de lipidos
hace que este tipo de bacterias no se tifian o lo hagan mal con la coloracion
de Gram. Para tefiirlas, se recurre a coloraciones con fucsina (colorante rojo),
con calentamiento del colorante y luego de este procedimiento resisten la
decoloracion de una mezcla de alcohol y acido, que constituye la tincién de
Ziehl Nielseen (Perez y Mota, 2006).

Mecanismo de resistencia: Las bacterias han desarrollado varios
mecanismos para resistir la accion de los antibioticos. El primero de ellos es
una especie de bomba expulsora que utilizan las bacterias para la excrecién
de productos residuales o téxicos, con la que puede eliminar ademas
muchos de estos agentes antibacterianos. El segundo, se realiza mediante la
disminucién de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o
modificacion de los canales de entrada (porinas). La produccion de enzimas
inactivantes de los antibi6ticos constituye el tercer mecanismo. Por ultimo,

algunos antibidticos ejercen su accion contra las bacterias uniéndose a una
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proteina esencial para la supervivencia de estas (Fernandez, Lopez, Ponce y
Machado, 2003).

Antibioticos y su clasificacion: Los antibiéticos son sustancias quimicas
producidas por varias especies de microorganismos (bacterias, hongos y
actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros microorganismos, Yy
originan su destruccién. En los ultimos tiempos, el uso del término se ha
ampliado para incluir compuestos sintéticos, como las sulfonamidas y las
quinolonas, que presentan también actividad antibacteriana (Cué y Morején,
1998).

Siendo asi los antibidticos se clasifican segun (Cué y Morejon, 1998):

e Su efecto antimicrobiano, ya que pueden ser bacteriostatico o
bactericidas.

e Espectro de actividad bien sea amplio o reducido

e Estructura quimica

e Mecanismo de accién

Mecanismos de accion: Los mecanismos por los que los antibidticos

alteran la biologia de los microorganismos son (Paredes y Roca, 2004):

¢ Inhibicion de la sintesis de la pared celular que tiene lugar en diversas
fases por la accion de los [B-lactamicos, fosfomicina, cicloserina,
vancomicina, bacitracina.

e Desorganizacién de la membrana citoplasmatica por las Polimixinas,
anfotericina B y nistatina ya que, si la integridad funcional de la
membrana se altera, los iones y macromoléculas se escapan y la

célula se lesiona y muere debido a que la membrana celular
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constituye una barrera de permeabilidad y lleva a cabo funciones de
transporte activo.

e Inhibicion de la sintesis de proteinas, porque actian sobre los
ribosomas; en la subunidad 30 S: tetraciclinas; sobre la subunidad 50
S: cloranfenicol, eritromicina y lincosaminas; en ambas subunidades:
aminoglucosidos.

e Interferencia en la sintesis 0 metabolismo de los acidos nucleicos por
la Rifampicina , quinolonas, metronidazol y antivirales que Interfirien
en la replicacion del ADN, Impiden la transcripcion e Inhiben la

sintesis de metabolitos esenciales.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se refiere a la accion de un compuesto
quimico, natural o sintético, sobre el crecimiento de bacterias (Usano, Pala y
Diaz, 2014). Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para
determinar In vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos,
dichos métodos estan clasificados, en tres grupos principales: métodos de

difusién, métodos de dilucién y bioautografia. (Ramirez y Castafio, 2009).

Métodos de difusidn: La técnica esta basada en el método originalmente
descrito por Bauer y otros investigadores (método de Kirby-Bauer). EI método
se basa en la relacién entre la concentracion de la sustancia necesaria para
inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha
depositado un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro impregnado con una

cantidad conocida de la sustancia inhibitoria (Ramirez y Castafio, 2009).
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Métodos de dilucion: El método de dilucion en agar o en caldo como test
de susceptibilidad microbiana es utilizado para determinar la concentracion
minima bactericida (CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual
es definida como la concentracidbn mas baja de sustancia que puede inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas, y
la concentracion minima bactericida subcultivo (CMBs) como la
concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo
después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas
variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos.

(Ramirez y Castafio, 2009).

Bioautografia: es una técnica sencilla y rapida que combina las ventajas
de la cromatografia y la deteccién de actividad antimicrobiana. EI método
consiste en colocar las muestras a evaluar en placas de cromatografia de
capa fina (CCF) y seleccionar la fase movil adecuada, posteriormente la
placa se coloca en forma invertida sobre una caja de Petri previamente
inoculada con el microorganismo a evaluar , se deja de 8 a 12 horas en la
nevera para facilitar la difusion de los extractos en el medio, luego se retira la
placa y se lleva la caja a incubacion segun los requerimientos del
microorganismo; seguidamente se observa el halo de inhibicion donde esta

el compuesto activo (Ramirez y Castafio, 2009).

Definicion Operacional de Términos

Planta medicinal

Es cualquier planta que en uno o0 mas de sus 6rganos contiene sustancias
gue pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores
para la semisintesis quimico-farmacéutica (Cafiigueral, Dellacassa y
Bandoni, 2003).
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Cepas bacterianas

Son un conjunto de bacterias con igualdad en términos de sus
caracteristicas bioldgicas, es decir, bacterias de la misma especie, se llaman
cepas o colonias bacterianas. (Picazo y Garcia, 1999).

Halos de inhibicién

Es la zona alrededor de un disco de antibiético en un antibiograma en el
gue no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada
con el germen, es una medida de la potencia del antibiético frente al germen,
si mide menos de 18 mm de diametro indica resistencia y si su medida es

mayor e igual a 26 mm de diametro es sensible. (Forbes, 2009).

Operacionalizacion de las variables

Se emplea en la investigacién cientifica para designar el proceso
mediante el cual se transforma la variable de conceptos abstractos a
términos concretos, observables y medibles, es decir, dimensiones e
indicadores; por lo general se representa en un cuadro (Arias, 2006). Por lo
que, en esta investigacion se describen dos variables, la variable
dependiente: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Aldama dentata La Llave & Lex (Tabla 1); y la variable independiente:
Composicion quimica del extracto etandlico de las hojas Aldama dentata La
Llave & Lex (Tabla 2).
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Tabla 1. Operacionalizacion de la variable dependiente. Actividad

antibacteriana del extracto etanolico de las hojas de Aldama dentata.

Variable Tipo de variable Definicion Conceptual
éQué es?
Actividad Es la capacidad o
antibacteriana del Dependiente propiedad que posee un
extracto etandlico agente, bien sea un
de las hojas compuesto quimico,
natural o sintético, de

Aldama dentata.

inducir la muerte o inhibir
el crecimiento de bacterias
(Usano y cols., 2014).

Definicion
operacional
¢ Coémo se mide?

Dimensiones

Indicador

Método de difusion
en agar con disco.

Bacterias Gram
positiva:
e Staphylococcus
aureus
e Enterococcus
faecalis
Bacterias Gram
negativas:
e Escherichia coli
e Klebsiella
pneumoniae
e Pseudomonas
aeruginosa

Halos de inhibicién

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez (2024).
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Tabla 2. Operacionalizacion de la variable independiente. Composicion

quimica del extracto etandlico de las hojas Aldama dentata.

Variable

Tipo de variable

Definicion Conceptual
¢ Qué es?

Composicion
quimica del
extracto
etandlico de las
hojas Aldama

Independiente

Los metabolitos secundarios
son compuestos producidos
por las plantas, y estos no
son esenciales para su
funcionamiento (Albornoz,

dentata La Llave 1980)
& Lex.
Definicion Dimensiones Indicador
operacional
¢Coémo se
mide?
-Alcaloides: reactivo -Alcaloides: precipitados.
Tamizaje de Wagner, Mayer y
fitoquimico Dragendorff
-Saponinas: -Formacion de abundante

formacion de espuma
-Taninos: prueba con
gelatina
-Flavonoides: prueba
de Shinoda

-Fenoles: prueba de
cloruro férrico
-Triterpenos: prueba
de Liebermann-
Burchar

espuma, saponinas
-Precipitado blanco
presencia taninos.
-Flavonoides:
naranja a rojo.
-Compuestos fendlicos:
coloracion azul a negro.
-Esteroles y/o triterpenos:
coloracion azul o verde para
esteroides; coloracion es
rosa, rojo, magenta o violeta
para triterpenos.

indica

coloracion

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez (2024).
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Hipotesis

Estudios anteriores han confirmado la presencia de metabolitos
secundarios que poseen diversas actividades biologicas en las flores de la
Aldama dentata, por lo cual, es de esperar que el extracto etandlico de las
hojas de esta especie presente componentes similares y con actividad

antibacteriana frente a cepas de referencia internacional.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion es confirmatoria, basandonos en que la misma
tiene como objetivo buscar el porqué de los hechos mediante el
establecimiento de relaciones causa-efecto y sus resultados y conclusiones
constituyen el nivel mas profundo de conocimientos (Arias, 2006). Siendo
asi, permite confirmar la relacién entre la composicién quimica y la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata La

Llave & Lex.

Disefio de la Investigacion

El disefio de investigacion es la estrategia general que adopta el
investigador para responder al problema planteado y de acuerdo a la
manipulacion de las condiciones en las cuales se realiza el estudio se
clasifica en experimental (Arias, 2006). Por lo tanto, dicha investigacion es
de disefio experimental, se somete a la variable independiente
composicién quimica del extracto etandlico de las hojas de la Aldama
dentata a determinadas condiciones, estimulos o tratamientos, para
observar los efectos o reacciones que se producen en la variable
dependiente actividad antibacteriana, es decir, se caracteriza por la

manipulacion y control de las variables.
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion de este estudio esta representada por la planta
Aldama dentata La Llave & Lex, procedente del estado Mérida.

Seleccion del Tamafo de la Muestra

La muestra de este estudio esta representada por las hojas de la Aldama
dentata seleccionada de manera aleatoria, segun la disponibilidad de la

especie vegetal en el estado Mérida.

Sistema de Variable

Es un conjunto de operaciones para la conversion de una variable en
datos. Segun su funcién las variables pueden ser dependientes e
independientes (Arias, 2006).

Las variables relacionadas con esta investigacion son las siguientes:

e Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del extracto

etandlico de las hojas de la Aldama dentata.

e Variable independiente (VI): composicion quimica del extracto
etandlico de las hojas de la Aldama dentata.
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Instrumentos de recoleccién de datos

Son las distintas maneras o herramientas que un investigador utiliza para
obtener la informacion que necesita, como lo son tablas de resultados,
esquemas y registros fotograficos de los diversos procesos realizados para la
determinacion de la composicion quimica y actividad antimicrobiana de las

hojas de la Aldama dentata.

Procedimientos de la Investigacion

Recoleccién de la planta

La planta fue recolectada en el Municipio Santos Marquina Tabay estado
Mérida, luego se procedié a la identificacion taxondmica en el Herbario
MERF “Dr. Luis Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes, por el Director- Curador Herbario MERF Dr.

Pablo Mélendez Gonzalez con el numero Voucher Specimen 01 (Figura 11).
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Figura 11. Vaucher de la muestra de la Aldama dentata.

41



Preparacion del material vegetal

Para la preparacion del material vegetal se recolectaron las hojas frescas
de la planta, luego se pesaron en el Laboratorio A: Quimica de Productos
Naturales Dr. Carl Seelkpf, del Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo
Nicolas Usubillaga del Hierro” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes , bajo la asesoria de la profesora Alida Pérez,
obteniendo un peso de 738 gramos, luego se procedidé a secarlas en estufa a
40 °C, posteriormente se molié en un mortero y se pesaron nuevamente,
obteniéndose la cantidad de 215,94 gramos del material vegetal seco y

molido.

Preparacion del extracto

La obtencion del extracto se realizd en el Laboratorio A: Quimica de
Productos Naturales Dr. Carl Seelkpf, del Instituto de Investigaciones “Dr.
Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de la Facultad de Farmacia vy
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de la profesora
Alida Pérez, utilizando la técnica de extraccion continua en caliente bajo
reflujo y etanol como solvente. Asi se colocaron 100,01 gramos del material
vegetal pulverizado en un baléon de destilacion con etanol (Figura 12),
conectandolo al sistema de reflujo durante una hora, transcurrido este tiempo
se filtr6 (Figura 13) y se traspas6 a un balon de destilacion para llevar al
rotavapor con el objetivo de recuperar el solvente y concentrar el extracto
(Figura 14), posteriormente dicho extracto se almacend en un envase de
vidrio (Figura 15), y se llevd a estufa obteniéndose un extracto etandlico de

2,62 gramos (Esquema 1).
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Figura 12. Extraccién continGia en caliente bajo reflujo

Figura 13. Filtracion del extracto de las hojas de la Aldama dentata La Llave
& Lex.
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Figura 15. Extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave &
Lex.
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Esquema 1. Procedimiento empleado para la obtencion del extracto de las
hojas la Aldama dentata La Llave & Lex.

Recoleccion de la planta

v

Identificacion botanica

!

Pesado de las hojas frescas — 738,0g.
Secado de las hojas || Enestufaa
\L 40%¢

Pulverizacion de las hojas

v

Pesado del material
vegetal pulverizado

\

Obtencion del extracto mediante la técnica de
extraccion continta en caliente bajo reflujo con
etanol como solvente.

v

Filtracion del extracto

y

Concentracion del extracto en el rotavapor

v

Envasado y almacenamiento en la estufa del
extracto etandlico de las hojas
\l/
Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las
hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex

215,94 g.

Fuente: Valero, Marquez y Fernandez (2024).
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Tamizaje fitoquimico

Una vez obtenido el extractos seco de las hojas de la Aldama dentata, se
llevé a cabo el screening fitoquimico para la identificacion de metabolitos
secundarios por pruebas quimicas cualitativas en el Laboratorio A: Quimica
de Productos Naturales Dr. Carl Seelkpf, del Instituto de Investigaciones “Dr.
Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” de la Facultad de Farmacia vy
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de la profesora
Alida Pérez, evaluados de la siguiente forma ( Martinez, 2020; Tamayo y
cols., 2011):

Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (Alcaloides): Se disolvi6 una
porcidn del extracto en 2 mL de HCl al 5 %, se agitd y se tomo una alicuota a
la cual se le afiadié gotas de los diferentes reactivos (Dragendorff, Mayer y

Wagner).

Ensayo de Lieberman-Burchard (Esteroles/Triterpenos): se utilizd un
tubo de ensayo limpio, seco e identificado y una pequefia cantidad del
extracto, luego se adicion6 0,5 mL de solucion cloroférmica anhidra, 0,5 mL
de anhidrido acético y cuidadosamente por la pared del tubo una gota de

acido sulftirico concentrado.

Ensayo de FeCls (Compuestos fendlicos): La muestra se disolvié en agua
y se agregaron unas gotas de solucién de tricloruro férrico al 1 %.

Prueba de altura y estabilidad de espuma (Saponinas): Se prepard una
solucion acuosa del extracto etanolico, se coloco 1 mL en un tubo de
ensayo, se agito vigorosamente durante 1 minuto y se observo la altura de la

espuma.
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Ensayo de gelatina (Taninos): Se disolvié la muestra en agua y se agrego

la solucion de gelatina al 1 %.

Ensayo de Shinoda (Flavonoides): A 1 mL del extracto diluido, se afadio
algunas birutas de magnesio, se sujeto el tubo con una pinza y se adiciono

cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI concentrado.

Ensayo de hidréxido de sodio al 10 % (Flavonoides): La solucion del
extracto acuoso se traté con 1 mL de una solucidon de hidréxido de sodio al
10%.

Ensayo con hidroxido de amonio concentrado (Cumarinas): Se
concentrd una porcion del extracto y se le adiciono 0,5 mL de etanol y dos
gotas de hidroxido de amonio concentrado, luego se observa bajo la luz ultra

violeta.

Reaccion de hidréoxido de amonio (Antraguinonas): Para esta prueba se

adicion6 una gota de hidroxido de amonio concentrado al extracto.

Reaccion con acido sulfarico (Quinonas): Se agregé 1 gota de acido
sulfirico concentrado a una porcion del extracto en una cépsula de

porcelana.

Prueba de hidroxido de sodio al 10 % con HCI (Sesquiterpenlactonas):
Se colocaron 2 mg del extracto con solucion de hidréxido de sodio al 10 %,
observandose si un color amarillo o naranja se pierde al agregar una gota de
HCI.
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Prueba para glicésidos cardiotonicos (Glicésidos cardiotonicos): Para
esta prueba se dispuso de un tubo con 0,5 mL de acido sulfurico concentrado
y otro tubo al cual se le agreg6 el extracto con 2,5 mL de agua y 1 mL de
acido acético glacial mas una gota de FeCls, asi, esta mezcla se adiciono al
tubo que contiene acido sulfurico concentrado evidenciando la presencia de

un anillo marrén que indica la positividad de la prueba.

Determinacién de la Actividad Antibacteriana

La determinacion de la actividad antibacteriana, se realizé por el método
de difusién en disco (Kirby-Bauer), originalmente descrito por Bauer y cols
(1966), bajo la asesoria de las Profesoras Yndra Cordero e Ysbelia Obregén,
y el auxiliar de Laboratorio TSU. José Emilio Salazar, en el Laboratorio de

Actinomicetos, adscrito al IIFFB.
Bacterias Estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies Gram positivas y tres Gram negativas, de referencia internacional
de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC por sus siglas en inglés),
las cuales fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia, de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes (ULA),

a cargo de la Licenciada Yacneli Infante (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepas de referencia internacional de la Coleccién de Cultivos Tipo
Americano (ATCC)

Bacterias Gram positivas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bacterias Gram negativas (ATCC)
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Elaborado por Cordero y Obregdén, 2021.
Preparacion de las muestras

Se pes6 10 mg del extracto y se disolvio en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) para obtener una solucién de una concentracion de 10000 ppm
(20mg/mL).

Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de didmetro,
los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV), por 24 horas.
Posteriormente se impregnaron con 10 pL de la muestra en estudio (extracto
etandlico), DMSO (como control negativo) y se utilizaron discos de
antibiéticos comerciales como control positivo con el fin de medir la
sensibilidad de los microorganismos a estudiar. En este caso se utilizé

Ampicilina® 10 pg, Eritromicina® 15 ug y Piperacilina® 100 pg.
Preparacion de los In6culos Bacterianos

El in6culo bacteriano se prepar6 con la ayuda de un asa estéril,

tomandose de esta manera, una pequefia cantidad de colonias, a partir de un
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cultivo fresco y purificado de cada cepa bacteriana repicada en agar Mueller-
Hinton, para luego ser suspendidas en tubos, previamente estériles, que
contienen 5 mL de una solucion salina fisiolégica estéril de Cloruro de Sodio
(NaCl) al 0,85 %, hasta que alcance una turbidez equivalente al patron de
Mac Farlan N° 0,5 (10%8 UFC/mL).

Inoculacion de las Placas y Determinacion de la Actividad

Antibacteriana

Se realizo la inoculacion de las placas de agar Mueller-Hinton, tomando
un inéculo de cada bacteria con un hisopo estéril impregnado por la placa,
rotando la misma sin dejar ningun espacio libre, hasta lograr una siembra
uniforme, se dejo secar. Posteriormente se colocaron en forma equidistante
los discos de papel, los cuales fueron impregnados con 10 pL de la solucién
en estudio, adicionalmente se colocaron los discos de los respectivos
controles tanto positivo (Ampicilina®, Eritomicina® y Piperacilina®) como
negativo (dimetilsulfoxido). Estas se dejaron en la nevera a 4 °C
aproximadamente durante 30 minutos (pre-incubacion), con la finalidad de
qgue los discos impregnados con las diferentes muestras difundan a través
del agar, para luego llevarlas a la estufa durante 24 horas a 37 °C en

posicion invertida, en atmosfera aerdbica.
Lectura de las Placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas, por un lapso de tiempo
de 24 horas, se realizo la lectura de las mismas con una regla milimétrica.
Donde se considerd un resultado positivo o sensible (presencia de actividad
antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicién alrededor del disco,
y se tomd como resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana)

la ausencia de dicho halo. El diametro de la zona de inhibicién producto de la
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actividad antibacteriana de las muestras en estudio se expresé en milimetros

(mm).
Disefio de analisis
Los datos que se recolectaron en el proceso de esta investigacion fueron
analizados a través de un enfoque cualitativo y cuantitativo, ya que se

expresaron numericamente y se realizaron descripciones u observaciones
(Palella y Martins, 2010).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS

Existen ciertas caracteristicas que son propias del extracto etandlico de

las hojas de la Aldama dentata (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas fisicas del extracto etandlico de las hojas de la

Aldama dentata.

Caracteristicas

Extracto etandlico de las hojas

Aspecto Viscoso
Color Verde intenso
Olor Caracteristico

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez, (2024).

Se realiz6 la determinaciéon del % de rendimiento del extracto (Tabla 5)
aplicando la siguiente formula:

%R = Peso final del extracto obtenido x 100

Peso inicial de la muestra

Tabla 5. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento

Extracto etandlico

Peso inicial (g) 100,01 g
Peso final (g) 2,629
% de Rendimiento 2,61 %

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez, (2024).
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Tamizaje fitoquimico

El extracto etandlico de las hojas de la Aldama dentata se someti6 a

diferentes pruebas cualitativas (Tabla 6), evaluadas a partir de formacion de

precipitados, turbidez del medio, viraje de color, formacion de espuma por

agitacion, fluorescencia por exposicion a la luz ultravioleta (UV) (Tabla 7),

determinando asi la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides,

compuestos fendlicos, esteroles, lactonas y glicosidos cardiotonicos.

Tabla 6. Resultados del andlisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico

de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex.

Metabolitos Pruebas quimicas Extracto etandlico
Alcaloides Dragendorff -
Wagner -
Mayer -

Triterpenos/Esteroides Libermann-Burchard Verde esteroles
+
Compuestos fendlicos FeCls +
Saponinas Espuma -
Taninos Gelatina al 1 % -
Flavonoides Shinoda -
NaOH 10 % +
Cumarinas NH4OH -
Antraquinonas NH4OH -
Quinonas Capsula con H2SO4 -
Lactonas NaOH al 10 % con HCI +
(sesquiterpernos)

Glicosidos Prueba para glicosidos +

cardioténicos

cardiotonicos

Presente: + Ausente: -

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez, (2024)
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Tabla 7. Resultados ilustrados del analisis fitoquimico preliminar del extracto
etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex.

Metabolitos y pruebas quimicas Resultados

Alcaloides Negativo

Dragendorff
Wagner
Mayer

No se observa precipitado

Positivo

Triterpenos/ Esteroles

Liebermann-Burchard

Anillo verde

Positivo

Compuestos fendlicos
FeCls

Color verde oscuro

Negativo

Saponinas

Espuma

Ausencia de espuma
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Tabla 7. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar del extracto
etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex. (Continuacién)

Taninos Negativo

Gelatina al 1 %

Ausencia de precipitado blanco

Flavonoides

Shinoda Negativo
No se observa cambio de color
NaOH 10 % Positivo
Color amatrillo
Cumarinas Negativo
NH4OH

No se observa fluorescencia azul.

Antraguinonas

NH4OH Negativo

No se observa cambio de color
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Tabla 7. Resultados ilustrados del analisis fitoquimico preliminar del extracto
etandlico de las hojas de la Aldama dentata La Llave & Lex. (Continuacién)

Quinonas

Céapsula con H2SO4

Negativo -
I I .

Ausencia de color rojo

Lactonas (sesquiterpenos)
NaOH al 10 % con HCI

Positivo

Se pierde la coloracion amarillo-
naranja.

Glicésidos cardioténicos
Prueba para glicésidos

cardiotonicos

Positivo

~ P~

Anillo marrén

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez, (2024).
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Actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de la aldama

dentata La Llave & Lex.

Los resultados obtenidos del extracto etandlico de las hojas de la Aldama
dentata, evaluados mediante la técnica de difusion de disco en agar, se
encuentran en la tabla 8. El mencionado extracto a una concentracion de
10000 ppm mostro actividad frente a las cepas de bacterias Gram positivas
como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis con un halo de
inhibicion de 7 mm (Figura 16 y 17), asi como también; en las bacterias Gram
negativas Klebsiella pneumoniae (8 mm) (Figura 18), Escherichia coli vy

Pseudomonas aeruginosa (7 mm) (Figura 19 y 20).

Tabla 8. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

las hojas de la Aldama dentata. Antibioticos de

referencia

Bacterias [] EEH | PIP | AM ERI
(ppm) | (mm) | (mm) | (mm) | (Mm)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
10000 7 32

Enterococcus faecalis ATCC 29212
10000 7 32

Escherichia coli ATCC 25922
10000 7 27

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
10000 8 27

Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 10000 7 27

Leyenda: [ ]: concentracion, EEH: extracto etandlico de hojas, PIP:
Piperacilina ® 100 pg, AMP: Ampicilina ® 10 pg, E: Eritromicina ® 15 pug;
10000 ppm: partes por millon; mm: milimetros.

Elaborado por: Valero, Marquez y Fernandez, (2024)
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Figura 16. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
las hojas Aldama dentata.

P. aeruginosa.
Leyenda: 3: extracto etandlico de las hojas Aldama dentata.
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Discusiones

Los ensayos realizados al extracto etandlico de las hojas de Aldama
dentata mediante el tamizaje fitoquimico demostraron la presencia de
compuestos quimicos como esteroles, fenoles, flavonoides lactonas
sesquiterpénicas y glicosidos cardioténicos, guardando relacién con lo
reportado por Isla y cols., (2020), estos autores determinaron en el extracto
etandlico de las flores de Aldama dentata., la presencia de metabolitos
secundarios como glicésidos cardiotonicos, flavonoides, compuestos
fendlicos, lactonas sesquiterpenicas, triterpenos , quinonas, antraquinonas y
cumarinas. Lo descrito anteriormente coincide con lo reportado para la familia
Asteraceae ya que contiene metabolitos secundarios como glicosidos
cardiotonicos, flavonoides, terpenoides, taninos, saponinas, cumarinas,

alcaloides, esteroides, triterpenos, entre otros.

En consecuente, los terpenos o terpenoides constituyen el grupo mas
numeroso de metabolitos secundarios, dentro de los cuales se incluyen los
triterpenos/esteroles y las lactonas sesquiterpénicas, teniendo importancia
medicinal por sus propiedades anticancerigenas, antiulcerosas,

antimalariales y antimicrobianas, entre otros (Ruiz y Suarez, 2015)

Asi mismo, los compuestos fendlicos (fenoles simples, &acidos
fendlicos, flavonoides) se han asociado con una menor incidencia de
enfermedades cronicas no transmisibles tales como diabetes mellitus y
enfermedades  cardiovasculares, también  presentan  propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenos, analgésicas,
vasodilatadoras, antihipertensiva, antitrombética, anticoagulante 'y

antiinflamatorias (Albarca, 2017). Por otra parte, se encuentran los glicésidos
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cardiotonicos o cardendlidos que son empleados en el tratamiento para la

insuficiencia cardiaca congestiva (Garcia y Carril, 2011).

En este sentido, la composicion quimica detectada en las hojas de A.

dentata sugiere que esta especie es una fuente de compuestos bioactivos.

En lo que respecta a la actividad antibacteriana, el extracto etandlico de
las hojas de Aldama dentata a una concentracién de 10000 ppm, inhibio
bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis con un halo de inhibicion de 7 mm, asi como también; bacterias
Gram negativas entre ellas Klebsiella pneumoniae (8 mm), Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (7 mm), teniendo similitud con el estudio realizado
por Islay cols., (2020), los cuales determinaron la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las flores de Aldama dentata a una concentracion de
1000 ppm, obteniendo como resultando la inhibicion de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli
con halos de inhibicién de 13 mm, 7 mm, 8 mm y 8 mm, respectivamente, en

ambos estudios se utilizo el método de difusién en agar con disco.

En tal sentido, los resultados anteriormente descritos se debe a la
composicién quimica comun entre los extractos, sin embargo, la actividad
antibacteriana se puede ver afectada por la concentracion empleada, y al uso
del papel filtro Whatman, se compone de celulosa (uniones b-(1-4) de
monomeros de glucosa), los cuales tienen muchos grupos hidroxilos libres
presentes en cada glucosa, haciendo que la superficie del disco sea
hidrofilica, interviniendo directamente con algunos compuestos polares de los
productos naturales, absorbiéndolos en la superficie del disco e impidiendo la
difusibn de estos en el agar, los compuestos apolares pueden no ser

influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir facilmente en el agar. Es
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por ello que se recomienda utilizar la técnica de difusion en pozo, por su alta

sensibilidad. (Ramirez y cols,. 2009).

Los metabolitos secundarios ejercen su actividad antibacteriana a través
de diferentes mecanismos. En general, el mecanismo de accion esta
relacionado con cambios en la morfologia celular, alteracién de la membrana
asociada con fuga de iones, reduccion del potencial de membrana, deterioro
de la homeostasis del pH intracelular, cambios en el proteoma vy
transcriptoma, inhibicién de la actividad ATP-asa, inhibicion de la sintesis de
acidos nucleicos, entre otros. Asi, los compuestos bioactivos de las plantas
provocan alteracion considerable en las diversas funciones bioldgicas de las
bacterias que conducen al deterioro de los procesos celulares vitales
necesarios para la supervivencia de la misma (Prakash, Kumar, Singh,
Sangachan, 2020).

Referente al mecanismo de accion antibacteriano de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas de Aldama
dentata, se ha reportado que los terpenoides pueden actuar por al menos
cinco mecanismos de accion; estos incluyen, dafio en la estructura y funcién
de la membrana, inhibicibn de la biosintesis y funcion de los acidos
nucleicos, interferencia de procesos metabolicos esenciales, induccion de la
coagulacion de los componentes citoplasmicos y la interrupcion en la
comunicacién celular normal (Gallegos, Bafuelos, Delgadillo, Meza,
Echeverria, 2019). Por otra parte, los compuestos fendlicos al parecer
producen inhibicion enzimatica, posiblemente mediante reacciones con los
grupos sulfihidrilo o por interacciones no especificas con proteinas, mientras
que los flavonoides actian formando complejos con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas, la mayoria de las veces inactivando la proteina y
anulando su funcion (Domingo y Lopez, 2003). Todos estos mecanismos de

accion pueden verse influenciados por varios factores, como las
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caracteristicas de las células bacterianas (bacterias Gram positivas y
negativas), condiciones ambientales y fisicoquimicas (la hidrofobicidad, la

concentracion del compuesto, la temperatura y el Ph (Gallegos y cols., 2019).

En relacion a lo descrito anteriormente, se infiere que los metabolitos
secundarios detectados en las hojas de Aldama dentata poseen importantes
propiedades farmacolégicas, por lo cual, se puede considerar que esta

especie es una fuente de metabolitos secundarios biolégicamente activos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

El tamizaje fitoquimico permitié determinar que en el extracto etandlico de
las hojas de Aldama dentata predominan metabolitos secundarios como
esteroles, fenoles, flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y glicésidos

cardiotdnicos.

La evaluacion de la actividad antibacteriana revel6 la susceptibilidad de
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Echerichia coli y Pseudomonas aeruginosa frente al extracto etandlico de las

hojas de Aldama dentata a una concentracién de 10000 ppm.

Se confirma la relacion entre la actividad antibacteriana y la
composicién quimica del extracto etandlico de las hojas de Aldama dentata
en cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas de referencia
internacional ya que el extracto posee metabolitos secundarios que tienen la

capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias ensayadas.

Por otra parte, es importante mencionar que este es el primer reporte de
la composicidon quimica y actividad antibacteriana de las hojas Aldama
dentata, siendo el presente estudio un aporte para la fitoquimica y actividad
biologica del género Aldama y especie A. dentata.
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Recomendaciones

Evaluar actividad antifingica en las hojas de la Aldama dentata.

Realizar un estudio de tamizaje y actividad antimicrobiana de la planta

Aldama dentata, utilizando otras partes como tallo y raiz.

Llevar a cabo una investigacion sobre la composicién quimica y actividad
antimicrobiana del aceite esencial de la Aldama dentata, mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (CG/EM).
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